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OZET

MELALEUCA ALTERNIFOLIA (MAIDEN & BETCHE) CHEEL UCUCU
YAGININ BIYOTRANSFORMASYONU VE BiYOAKTIF METABOLITLERI

Bilge Nur MUTLU
Farmakognozi Ana Bilim Dah
Yiiksek Lisans Programi
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Kasim 2024

Damisman: Prof. Dr. Gékalp ISCAN

Antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri nedeniyle son yillarda ¢ok sayida kozmetik
preparatin etken maddesi olan ¢ay agaci ugucu yagi (Tea Tree Oil) ticari olarak temin
edilerek 15 farkli fungus tiirii ile mikrobiyal transformasyon ¢aligmalar1 gerceklestirilmis
ve olusan yeni metabolitlerin antioksidan, antibakteriyel, antikandidal etkileri ortaya

konulmustur.

Cay agaci ucucu yaginin yiiksek verimlerle doniisiimiinii katalizleyen Aspergillus terreus
var. africanus, Penicilium italicum var. italicum, Fusarium culmorum ve Alternaria
eureka funguslari ile 10 metabolit elde edilmistir. 3 metabolitin yapilar1 spektroskopik
yontemler ile aydinlatilarak disk difiizyon, biyootografi ve standart sivi mikrodiliisyon
yontemleri ile antibakteriyel ve antikandidal etkileri belirlenmistir. Biyotransformasyon
sonucu elde edilen p-mentan-1,2,4-triol’iin ve diger hidroksil tiirevi metabolitlerin,
ozellikle baz1 Candida tiirlerine karsi ¢ay agaci yagi ile ana bilesenleri olan terpinen-4-ol
ve y-terpinenden daha giiglii inhibe edici etkiler sergiledigi (MIK, 312 ug/mL ) bu ¢alisma

ile ilk kez gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: Melaleuca alternifolia, Biyotransformasyon, Antibakteriyel

aktivite, Antikandidal aktivite
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ABSTRACT

BIOTRANSFORMATION OF MELALEUCA ALTERNIFOLIA (MAIDEN &
BETCHE) CHEEL ESSENTIAL OIL AND EVALUATION OF BIOACTIVE
METABOLITES

Bilge Nur Mutlu
Department of Pharmacognosy
Programme in Master
Graduate School of Anadolu University, November 2024

Prof. Dr. Gokalp ISCAN

Tea Tree Oil (TTO) has been used more frequently as a primary active ingredient in
dermatological and cosmetic formulations because of its well-known antibacterial and
antifungal qualities. This oil was purchased commercially and used in 15 different fungus
species' microbial biotransformation experiments. The synthesized new metabolites were

demonstrated to exhibit antioxidant, antibacterial, and anticandidal effects.

Fungal species such as Aspergillus terreus var. africanus, Penicillium italicum var.
italicum, Fusarium culmorum, and Alternaria eureka were used to catalyze the TTO
transformation with high efficiency, producing 10 different metabolites. 3 metabolites
were structurally clarified in this study by the use of spectroscopic techniques. These
metabolites' antibacterial and antifungal qualities were evaluated using disk diffusion,
bioautography and standard liquid microdilution methods. The biotransformation process
produced p-menthane-1,2,4-triol and other hydroxylated derivative metabolites, which
were shown in this study to have considerably greater inhibitory effects than terpinen-4-

ol and y-terpinene, the main constituents of tea tree oil (MIC, 312 pg/mL).

Keywords: Melaleuca alternifolia, Biotransformation, Antibacterial activity,

Anticandidal activity
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1 GIRIS VEAMAC

Artan antibiyotik direnci, mevcut antimikrobiyal tedavilerin etkinliginin azalmasi, ¢esitli
faktorlerle tetiklenen alerjik reaksiyonlar, bilim diinyasinda etkili ve giivenli ilag

arayislarint hizlandirmistir.

Mikrobiyal transformasyon, biyoaktif dogal ve sentetik molekiilerin yapilarinda
gergeklestirilen degisimler aracilifiyla bir umut olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Biyodoniisiimler hidroksilasyon, dehidroksilasyon, O-metilasyon, O-demetilasyon,
glikozilasyon, deglikozilasyon, dehidrojenasyon, hidrojenasyon, benzo-y-piron
sisteminde karbon halkasi boliinmesi, siklizasyon ve karbonil indirgemesi vb. bir¢ok
reaksiyon ile gerceklesmektedir. Mikrobiyal biyotransformasyonda kullanilan suslar
kolay ve biiylik 6lgekli iiretim potansiyeli ve ¢evre dostu olmalar1 gibi avantajlar sunar
(Cao ve ark 2015). Biyotransformasyon reaksiyonlari, laboratuvar olgekli kimyasal
sentezle karsilastirildiginda 1liman kosullar altinda yiiriitiilmesi, zor hatta kimyasal olarak
imkansiz reaksiyonlarin stereoselektif, regioselektif ve enantiyoselektif olarak
katalizlenebilmesi gibi avantajlar saglar. Toksik atik iiretilmemesi ve dogal kaynaklari
substrat olarak kullanip, dogal katalizorlerin kullanilmasi son {iriiniin de "dogal" olarak

nitelendirilmesini saglar (Sevalho ve ark., 2024).

Ugucu yaglar, aromatik bitkilerden narenciye kabuk yaglari haricinde sadece distilasyon,
yontemleri ile elde edilen monoterpen, seskiterpen ve bunlarin oksijenli tiirevlerini iceren
oda sicakliginda sivi ve iz birakmadan ugabilen aromatik hidrokarbon karigimlaridir.
Bitkilerin yaprak cicek, govde, dal, kok tomurcuk, kabuk, meyve tohum gibi farkli
organlarindan elde edilen biyoaktif sekonder metabolitlerdir. Antibakterial, antifungal
antiprotozoal, antiviral, analjezik, antiinflamatuvar, antioksidan ve antikanser etkiler
gostermektedirler. Glintimiizde her alanda dogal iiriinlere olan ilginin artmasiyla birlikte
sentetik koku, ila¢ ve katki maddelerinin de dogal olanlarla miimkiin oldugunca
degistirilmesi yoniindeki egilim, ugucu yaglarin 6nemini ortaya ¢ikarmistir. Su ana kadar
3000 ugucu yag insanligin kullaniminda olup, bunlardan 300°i ticari ugucu yag cesitli
biyolojik ve farmakolojik kullanimlarinin yani sira koku ve tat ham maddeleri olarak

hayatimizda yerlerini almiglardir (Baser, 2015).

Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel Avusturalya’da 100 yili agkin siiredir
kullanilmakla birlikte diinya ¢apinda artan kullanim siklig1 ile gerek saf halde gerekse



bir¢ok iirlinde aktif bilesen olarak yer bulmaktadir. Genel olarak ciltte irritasyona neden
olmamasi, kolay penetre olmasi ve ozellikle genis spektrumlu antimikrobiyal etkileri
dolayisiyla gesitli kozmetik preparatlarda kullanilmaktadir (Yadav, 2017). Antibakteriyel
antifungal, antiinflamatuvar ve antiviral aktiviteleri ve bu etkilerin mekanizmasi sayisiz
literatiir ¢aligmasi ile incelenmistir (Cudgen, 2007). Ancak saf ¢ay agaci ugucu yaginin,
jel, krem, losyon ve merhem gibi topikal preparatlarinda kullanimma bagli kontakt
dermatit ve eritema multiforme gibi cilt hastaliklar1 ve oral yolla kii¢iik hacimlerde alim1
ile zehirlenme ve koma vakalar1 raporlanmistir (Carson ve ark., 1998). Genel olarak
giivenli kabul edilmekle birlikte yagin degredasyonu ve terpenlerin oksidasyonu sonucu
toksik etkili tiirevlerin olusumu ve yiliksek ucuculuk gibi biyoyararlanimini ve aktivitesini

etkileyen dezavantajlar kullanimini az da olsa sinirlamaktadir (Yadav, 2017).

Bu tez kapsaminda genis spektrumlu antikandidal ve antibakteriyel aktivitelere sahip
degerli bir ugucu yag olan ¢ay agact ucucu yaginin mikrobiyal transformasyonu ile
biyolojik aktivitesi artmis metabolitlerin iiretilmesi hedeflenmistir. Yapilar1 aydinlatilan
metabolitlerin standart maddelerden ve yagin kendisinden daha fazla bioaktivite
gostermesi halinde potansiyel ilag, koku ve tat hammaddeleri olarak sunulmalari

hedeflenmektedir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Myrtaceae Familyasinin Ozellikleri

Myrtaceae (Mersingiller) familyasi genel olarak tropikal bolgelerden gilineye ozellikle
Gliney Amerika, Avustralya ve Asya’nin tropikal kesimlerine dogru bir yayilim
gostermekle birlikte familyanin iiyelerine Afrika’nin ¢esitli bolgelerinde rastlanmaktadir.
Her mevsim yesil ¢ali ve aga¢ formundaki bitkilerden olusur. Bu familyaya ait bir kismi1
endemik olan yaklasik yiiz kirktan fazla cins mevcuttur (Wilson, 2010). Eucalyptus,
Myrtus ve Psidium gibi cinsler iyi bilinen 6rneklerdir. Syzygium aromaticum (karanfil),
Pimenta racemosa (Yenibahar) ve Acca sellowiana (Guava) gibi tiirler de yine bu

familyaya ait genis ¢apta taninan tiirlerdir.
Alem: Plantae

Boliim: Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Smif: Magnoliopsida (Iki ¢enekliler)
Takim: Myrtales

Familya: Myrtaceae

Cins: Melaleuca L. (nom. cons.)

Tiir: Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel

2.1.1 Melaleuca cinsine ait diger tiirler

Maiden ve Betche 1905°te bitkiyi Melaleuca linariifolia varyetesi olarak ele almiglardir.
M. alternifolia ve M. linariifolia yakin akrabadir. Cheel, 1924 yilindan iki bitki arasindaki
farklar inceleyerek iki tiiriin ayrilmasi gerektigini diisiinmiistiir. Glinlimiizde ¢ay agaci
yagi1 (Tea tree oil: TTO) 246 farkl tiirden elde edilmektedir. Leptospermum scoparium
ve Kunzea ericoides tiirlerina ait ugucu yaglarin bilesimi oldukga farkli olmasina ragmen
yine de ¢ay agaci olarak anilmaktadir (Carson, 2006). Melaleuca cinsine ait bazi ticari

bitkiler Tablo 2.1°de gosterilmistir.



Tablo 2.1
Cay Agact Olarak Bilinen ve Kullanilan Tiirler

Latince Major Bilesen Adi Biyolojik Etkisi Kaynak
- (%30-48) Topikal antiseptik, genis ~ Brophy ve ark.,
M.alternifolia Cay Agact spektrumlu 2013
(Maiden & Betche) Terpinen-4-ol .. . ) )
Cheel an‘Flimlkroblyal, Lis-Balchin ve
antiinflamatuvar ark., 2000
] Sc:ﬁ;?ﬁiioilaintvfn Brophy ve ark.,
M. cajuputi Powell (%50-70) Kajeput, genital-urina’ Siste 2013
. Bataklik ¢ay antiseptigi
1,8-sineol agaci Yiizey temizlik ajant, Barbosa et al.,
% 2013
Bocek kovucu
M. dissitiflora 1,8-sineol, ;
) Cay agaci Antibakteriyel Padal;a,re ark.,
F. Muell a-terpineol 015
M. leucadendra (L.) 0 Beyaz Kagit Antikonvulsant
L (%064) Kabugu, Genis . ol o Barbosa ve ark.,
: N analjezik, anestezik, kas
1.8-sineol yaprakli Kagit .. 2013
> Kabugu gevseticl
Melaleuca s
L. ; Metil6jenol :
linariifolia Smith Cay agaci Siis bitkisi, antiseptik Silva
1,8-sineol ve ark., 2010
1,8-sineol,
viridiforol,
M. quinquenervia . . Solunum sistemi
(Cav.) S. T. Blake E-nerolidol Gen;s }:}[;rcaikh hastaliklart, néralji Barbozs(e)ll\ge ark.,
emotipe ve romatizma,
(k ip cay ag :
gore
degismekte)
M. viridiflora ' Nioli, Genis ' Ant%septik, solunufn Monti ve ark.,
1,8-sineol yaprakli cay  sistemi hastaliklar1 bocek 2002
C. F.Gaertn. agaci kovucu antiinflamatuvar
Leptospermum ‘ Brophy ve ark.,
scoparium (>%60) Manuk Cilt ve yara bakimi 1999
anuka
J.R.Forst. & Seskiterpenler Antimikrobiyal Porter ve
G.Forst. Wilkins, 1999
Kunzea (>%50) ..
ericoides (A.Rich.) Kanuka Antlllnﬂamaj[uar, .Po.rter ve
Joy Thomps o-pinen antimikrobiyal Wilkins, 1999




2.2 M. alternifolia Cheel Tiiriiniin Botanik ozellikleri

Melaleuca alternifolia (Maiden ve Betche) Cheel (Syn. Melaleuca linariifolia var.
alternifolia Maiden ve Betche) bitkisinin dogal yayilis alan1 Avustralya kitasinda, Giiney
Queensland'den Kuzeydogu Yeni Gliney Galler’i kapsamaktadir. Deniz seviyesinden 800
metreye kadar degisen yliksekliklerde genellikle su kaynaklarma yakin yerlerde ve

batakliklarda dagilis gostermektedir (the Plant of World online, World Flora Online).

Gorsel 2.1
Melaleuca alternifolia Bitkisinin Dogal Yayilist

S

R
s -

Kaynak: the Global Biodiversity Information Facility https://www.gbif.org/species/5416091

Melaleuca kelimesi, Yunanca mela ve leuco siyah ve beyaz kelimeleri ile tiiretilmis ve
bitkinin biiylirken gévde kabuklarindaki renk degisimini betimlemek {izere bu sekilde
adlandirldig1 diistintilmiistiir. Govde kabugu kagit gibi katmanli ve pul pul dokiilen
yapidadir. Bitkinin gen¢ filizleri yumusak tiiylerle kapli iken yagh dallar tiy
tasimamaktadir. Tibbi olarak kullanilan kisim olan yapraklar basit, 1-2,5 cm
uzunlugunda, sivri ve derimsi olup ugucu yag tastyan cok sayida salgi kanali tasir.
Sicakligin yiiksek oldugu zamanlarda ucucu yag miktar1 artmaktadir. Ekim-Kasim
aylarinda dallarin uglarinda beyaz-krem renkli ¢igeklerini agmaktadir (Rosetto, 1999).
Herdem yesil, 7 metreye kadar boylanabilen ¢alidir (Brophy ve ark., 2013).



Gorsel 2.2
Melaleuca alternifolia (Maiden ve Betche) Cheel

Kaynak: the Global Biodiversity Information Facility https://www.gbif.org/species/5416091

2.2.1 M. alternifolia’nin Halk Arasinda Kullanimi

M. alternifolia 1770 yilinda Kaptan James Cook tarafindan kesfedilmeden ¢ok dnce
Avustralya Aborjinleri tarafindan bilinmekte idi. Aborjinlerin sozlii tarihinde M.
alternifolia yapraklarinin zamanla diistiigii ve ¢lriidiigi lagiinler olan sifali gollerden
bahsedilmektedir. Aborjinler, M. alternifolia gibi kiigiikk yaprakli ¢ay agaclarimi deri
hastaliklarini tedavi etmek amaciyla lapa halinde yara iyilestirici ve yapraklart ezerek
elde ettikleri yag1 oksliriik kesici olarak kullanmislardir (Carson, 2006; Sailer ve

ark.,1998).

Cook ve gemisindeki miirettabat tarafindan Camellia sinensis yerine Myrtaceae tiiriine
ait bagka bir bitkinin yapraklarinin demlenerek tiiketilmesiyle bitki ilk kez ¢ay agaci (Tea
Tree) olarak tarihe gecmistir (Southwell, 1999).



Botanikg¢i Sir Joseph Banks yolculugu sirasinda topladigt M. alternifolia ait yapraklarin
yaninda daha uzun ve genis benzer yapraklari da incelemistir. Elde ettigi bulgular M.
leucadendron, M. cajuputi, M. quinquenervia ve M. viridiflora smiflandirilmasinda yol

gostermistir.

Ucgucu yag, Dr. Arthur Penfold tarafindan 1923 yilinda bitkinin yapraklarindan elde
edilmis ve 1925 yilinda ugucu yagin antimikrobiyal etkileri ortaya g¢ikarilmistir. 1930
yilinda Medical Journal of Australia da etkileri gosterilmis ilerleyen tarihlerde 2. Diinya
savaginda yaralanmalardaki cilt enfeksiyonlarini azaltmak ve bocek kovucu olarak ilk
yardim cantalarinda kullanilmistir (Humphery, 1930; Lis-Balchin ve ark., 2000).
Antibiyotik tiretimindeki giigliikler, dogal {irlinlere ve ugucu yaglara olan ilginin artis1 ile

TTO 1960’11 yillardan sonra popiilerlik kazanmistir (Brophy ve ark., 1989).

Avusturalya topluluklar: tarafindan 100 y1li askin siiredir kullanilan TTO, giiniimiizde
40.000 hektarlik genis bir alanda tarimi yapilan ve diinya ¢apinda tarimdan veteriner
hekimlige, kozmetik ve farmasotik preparatlardan aromaterapiye kadar farkli kullanim

alanlar1 bulmus ekonomik degeri yiiksek bir ugucu yagdir (Mursleen, 2021).

