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OZET

(-)-Nopol’in Aspergillus terreus MRC 200365 ve Aspergillus fumigatus MRC 200358 ile biyotransformasyonlari
geceklestirildi. A. terreus ile (-)-nopol’ln 7 gln siren inkiibasyonu neticesinde (-)-7-hidroksimetil-1-p-menten-8-ol bilesigi
elde edildi. (-)-Nopol’iin A. fumigatus ile 7 giin siiren inkiibasyonu ise baslangi¢ maddesi ile sonuglandi.
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BIOTRANSFORMATIONS OF (-)-NOPOL BY Aspergillus terreus MRC 200365
AND Aspergillus fumigatus MRC 200358

ABSTRACT

The biotransformation of (-)-nopol by Aspergillus terreus MRC 200365 and Aspergillus fumigatus MRC 200358 was
described. The biotransformation of (-)-nopol by A. terreus for 7 days afforded (-)-7-hydroxymethyl-1-p-menthen-8-ol. The
biotransformation of (-)-nopol by A. fumigatus for 7 days afforded only starting material.
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I. GIRiS kullanilabilmektedir. Elektronik cihazlar ve kablolarm
temizligi, metallerin yaglardan aritilmast ve ucak

Her gecen giin daha fazla ilgi geken biyotransformasyonlar; malzemelerinin temizlenmesi gibi klorlanmis solventlerin
mikrobiyal licing, ilag aktif maddeleri, esans maddeleri, gida ~ kullamldigi  alanlarda ~ bu  temizleyicilerin  yerine
katki maddeleri, enerji iiretimi, antibiyotik iiretimi ve amino ~ Monoterpenoidler kullanmilabilir [5].

asit elde edilmesinde kullanildig1r gibi toksik endiistriyel

atiklarin  yikimi, atik  sularin  temizlenmesi ve geri Sekil 1’de agik yapist gosterilen (-)-nopol  gesitli
kazanilmas1  gibi ¢evre ile ilgili konularda da  pestisidlerin sentezinde ¢ikis maddesi olarak, sahsi bakim

kullamlmaktadir [1, 2]. malzemeleri ve genel temizlik maddelerinde ise esans
maddesi olarak kullanilan sentetik bir bisiklik primer

Monoterpenoidlerin neredeyse tamami bitkiler tarafindan  alkoldur [6].
olugturulur.  Monoterpenoidlerin  sudaki  ¢oziiniirligi

oldukca diisiiktiir. Bu bilesikler cogu hiicreler igin toksiktir CH,0H
ve otoburlara karst savunma i¢in kullanildiklarina

inanilmaktadir [3].

Monoterpenoidler 6zellikle sahsi bakim {riinlerinde ve
evlerde kullanilan genel temizlik malzemelerinde esans
maddesi olarak, zararli boceklerle dogal miicadelede,
absisik asit ve A vitamini gibi bazi1 6nemli kimyasallarin (-)-Nopol
sentezinde ¢ikis maddesi olarak, cesitli gidalarda ve alkollii-
alkolsiiz iceceklerin iiretiminde katki maddeleri olarak
kullanilmaktadir [4]. Ayrica monoterpenlerin endistride
ozon tabakasina zararlt kloroflorokarbon gazlar1 yerine

Sekil 1. (-)-Nopol’ iin agik yapisi

iizerinde bazi1 fungal biyotransformasyonlar
gergeklestirilmistir. Miyazawa ve arkadaglari (-)-nopol’un
Glomerella cingulata ile yaptiklar1 biyotransformasyon
caligmasinda  (-)-4-hidroksinopol, 4-okzonopol ve 5-
hidroksinopol olmak iizere {i¢ {lriin elde etmislerdir [7].
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Hanson ve Farooq tarafindan Cephalosporium aphidicola
kullanilarak yapilan biyotransformasyon ¢alismasinda (-)-
nopol’in inklbasyonu sonucunda (-)-4B-metoksinopol ve
(-)-4B-hidroksinopol firtinlerini elde etmislerdir [8]. Noma
ve Asakawa ise Aspergillus niger ile (-)-nopol
biyotransformasyonundan  tek  Grin  olarak  (-)-7-
hidroksimetil-1-p-menten-8-ol elde etmislerdir [9].

Bu g¢aligmanin amaci Aspergillus terreus ve Aspergillus
fumigatus  kifleri ile  (-)-nopol  monoterpenoidinin
biyotransformasyonlariin incelenmesidir.

Il. MATERYAL VE METOT

2.1 Taze Yatik Agar Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

PDA (potato dekstroz agar) (5,85 g) ve agar (1,20 g)
karigimi saf su ile 150 mL’ye tamamlandiktan sonra
kaynatilarak besiyeri hazirlandi. Hazirlanan besiyeri
sogumadan 15 adet 22 mL’lik Universal marka patolojik
cam giselerin yarilarina kadar ilave edilerek otoklav
icerisinde 121 °C’de 20 dakika sterilize edildi.
Sterilizasyondan sonra siseler igerisinde erimis haldeki
besiyerleri, donmadan 06nce 45%ye yakin bir egim
olusturacak sekilde sogumaya birakilmak suretiyle yatik
agar besiyerleri hazirlandi.

Stok fungal kiiltiirdeki kiiflerin bir kismi yatik agar
besiyerlerinin 3 tanesine steril sartlarda aktarildi ve oda
sicakliginda 15 gilin siiresince g¢ogalmaya birakildi. Bu
sekilde hazirlanan yeni yattk agar kiiltiirlerinin en
gelismigindeki kiifler 15 giinde bir 3 yeni yatik agar
besiyerine steril sartlarda aktarildi. Bu aktarma iglemi 2 kez
tekrarlandiktan sonra elde edilen en taze ve en gelismis yatik
agar kiiltiiriindeki kiifler biyotransformasyon ¢alismalarinda
kullanild.

2.2 Biyotransformasyon ¢alismalarina hazirhk

Hazirlanmis olan 1 L besiyeri ¢ozeltisi 10 adet 250 mL
erlene paylastirildiktan sonra otoklavda sterilize edildi. Daha
once hazirlanan en taze alt kiiltiirdeki kif erlenlerden birine
steril sartlar altinda nakledildi. Bu erlen yeterli miktarda kiif
olusabilmesi i¢in 3 giin boyunca 30 °C’de calkalamali
inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Kif iceren erlenin
muhtevasindan diger erlenlere steril sartlar altinda yaklasik
1 mL nakledildikten sonra bu erlenler de yeterli miktarda
kiif olusabilmesi i¢in 3 giin siiresince 30 °C’de inkiibasyona
birakildu.
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2.3 Biyotransformasyonu gergeklestirilecek substratin
ilave edilmesi

Biyotransformasyonu gergeklestirilecek olan madde (500
mg) etanol (10 mL) icerisinde ¢ozllerek yeterli miktarda kuf
iceren erlenlere esit hacimlerde, steril kosullar altinda ilave
edildikten sonra, 30 °C’de calkalamali inkiibatorde 7 giin
boyunca inkiibasyona birakildi.

2.4 Bilesiklerin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi

Inkiibasyon tamamlandiktan sonra besiyeri filtrasyon
islemine tabi tutularak kif kiiltiiriine ait misellerden
stizilerek ayrildi. Buchner hunisinde kalan miseller etil
asetat (500 mL) kullanilarak yikandi. Erlendeki stizintii ile
her seferinde etil asetat (1 L) kullanilarak 3 ekstraksiyon
gergeklestirildi. Daha sonra ekstraktlara susuz sodyum siilfat
ilave edilerek ortamda bulunabilecek su