2.3 Ucgucu Yaglar

Ugucu yaglar aromatik bitkilerden distilasyon ve sikma yontemleri ile elde edilen doymus
ve doymamis hidrokarbonlar ve bunlarin oksijenli tiirevlerinden olusan degerli ve
karakteristik kokulu sekonder metabolitlerdir. Ugucu yaglar, Misir, Cin ve Hint
medeniyetleri tarafindan koku ve aroma verici olarak ayrica tedavi edici amaglarla 6000
yil1 askin siiredir kullanilmaktadir (Elshafie ve Camele, 2017; Kristen, 2023). Iyi bilinen
antimikrobiyal antioksidan, antienflamatuar etkilerinin yani sira yapilan caligmalarda
Alzheimer, kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 ve gesitli agrilarda da ugucu yaglarin
kullanilabilecegi gosterilmektedir. Ayrica sirkadyen ritimi diizenledigi, biling ve
ogrenme diizeylerini arttirdigi, iyilik hali (well-being) ve ruhani iyilesme haline katki
sagladigi ile ilgili calismalar stirmektedir (Farooqi AHA, 2000; Kennedy ve ark., 2018).
Ucucu yaglar etkilerini limbik sistem ve endokrin sistemi etkileyerek gostermekte,
giiniimiizde aromaterapi gibi bir¢ok tamamlayici tedavinin ana araci olarak popiilerligini

korumaktadir (Shibamoto ve ark., 2010; Edris, 2007; Malloggi ve ark., 2022).



2.3.1 M. alternifolia ugucu yag:
2.3.1.1 Kimyasal profili

Giliniimiizde Myrtaceae familyasindan Leptospermum, Melaleuca ve Kunzea cinslerine
ait bitkiler “tea tree” olarak adlandirilmaktadirlar. S6z konusu bitkilerden ugucu yag elde
edilmesine karsin bilesimi ¢ay agaci ucucu yagindan farklidir. Cay agaci ugucu yagi
yapraklar ve terminal braktelerden buhar distilasyonu ile elde edilmektedir. Yagin relatif
yogunlugu 0,885 ve 0,906 arasinda degismektedir. Suda az, apolar solventler ile iyi
¢Oziiniir (Carson ve ark., 2006). Cay agaci ucucu yaginin terpinen-4-ol, terpinolen ve
1,8-sineol kemotipi ve 1,8-sineoliin ana bilesen oldugu farkli bilesimlerde 3 kemotiple
birlikte toplam 6 kemotipi bilinmektedir (Homer ve ark., 2000). Ticari dneme sahip ugucu

yag cogunlukla terpinen-4-ol kemotipinden elde edilmektedir.

Cay agact ucucu yagiin ana bilesenleri hidrokarbonlu terpenler (terpinen-4-ol, a-
terpineol, a-terpinen, y-terpinen, terpinolen ve 1,8-sineol), seskiterpenler ve bunlarin
alkollerini iceren 100°den fazla bilesikten olusmaktadir. ISO 4730 (ISO, 2017) ticari ¢ay
agact ugucu yagmin icermesi gereken terpinen-4-ol miktarini minimum %30 olarak
verirken yagin igerebilecegi maksimum 1,8-sineol miktarint %15 olarak belirlemistir

(Sharifi-Rad ve ark., 2017).

Saklama kosullari, 151k, 1s1, oksijen ve nem maruziyeti gibi kosullar altinda p-simen
miktar1 artarken o- ve y-terpinen miktarlarinin azalmasi ile TTO bilesiminde degisiklik
meydana gelmektedir. Yagin stabilitesinin korunmasi amaciyla karanlik, soguk ve kuru

yerlerde hava miktarinin sinirlt oldugu cam kaplarda saklanmalidir.
2.3.1.2 M. alternifolia ucucu yaginin farmakolojik etkileri

TTO’nun tarihsel olarak da ilk kullanimlarini igeren antiseptik ve antimikrobiyal
ozellikleri halen biiyiik ilgi ¢gekmektedir. Gram (-) Pseudomonas aeruginosa ve Gram (+)
S. aureus gibi patojen ve antibiyotiklere direngli bakterilere ve hatta Metisilin-direncli S.
aureus’a (MRSA) kars1 gosterdigi antibakteriyal etki ve bu etkinin mekanizmasi1 ¢ok
sayidaki deneysel calismada gosterilmistir (Cox ve ark., 2000; Halco'n ve ark., 2004;
Iacovelli ve ark., 2023).

Yagin ana bilesenleri olan terpinen-4-ol, a-terpineol 1,8-sineol ve terpinolenin optimal
oranlar1 antimikrobiyal etki ve yiiksek epidermal absorbsiyon icin gereklidir. Ucucu

yagin ana bilesenleri olan terpenler diisiik molekiil agirlikli ve lipofilik ozellikte



molekiillerdir. Mikroorganizmanin ¢ift tabakali fosfolipit hiicre mebranin akiskanligini
degistirerek ve potasyum iyonlarinin ve sitoplazmik membran igeriginin disart sizmasina
neden olarak antimikrobiyal etki gostermektedir. (May ve ark., 2000; Hammer ve ark.,

2004).

Antiinflamatuar (Brand, 2001; Khalil, 2004), antioksidan (Nikoli¢, 2012), antiviral
(Garozzo, 2011; Schnitzler, 2001), 6zellikle oral, vajinal ve sistemik inat¢1 kandidal
enfeksiyonlarin ana etmeni olan Candida albicans ve diger kandida tiirlerine karsi
antifungal etki gostermekle birlikte biyofilm olusumunu O&nleyici etkileri de
bulunmaktadir (Borotova, 2022; Souza ve ark., 2017). Cay agaci ugucu yagi,
ektoparazitlere ve bunlarin sebep oldugu ikincil enfeksiyonlara karsi umut vaat eden bir

alternatiftir (Bezabp, 2022).

2011 yilinda Ulusal Tamamlayici ve Integratif Saglk Birimi (NCCIH) ve 2016 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik Enstitlisii’niin raporlarinda TTO’nun
antimikrobiyal ve antiinflamatuvar etkileri dogrulanmas, tinea pedis, onikomikoz ve akne
rozada (giil hastalig1) etkili olabilecegi ancak cilt tahrisi ve alerjik reaksiyon riski

bulundugu vurgulanmistir (Cao ve ark., 2015).

Literatiirde melanoma hiicreleri tizerinde antitiimoral ve proapoptotik aktiviteler: (Martile
ve ark. 2021) ve %10 TTO/DMSO ile hazirlanan formiilasyonun topikal kullanimla AE17
timor hiicre hattinin deri altinda biiyltimesini engelledigi (Ireland ve ark., 2012)
gosterilmistir. Ayrica TTO nun MCF-7 meme kanseri hiicre hattina (Asmmanna ve ark.,
2018) sitotoksik etkileri ve etkinin mekanizmasi aydinlatilmistir. Antikanser aktivite
calismalar1 siirmekte ve yeni formiilasyonlar ile yagin stabilitesi ve biyoyararlanimi

arttirilmaya calisilmaktadir.
2.3.1.3 M. alternifolia ucucu yaginin toksisitesi

Topikal olarak deri irritasyonu, alerjik kontakt dermatit, sistemik kontakt dermatit,
eritema multiforme benzeri reaksiyonlar hipersensivite ve anidiyopatik prepubertal
jinekomasti yiiksek konsantrasyonda TTO kullanimina paralel olarak raporlanmistir
(Pazyar, 2013). Dermal uygulama sonrasi evcil hayvanlarda hipotermi, dehidrasyon,
titreme ve koordinasyon kaybi belirtileri gozlenirken sicanlarla yiiriitiilen deneylerde

LDso degerleri 1.9-2.6 ml/kg olarak belirlenmistir (Biskoff, 1998).

Dahilen kullanim1 yetigkinler ve 6zellikle cocuklarda tehlikelidir. Cocuklarda diistik



miktarlarda alimlarda bile koma goriilebilir. Oral olarak <1.5 g/kg TTO alimu ile letarjik
ve ataksik etkiler raporlanmistir (Russel, 1999). Literatiir verilerinde yiiksek dozlarda
toksik etkilere rastlanmis ancak yag kullanimma bagli 6lim ve genotoksisite
gosterilmemistir.Inhalasyon ile solunum sistemi hastaliklarinda kullanimina bagli burun

ve bogaz irritasyonu goriilebilir (Hammer ve ark., 2006)

[rritant etkiler yagmn seyreltilerek kullamldigi ve iyi formiilize edilmis preparatlar ile
azaltilabilir. Irrite edici etkilere 1,8-sineol’iin neden oldugunun gosterildigi ¢ok az
calisma bulunmakla birlikte s6z konusu etki muhtemelen uygun olmayan saklama
kosullar1 nedeniyle olusan oksidasyon iiriinlerinden kaynaklanmaktadir. TTO igeren
topikal preparatlar kullanim talimatlarina uyuldugu ve saklama kosullarina dikkat edildigi
takdirde kullanimlar1 giivenli olarak degerlendirilebilir. Ilag ve gida katki maddeleri

olarak oral kullanimlar1 bulunmamaktadir (Kasujja, 2021).
2.4 Terpenler
2.4.1 Monoterpenlerin biyosentezi

Terpen ve izoprenoidler, sinyal iiretimi, lireme, iletisim, iklim kosullar1 ve diger ¢evresel
stres faktorlerine (pH, toprak ozellikleri vb.) uyum yetene§i ve savunma saglama

amaglariyla {trettikleri izopren (CsHs) iinitelerinden olusan sekonder metabolizma

bilesikleridir.

Bir veya yiizlerce tekrarlayan bes karbonlu izopentenil difosfat (IPP) ve izomeri
dimetilalil difosfattan (DMAPP), asetil CoA’dan hareketle sitoplazmada mevalonik asit
(MVA) yolag1 veya plastisitlerde metileritritol fosfat (MEP) yolag: araciligiyla olusurlar.
Substrat spesifitesine ve diferansiyel enzimlerin ¢esitliligine ek olarak ikincil
modifikasyonlar ile ¢ok cesitli terpenlerin iiretimi miimkiin olmaktadir. Uretilen bu
bilesikler spesifik bir familyaya veya cinse 6zgii olabilecegi gibi bir bitki tiirii i¢indeki
dokuya da ozgii olabilir. Bitkilerdeki hayatta kalma ve adaptasyon gibi Onemli
fonksiyonlarmin yaninda {retikleri antimikrobiyal, antioksidan, antienflamatuar,
antikanser etkili terpenoitler onlar1 potansiyel ilag hammaddeleri haline getirmektedir

(Tholl, 2015).
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2.5 Biyotransformasyon (Mikrobiyal Transformasyon)

Diinyadaki mikrobiyal hiicrelerin sayisinin yaklasik olarak bir nonilyon (10°°) oldugu
tahmin edilmekte ve bu saymin evrendeki tahmin edilen yildiz sayisindan fazla oldugu
diistiniilmektedir (Lennon ve Locey, 2016). Mikroorganizmalar, gezegenin her kdsesine
kolonize olarak biyosferi etkiler ve bir¢cok kimyasal siireci kataliz ederek ekosistemin
devamliligini saglar. Denizler, tatl sular, atik sular, toprak ve bitkisel kaynakli ortamlar
gibi ¢esitli habitatlarda, organik ve inorganik bilesiklere, uc¢ sicaklik, pH ve ozmotik
basing degisimlerine ve hatta yiiksek radyasyona kadar zorlu ¢evre kosullarina direng
gostererek hayatta kalabilirler (Chambergo ve Valencia, 2016). Mikroorganizmalar
cogalmak i¢in karbon kaynaklarina ihtiya¢ duyarlar ve bulunduklar1 ortamdaki kendileri
icin toksik bilesikler de dahil olmak iizere farkli karbon kaynaklarini metabolize edilme
ozellikleri onlar1 biyotransformasyon reaksiyonlar1 i¢in vazgegilmez biyokatalistler

haline getirmektedir (Gavrilescu, 2010).

Mikroorganizmalarin sahip oldugu enzim ¢esitliligi ve ¢evresel tolerans, insan ve ¢evre

yararina kullanilmakta ve bu siirdiiriilebilir bir gelecek i¢in kritik bir rol oynamaktadir.

1900’lerin baslarinda sekerin fermentasyon ile alkol ve aside doniistiiriilmesi ve
Alexender Fleming’in 1928’de penisilini kesfetmesiyle mikrorgranizmalarin belirli
amaglar i¢cin kullanilabilecegini gosteren deneyler biyotransformasyonun ilk
uygulamalaridir. 1940’lardan sonra kimyasal olarak zor sentezlenen steroidlerin iiretimi
ve  Nocardia tirleri  kullanilarak  progesteronun  kortizona  doniislimi  ile
biyotransformasyon siireclerine olan ilgi artmistir. 1980’lerin basinda biyoteknoloji
alanindaki gelismeler, biyokatalist kavramini ortaya ¢ikarmis spesifik enzimlerin eldesi
ve ekspresyonu, biyotransformasyon siireclerini daha kontrollii ve verimli hale
getirmistir. Gliniimiizde hiicre sistemleri, enzim sistemleri ve doku sistemlerinin omik
teknolojileri 1ile (genomik, proteomik, metabolomik) entegrasyonu, mikrobiyal
doniistimlerin anlagilmasin1 ve genis Olgekli uygulamalarini beraberinde getirmistir

(Charney ve Herzog, 2014; Chambergo ve Valencia, 2016).

2.5.1 Ucucu yag biyotransformasyonlari

Ucgucu yaglarin bilesimlerindeki ¢esitli terpen molekiilleri, hos ve aromatik kokular ile
aroma ve parfiim endiistrilerinde genis kullanim alani bulmaktadir. Terpenler ve
izoprenoit molekiilleri, farmasotik ve nutrasotik molekiiller, sentetik kimyasallar, koku

ve aroma bilesenleri, endiistriel biyoyakitlar ve biyomateryaller gibi hammadelerin
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tiretimlerinde substrat olarak kullanilmaktadir (Mittal ve ark.,, 2022). Bu degerli
molekiillerin {iretimi ve eldesinde bitkilerle karsilastirildiginda mikroorganizmalar, daha
kolay fermente edilebilme, tekrarlanabilir {iiretim kapasiteleri ve genetik
manipiilasyonlara daha fazla esneklik saglama gibi avatajlara  sahiptir.
Mikroorganizmalar, siirdiiriilebilir ve iliman kosullarda, yiiksek verimli ve tekrarlanabilir
reaksiyonlarla degerli biyokatalistler olarak biyoteknolojik uygulamalarda yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Kant ve ark., 2023).

Bunlarin yaninda biyotransformasyon siireclerinde saf bir molekiiliin veya standart bir
kimyasal maddenin tek basina kullanim1 yerine ugucu yagin biitiin olarak kullanimi ¢esitli

avantajlar sunmaktadir.

Ucucu yaglar, %20-%95 konsantrasyon araliginda major bilesen, %1-%20 konsantrasyon
araliginda minoér bilesen ve <%1’den az miktarlardaki bilesenleri kapsayan 20-200
arasinda degisen cesitlerde kompleks molekiil icermektedirler. Sahip olduklar1 bu essiz
molekiil ¢esitliligi ve bilesiklerin yagdaki oranlari, sinerjik etkiler gostererek biyolojik
aktiviteyi izole edilmis standart maddelere kiyasla arttirmaktadir (Bunse ve ark., 2022;
Bassolé ve Juliani, 2012). Ornegin ¢ay agaci ugucu yagmin bilesimindeki terpenlerin
arasindaki etkilesim, terpinen-4-ol’in tek bagina kullanilmasi ile gézlenmeyen daha giiglii

bir antibakteriyel ve antikandidal etki gostermektedir (Johansen ve ark., 2022).

Biyotransformasyon siireclerinde ugucu yagin substrat olarak kullanilmasi,
mikroorganizmalarin birden fazla bilesige maruz kalmasi ve metabolize etmesi ile daha
genis bir biyoaktif metabolit yelpazesi iiretmelerine olanak tanir. Bu siireg,
mikroorganizmalarin yagdaki cesitli molekiillerle etkilesime girmesi sonucu daha fazla

metabolit ¢esitliligi ile potansiyel teropotik etkili molekiillerin kesfini miimkiin kilar.

Stardart maddelerin eldesi oldukca zahmetli ve pahali saflagtirma siireclerini icermekte,
sentetik olarak tiretilmelerinde ise ¢ogu zaman kontrol edilemeyen kimyasal reaksiyonlar
sonucu rasemik bilesikler olugsmaktadir. Ugucu yagin biitiin halde kullanimi, izole edilmis
standart bilesiklerin kullanimina kiyasla daha ekonomik ve pratiktir. Olusan metabolitin

kaynagini belirlemek zor olsa da, yeni metabolit kesfine olanak saglayan bir segenektir.

Ugucu yaglar ilag, kozmetik ve gida endiistrilerinde biitiin olarak kullanilmaktadir.
Dolayisiyla yagin stabilitesini, ¢oziinlirliiglinii ve biyolojik aktivitesini arttirmak, yan etki
profillerini degerlendirmek amaciyla tiim yagin biyotransformasyon siireclerine dahil

edilmesi pratik uygulamalar ile giivenilir veriler sunmaktadir (Winska ve ark., 2019).
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2.5.2 Terpenlerin biyotransformasyonu

Dogada var olan terpenlerin biiyiik bir ¢ogunlugu kimyasal olarak sentezlenememekte
biyoteknolojik  alternatif  teknolojiler ile  iiretimleri —miimkiin  olmaktadir.
Mikroorganizmalarin secici manipiilasyonlar1  ile bakteriler, yesil mikroalgler
(Chlamydomonas reinhardtii), siyanobakteriler (Synechocystis ve Synechococcus) gibi
fotosentetik mikroorganizmalar (Tetali, 2018), Aspergillus spp. (Parshikov ve ark., 2014;
Sanchez ve ark., 2012), Penicillium spp. (Toghueo ve ark., 2020) ve Fusarium spp.
(Pessda ve ark., 2017) gibi fimanentli funguslar ayrica Spodoptera litura gibi larvalar,
tavsan, sican ve insan sitokrom enzimleri ile biyotransformasyon reaksiyonlari

katalizlenmektedir.

Terpen biotransformasyonlarinda en biliylik avantaj enzimatik siireclerin kimyasal
sentezlere kiyasla enantiyospesifik olarak ger¢eklesmesi iken doniisiim reaksiyonlarini
siirlandiran ana etken substratin ugucuculugu ve mikroorganizmalara olan toksisitesi
olmaktadir. Biyotransformasyon calismalarinda kullanilacak mikroorganizmalar,
uygulama amacina ve kullanilan substrata gore segilmelidir. On tarama deneyleri ile
metabolik cesitlilik, enzim aktivitesi, substrat uygunlugu, tiretim verimliligi ve kiiltiir
kosullar1 degerlendirilmelidir. Fermentasyon sekli ve siiresi, kullanilan besiyerinin
igerigi, fermentasyon sicakligi, nem, pH, oksijenlenme/rotasyon hizi (rpm), substratin
miktar1 ve ¢0ziiniirliigii ve ko-faktorlerin kullanimi gibi birgok parametre iiriin verimini
ve metabolik ¢esitliligi etkileyebilir (Qin ve Dong, 2023). Ozellikle ortam pH’si,
mikroorganizmalarin fizyolojisini ve hiicre zar1 morfolojisini degistirerek besin alimini,
enzim aktivitelerini, oksidatif-rediiktif reaksiyonlar1 dolayisiyla biyotransformasyon
stireclerini etkilemektedir (Vaingankar ve Juvekar, 2014). Mikroorganizmalarin optimum

tiretim kosullarinin belirlenmesi ve bu kosullarin siirdiiriilmesi oldukga kritiktir.

Son yillarda ekonomik ve ¢evre dostu uygulamalar ile diisiik molekiil agirligina sahip
mono-, seski- ve diterpenlerin iiretimleri iizerine yogunlasilmistir. Terpenlerin
biyosentezinde biyotransformasyon, etkili bir iiretim araci olarak 6zellikle ilag ve koku
endiistrilerinde siklikla kullanilmaktadir. Biyokataliz, bazi ilaglarin veya ara iiriinlerin
sentezini basitlestirebilir. Kimyasal sentezle karsilastirildiginda karmasik ayristirma ve
saflastirma basamaklarini ortadan kaldirarak nispeten 1liman kosullarda yiiriitiilen

deneylerle hedeflenen molekiillerin basit, hizli ve ucuz iiretimlerine olanak tanir.

[lag etken maddeleri, gida katki maddeleri ve koku hammaddeleri gibi 6zel kimyasallarin
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doniislimii ve iretimin saglanmasi, yapt etki iligkilerinin arastirilmasi igin
tiirevlendirmelerin kolaylikla yapilabilmesi, segici kimyasal tiirevlerin (enantiyospesifik,
stereospesifik vb) iiretimi, rasemik karigimlarin selektif olarak ayrimi, biyolojik
sistemlerde metabolizma caligmalarinin agiklanabilmesi, hastalik biyobelirteglerinin
tiretimi, hormonlarin sentezi (6rn:steroidler), pestisitlerin, organik atiklarin ve kirletici
ajanlarin biyolojik olarak pargalanmasi veya modifikasyonu gibi biyoteknolojik
uygulamalar giiniimiizde biyotransformasyon rekasiyonlari ile hizli ve gilivenilir olarak
gergeklestirilmektedir. Ucuz, hizli ve kolay iiretimler ile yiiksek verimli bilesiklerin
tiretiminin yaninda daha az atik ve yan iiriin iiretimi ve ¢evre dostu (yesil kimya ve
teknoloji) uygulamalar biyoteknolojik manipiilasyonlarin sundugu diger avantajlardandir

(Cano-Flores ve ark., 2020).

Gelecekte 0Ozellikle tibbi ve aromatik bitkilerdeki sentez yolaklarinin ayrintili olarak
aydmnlatilmasi, terpen ve izoprenoidlerden hareketle sentezlenen dogal aktif
metabolitlerin liretiminin ve bu bilesiklerin insan sagligindaki ve biyoenerji alanlarindaki

kullanimlarinin kapilarin1 agacaktir.

2.5.2.1 Terpinen-4-ol biyotransformasyonlari

Gorsel 2.3
(+) Terpinen-4-ol (a) ve (—)-Terpinen-4-ol (b) Molekiilii

OH OH

(a) (b)
Yapilan literatiir taramalarinda Spodoptera litura’nin, (+) ve (—) terpinen-4-ol’ii
katalizleyerek (+) ve (—)-p-ment-1-en-4,7-diol doniistiirdiigii rapor edilmistir (Miyazawa
ve Kumagae, 2001). Gibberella cyanea DSM 62719 ile yapilan bir baska ¢alismada
(Abraham ve ark., 1986) (+)-terpinen-4-ol'den hareketle (15,25,45)-p-mentan-1,2,4-triol,
6-p-menten-2,4-diol ve (1R,2R,4S5)-2-hidroksi-1,4-sineol olmak tizere 3 farkli metaboliti

elde edilmistir. Insan karaciger mikrozomlar: ile yapilan bir baska calismada (-)-
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terpinen-4-ol’tin CYP1A2, CYP2A6 ve CYP3A4 enzimleri tarafindan (—)-(1S,2R,4R)-
1,2-epoksi-p-mentan-4-ol'e ve CYP3A4 enzimi tarafindan (—)-(1R,2S5,4R)-1,2-epoksi-p-
mentan-4-ol'e doniistiiriildiigi gosterilmistir (Miyazawa ve Haigou, 2011). (+)-Terpinen-
4-ol ile yapilan ¢alismada ise (+)-(1R,2S,4S5)-1,2-epoksi-p-mentan-4-ol, (+)-(1S,2R,4S)-
1,2-epoksi-p-mentan-4-ol, (4S)-p-ment-1-en-4,8-diol insan karaciger hiicrelerindeki

P450 enzimleri ile doniistiiriildiigii sonuglarina ulasilmistir (Haigou ve Miyazawa, 2012).

2.5.2.2 Alfa-terpineol biyotransformasyonlari

Gorsel 2.4
(S)-(—)-a-Terpineol (a) ve (R)-(+)-o-Terpineol (b) Molekiilii

OH OH

=
%Iln-

(®)

R-(+)-o-Terpineol tipik leylak kokulu iken (S)-(—)-a-terpineol kozalak kokusuna sahip
bilesiklerdir. a-Terpineol’lin, koku endiistrilerindeki yaygin olarak kullanimi, hos ve
aromatik kokusuna ek olarak kimyasal olarak kolay sentezlenmesi ve ticari kullanimlarda
diisiik maaliyetlerle elde edilebilmesinden ileri gelmektedir. a-Terpineoliin Alternaria
alternata ile biyotransformasyonu ile 4R-oleuropeik asit, (15,2R,4R)-p-mentan-1,2,8-

triol ve 7-hidroksi-a-terpineol elde edilmistir (Mei ve ark., 2020).
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2.5.2.2 Terpinolen biyotransformasyonlart

Gorsel 2.5
Terpinolen Molekiilii

Terpinolen Pinus tiirlerinde yaygin olarak bulunan ve 1 ve 4. konumda iki ¢ift bag iceren
monosiklik terpendir. Koku endiistrilerinde siklikla kullanilmaktadir (Ito ve Ito, 2013).
Terpinolenin 4. niger ile yapilan doniisiimlerinde (1R)-8-hidroksi-3-p-menten-2-on,
(1R)-1,8-dihidroksi-3-p-menten-2-on ve 5f4-hidroksifenkol elde edilmistir (Asakawa ve
ark., 1991).

2.5.2.3 Alfa-terpinen biyotransformasyonlari

Gorsel 2.6

o-Terpinen Molekiilii

Cay agact ucucu yaginin antioksidan aktivitesinden sorumlu bilesenlerden biri olan o-
terpinen, 151, hava ve 151k maruziyetinde kolayca oksitlenebilmektedir (Bakkali ve ark.,
2008). a-Terpinen ile yiiriitiilen biyotransformasyon ¢alismalarinda S. litura ile yapilan
dontisiimlerde a- terpinen -7-oik asit ve p-simen-7-oik asit (kuminik asit) elde edilmistir

(Miyazawa ve ark., 1995).
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2.5.2.4 Gama-terpinen biyotransformasyonlari

Gorsel 2.7

v- Terpinen molekiilii

v-Terpinen, Thymus vulgaris, Origanum vulgare ve Melaleuca alternifolia ugucu
yaglarinin bilesimlerinde bulunan siklohekzan halkas1 ve iki ¢ift bag iceren bir
monoterpendir (Burt, 2004). Terpenlerin biyotransformasyonlar1 ile elde edilen

metabolitler Tablo 2.2°de 6zetlenmistir.

Tablo 2.2

Terpenlerin Biyotransformasyonlart

Bilesik Metabolit Kaynak

L i + inen-4- .
S. litura > (+)Terpinen-4-ol Miyazawa ve
(+)-p-ment-1-en-4,7-diol Kumagae,
(170g/mol) 2001
(+)Terpinen-4-ol
Giberella cyanea DSM 62719>(S)-Terpinen-4-ol

(1S,25,4S5)-p-mentan-1,2,4-triol (188g/mol) Abraham ve
6-p-menten-2,4-diol (170 g/mol) ark., 1986
(1R,2R,4S)-2-hidroksi-1,4-sineol (170 g/mol)

Insan karaciger P450 enzimleri>(+)Terpinen-4-ol

g OH (4S)-p-ment-1-en-4,8-diol
/\ (170 g/mol) Haigou ve
(H)-(1R,2S,45)-1,2-epoksi-p-mentan-4-ol, Miyazawa,
154 g/mol (170 g/mol) 2012
(H)-(18,2R,4S5)-1,2-epoksi-p-mentan-4-ol
(170 g/mol)
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Tablo 2.2

(Devam) Terpenlerin Biyotransformasyonlari

(-)Terpinen-4-ol

S. litura> (-)Terpinen-4-ol
(-) (18,2R,4R)-1,2-epoksi-p-mentan-4-ol (170 g/mol)
(4R)-p-ment- 1-en-4,7-diol (170 g/mol)

Giberella cyanea DSM 62719> (-)Terpinen-4-ol
20 -hidroksi-1,4-sineol (170 g/mol)
1-p-menten-4a, 6-diol (170g/mol)

Aspergillus niger> (-)Terpinen-4-ol
2a, hidroksi-1,4-sineol (170 g/mol)
(+)-p-mentan-1 f,2a,40 triol (188 g/mol)

Kumagae ve
Miyazawa,
1999

Abraham ve
ark., 1986

Noma ve
Asakawa,
2007

..,,,,0 y
CYP1A2, CYP2A6 ve CYP3A4> (-)Terpinen-4-ol
(—)-(1S,2R,4R)-1,2-epoksi-p-mentan-4-ol (170g/mol) Miyazawa ve

154.g/mol (m)-(1R,2S,4R)-1,2-epoksi-p-mentan-4-0l(170g/mol) Haigou, 2011

CYP102A1> (-)Terpinen-4-ol Kim ve ark.,
1,4-dihidroksi-p-menth-2-en(170 g/mol) 2024
Pseudomonas pseudomonalli> (+) a-Terpineol Hayashi ve
ark., 1972

(+) a-Terpineol

154 g/mol

8,9-epoksi-p-mentan-1-ol (170g/mol)

8. litura> (+) a -Terpineol
4-izopropil-1,3-siklohekzadienmetanol (152 g/mol)
4-izopropil-1,3-siklohekzadienoik asit (166 g/mol)

Kumik alkol (150 g/mol)
Kumik asit (164 g/mol)

8. litura> (+)a -Terpineol
7-hidroksi-R-terpineol (170g/mol)
oleuropeik asit (8-hidroksi-p-ment-1-en-
7-oik asit (184 g/mol)

Alternaria alternata>(+) a -Terpineol
4R-oleuropeik asit (184 g/mol)
(1S,2R,4R)-p-menthan-1,2,8-triol (188 g/mol)
7-hidroksi-a-terpineol (170 g/mol)

Miyazawa ve
ark., 2000

Miyazawa ve
Ohsawa,
2002

Mei ve ark.,
2020
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Tablo 2.2

(Devam) Terpenlerin Biyotransformasyonlari

Giberella cyanea DSM 62719> a-Terpineol
(-)a -Terpineol (1R,2R,4S)- p-mentan-1,2,8-triol(188 g/mol)
(45)-1,2-epoksi- a-terpineol (170 g/mol)
(1R,2R,4S)-2-hidroksi-1,8-sineol (170 g/mol)
(-)-trans-sobrerol (170 g/mol)
(-)-cis-sobrerol (170 g/mol)

: OH (4S)-1-p-menthen-7,8-diol (170 g/mol)
/< (45,65)karveol (152 g/mol)
154 g/mol (4S,6R)-karveol (152 g/mol)

Abraham ve
ark.,1986

Aspergillus niger > Terpinolen
1,7-dihidroksi-p-ment-3-en-2-on ( 184 g/mol)
(1R)-8-hidroksi-3-p-menten-2-on, ( 168 g/mol)
(1R)-1,8-dihidroksi-3-p-menten-2-on( 184 g/mol)
5f-hidroksifenkol (170 g/mol)

Terpinolen

Corynespora cassicola> Terpinolen

Terpinolen-1,2-trans-diol (170 g/mol)

Diplodia gossypina ATCC 10936> Terpinolen
1-p-menten-4,8-diol (170 g/mol)
(1R,2R)-4(8)-p-menten-1,2-diol (170g/mol)
2,8-dihidroksi-1,4-sineol (186 g/mol)

136 g/mol
Tavsan> Terpinolen
Terpinolen-9-ol (154 g/mol)
Terpinolen-10-ol (154 g/mol)

Spodoptera litura> Terpinolen
1-p-menten-4,8-diol (170 g/mol)
Kuminik asit (164 g/mol)
Terpinolen-7-oik-asit (166 g/mol)

Asakawa ve
ark., 1991

Abraham ve
ark., 1986

Abraham ve
ark. 1986

Asakawa ve
ark., 1983

Miyazawa ve
ark., 1995
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Tablo 2.2

(Devam) Terpenlerin Biyotransformasyonlari

8. litura> a-Terpinen

a- Terpinen
4-izopropil-1,3-siklohekza-dienmetanol, (152 g/mol)
) ) ) o Miyazawa ve
4-izopropil-1,3-sikloheksadienoik asit(166 g/mol) ark.,1996
Kumik alkol (150 g/mol)
Kumik asit (164 g/mol)
Corynespora cassicola DSM 62474> a-Terpinen
(1R,2R)-3-menten-1,2-diol (170 g/mol) Abraham ve
(1R)-2-0kso-3- p-mentenol-1 (168 g/mol) ark., 1886
136 g/mol .
(1R,25)-3- p-menten-1,2-diol (170 g/mol)
v -terpinen Corynespora cassicola DSM 62474> y-Terpinen
. Abraham ve
(1R,2R)-4-p-menten-1,2-diol (170 g/mol) ark., 1986
7-hidroksi-simen (152 g/mol)
S. litura> y-Terpinen
y-terpinen-7-oik asit (166 g /mol) Miyazawa ve
p-simen-7-oik asit (kuminik asit) (164 g/mol) Wada, 2000
136 g/mol
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3 GERECLER VE YONTEM

Bu kisimda biyotransformasyon calismalarinda ve aktivite deneylerinde kullanilan
madde ve malzemeler, mikroorganizma kiiltiirlerleri ve protokollere detayli olarak yer

verilmisgtir.

3.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Ucucu Yag ve Standart Maddeler
Farmakope kalitesindeki M. alternifolia ugucu yag1 Augustus Oils LTD. firmasindan ve
tez calismasinda kullanilan standartlar terpinen-4-ol (Sigma-Aldrich, > %95) ve y-
terpinen (Sigma-Aldrich, > %95) ticari olarak temin edilmistir. Kontrol amagh ITK, GK,
GK/KS analizleri ger¢eklestirilmistir.

Tablo 3.1

Biyotransformasyon Calismalarinda Kullanilan Ugucu Yagin Fizikokimyasal Ozellikleri

Analiz Degerler

Goriiniis Berrak, akiskan

Renk Renksiz veya agik sari
Koku Karakteristik

Refraktif index (20°C) 1,4784 (1,4750-1,4820)
Optik rotasyon (20°C) +9.1 (+7°- +12°)
Spesifik agirlik (20°C) 0,8970 (0.8850-0,9060)

3.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Diger Kimyasal Maddeler

Deneysel yontem iginde kullanimi belirtilen diger tiim kimyasallar analitik saflikta olup

aksi belirtilmedikce Sigma-Aldrich, Merck, ve Fluka tarafindan satin alinmastir.

3.3 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar
e Analitik terazi (Radwag AS 310.R2)

e (alkalamali inkiibator (New Brunswick Scientific Excella E25)
e Rotary evaporator (Heidolph)
e Gaz kromatografisi (Shimadzu)

e (Gaz kromatografisi/Kiitle spektrometresi (GK/KS, Shimadzu 2000)
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e Isiticili manyetik karistirict (Heidolph, MR 3001)

e McFarland densitometre (DEN-1B, Biosan)

e Niikleer manyetik rezonans spektrometresi (Bruker 400 MHz Ascend s1ivi NMR)
e Otoklav (Hirayama HV50L)

e Otomatik ince tabaka kromatografi 6rnekleme cihazi (Camag ATS4)
e Otomatik ve multikanal pipetdr seti (Eppendorf)

e Pastor firin (Ecocell)

e pH-Metre (Heidolph, Germany)

e Steril Kabin (Heal Force)

e Ultrasonik banyo (Bandelin, Sonorex)

e Ultraviyole 1s1k kabini (Camag)

e Vakumlu konsantrator (Labconco)

e Vorteks (Ika Genius 3)

3.4 ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Sabit faz i¢in aliiminyum destek iizerine silikajel 60 GF254 20x20 ebatlarinda hazir
plaklar (Merck) ve mobil faz olarak 7 farkli ¢oziicii sistemi kullanilmistir . Lekelerin
tespiti i¢in, UV 254 ve 366 nm lamba kullanilmistir. UV absorbsiyonu olmayan maddeler,
anisaldehit/siilfiirik asit piiskiirtiilmesi sonrasi 100-105 °C’de 5 dakika 1sitilmasi ile
(Heidolph, MR 3001) goriilebilir hale getirilmistir (Abraham ve ark. 1986).
Anisaldehit/stlfiirik asit reaktifi ile maddelerin goriiniir hale getirilmesi sonrasinda tekrar
UV 366 nm’de bakilarak degerlendirilmeler yapilmistir. Tablo 3.2°de metabolitlerin

belirlenmesinde kullanilan ¢6ziicii sistemleri gosterilmistir.
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Tablo 3.2

Metabolitlerin Belirlenmesinde Kullantlan Coziicii Sistemleri

Mobil faz Oran
Toluen/ etil asetat /formik asit 19:3:1
Toluen/ etil asetat /formik asit 17:3:1
Diklorometan/aseton 9:1
Hekzan:etilasetat 3:1
Hekzan:etilasetat 1:1
Etilasetat/metanol 2:1
Etilasetat

3.4.1 Anisaldehit-siilfiirik asit reaktifinin hazilanis1 ve uygulamasi

Anisaldehit-siilfiirik asit reaktifinin hazirlanmasi i¢in 0,5 mL anisaldehit, 10 mL glasiyel
asetik asit, 85 mL metanol ve 10 mL derisik siilfiirik asit yavas ve dikkatli bir sekilde
eklenerek (ekzotermik reaksiyon olusturmaktadir) hazirlanmis ve +4 °C karanlikta

saklanmistir (Sakar ve Taner, 1991).

3.5 Preparatif ince Tabaka Kromatografisi

Preperatif ITK yonteminde aliiminyum destek {izerine silikajel 60 GF,s; plaklar
kullanilmistir. Oncesinde metanol ile 2 kere yikanarak kurutulmus ve 120°C aktive
edilmis plaklar iizerine izole edilecek maddelerin bulundugu ekstreler bant seklinde
uygulanmistir. Izole edilecek maddelerin plaktaki yerleri anisaldehit/siilfiirik asit reaktifi
plagin kenarina bir serit halinde uygulanarak veya UV absorbans veren lekeler icin UV
254 veya 366 nm’de belirlendikten sonra plaktan kazinarak izole edilmistir. Silikajel
icinde bulunan maddeler aseton ile ¢6ziilmiis ve cam yiinii ve bir miktar silika eklenmis
Pasteur pipetlerinden siiziilerek silikajelden armndirilmistir. Azot gazi yardim ile
¢Oziiciisii uzaklastirilarak tartimlar1 alinmis ve deneylerde kullanilmak {izere -20°C’de

saklanmugtir.

3.6 Gaz Kromatografisi (Gk) Ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi
(GK/KS) Analizi

Substrat olarak kullanilacak olan ¢ay agaci ugucu yagi dahil diger cay agaci ugucu
yaglarinin, standart maddelerin ve metabolitlerin kiitle spektrumlarinin alinmasi amaciyla

2 farkli sistem kullanilmistir.
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SHIMADZU GC-2010 Plus High-end Gaz Kromatogram sistemine bagli, CP-Sil 5 CB
(30 m x 0.25 mm ©,0.25 mm film kalinlig1) kolon kullanilmistir. Enjektor sicakligi
250°C’dir. Uygulanan sicaklik programi, 60°C de 10 (dk), 4°C/dk artigla 270°C (10
dk)’dir. Tasiyic1 gaz olarak helyum (0.99 ml/dak) kullanilmistir. Kiitle aralig1 m/z 35-
450°dir. Split oran1 50:1, elektron enerjisi, 150 eV dir. Diger sistemde Agilent 7890B Gaz
Kromatogram sistemine bagli Agilent HP-Innowax (60 m x 0.25 mm i¢ ¢ap x 0.25 @ m
film kalinlig1) kolon kullanilmistir. Enjektor sicakligi 250°C’dir. Uygulanan sicaklik
programi, 60°C de (10 dak), 4 °C/dk artisla 220 °C (10 dk), 1°C/dk 240°C, toplam 80
dakikadir. Tastyic1 gaz olarak helyum (0.7 mL/dk) kullanilmistir. Kiitle aralig1 m/z 35-
450°dir. fyon kaynagi sicaklig1 230 eV’dir. Bilesiklerin belirlenmesinde Wiley ve Adams-
LIBR (TP) Kiitliphane tarama yazilimlarindan yararlamilmistir. Relatif tutunma
indislerinin (RRI) hesaplanmasindan n-alkan serisi referans alinmistir (McLafferty, 1989;

Boelens, M., 1999).
3.7 Biyotransformasyon Calismalari
3.7.1 Mikroorganizmalarin temini ve kiiltiir koleksiyonlarimin olusturulmasi

Mueller-Hinton Broth (Merck), Mueller Hinton Agar (Fluka), Patates Dekstroz Agar
(Merck), hazir olarak temin edilerek besi ortamlar1 kutu tizerindeki tarife uygun olarak
sulandirilarak hazirlanmis ve otoklavda steril edilerek kullanilmistir. Kat1 ve sivi
besiyerleri hazirlandiktan sonra otoklavda 121°C, 1,5 atm basing altinda 20 dakika
boyunca steril edilmistir. Petri kaplarina besiyeri dokiilmesi islemi steril kabin iginde
gergeklestirilmistir. Petriler en fazla 2 hafta siireyle saklanmis, kullanilacagi giine kadar
+4°C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 3.3

Biyotransformasyon Denemelerinde Kullanilan Mikroorganizmalar

No Mikroorganizmalar Sus

F11 Aspergilllus niger ATCC 10549

F15 Aspergillus flavus ATCC 9807

F24 Fusarium culmorum Fen Fak., Biyoloji
F25 Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279
F27 Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763

F37 Trichoderma harzianum Fen Fak., Biyoloji
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Tablo 3.3

(Devam) Biyotransformasyon Denemelerinde Kullanilan Mikroorganizmalar

F62 Aspergillus flavus DA 198

F65 Penicillium expansum DA 120

F72 P. italicum var. italicum DA izolat

F82 Absidia blakesleeana NRRL 1306

F93 Aspergillus terreus var. africanus Fen Fak., Biyoloji

F99 Glomerella cingulata Abraham

F102 Rhodotorula mucilaginosa ATCC 66034

F130 Aspergillus fumigatus NRRL 113

F135 Alternaria eureka Fen Fak., Biyoloji
Tablo 3.4

Antimikrobiyal Aktivitelerde Kullanilan Mikroorganizmalar

No Mikroorganizma Adi Sus

F2 Candida albicans ATCC 10231
F4 Candida utilis NRRL Y-900
F52 Candida albicans ATCC 90028
F127 Candida tropicalis ATCC 750
F128 C. parapsilosis ATCC 22019
F129 Candida krusei ATCC 6258
Bl Escherichia coli NRRL B-3008
B2 Staphylococcus aureus ATCC 6538
B6 Salmonella typhimurium ATCC 13311
B7 Staphylococcus epidermidis ATCCI12228
B18 Serratia marcescens NRRL B-2544
B40 Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027




3.7.2 Deneylerde kullanmilan besiyerleri
3.7.2.1 a-medyum besiyerinin hazirlanmasi

20 gram glukoz 5 gram pepton, 5 gram maya ekstresi, 5 gram NaCl, 5 gram Na;HPO4
tartilarak 1000 ml’ye distile su ile tamamlanmistir. On tarama deneylerinde asidik pH
(pH=6) ve nétr pH (pH=7) ‘larda metabolit ¢esitliligi ve verimler Aspergillus africanus
ve Alternaria eureka suslar igin kontrol edilmistir. pH=6 {izerinden NaOH ve HCI ile

ayarlama yapilarak biyotransformasyon calismalar1 siirdiiriilmiistiir (Vaingankar ve

Juvekar, 2014).
3.7.2.2 RPMI 1640 besiyerinin hazirlanmasti

Antikandidal aktivite deneyleri i¢in RPMI 1640 besiyeri 250 mL olarak hazirlanmistir.
Ik olarak 2,6 gram toz halindeki RPMI 1640 tartilmis ve 210 mL distile su icinde
¢Oziinmesi saglanmistir. 8,63 gr 0,165 M MOPS (3-N-morfolinopropanesulfonic acid)
(Wisent Inc. Multicell, Kanada, ABD) ile tamponlanmistir. NaOH soliisyonu yavas yavas
eklenerek pHmetre ile besiyeri pH’s1 7,0’ye ayarlanmistir. Toplam hacim 250 mL olacak
sekilde steril distile su ile tamamlanmustir. Enjektor filtreleri (Sartorius) yardimiyla steril

siseye siiziilerek kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmustir.
3.7.2.3 Molten agar

Biyootografi deneylerinde kullanilmak {izere molten agar hazirlanmistir. Hazir olarak
satin alinan MHB besiyeri uygun miktarlarda tartilmistir. %1,5 g/mL oraninda agar agar
ilavesi sonras1 besiyeri kaynatilmistir. Tiiplere 9 mL oraninda porsiyonlanarak otoklavda

121 °C’de 20 dakika steril edilmis ve +4 °C’de saklanmuistir.
3.7.2.4 Hazr besi ortamlar:

Deneylerde Mueller-Hinton Broth (Fluka), Mueller-Hinton Agar (Fluka), Sabouraud
Dekstroz Broth, Sabouraud (Fluka) Dekstroz Agar (Fluka), Patates Dekstroz Broth
(Merck), Patates Dekstroz agar (Merck) gibi besiyerleri hazir olarak satin alinarak tarife
uygun olarak hazirlanmis ve otoklavda steril edildikten sonra kullanilmistir. Petri
kaplarina besiyeri dokiilmesi islemi steril kabin i¢inde gergeklestirilmistir. Kullanim

zamanina kadar 4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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3.7.3 Sterilizasyon

Hazirlanan besiyerleri ve aseptik sartlarda ytriitiilen aktivite deneylerinde kullanilacak

tiim malzemeler otoklavda 121°C, 1,5 atm basing¢ta 20 dakika siiresince steril edilmistir.

3.7.4 Biyotransformasyonda kullanmilacak substrat konsantrasyonun belirlenmesi

Mikrobiyal transformasyon c¢alismalarinda kullanilacak substrat miktarini belirlemek
amaciyla Sabouroud Dekstroz Broth steril kosullar altinda kapakli 4 tiipe 10 mL
porsiyonlanmistir. Bir glin dncesinde Sabaroud Dektroz agarda gelistirilmis funguslar
tiiplere ekilmistir ve inkiibasyona birakilmustir. {1k tiip funguslar icin iireme kontrolii
amactyla kullanmilmigstir. 2. 3. ve 4. tliplere sirasiyla 10, 20 ve 40 mikrolitre ¢ay agaci
ucucu yagi eklenmistir. Tiiplerin agz1 pamuk ile kapatilarak ¢alkalamali inkiibatorde 48
saat boyunca 28°C 150 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Mikroorganizmalarin
gelisimleri kontrol edilerek lireme durumlar1 degerlendirilmistir ve biyotransformasyon
calismalarinda kullanilacak uygun substrat miktart belirlenmistir. Diger substratlar ve

mikroorganizmalar da benzer ydntem ile test edilmistir (Iscan, 2009).

3.7.5 Ucucu yagn stabilite calismalar:

Alfa-medyum besiyerine 100 mikrolitre ugucu yag eklenerek 1., 3., 7.,10. ve 14. giinlerde
3 mL 6rnek almmistir. Orneklerin {izerine 3 mL etil asetat eklenerek 45 saniye
vortekslenmistir. Ustte kalan etilasetat faz1 dikkatli bir sekilde baska bir tiipe alinarak
yogunlastirilmistir. ITK plagina terpinen-4-ol bilesik standardi da eklenmistir. Ugucu

yagin ve terpinen-4-ol iin besiyerinde kalicilig1 kontrol edilmistir.

3.7.6 On tarama deneyleri

Oncesinde PDA besiyerine saflik kontrolii amaciyla ekilen Kkiiltiirler 25°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Ortalama 4-5 giinliik siirede yeterli olgunluga erisen taze
kiltlirlerden i¢inde 100 mL a-medyum besiyeri i¢eren erlenlere, kiifiin biiyiime kontrolii
erleni ve biyotransformasyonun yapilacagi erlen olmak iizere ¢ift ekim yapilmistir. 5
giinlik adaptasyon sonucu logaritmik biiyiime fazina ulasan kiiltiirlerden
biyotransformasyon erlenine oncesinde belirlenen doz aseton i¢inde 100 mikrolitre

astlanmustir.
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Gorsel 3.1

Biyotransformasyon ve Fungus Biiyiime Kontrol Erlenleri

3.7.6.1 Substrat stabilizasyonu ve kontrol gruplar

Biyotransformasyon erleni ve fungus kontrol erlenine ek olarak a-medyum besiyerinin
ve besiyeri i¢inde ilave edilen ugucu yagin belirlenen siire i¢indeki kompozisyonun
kendiliginden degisimini incelemek amaciyla TTO eklenerek aym sartlar altinda 14
giinliik inkiibasyona birakilmistir. Substratin ve besiyerinin inkiibasyon siiresi boyunca
degisimlerini gozlemlemek amaciyla belirlenen giinler ve saatlerde Ornek alinarak

kromatografik yontemlerle stabilite kontrolleri yapilmigtir.
3.7.6.2 Ornekleme ve ekstraksiyon

25 °C ve sabit sartlarda siirdiiriilen inkiibasyon periyodunda 1. 3. 7. 10. ve 14. giinlerde 3
mL o6rnek alinmistir. Alian 6rneklere 3 mL etilasetat ilave edilerek her bir 6rnek 30
saniye vortekslenmistir. Etilasetat fazina gecen metabolitlerin yeterli 6l¢iide alinabilmesi
amactyla islem ii¢ kez tekrarlanmistir. Etilasetat fazi cam tiipe aktarilarak oda
sicakliginda algak basingta Centrivab (Labconco) ile yogunlagtirilmistir. Besiyeri
kontrolii, substrat kontrolii, fungus kontrolii ve biyotransformasyon kontrol erleni
belirtilen sekillerde ekstre edilerek ince tabaka kromatografisi ile kontrolleri yapilmigtir

(Gorsel 3.2).
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Gorsel 3.2

Belirlenen Giinlerde Ince Tabaka Kromatografisi ile Olusan Metabolitlerin Kontrolii

F24‘

3.7.7 Preparatif Amach Biyotransformasyon

On tarama deneylerinde kiiciik 6lcekli denemeler ile metabolit iirettikleri ITK ile
belirlenen funguslarin trettikleri metabolitlerin eldesi i¢in biiylik hacimlerde hazirlanan
erlenlerde biyotransformasyon ¢aligmalari tekrarlanmistir. Gorsel 3.3’de ¢ay agaci ugucu

yaginin biyotransformasyon prosediirii 6zetlenmistir.
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Gorsel 3.3

Cay Agact Ugucu Yagimin Biyotransformasyon Asamalart

—
Kati besiyerinde kiiflerin Katt besiycrinden a-medyum 150 rpm 25°C inkibasyon Belirlenen giinlerde dmek aliarak T
canlandinlmasi saflik kontrollerinin besiyerine inokilasyon ‘metabolitlerin kontroli LS
yapilmast o

Metabolit olusumunun en fazla
oldugu giln ekstraksiyona y
asamasina gegilmesi i

47 Rotacvaporatér yardimiyla Ayirma hunisinde etilasetat ile
¥ 4 Ve metabolitlerin kontrolii ckstrelerin yogunlastinlmasi ekstraksiyon
i A
i Ekstrelerin ve e
| ‘metabolitlerinin aktivite “
) Ve teghis galiymalarina D S
N gegilmesi
<
S
S

et s Gt 4 2
Aktivite deneylerinin tamamlanarak etkili Metabolitlerin kolondan Elde edilen metabolitlerin Ekstrelerin bilesimlerinin belirlenmesi ve
itlerin saptanmast i ve izolasyonu ITK ile kontrolii ‘metabolitlerin yapt tayinlerinin
tamamlanmasi

3.7.7.1 Mikroorganizma kiiltiirii ve substrat ilavesi

1000 mL alfa-medyum besiyerine Penicilium italicum var. italicum, Aspergillus terreus
var. africanus, Alternaria eureka ve Fusarium culmorum funguslar1 6nceden belirtilen
kosullarda ekilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan yeterli biiyiime fazina ulagmis
funguslara (Gorsel 3.4) 800 mikrolitre ¢ay agaci ugucu yagi aseton ile ¢oziilerek

eklenmistir. Erlenler, calkalayicida 150 rpm’de 28°C’de tekrar inkiibasyona birakilmaistir.
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Gorsel 3.4

Biiyiik Hacimlerde Biyotransformasyon Calismalarinin Tekrarlanmasi

3.7.7.2 Ekstraksiyon

Metabolitlerin en yogun olarak var oldugu gozlenen giinler ITK aracihigiyla
belirlenmistir. Penicilium italicum var. italicum igin 7. giin, Aspergillus terreus var.
africanus, Alternaria eureka ve Fusarium culmorum Xkifleri i¢in 10. gilin inkiibasyon
islemine son verilmistir. Belirtilen siirelerin sonunda etil asetat ile ekstraksiyon iglemine
gecilmigtir. Besiyerindeki kolonilerin Buchner erleni ve hunisi ile vakum altinda
filtrelenmesi ardindan siiziintii, hacmi kadar etil asetat ile 3 defa ckstre edilmis
birlestirilen ekstreler susuz Na>SO4’tan gecirilerek diisiik basing altinda ve sicaklikta 35-
40°C’de yogunlastirilmistir (Gorsel 3.5). Metabolit karisimini iceren ekstrelerin, substrati
ile karsilagtirmali ince tabaka kromatogramlari incelenmistir. Donilisim go6zlenen

ekstelerin GK/KS analizleri gergeklestirilmistir.
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Gorsel 3.5

Ekstrelerin Eldesi ve Tartumi

3.7.7.3 Metabolitlerin izolasyonu ve karakterizasyonu

ITK ve GK/KS analiz sonuglarinin yorumlanmasiyla verimli déniisiimii olan
metabolitlerin yiikksek miktarda {retimi i¢in mikrobiyal transformasyonu deney
prosediiriinde agiklanan yontemle ¢ok sayida erlen ile gergeklestirilmis ve metabolitler,
preperatif ITK ile toluen:etilasetat:formik asit,17:3:1 ¢oziicii sistemi kullanilarak izole
edilmistir. izole edilen ve saflastirilan metabolitler kromatografik (ITK ve GK) ve
spektroskopik (GK/MS ve NMR) olarak analiz edilmistir.

3.7.7.4 Kolon Kromatografisi

GK/KS analizleri ve ITK ile metabolit icerdigi belirlenen ekstrelerden metabolitlerin saf
halde yeterli miktarlarda elde edilebilmesi ve biyoaktivite c¢aligmalari igin kolon
kromatografisi planlanmistir. Bu amagla 10 x200 mm ve 20x400 mm ebatlarinda kolonlar
kullanilmistir. Kolona 6nce hekzan koyulup, ¢6ziiclide disperse edilen silikajel ile 1slak
bicimde doldurulmustur. Ekstre hekzan:etilasetat 10:1 karisimi i¢inde ¢oziilerek az miktar
silikajele emdirilmis, karisimdaki coziicii oda sicakliginda spatiil ile karistirilarak
ucurulmus, tamamen kuru hale gelince kolona yiiklenmistir. Ekstrenin {istiine kalinlig1
lem olacak sekilde temiz deniz kumu ilave edilmistir. n-Hekzandan baslayarak etilasetat
ile gradiyent eliisyon yapilmistir (100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, EtOAc ve
MeOH). 3 mL olacak sekilde toplanan fraksiyonlar ITK ile es zamanli olarak kontrol
edilmistir. Kolon en son metanol ile yikanmistir (Gorsel 3.6). Metabolitleri en saf halde

iceren fraksiyonlar birlestirilerek yogunlastirilmistir.
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Gorsel 3.6

Metabolit Karisimlarimin Stvi Kromatografisi ile Fraksiyonlama ve Ayristirma Calismalari

3.7.8 Yapi Tayini
3.7.8.1 Gaz kromatografisi/ kiitle spektrometrisi

Biyotransformasyon siireleri sonunda ekstre edilen metabolit karigimlar1 ve kolon
kromatografisi ile izole edilen metabolitler kiitle spektrumlarinin alinmas1 amaciyla gaz
kromatgorafisi kiitle spektrometrisi kullanilarak Boliim 3.6°da verildigi sekilde analiz
edilmistir. Bilesiklerin belirlenmesinde Wiley ve Adams- LIBR (TP) Kiitiiphane tarama
ve yazilimlar1 kullanilmistir. Relatif tutunma indislerinin (RRI) hesaplanmasindan -

alkan serisi referans alinmistir.

3.7.8.2 NMR

1D- (H ve 13C-NMR) ve 2D- (COSY, HSQC, HMQS ve HMBC) NMR analizleri
Anadolu Universitesi BIBAM, Eskisehir’de yapilmistir. Izole edilen maddeler dotero-
kloroform (CDCI3) veya dotero-dimetilsiilfoksit (CD3-SO-CD3) igerisinde ¢oziilerek
maddelerin 1D- ve 2D-NMR spektrumlar1 Bruker 400 MHz Ascend sivi NMR
spektrometresiyle kaydedilmistir (Gorsel 3.7). Kimyasal kayma degerleri ppm olarak

verilmistir.
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Gorsel 3.7
Bruker 400 MHz Ascend Sivi NMR Spektrometresi
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3.8 Biyolojik Aktivite Calismalari

Cay agaci ugucu yagi, substratlar (terpinen-4-ol ve y-terpinen) ile ekstre edilen metabolit
karigimlariin ve izole metabolitlerin antioksidan (biyootografi), antibakteriyel ve
antikandidal (kuyu difiizyon, mikrodiliisyon yontemi ve biyootografi(dot-blot ve kontakt)

yontemi) etkileri incelenmistir.

3.8.1 Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi
3.8.1.1 Disk difiizyon yontemi ile antibakteriyel etkinin belirlenmesi

Ekstreler, Escherichia coli NRRL B-3008, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Serratia
marcescens NRRL B-2544 ve  Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
mikroorganizmalarina kars1 test edilmistir. 9 cm’lik petrilere Muller Hinton agar (MHA)
25 mL porsiyonlanmistir. %0,085 steril salin soliisyonunda McFarland 0.5’¢ gore
ayarlanan kiiltiirlerden 200 mikrolitre eklenerek Drigalski yardimiyla petrinin yiizeyine
esit sekilde yayilmistir. Besiyerlerinin kurumasi i¢in 20 dakika beklenmistir. 6mm
capindaki diskler petri yiizeyine steril pens yardimiyla yerlestirilmistir. 20 mg/mL
dozunda tartilan ekstreler 30 mikrolitre olacak sekilde disklere emdirilerek 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda zon g¢aplari mm cinsinden
Olciilmiistlir. Bakteriler i¢cin kontrol olarak kloramfenikol 128 mikrogram/mL dozda

kullanilmistir (Zaidan ve ark., 2005).
3.8.1.2 Mikrodiliisyon yontemi ile antibakteriyel etkinin belirlenmesi

Ekstreler, E. coli NRRL B-3008, S. aureus ATCC 6538, S. epidermidis, ATCC 12228, B.
cereus NRRL B-3711 mikroorganizmalarina kars1 test edilmistir. Deneyde kullanilacak

bakteriler -85 °C’de %50’lik steril gliserol soliisyonu igerisinde muhafaza edilmistir.

Test edilecek ornekler kismen modifiye edilmis “Klinik Laboratuvar Standartlar:
Enstitiisii”nlin yayimladigr CLSI (NCCLS) M7-A7 protokolii uyarinca yapilmistir. Bir
giin 6nceden Mueller Hinton Agar (MHA) plaklarinda canlandirilan bakteriler McFarland
No:0.5 bulaniklik standardina gore 10° KOB/mL olacak sekilde bulamklik &lger
(BIOSAN) kullanilarak ayarlanmistir. Numuneler 20 mg tartilmig, 1 ml steril DMSO
(%100)’da homojen bicimde ¢oziinmesi saglanmis ve testlerde kullanilmistir. Steril U
tabanli, 96 kuyucuklu (well) mikroplakalara MHB besiyeri 100’er ul pipetlenmistir.
Numuneler voktekslenerek iyice ¢oziinmesi saglanmis plaklara 100’er pl eklenerek ¢ift

kat seri diliie edilmistir. Ayrica DMSO kontrolii, besiyeri sterilite kontrolii ve
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kloramfenikol pozitif kontrol ajani olarak test edilmistir. Daha 6énce McFarland No:0.5
bulaniklik standardina goére ayarlanan mikroorganizma kiiltlirleri multikanal otomotik
pipet yardimiyla her bir siituna 20’ser ul pipetlenmis ve 37°C de 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresinin sonunda resazurin ile boyanarak minimum inhibitor
konsantrasyonlar1 (MiK) belirlenmistir. Kloramfenikol (Sigma) standart antibakteriyel
ajan olarak 128 mikrogram/mL dozda kullanilmistir (CLSI (NCCLS) M7-A7, Methods
for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically;
Approved Standard, Seventh Edition, 2006).

3.8.1.3 Biyootografi ile antibakteriyel etkinin ve etkiden sorumlu bilesiklerin

belirlenmesi
3.8.1.3.1 Dot-blot yontemi

Biyotografi Dot-blot yontemi kullanilarak ekstrelerin ve izole edilen edilen
metabolitlerin, Escherichia coli NRRL B-3008 ve Staphylococcus aureus ATCC 6538’a
kars1 antibakteriyel etkileri test edilmistir. Mueller Hinton agar besiyeri 13 cm’lik steril
petrilere 20 mL dékiilmiistiir. Oncesinde metanol ile yikanip kurutulmus ve 7x7 kesilmis
silikajel GF254 plaklara 10mg/ml konsantrasyondaki 6rneklerden Drummond kilcallari
ile 5 mikrolitre uygulanmistir. Yiiriitme yapilmadan dogrudan steril pens yardimiyla
petrilere yerlestirilmistir. Bir giin 6nceden MHA ile canlandirilan kiiltiirler %0,085 NaCl
soliisyonunda McFarland No:0,5’e gore ayarlanmistir. Oncesinde 9 mL olarak
porsiyonlanan Molten agar (%1,5 agar) lzere mikroorganizmalarin canliligini
koruyabilecegi uygun sicakliga geldigi anda 1 mL eklenerek homojen hale gelmesi
saglanmigtir. Besiyerinin katilasmasina izin verilmeden ITK plaklarmin yerlestirildigi
petrilere dokiilmiistiir. 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda tetrazolium tuzu (distile
su %0,25) piiskiirtmiis ve tekrar 3 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Uremenin oldugu
alanlar beyaz silikajel plagi lizerinde kirmizi zonlar seklinde gézlemlenmektedir (Sherma,

2018).
3.8.1.3.2 Kontakt biyootografi yontemi

ITK plaklarinin hazirlanmast

5x9 cm ebatlarinda kesilmis silikajel GF254 plaklara 10 mg/mL konsantrasyondaki
orneklerden Drummond kilcallar1 ile 5 mikrolitre uygulanmustir. Oncesinde
toluen:etilasetat:formik asit: 17:3:1 ile doyurulmus tanka steril pens yardimi ile

ekstrelerin tatbik edilmis oldugu plakalar yerlestirilmistir. Develope islemi sonrasinda
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steril kabinin iginde mobil fazin tamamen uzaklasmast igin 45 dk beklenmistir. Oncesinde
ayni boyutlarda hazirlanmig ve aymi kosullar altinda yiiritme islemi tamamlanmisg
referans plak, anilin/stlfiirik asit reaktifi ile renklendirilerek metabolitlerin

degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir.

Mikroorganizma kiiltiiriiniin hazirlanmasi ve aktivitenin belirlenmesi

Ekstrelerin gosterdigi antibakteriyel etkiden sorumlu metabolitlerin belirlenmesi
amaciyla biyootografi ¢alismalar1 Escherichia coli NRRL B-3008 ve Staphylococcus
aureus ATCC 6538’ a kars1 ytiriitiilmustiir. Mueller Hinton agar besiyeri 13 cm’lik steril
petrilere 20 mL dokiilmiistir. Develope edilmis plaklar steril pens yardimiyla petrilere
yerlestirilmistir. Bir giin 6nceden MHA ile canlandirilan kiiltiirler %0,085 NaCl
soliisyonunda McFarland No:0.5’¢ goére ayarlanmustir. Oncesinde 9 mL olarak
porsiyonlanan Molten agar (%]1.5 agar) ilizerine mikroorganizmalarin canliligini
koruyabilecegi uygun sicakliga geldigi anda 1 mL eklenerek homojen hale gelmesi
saglanmistir Besiyerinin katilasmasma izin verilmeden dikkatlice ITK plaklarinin
yerlestirildigi petrilere dokiilmiistiir. 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda tetrazolium
tuzu (distile su %0,25) piiskiirtiilerek 3 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Uremenin
oldugu alanlar beyaz silikajel plagi lizerinde kirmizi zonlar seklinde gézlemlenmektedir

(Dewanjee ve ark., 2015).

3.8.2 Antikandidal aktivitenin belirlenmesi
3.8.2.1 Kuyu difiizyon yontemi ile antikandidal aktivitenin belirlenmesi

Ekstreler, Candida albicans ATCC 90028, C. utilis NRRL Y-900 ve C. krusei ATCC
6258’ye karsi test edilmistir. 9 cm’lik petrilere Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) 25 mL
porsiyonlanmistir. %0,085 steril salin soliisyonunda McFarland No.0.5’e gore ayarlanan
kiltiirlerden 200 pL aktarilarak Drigalski yardimiyla petrinin yiizeyine esit sekilde
yayilmistir. Besiyerlerinin kurumasi i¢in 20 dakika beklenmistir. Besiyerinde 6 mm
capinda acilan kuyulara 20 mg/mL dozunda tartilan ekstreler 30 pL olacak sekilde
kuyulara eklenmistir. 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda
zon ¢aplart mm cinsinden Ol¢lilmiistiir. Mayalar i¢in pozitif kontrol olarak ketokonazol

160 pug/mL dozda kullanilmistir (Magaldi ve ark., 2004)
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3.8.2.2 Mikrodiliisyon yontemi ile antikandidal etkinin belirlenmesi

Ekstreler C. albicans m iki susu C. albicans ATCC-10231 ve C. albicans ATCC 90028,
C. utilis NRRL Y-900, C, tropicalis ATCC 750, C. glabrata ATCC 2001,C. parapsilosis
NRRL Y- 12696 ve C. krusei ATCC 6258 karsi test edilmistir. Deneyde kullanilacak
mayalar -85 °C’de %50’lik steril gliserol sollisyonu icerisinde saklanmistir. Test edilecek
ornekler kismen modifiye edilmis “Klinik Laboratuvar Standartlari Enstitlisii’niin
yayimladigr CLSI (NCCLS) M27-A2 protokolii uyarinca yapilmistir. Bir giin dnceden
Patates Dekstroz Agar (PDA) plaklarinda canlandirilan Candida kiiltiirlerinden koloniler
secilerek steril salin soliisyonu (0,085%) i¢inde konsantrasyonu McFarland No:0.5
bulaniklik standardina goére 10° KOB/mL olacak sekilde bulaniklik dlger (BIOSAN)
kullanilarak ayarlanmistir. Ekstreler 20 mg olarak tartilmig, 1 mL steril DMSO
(Dimetilsiilfoksit)’da ¢oziilerek testlerde kullanilmistir. Steril U tabanli, 96 kuyucuklu
(well) mikroplateler’e RPMI 1640 besiyeri 100’er uL eklenmistir. Ayrica DMSO ¢6ziicii
kontrolii, besiyerinin sterilite kontrolii ve ketokonazol de pozitif kontrol antibiyotigi
olarak test edilmistir. Daha onceden McFarland No:0.5 bulaniklik standardina gore
ayarlanan mikroorganizma kiiltiirleri multikanal otomotik pipet yardimziyla her bir siituna
gelecek sekilde 100°er uL pipetlenmistir ve 37°C de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda sonuglarin daha net gézlemlenmesi amactyla mavi renkli
resazurin boyast her bir kuyucuga 20’ser uL eklenmistir ve tekrar inkiibasyona
birakilmistir. Resazurin canli hiicrelerde enzimatik reaksiyonlarla resorufine indirgenerek
pembe renk almaktadir. Rengin mavi olarak kaldigi son kuyucuk minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) olarak belirlenmistir. Ketokonazol (Sigma) standart antifungal ajan
olarak kullanilmistir (NCCLS, 2002; Iscan, 2009; (CLSI (NCCLS) M27-A2 Reference
Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; Approved
Standard—Second Edition; 2002).

3.8.3 Biyootografi yontemi ile antioksidan etkili bilesiklerin taranmasi

Ekstreler (10 mg/mL) ITK plaklarina 5’er uL uygulanarak toluen:etilasetat:formik asit:
17:3:1 mobil fazinda yiritilmiistiir. Plagin tamamen kurumasi beklendikten sonra
askorbik asit (1 mg/mL) 3 pL tatbik edilmistir. DPPH metanol (%0,04) reaktifi
hazirlanarak plagin yilizeyine homojen sekilde piiskiirtiilmiistiir. Plak karanlikta 30 dakika
inkiibasyona birakilmis ve antioksidan etkilere sahip olabilecek ekstre ve metabolitler

tespit edilmistir (Sherma, 2018).
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4 BULGULAR

4.1 M. alternifolia Ucucu Yaginin GK/KS analizi

Farkli markalardan temin edilen 5 farkli ugucu yagin bilesimi GK ve GK/KS analizi ile
belirlenmistir. Deneylerde kullanilan ugucu yagin ve piyasadan temin edilen diger ¢ay
agaci yaglarinin kompozisyonu Tablo 4.1’de verilmistir. ISO standartlar1 ve Avrupa
Farmakopesi (11.0)’de cay agaci1 ugucu yag1 kromatografik profiline tam olarak uygun
oldugu belirlenen, major bilesik olan terpinen-4-ol’ii (%40,8) ve yagin diger ana
bilesikleri olan a-terpineol, o-terpinen ve y-terpinen’i de yliksek miktarda iceren ‘E

kodlu’ ugucu yag, biyotransformasyon ¢alismalarinda kullanilmak {izere se¢ilmistir.

Tablo 4.1

Yaglarin Avustralya Standardi (AS 2782: 2017) ve ISO 4730: 2017 ya Gére Icermesi Gereken
Bilesiklerin Minimum ve Maksimum Yiizdeleri ve Ticari TTO Numunelerinin Karsilastirilmasi

Bilesik Minimum%  Maksimum % A B C D E*
a-Pinen 1.0 4.0 2,4 2,3 2,4 2,4 2,2
Sabinen tr 3.5 0,1 0,1 0,4 0,2 0,5
a-Terpinen 6.0 12.0 8,3 8,0 10,0 - 8,2
Limonen 0.5 1.5 0,9 0,9 1,0 2,1 1,0
p-Simen 0.5 8.0 4,7 4,0 3,9 22,3 2,6
1,8-Sineol tr 10.0 3,5 4,0 3,9 2,6 2,7
v -Terpinen 14.0 28.0 16,1 15,4 18,4 2,07 17,1
Terpinolen 1.5 5.0 33 3,1 3,7 0,4 32
Terpinen-4-ol 35.0 48.0 36,9 38,6 37,3 37,3 40,8
a-Terpineol 2.0 5.0 3,7 42 3,9 3,6 7,7
Aromadendren 0.2 3.0 2,2 2,1 1,4 1,7 1,9
Leden 0.1 3.0 2,6 2.6 2.3 0,4 3.8
d-Kadinen 0.2 3.0 2,9 2,9 2,2 0,6 3,2
Globulol tr 1.0 tr tr tr tr tr
Viridiflorol tr 1.0 0,5 0,5 0,3 0,9 1,7

Not*:Piyasadan temin edilen farkli markalardaki ¢ay agact ugucu yaglari: AB,CDE, E*:
Biyotransformasyon deneylerinde kullanilan ugucu yag (Carson, 2006)
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4.2 Substrat Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Ugucu yagin besiyerinde kaliciliginin belirlenmesi amaciyla 1., 3., 7. ve 10. ve 14. giin
ornekler alinmis, substrat olarak kullanilacak ugucu yagin besiyerinde 14 giin boyunca
korundugu belirlenmistir. Cay agact ucucu yaginin bilinen bir antifungal etkisi
oldugundan segilen 15 farkli mikroorganizma ile substrat konsantrasyon caligsmalari
yuriitiilmistir (Terzi ve ark., 2007). Literatiirde TTO’nun filamentli funguslara karsi
minimum inhibitér konsantrasyonunun 9%0.004 ile %0.25 ve minimum fungisidal
konsantrasyonun ise %0.03 ile %8.0 arasinda degistigi gosterilmistir (Hammer ve ark.,
2002). Makrodiliisyon yontemi ile her bir kiif i¢in inhibitdr konsantrasyon belirlenmistir
(Tablo 4.2). 2 pL/mL TTO konsantrasyonunda bazi kiiflerin inhibe oldugu

saptandigindan (Gorsel 4.1) biyotransformasyon calismalarinda bu konsantrasyondan

daha diistik degerler kullanilmistir.

Gorsel 4.1

Funguslara Eklenecek Substrat Miktarilarinin Belirlenmesi

*)

Kontrol
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Tablo 4.2

On Konsantrasyon Calismalart ile Cay Agact Ugucu Yagt icin Optimal Dozun Belirlenmesi

Mikroorganizmalar Kontrol 1 pL/mL 2 pL/mL 4 pL/mL
Aspergillus niger +++ ++ + -
Aspergillus flavus -+ ++ - -
Fusarium culmorum -+ ++ + -
Kluyveromyces lactis +++ ++ + +
Saccharomyces cerevisiae +++ ++ + +
Trichoderma harzianum +++ ++ - -
Aspergillus flavus +++ ++ - -
Penicillium expansum -+ ++ - -
P. italicum var. italicum +++ ++ + -
Absidia blakesleeana +++ ++ + +
Aspergillus terreus var. +++ ++ + -
africanus

Glomerella cingulata - ++ - -
Rhodotorula mucilaginosa +++ ++ + +
Aspergillus fumigatus ++ - - -
Alternaria eureka +++ ++ + -

Yapilan literatiir taramalarinda metabolik ¢esitlilik, enzim aktivitesi (6zellikle oksidazlar,
rediiktazlar, hidrolazlar gibi enzimlerin varligt ve aktiviteleri), kiiflerin
biyotransformasyon siire¢lerinde kullanilacak substratla uyumlulugu ve kiiltiir kosullar
(kiiflerin optimum biiylime kosullarinda donilisiim yapabilmesi ve siireglerin tekrar
edilebilmesi) gibi parametreler dikkate alinmistir (Zhao ve ark., 2023; Liang ve ark.,
2021)

Biyokimyasal degisiklige uyum saglayabilen ve gesitli enzim sistemlerine sahip onceki
calismalarda farkli substratlar ile 6zellikle terpenler ile metabolit elde edilebilmis ve ayni
zamanda ¢ay agact ugucu yagmi 1 pL/mL ve 2 pL/mL dozlarda tolere edebilen
Penicilium italicum var. italicum, Aspergillus terreus var. africanus, Alternaria eureka

ve Fusarium culmorum kiiflerine 6ncelik verilmistir.
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4.3 Cay Agaci Ucucu Yaginin Biyotransformasyonu
4.3.1 On tarama sonuclari

Segilen 15 farkli mikroorganizma ile yiiriitiilen biyotransformasyon ¢aligmalarinda 1. 3.,
7. 10. ve 14. giinlerde alinan Orneklerle yapilan ITK’lar karsilastirilarak
mikroorganizmalarin metabolit olusturup olusturmadiklar1 ve birbirlerinden farkl
metabolitlerin farklig1 goz oniine alinarak degerlendirme yapilmistir. Penicilium italicum
var. italicum igin 7. glinde en yogun metabolit olusumu goézlenirken, Aspergillus terreus
var. africanus, Alternaria eureka ve Fusarium culmorum suslart i¢in 10. Giin olusan

metabolit ¢esitliliginin ve yogunlugunun daha fazla oldugu gézlemlenmistir.

4.3.2 Melaluca alterniafolia u¢ucu yaginin mikrobiyal transformasyonu

TTO’nun besiyerinde 10. giiniin sonundaki degisimi ve kiiflerle belirtilen siirelerdeki
inkiibasyonlar1 sonucu elde edilen ekstreler ile kiif kontrolleri gaz kromatografisi ile
analiz edilmistir. Elde edilen ekstrelerin bilesimlerinin degisimi Tablo 4.3’de
gosterilmistir.

Tablo 4.3

Cay Agact Ugucu Yag ile Yapilan Biyotransformasyon Sonucu Ana Bilesenlerin 10. Giin Sonundaki
Durumlari

RRI  Bilesik TTO BY F93 F72 F135 F24
+TTO +TTO +TTO +TTO +TTO

927 o -Pinen + - - - - -
961 Sabinen + - - - - -
1005  a -Terpinen + - - - - -
1009  p-Simen + - - - - -
1017  1,8-Sineol + - - - - -
1021  Limonen + - - - - -
1054  vy- Terpinen + - - - - -
1061  Terpinen 4-ol + + + + + +
1079  Terpinolen + - - - - -
1169  a -Terpineol + + + + - +
1423 Aromadendren + - - - - -
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Not*:BY: besiyeri, F93: Aspergillus terreus var. africanus, F72: Penicilium italicum var. italicum, F135:
Alternaria eureka, F24: Fusarium culmorum, RRI: Relative retention index

4.3.2.1 Biyotransformasyon sonucu olusan metabolitler

Tablo 4.4’de biyotransormasyon siirecleri sonucunda elde edilen metabolitlerin GK/KS
sonuclarina gore relatif miktarlari, tutunma zamanlar1 ve relatif tutunma indeksleri
gosterilmistir.

Tablo 4.4

Cay Agact Ugucu Yagimin Biyotransformasyonu Sonucu Olusan Metabolitler ve GK/KS Ile Belirlenen
Relatif % Miktarlar

Mikroorganizma Metabolit RRI Rt(dk) BP (m/z)% % Kiitle
(m/z) Spektrumu

M-1 1189 20,3 108 170 %1 Sekil 4.2

M-2 1239 22,2 43 170 %3 Sekil 4.3

M-3 1268 23.4 74 170 %10 Sekil 4.5

M-4 1275 23,7 97 170 %3 Sekil 4.6

Alternaria eureka M-5* 1358 26.8 109 184 %16 Sekil 4.7
+TTO

M-6 1425 29,2 71 168 %11 Sekil 4.10

M-7* 1459 30,3 127 188 %31 Sekil 4.12

M-8 1594 34,6 123 184 %8 Sekil 4.15

M-9 1236 22.1 109 170 %235 Sekil 4.17

Aspergillus terreus

var. africanus M-5 1358 26.6 109 184 %325 Sekil 4.18
+TTO

M-10 1419 29,0 69 170 % 5,74 Sekil 4.19

Not*:RT: alikonma zamanu, dk: dakika, BP: temel pik, 4spektrumda gozlenen en agr m/z degeri %: yapilan
analiz ortalamalarmmin goreceli yiizde miktar: (%1 °den diisiik olan metabolit olusumlar: dikkate
alimmamigtir.) *: NMR analizi yapilan metabolitler

Terpinen-4-ol standardi, cay agaci ugucu yagi, 10 giin siiresince ucucu yagin
besiyerindeki degisimlerinin gbzlenmesi igin ayni sartlarda inkiibasyona birakilmis ve
ekstre edilmis ¢ay agact ucucu yagi kontrolii, biyotransformasyon siirecleri sonunda
metabolitleri igeren ekstreler ve kiif kontrol ekstreleri 10 mg tartilarak aseton ile son
konsantrasyon 10 mg/mL olacak sekilde hazirlanmistir. Ince tabaka kromatografisi ile
giin 15181nda ve anisaldehit/siilflirik asit reaktifi piiskiirtiilmesi sonrasi (Gorsel 4.2), UV
254 ve 366 nm’de (Gorsel 4.3) ve anisaldehit/siilfiirik asit reaktifi pliskiirtiilmesi sonrasi

366 nm’de (Gorsel 4.4) incelenerek olusan metabolitlerin kontrolleri saglanmis, kiif
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ekstreleri ve ¢ay agaci ugucu yagi kontrol ekstreleri ile karsilagtirilmistir.

Gorsel 4.2
ITK Plaklarimn Anisaldehit/Siilfiirik Asit Reaktifi Piiskiirtiilmeden Oncesi ve Sonrast

Toluen:Etilasetat:Formik asit:17:3:1 N Anisaldehit/stlfiirik asit reaktifi

1 > 3% 5 6 7 8 9 10N 1 2 3 4567 89 1011

Not*:1: Terpinen-4-ol, 2: TTO, 3: ugucu yagin 10. Giintin sonundaki degisiminin izlenmesi i¢in ekstre
edilen kontrol, 4: Aspergillus terreus var. africanus metabolitleri 5: Aspergillus terreus var. africanus kiif
kontrolii, 6: Penicilium italicum var. italicum metabolitleri, 7: Penicilium italicum var. italicum kiif
kontrolii, 8: Alternaria eureka metabolitleri, 9: Alternaria eureka kiif kontrolii, 10: Fusarium culmorum
metabolitleri, 11: Fusarium culmorum kiif kontrolii

Gorsel 4.3
Funguslarin Urettikleri Metabolitlerin Giin Isiginda, 254 ve 366 nm’de ITK ile Karsilagtirilmast

Toluen:Etilasetat:Formik asit: 17:3:1

1 234567 89 101
Not*:1: Terpinen-4-ol, 2: TTO, 3: ugucu yagn 10. Giiniin sonundaki degisiminin izlenmesi igin ekstre
edilen kontrol, 4: Aspergillus terreus var. africanus metabolitleri 5: Aspergillus terreus var. africanus kiif
kontrolii, 6: Penicilium italicum var. italicum metabolitleri, 7: Penicilium italicum var. italicum kiif
kontrolii, 8: Alternaria eureka metabolitleri, 9: Alternaria eureka kiif kontrolii, 10: Fusarium culmorum
metabolitleri, 11: Fusarium culmorum kiif kontrolii
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Gorsel 4.4

Funguslarin Urettikleri Metabolitlerin Giin Isiginda ve Reaktif Piiskiirtiildikten Sonra 366 Nm de ITK ile
Karsilagtirlimast

,7 N ZZRES,
(\ » ) (\0 ]
,>-<: t‘-“\‘ t—'
( L ( . 7 -
% 4 NI
- BB -

\
& - -

Not*:1: Terpinen-4-ol, 2: TTO, 3: ugucu yagn 10. Giiniin sonundaki degisiminin izlenmesi igin ekstre
edilen kontrol, 4: Aspergillus terreus var. africanus metabolitleri 5: Aspergillus terreus var. africanus kiif
kontrolii, 6: Penicilium italicum var. italicum metabolitleri, 7: Penicilium italicum var. italicum kiif
kontrolii, 8: Alternaria eureka metabolitleri, 9: Alternaria eureka kiif kontrolii, 10: Fusarium culmorum
metabolitleri, 11: Fusarium culmorum kiif kontrolii

Funguslarin pH 6’da benzer metabolitler tirettikleri kiitle spektrometrisi verileri ile tespit
edilmistir. Aktivite deneyleri ve yap1 tayini i¢in Alternaria eureka (Gorsel 4.5) ve
Aspergillus terreus var. africanus’dan (Gorsel 4.6) elde edilen metabolitler izole
edilmistir. Gaz kromatografisi ile saptanan metabolitler 10 mg/mL dozlarda tartilarak
ince tabaka kromatografisi kiif kontrolleri ve yagin kendisi ile karsilastirilarak ile kontrol
edilmistir.

Gorsel 4.5
Alternaria eureka ile Elde Edilen Metabolitler
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Not*: B+TTO: ugucu yagin 10. Giiniin sonundaki degisiminin izlenmesi igin ekstre edilen kontrol,
F135:TTO nun Alternaria eureka kiifii ile biyotransformasyonu sonucu elde edilen ekstre, F135(+):
Alternaria eureka kiif kontrolii, A:M-1 metaboliti, B:M-7 metaboliti, C: M-5 metaboliti
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Gorsel 4.6

Aspergillus terreus var. africanus ile Elde Edilen Metabolitler

Not*:B+TTO: ugucu yagin 10. Giiniin sonundaki degisiminin izlenmesi i¢in ekstre edilen kontrol, F93:
TTO nun Aspergillus terreus var. africanus kiifii ile biyotransformasyonu sonucu elde edilen ekstre,
F93(+).: Aspergillus terreus var. africanus kiif kontrolii, D:M-3 metaboliti, B:M-7 metaboliti, C: M-5
metaboliti

Cay agaci1 ugucu yagi ile gergeklestirilen mikrobiyal transformasyon sonuglarina gore
Alternaria eureka (135) ve Aspergillus terreus var. africanus (F93) funguslarinin M5 ve
M7 metabolitlerini yiiksek oranlarda iirettikleri belirlenmistir. Alternaria eureka
fungusuna ait ekstreden M5 ve M7 metabolitleri kolon kromatografisi ve preparatif ITK
ile 10 mg izole edilerek saflik kontrolleri yapilmis ve ekstredeki diger major metabolitler
ile birlikte GK/KS ile kiitle spekturumlar1 alinmistir. Daha sonra izole edilen maddelerden
MS5, dotero-kloroform (CDCI3), M7, dotero-dimetilsiilfoksit (CD3-SO-CD3 ile
coziilerek 1H ve 13C-NMR ve 2D-(COSY, HSQC, HMQS ve HMBC) NMR

spektrumlar ¢ekilmistir.
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4.3.2.1.1 Alternaria eureka ile elde edilen metabolitlerin kromatogramlar1 ve

spektrografik verileri
Cay agac1 ugucu yaginin Alternaria eureka ile biyotransformasyonu sonucu elde edilen
metabolit fraksiyonlarina ait kromatogramlar Sekil 4.1 ve Sekil 4.4°te gosterilmistir.

Sekil 4.1

Alternaria eureka ile Elde Edilen Metabolit Fraksiyonlarinin Kromatogrami

M-1

-—i“w\-ﬂ.‘&” ,:(L A i

10.0 20.0 30.0 40.0 l 50.0 60.0 70.0

M-1 metabolitinin spektral verileri
M1 metabolitinin spekturumu NIST ve Bager kiitliphanesi ve literatiir verileri ile

karsilastirilmis ve 2-hidroksi-1,8-sineol oldugu gdsterilmistir.

2-hidroksi-1,8-sineol E/MS m/z: 170(12)[M]" 126 (63), 108 (100), 97(10), 93(52),
83(29), 71 (61), 69(37), 55(27), 43(76)

2-ekso-hidroksi-1,8-sineol’lin  Vitis  vinifera bitkisinin ~ ‘Sauvignon’  ¢esidinin
meyvelerinde dogal olarak bulunmakta ve (+)-(R)-a-terpineoliin asit katalizorliiglindeki
epoksidasyonu ile elde edildigini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (Bitteur ve ark.,
1990). Literatiirde 1,8-sineol agisindan zengin M. linariifolia ile beslenen bocek tiirleri
ile yapilan c¢alismarda (Southwell ve ark., 2003) ve a-terpineol’den hareketle Giberella
cynaea DSM 62719 ile yapilan biyotransformasyon ¢alismasinda 2-hidroksi-1,8-sineol
elde edildigi gosterilmistir (Abraham ve ark.,1986).
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Sekil 4.2
M-1 Metabolitinin Kiitle Spektrumu
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M-2 metabolitinin spektral verileri
EI/MS m/z: 170(1)[M]"155(1) 137(3), 127 (22), 109(79), 95(9), 83(30), 81(51), 71(42),
67(15), 58(46), 43(100), 41(26)

Sekil 4.3

M-2 Metabolitinin Kiitle Spektrumu
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Sekil 4.4

Alternaria eureka ile Elde Edilen Metabolit Fraksiyonlarinin Kromatogrami

M-5

M-3

M-3 metabolitinin spektral verileri
EI/MS m/z: 170(1) [M]+, 152(20), 137(12), 123 (3),112(7) 109(30), 97(40), 81(13),
74(100), 55(30), 43(40), 41(14)

Sekil 4.5

M-3 Metabolitinin kiitle spektrumu
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M-4 metabolitinin spektral verileri
EI/MS m/z: 170 (6)[M]", 152(8), 137(7), 127(10), 112(89), 109(20), 97(100), 83(65),
74(33), 69(22), 55(34), 43(56), 41(26)

Sekil 4.6

M-4 Metabolitinin Kiitle Spektrumu
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M-5 metabolitinin spektral verileri
M5 metabolitinin kiitle spektrumu (Sekil 4.7) ve NMR analizine ait spektral verileri
Tablo 4.5’te verilmistir.

EIMS m/z: 170(1)[M]* 152(7), 137(3), 127(3) 119 (7), 109(100), 91(8), 84(65), 81(54),
71(32), 55(19), 43(56), 41(19)

Sekil 4.7

M-5 Metabolitinin Kiitle Spektrumu
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Tablo 4.5

M35 Metabolitinin 3C (100 MHz) ve 'H (400 MHz) NMR Spektroskopik Verileri* (Kloroform)

Pozisyon 6c (ppm) o1 (ppm), J (Hz)
1(C) 129.25 s -
2 (CH) 139.56 d 7.04

1.72 (m, 1H)
3 (CH) 37.0

1.76 (M, 1H)
4(0) 71.72 B

1.9 (m, 1H)
5 (CH>) 30.93

2.0 (m, 1H)

2.47 (m, 1H)
6 (CH>) 16.75

2.34 (m, 1H)
7 (CH3) 163.92 -
8 (CH) 35.3 1.72 (m, 1H)
9 (CH3) 20.92 0.94( s, 3H)
10 (CH3) 20.0 0.98( s, 3H)

*MS5 metabolitine ait HMBC, COSY ve HSQS spektrumlart EKLER kisminda verilmistir.

Literatiirde o-terpineol’iin Alternaria alternata
calismasinda 4R-oleuropeik asit olusumu gosterilmistir (Mei ve ark., 2020). 4R-
oleuropeik asit molekiiliindeki hidroksil 8. karbonda bulunmaktadir. NMR spekturumlari
karsilagtirildiginda yapinin benzer oldugu goriilmekle birlikte M5 metabolitinin

yapisindaki  hidroksilin bagli oldugu karbon kesin olarak tayin edilememistir. Bu

ile yapilan biyotransformasyon

maddenin yap1 tayininin gerceklestirilmesi i¢in ¢alismalarimiz siirmektedir.
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1y NMR

Sekil 4.8

M-5 Metabolitinin | H NUR Spektrumu
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Sekil 4.9

M-5 Metabolitinin 13C NMR Spektrumu
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M-6 metabolitinin spektral verileri
EI/MS m/z: 168(1)[M]" 152(14), 127(10) 119 (2), 109(16), 91(8), 81(54),79(47),
71(100), 67(18), 55(11), 43(38), 41(15)

Sekil 4.10

M-6 Metabolitinin Kiitle Spektrumu
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M-7 metabolitinin kromatogrami

Kiristal olarak elde edilen M7 metabolitinin kromatogrami Sekil 4.11°de verilmistir.

Sekil 4.11

M-7 Metabolitinin Kromatogrami

820,525
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M-7 metabolitinin spektral verileri
M7 metabolitinin kiitle spektrumu Sekil 4.12°de ve NMR analizine ait spektral verileri
Tablo 4.6’da verilmistir

p-mentan-1,2,4-triol EI/MS m/z: 188(1) [M]+ 170(2), 145(87), 127 (100), 117(37),
109(91), 99(35), 95(15), 85(42), 81(47), 71(47), 57(39), 55(32) 43(96)

Sekil 4.12

M-7 Metabolitinin Kiitle Spektrumu
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Literatlirde p-mentan-1,2,4-triol bilesiginin dogal olarak Zingiber mekongense bitkisinin
rizomlarindan elde edildigi rapor edilmistir (Chareonkla ve ark., 2011). Ayrica terpinen-
4-ol’den haraketle Giberella cyanea DSM 62719 ile biyotransformasyon siirecleri sonucu

p-mentan-1,2,4-triol elde edildigi gosterilmistir (Abraham ve ark, 1986)
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Tablo 4.6
M7 Metabolitinin 3C (100 MHz) ve 'H (400 MHz) NMR Spektroskopik Verileri* (DMSO-d6)

Pozisyon oc (ppm) ou (ppm), J (Hz)
1(C) 70.3 -
2 (CH) 74.2 3.332
1.78 gd (13.7)
3 (CH») 34.4
1.40 gd (13.7)
4(C) 73.5 B
1.742
5 (CH2) 29.9
1.272
1.65 t (13.0)
6 (CH2) 29.7
1.242
7 (CHs) 27.5 1.10 s
8 (CH) 37.8 1.47m
9 (CHs) 17.3 0.83 d (6.7)
10 (CH3) 17.3 0.83 d (6.7)
1-OH - 4.14s
2-OH - 5.13d (6.4)
4-OH - 4555

*Cakisan sinyaller; *M7 metabolitine ait HMBC, COSY ve HSQS spektrumlar1 EKLER kisminda

verilmistir.
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1y NMR

Sekil 4.13

M-7 Metabolitinin | H NUR Spektrumu
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Sekil 4.14
M-7 Metabolitinin 13C NMR Spektrumu
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M-8 metabolitinin spektral verileri

EI/MS m/z: 184(1)[M]"*166(54), 151(4), 141 (76), 138(67), 123(100), 111(8), 95(47),
81(19), 71(53), 67(42), 59(22) 43(46), 41(27)

Sekil 4.15

M-8 Metabolitinin Kiitle Spektrumu
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4.3.2.1.2 Aspergillus africanus var. africanus ile elde edilen metabolitlerin

kromatogramlari ve spektrografik verileri

Sekil 4.16

Aspergillus africanus var. africanus Kiifiinden Elde Edilen Metabolit Fraksiyonunun Kromatogrami

Lo
774,635

I
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M-9 metabolitinin spektral verileri
EI/MS m/z: 170(1) [M]" 155(),127 (40),119(8), 109 (100), 91(9), 85(17), 81(38), 71(9),
55(12), 43(29)

Sekil 4. 17

M-9 Metabolitinin Kiitle Spektrumu
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M-5 metabolitinin spektral verileri
EI/MS m/z: 170 (1)[M]" 137 (3), 127 (39), 119(), 109 (100), 87(10), 84(53), 81(49),
71(29), 55(17), 43(48)

Sekil 4.18
M-5 Metabolitinin Kiitle Spektrumu
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M-10 metabolitinin spektral verileri
EI/MS m/z: 170 (2)[M]" 142 (7), 129 (62), 127(16), 101(16), 84(12), 69(100), 59(8),
41(27)

Sekil 4. 19
M-10 Metabolitinin Kiitle Spektrumu
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Biyotransformasyon calismalar1 ile 10 metabolit elde edilmistir. M1, M5 ve M7
metabolitlerinin yapilar1 aydinlatilmistir. Miktarlarinin yetersiz olmasi nedeniyle 7

metabolit i¢in yapi tayini ¢aligmalar1 yapilamamustir.
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4.4 Biyolojik Aktivite Sonuclari
4.4.1 Ekstrelerin antibakteriyel aktivite sonuclari
4.4.1.1 Biyootografi dot-blot yontemi antibakteriyel etkinin gosterilmesi

Cay agact ugucu yaginin biyotransformasyonu sonucu elde edilen ekstrelerin
antibakteriyel etkileri biyootografi dot-blot teknigi kullanilarak degerlendirilmistir. 20
mg/mL dozlarda hazirlanan ekstrelerin, ¢ay agaci ucucu yaginin ve terpinen-4-ol’lin
Gram negatif E. coli ve Gram pozitif S.aureus suslarin karsi aktivitelerini gdsteren 6n
degerlendirme sonuclar1 Gorsel 4.7 ve Gorsel 4.8’de gosterilmistir. Kloramfenikol 128

pg/mL dozda uygulanmistir

Gorsel 4.7

Ekstrelerin Biyootografi-Dot Blot Yontemi ile E. Coli’ye Karst Antibakteriyel Aktivitelerinin Test
Edilmesi

Not*:Aspergillus terreus var. africanus (F93),Penicilium italicum var. italicum (F72), Alternaria eureka
(F135) ve Fusarium culmorum (F24)

Gorsel 4.8

Ekstrelerin Biyootografi-Dot Blot Yontemi ile S. aureus’a Karst Antibakteriyel Aktivitelerinin Test
Edilmesi

Not*:Aspergillus terreus var. africanus (F93),Penicilium italicum var. italicum (F72), Alternaria eureka
(F135) ve Fusarium culmorum (F24)
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4.4.1.2 Disk difiizyon yontemi ile antibakteriyel etkinin belirlenmesi

Biyotransformasyon reaksiyonlar1 sonucu elde edilen ekstrelerin 6n tarama amaciyla 4

farkli bakteri susuna kars1 antibakteriyel etkileri disk diflizyon yontemi kullanilarak test

edilmistir. 20 mg/mL dozlarda hazirlanan ekstrelerin, ¢ay agaci ucgucu yagmnin ve

terpinen-4-ol’lin bakterilere kars1 olusturduklart zon c¢aplari (mm) Tablo 4.5°de

verilmistir. Aspergillus africanus var. africanus (F93) fungus kontroliiniin bakterilere

kars1 biyotransformasyon sonucu elde edilen ekstrelerden daha fazla inhibe edici etkilere

sahip oldugu ancak Aspergillus africanus var africanus (F93) ve Altenaria eureka (F135)

biyotransformasyon ekstrelerinin Gram (-) £. col/i NRRL B-3008 ve Gram (+) S. aureus
ATCC 6538 ve S. epidermidis ATCC 12228 kars1 TTO’dan ve terpinen-4-ol’den daha

etkili oldugu gosterilmistir (Gorsel 4.9).

Gorsel 4.9

Disk Difiizyon Yontemi ile Antibakteriyel Etkisi Olan Ekstrelerin Belirlenmesi

Tablo 4.7

Ekstrelerin Bakteri Suslarina Karsit Olusturduklar: Zone Caplar: (Mm)

Zone cap1 E. coli S. aureus S. epidermidis  S. marcescens  P. aeruginosa
NRRL B-3008 ATCC 6538 ATCC 12228 NRRL B-2544 ATCC 9027
F93+TTO 12 14 12 12,5 8
F93 17 16 18 8 8,5
F72+TTO 7 13 8 7,5 8
F72 - 8,5 - - -
F135+TTO 12 12 13 10 8,5
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(Devam) Ekstrelerin Bakteri Suslarina Karst Olusturduklart Zone Caplari (Mm)

F135 8 10 12 8 -
F24+TTO 12 11 11 11 8
F24 10 12 - - -
TTO 11 10 12 12,5 7,5
Terpinen 4-ol 13 8,5 7 12 9
Kloramfenikol 21 18 17 15,5 15

Not*:Aspergillus terreus var. africanus (F93), Penicilium italicum var. italicum (F72), Alternaria eureka
(F135) ve Fusarium culmorum (F24)

4.4.1.3 Mikrodiliisyon yontemi ile minimum inhibisyon konsantrasyonunun

belirlenmesi

Biyotransformasyon sonucu elde edilen ekstreler, 5 farkli bakteri susuna kars
mikrodiliisyon yontemi kullanilarak 3 paralel olarak test edilmistir. Deney sonucunda
elde edilen MIK degerleri ug/mL olarak Tablo 4.6’de verilmistir. Numuneler igin 10
mg/ml, kloramfenikol i¢in 128 pg/mL dozdan baslanarak diliisyon yapilmisir (Gorsel
4.10). Aspergillus africanus var. africanus (F93) biyotransformasyon ekstresinin 156
pg/mL ve fungus kontroliiniin 78 pg/mL dozda antibakteriyel etkisinin oldugu

gosterilmistir.

Gorsel 4.10

Mtkrodllusyon Yéntemi ile Ekstrelerin Antibakteriyel Etkilerinin Gosterilmesi
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Not*:Aspergillus terreus var. africanus (F93),Penicilium italicum var. italicum (F72), Alternaria eureka
(F135) ve Fusarium culmorum (F24)
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Tablo 4.8

Ekstrelerin Bakteri Suslarina Karst Minimum Inhibitor Konsantrasyonlar

(MIC pg/mL) E. coli S. aureus S. epidermidis B. cereus
NRRL B-3008 ATCC 6538 ATCC 12228 NRRL B-3711
F93+TTO 1250 156* >2500 156
F93 312,5 78 >2500 78
F72+TTO 2500 625 >2500 625
F72 2500 1250 >2500 >2500
F135+TTO 1250 625 >2500 625
F135 1250 312,5 >2500 156
F24+TTO >5000 625 >2500 1250
F24 >5000 625 >2500 625
TTO 2500 625 312,5 312,5
Terpinen-4-ol 2500 1250 >2500 1250
Kloramfenikol 8 8 2 8

Not*:Aspergillus terreus var. africanus (F93), Penicilium italicum var. italicum (F72), Alternaria eureka
(F135) ve Fusarium culmorum (F24)

4.4.1.4 Biyootografi yontemi ile antibakteriyel etkiden sorumlu bilesiklerin

belirlenmesi

Cay agact ucucu yagin Alternaria eureka (F135) ve Fusarium culmorum (F24),
fungusu ile yapilan biyotransformasyon siiregleri sonunda besiyerlerinin ekstraksiyonu
ile elde edilen metabolit karisimi, fungus kontrolii (belirtilen numaralarinin saginda (+),
ITK plakalarina tatbik edilerek toluen:etilasetat:formik asit 17:3:1 mobil fazinda
yiriitiilmiistiir. Ayrica ¢ay agact ugucu yaginin kendisi (TTO) ve besiyerinde ¢ay agaci
ucucu yagmin doniisiimii ve degisimini izlemek amaciyla aym sartlarda inkiibasyona
birakilan TTO kontrol erleninin ekstresi (B), plaga tatbik edilerek antibakteriyel etkileri
karsilastirilmistir. Elde edilen metabolitlerin, biyootografi yontemi ile E. coli (Gorsel
4.11), S. aureus (Gorsel 4.12) ve Bacillus cereus (Gorsel 4.13) suslarina karsi inhibe edici

etkileri gosterilmistir.
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Gorsel 4.11

Escherichia coli’ve Karst Inhibitér Etki Gésteren Metabolitlerin Biyootografi Yontemiyle Belirlenmesi
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Gorsel 4.12

Staphylococcus aureus’a Karst Inhibitor Etki Gosteren Metabolitlerin Biyootografi Yontemiyle
Belirlenmesi
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Gorsel 4.13

Bacillus cereus’a Karsi Inhibitor Etki Gosteren Metabolitlerin Biyootografi Yontemiyle Belirlenmesi

Anisaldehit/silfirik asit

"
W

70 B F135 (¥ F24 (4

Cay agac1 ugucu yaginin Aspergillus terreus var. africanus ( F93) ve Penicilium italicum
var. italicum (F72) kiifii ile yapilan biyotransformasyon siirecleri sonunda besiyerlerinin
ekstraksiyonu ile elde edilen metabolit karigimi, kiiflerin kontrolii (+ ile gosterilmistir),
ITK plakalarina tatbik edilerek toluen:etilasetat: formik asit 17:3:1 mobil fazinda
yiriitiilmiistiir. Ayrica ¢ay agact ugucu yaginin kendisi (TTO) ve besiyerinde ¢ay agaci
ucucu yagmin doniisgiimii ve degisimini izlemek amaciyla ayni sartlarda inkiibasyona
birakilan TTO kontrol erleninin ekstresi (B), plaga tatbik edilerek antibakteriyel
aktiviteleri karsilastirilmistir. Elde edilen metabolitlerin, biyootografi yontemi ile E. coli
(Gorsel 4.14), S. aureus (Gorsel 4.15) ve Bacillus cereus (Gorsel 4.16) suslarina karsi

inhibe edici etkileri gosterilmistir.
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Gorsel 4.14

Escherichia coli’ye Kars: Inhibitor Etki Gosteren Metabolitlerin Biyootografi Yontemiyle Belirlenmesi

Anisaldehit/stlfirik asit E. coli
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Gorsel 4.15

Staphylococcus aureus’a Karst Inhibitor Etki Gosteren Metabolitlerin Biyootografi Yontemiyle
Belirlenmesi
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Gorsel 4.16

Bacillus cereus’a Karsi Inhibitor Etki Gosteren Metabolitlerin Biyootografi Yontemiyle Belirlenmesi

Anisaldehit/silfirik asit
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4.4.2 Ekstrelerin antikandidal aktivite sonugclar:
4.4.2.1 Kuyu difiizyon yontemi ile antikandidal etkinin belirlenmesi

Elde edilen ekstrelerin antikandidal etkinliginin test edilmesi amaciyla kuyu difiizyon
metodu uygulanmistir. 20 mg/mL dozundaki tartilan ekstreler ve kiif kontrollerinin
Candida tirlerine kars1 olusturduklar1 zon caplar1 Tablo 4.7 verilmistir. Aspergillus
terreus var. africanus (F93)’un TTO ile biyotransformasyonu sonucu elde edilen
ekstrenin 6zellikle C. utilis NRRL Y-900 ve C. krusei ATCC 6258 suslarina karsi etkili
oldugu gosterilmistir (Gorsel 4.17).
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Gorsel 4.17
Kuyu Difiizyon Metodu ile Antikandidal Aktiviteye Sahip Ekstrelerin Belirlenmesi

Not*:TTO: Aspergillus africanus var. africanus TTO ile biyotransformasyon ekstresi,(+): Aspergillus
africanus var. africanus fungus kontrolii, DMSO: Coziicii kontrolii

Tablo 4.9
Ekstrelerin Candida Suslarina Karsi Olusturduklar: Zone Caplart (Mm)

Zone ¢ap1 Candida albicans Candida utilis Candida krusei
ATCC 90028 NRRL Y-900 ATCC 6258

F93+TTO 13 20 17

F93 24 21 11
F72+TTO 13 - -

F72 11 - -
F135+TTO 12 13 -
F135 11 12 -
F24+TTO - - -

F24 - - -
Ketokonazol 15 29 20

Not*:Aspergillus terreus var. africanus (F93), Penicilium italicum var. italicum (F72), Alternaria eureka
(F135) ve Fusarium culmorum (F24)
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4.4.2.2 Mikrodiliisyon yontemi ile minimum inhibisyon konsantrasyonunun

belirlenmesi

Biyotransformasyon reaksiyonlar1 sonucu elde edilen ekstreler, 7 farkli patojen Candida
susuna kars1 mikrodiliisyon yontemi kullanilarak 3 paralel olarak test edilmistir (Gorsel
4.18). Ekstrelerin gostermis olduklart minimum inhibitdr konsantrasyonlar1 pg/mL olarak
Tablo 4.10’de verilmistir. 20 mg/mL hazirlanan ekstreler ilk kuyu 5 mg/mL olarak
baslanmistir. Ketokonazol 16 pg/mL dozda uygulanmistir.

Aspergillus africanus var. africanus (F93) biyotransformasyon ekstresinin C. albicans
ATCC 10231 ve C. utilis NRRL Y-900 kars1 312,5 ng/mL dozda C. krusei ATCC 6258’¢
kars1 156,25 pg/mL dozda etki gostererek TTO’dan ve terpinen-4-ol’den daha etkili
oldugu gosterilmistir. Alternaria eureka biyotransformasyon ekstresinin ozellikle C.
utilis NRRL Y-900 ve C. krusei ATCC 6258 karsi etkili oldugu, C. utilis’e kars1 312,5
pug/mL dozda etki gostererek fungus kontroliinden, yagin kendisinden ve ana metaboliti

terpinen-4-ol’den daha gii¢lii inhibe edici etkilere sahip oldugu gosterilmistir.

Gorsel 4.18
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Tablo 4.10

Ekstrelerin Candida Suslarina Karsi Minimum Inhibitor Konsantrasyonlar

(MIC C. C. C. C. C. C. C.
pg/mL) albicans  utilis albicans  tropicalis glabrata parapsilosis krusei
?()nglc NRRL ATCC ATCC 750 ATCC ATCC 22019 ATCC
Y-900 90028 2001 6258
F93+
TTO 312,5 312,5 625 312,5 625 625 156,25
F93(+) 625 156,25 312,5 >1250 156,25 312,5 156,25
F72+
TTO >1250 625 >1250 625 >1250 >1250 625
F72(+) >1250 >1250 >1250 >1250 >1250 >1250 >1250
F135+
625 312,5 >1250 >1250 625 625 312,5
TTO
F135 (+) 625 625 >1250 >1250 156,25 625 312,5
l,:rz,;g 625 >1250 >1250 >1250 >1250 >1250 >1250
F24(+) >1250 >1250 >1250 >1250 >1250 >1250 >1250
TTO 625 625 >1250 >156,25 312,5 156,25 312,5
Terpinen
>1250 625 >1250 312,5 312,5 312,5 312,5
-4-0l
Keto. 1 0,125 1 0,125 0,25 0,5 0,125

Not*:Aspergillus terreus var. africanus (F93), Penicilium italicum var. italicum (F72), Alternaria eureka
(F135) ve Fusarium culmorum (F24)

4.4.3 Metabolitlerin antimikrobiyal aktiviteleri
4.4.3.1 Antibakteriyel etkinin belirlenmesi
4.4.3.1.1 Mikrodiliisyon yontemi ile antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi

Yapilan aktivite deneylerinde 6zellikle Gram (+) Bacillus cereus ve S. aureus suglarini
inhibe ettigi gosterilen ekstrelerin ana metabolitleri izole edilerek bu suslara karsi 10
mg/mL dozlarda denenmistir. Cay agact ugucu yagi, terpinen-4-ol ve gama terpinen 20
mg/mL dozlarda uygulanmistir. Metabolitlerin B. cereus ve S. aureus suslarina karsi
inhibitdr dozlar1 Tablo 4.11°da verilmistir. M5 metabolitinin B. cereus’a kars1 312,5

ug/mL dozda etkili oldugu gosterilmistir (Gorsel 4.19).
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Gorsel 4.19

Izole Edilen Metabolitlerin Antibakteriyel Aktivitelerinin Belirlenmesi
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Tablo 4.11

Izole Edilen Metabolitlerin Bakteri Suglarina Karsi Minimum Inhibitor Konsantrasyonlart

(MIC pg/mL) S. aureus B. cereus
ATCC 6538 NRRL B-3711
M1 >1250 >1250
M5 >1250 312,5
M7 >1250 625
M10 >1250 >1250
TTO 625 312,5
Terpinen-4-ol >1250 1250
y-Terpinen >1250 312,5
Kloramfenikol 4 4
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4.4.3.2 Antikandidal etkinin belirlenmesi
4.43.2.1 Mikrodiliisyon yontemi ile antikandidal aktivitenin belirlenmesi

Elde edilen ekstreler 10 mg/mL dozlarda tartilarak deneylerde kullanilmistir.
Metabolitlerin Candida suslarina karsi inhibitor dozlar1 Tablo 4.12°da verilmistir.
Aspergillus africanus var. africanus ile elde edilen M5 ve M10 metabolitlerinin C.
albicans’a karst sirastyla 156,25 pug/mL ve 312,5 pg/mL dozda etkili oldugu, C.
tropicalis’e 1se 312,5 pg/mL dozda etkili olduklari gosterilmistir (Gorsel 4.20).

Gorsel 4.20

Izole Edilen Metabolitlerin Antikandidal Aktivitelerinin Belirlenmesi
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Tablo 4.12

Lzole Edilen Metabolitlerin Candida Suslarina Karst Minimum Inhibitér Konsantrasyonlart

MIC C. albicans C. utilis C. albicans C. tropicalis C. krusei
ng/mL) ATCCI0231  NRRLY-900 ATCC90028 ATCC750  ATCC 6258
Ml >625 >625 >625 625 >625

M7 >625 >625 >625 625 >625

M35 >625 >625 156,25 312,5 >625

M10 >625 >625 312,5 312,5 >625

TTO >625 >625 >625 78 312,5
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Tablo 4.12
(Devam) Izole Edilen Metabolitlerin Candida Suslarina Karsi Etkili Inhibitor Dozlarimin Belirlenmesi

Terpinen 4-0ol  >625 >625 >625 625 312,5
Gama >625 >625 >625 625 >625
terpinen

Ketokonazol 1 0,25 1 0,125 0,125

In vitro biyolojik aktive calismalarinda ekstrelerin ve izole edilen metabolitlerin
aktiviteleri fungus kontrolleri, yagin kendisi ve standartlar ile karsilastirilmistir. Candida
tiirlerine karst Alternaria eureka ve Aspergillus africanus var. africanus funguslarinin
biyotransformasyon ekstrelerinin belirli bir antikandidal aktivite gosterdigi ve her iki
fungusun ortak olarak doniisiim sagladiklar1 M-5 metabolitinin s6z konusu aktiviteye
etkili oldugu diisiiniilmektedir. izole edilen M5 metabolitinin, C. albicans1 156 pg/mL,
C. tropicalis’1312,5 pg/mL dozda inhibe ederek yagin kendisinden, terpinen-4-ol ve -

terpinenden daha etkili oldugu gosterilmistir.
4.4.4 Biyootografi yontemi ile antioksidan etkili bilesiklerin taranmasi

DPPH radikali siipiiriicii aktivitenin tespiti i¢in hazirlanan plakalarda Alternaria eureka
fungus kontroliiniin sahip oldugu antioksidan etki potansiyeli bulunan bilesikler
gosterilmistir. Cay agact ucgucu yaginin biyotransformasyonu sonucu elde edilen
metabolitlerin  6n tarama testlerinde belirgin bir antioksidan aktiviteleri
gbzlenmediginden antioksidan aktivite taramalarina devam edilmemistir (Gorsel 4.22).

Gorsel 4.21
DPPH Reaktifi Piiskiirtiilmesi Sonrast Antioksidan Aktiviteleri Bulunan Metabolitlerin Belirlenmesi

1: TTO, 2: ugucu yagin 10. Giiniin sonundaki degisiminin izlenmesi igin ekstre edilen kontrol, 3: Terpinen-
4-ol, 4: Aspergillus terreus var. africanus metabolitleri 5: Aspergillus terreus var. africanus kiif kontrolii,
6: Penicilium italicum var. italicum metabolitleri, 7: Penicilium italicum var. italicum kiif kontrolii, 8:
Alternaria eureka metabolitleri, 9: Alternaria eureka kiif kontrolii, 10: Fusarium culmorum metabolitleri,
11: Fusarium culmorum kiif kontrolii 12: askorbik asit
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5 SONUC VE TARTISMA

Diinya Saglik Orgiitii’niin yaymladig1 Mantar Oncelikli Patojenler listesi ve COVID-19
pandemisi, kiiresel capta artan enfeksiyon tehdidini ve mevcut antimikrobiyallerin
yetersizligini ortaya koymustur (Havlickova, 2008). Fungal patojenler, hizli yayilma ve
tireme yetenekleri ve ¢oklu direng mekanizmalar1 gelistirebilmeleri nedeniyle 6nemli bir
halk saghigi riski olusturmaktadir. Bu tez kapsaminda oOzellikle antikandidal ve
antibakteriyel etkileriyle 6ne ¢ikan cay agacit ugucu yagimn 15 farkli fungus ile
biyotransformasyon potansiyelleri incelenmistir. Cay agact yagindan hareketle ¢esitli
metabolitleri tiretebilen ve relatif olarak yiiksek miktarda metabolit olusumunu
katalizleyen Aspergillus terreus var. africanus (F93), Penicilium italicum var. italicum
(F72), Alternaria eureka (F135) ve Fusarium culmorum (F24) suslar1 ile 10 metabolit
elde edilmis ve 2’sinin yapisi tam olarak, M5 kodlu numunenin yapist ise kismen
aydmlatilmistir. Biyotransformasyon ile elde edilen p-mentan-1,2,4-triol ve diger

hidroksilli tlirevlerin in vitro aktivite calismalari ilk kez bu tez ¢alismasi ile yapilmaistir.

ITK ve Gaz Kromatografisi verileri incelenerek M-7 ve M-5 metabolitlerini ¢alisilan 4
fungusun da olusturdugu gosterilmistir. M-7 (%31) ve M-5 (%16) metabolitlerinin
yuksek miktarlarda doniistimlerini katalizleyen Alternaria eureka fungusunun metabolit
karisimlarini iceren ekstresi ile izolasyon ve saflastirma ¢alismalar1 yapilmis, miktari en
fazla olan 2 metabolit saflagtirilarak yapilar1 kromatografik ve spektroskopik teknikler ile
aydmlatilmistir. Literatiirde terpinen-4-ol’iin Gibberella cynea DSM 62719 ile yapilan
biyotransformasyon ¢alismasinda elde edilen (1S, 28, 45)-p-mentan-1,2,4-triol metaboliti
ve ¢ay agacl ucucu yaginin biyotransformasyonu ile elde edilen M7 metabolitine ait
spektral veriler karsilagtirllmigtir (Abraham ve ark., 1986). Spektral veriler birbirleri ile
uyumlu oldugundan olusan metabolitin terpinen-4-ol’den olusmus olabilecegi
diistiniilmektedir. Major olarak olusumu gézlenen M5 metabolitine ait NMR sonuglarina
benzer sonuglar, literatiirde o-terpineol’iin Alternaria alternata ile yapilan
biyotransformasyon ¢aligmasinda p-menten iskeletine sahip 7. karbonunda karboksil
grubu bulunan 4R-oleuropeik asit ile benzerlik gostermektedir. Ancak 4R-oleuropeik asit
molekiiliinde 8. konumdaki hidroksil grubunun M5 metabolitinde hangi karbona baglh
oldugu kesin olarak belirlenememistir ve molekiiliin yap1 tayini ¢aligmalarina devam

edilmektedir (Mei ve ark., 2020).
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Elde edilen M5 ve M7 metabolitlerinin, Aspergillus terreus var. africanus, Penicilium
italicum var. italicum, Fusarium culmorum ve Alternaria eureka ile biyotransformasyon

sonucu olusumu ilk kez bu ¢alismada bildirilmektedir.

Sekil 4.20

Biyotransformasyon Calismalar: Sonucunda Izole Edilerek Yapilart Aydinlatilan Metabolitler
H
o o
H-O
M5
~ B} / M+184

Alternaria eureka

H . .
Aspergillus terreus var. africanus OH
OH
OH
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M+188
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Literatiirde o-terpineol’den hareketle Giberella cynaea DSM 62719 ile yapilan
biyotransformasyon ¢alismasinda 2-hidroksi-1,8-sineol elde edildigi gosterilmistir
(Abraham ve ark.,1986). M-1 molekiiliinlin literatiir verisi yaninda NIST ve Baser
kiitliphanesinde kromatografik ve spektroskopik verileri karsilastirilmistir (Duisken ve
ark., 2005). Alternaria eureka ile yapilan biyotransformasyon sonucu elde edilen M-1
metabolitinin 2-hidroksi-1,8-sineol oldugu saptanmistir. Biyotransformasyon c¢aligsmalari
ile elde edilen diger metabolitler olan M-2, M-3, M-4 ve M-9 metabolitlerinin kiitle
spektrometrisi ile molekiil agirliklar1 170 [M]" olarak belirlenmistir. Spektrumlar1 “diol”
yapili molekiiller olabilecegini gostermekte ve p-menten iskeletine sahip dioller olduklari
diisiiniilmektedir. Fakat metabolitlerin miktarlarinin azlig1 nedeniyle izolasyonlari

yapilamamis ve kesin yapilari karakterize edilememistir.

Biyotransformasyon sonucu metabolit karisimlarini iceren ekstrelerin aktiviteleri, fungus

kontrolleri, ¢ay agaci ugucugu yaginin kendisi ve yagin antioksidan ve antimikrobial
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etkilerinden sorumlu bilesikler olan terpinen-4-ol ve y-terpinen kullanilarak
degerlendirilmistir. Biyootografi teknigi ile yapilan 6n taramalarda ekstrelerin belirgin
bir antioksidan etkileri saptanamamistir. Ancak Alternaria eureka fungusunun dogal
olarak trettigi bilesiklerin DPPH radikalinde inhibe edici etkilere sahip olan lekeleri
tespit edilmistir.

Yapilan antibakteriyel aktivite deneylerinde S. aures ATCC 6538 ve B. cereus NRRL B-
3711 suslarina kars1 Aspergillus africanus var. africanus ile yapilan biyotransformasyon
ekstresinin ve fungus kontroliiniin sirasiyla 156,25 mg/mL ve 78 mg/mL dozlarda etkili
oldugu gosterilmistir. Ancak s6z konusu etkinin Aspergillus africanus var. africanus
fungusunun  dogal  metabolizmasinda  {rettigi  bilesiklerden  kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Gram (-) E. coli’ ye kars1 biyotransformasyon ekstresinin 1250 pg/mL
dozda inhibe edici etki gosterirken fungus kontroli, 312,5 pg/mL dozda etkili
olmaktadir. Giicli antimikrobiyal etkilere sahip ¢ay agact ugucu yaginin
biyotransformasyon amaciyla eklenmesiyle kiifiin dogal olarak iirettigi baz1 bilesiklerin
miktarlarinin azalmasi veya funguslara karsi sidal bir etki gostererek etkili bilesiklerin
tiretimlerini engellenmesi dolayisiyla ekstrenin antibakteriyel etki potansiyelinin azaldig1
disiiniilmektedir. Fungusun {irettigi bilesiklerin saflastirilarak aktivite deneylerinin

tekrarlanmasi planlanmaktadir.

Antikandidal aktivite taramalarinda Aspergillus africanus var. africanus ile yapilan
biyotransformasyon sonucu elde edilen ekstrenin, kuyu diflizyon metodu ile Candida
utilis NRRL Y-900, C. utilis NRRL Y-900 ve C. krusei ATCC 6258 suslarina etkili
oldugu belirlenmistir. Mikrodiliisyon yontemi ile antikandidal aktivite dozunun
belirlenmesi amaciyla yapilan deneylerde Candida albicans ATCC 10231 ve C.
tropicalis ATCC 750 suglarin1 312,5 mg/mL dozda inhibe ettigi ve C. albicans ATCC
10231 susuna kars1 fungus kontroliinden, yagin kendisinden ve terpinen-4-ol’den fazla

aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.

Alternaria eureka kifi ile yapilan biyotransformasyon sonucu ile elde edilen
ekstrelerinin Candida utilis NRRL Y-900 susuna kars1 fungus kontroliinden ve test edilen

standartlardan daha diisiik dozlarda inhibe edici etkileri bulunmaktadir.

Antikandidal ve antibakteriyel etkileri gosterilen Alternaria eureka ve Aspergillus
africanus var. africanus funguslarinin biyotransformasyon ekstrelerinin bilesimlerindeki

relatif miktarlar1 en fazla olan ve biyootografi ¢aligmalarinda bakterilere karsi bir

76



inhibisyon gosterdigi diisiiniilen metabolitleri; M-1, M-7, M-5 ve M-10 izole edilerek

antibakteriyel ve antikandidal aktiviteleri karsilagtirilmistir.

M-5 metabolitinin Gram (+) B. cereus kars1 (312,5 ng/mL), TTO ve y-terpinenle ayni
dozda inhibe edici etkinligi oldugu gosterilmistir. Diger metabolitlerin belirgin bir

antibakteriyel etkileri gésterilmemistir.

Deneylerde ayrica ¢ay agaci ugucu yagi, terpinen-4-ol ve y-terpinen’in antmikrobiyal
etkileri karsilastinlmistir. Ozellikle Candida tropicalis’e karsi ¢ay agaci ugucu yaginin
saf halde kullanimi (78 pg/mL), yagin sahip oldugu terpenik bilesiklerin sinerjik
etkisinden kaynaklanmis olabilecegi diigiiniilen artmis bir aktivite ortaya koymustur.
Izole edilen M-5 ve M-10 metabolitlerinin, 312,5 ug/mL dozda C. tropicalis’i inhibe

ederek terpinen-4-ol ve y-terpinenden daha etkili oldugu gosterilmistir.

Sonug olarak Alternaria eureka ve Aspergillus africanus var africanus funguslarinin
halihazirda {irettikleri metabolizma bilesikleri 6zellikle Gram (+)’lere karst
biyotransformasyon sonucu Tlretilen metabolitlerden, yagin kendisinden, ve
standartlardan daha etkili bulunmustur. Candida tirlerine kars1 Alternaria eureka ve
Aspergillus africanus var africanus funguslarinin biyotransformasyon ekstrelerinin
belirli bir antikandidal aktivite gosterdigi ve her iki fungusun ortak olarak iirettikleri
M-5 metabolitinin s6z konusu aktiviteye etkili oldugu diisliniilebilir ancak bulgularin

desteklenmesi i¢in kapsamli ileri aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Candida tiirleri 6zellikle yogun bakim iinitelerinde oldukg¢a yiiksek mortalite ve morbitide
oranlar1 ile iliskili nozokomiyal enfeksiyon etkenlerinin basinda gelmektedir.
Biyotransformasyon caligmalar1 ile elde edilerek dogal olarak nitelendirilen metabolit
karigimlari igeren ekstrelerin ve izole metabolitlerin, spesifik olarak bazi patojen

Candida suslarina olan inhibe edici etkisi umut vaad eden bir sonugtur.

Ileriki ¢aligmalarda gay agaci ugucu yaginin biyotransformasyonu ile daha etkili ekstreler
ve yeni aktif metabolitler liretilmesi ¢aligmalarina devam edilmesi ayrica funguslarin
urettikleri metabolizma bilesiklerinin saflastirilarak potansiyel antimikrobiyal ajanlar
olarak arastirilmalar1 ve elde edilen metabolitlerin yap1 tayinlerinin tamamlanarak farkli

aktive ¢alismalar1 ile potansiyel biyolojik etkilerin taranmasi planlanmaktadir.
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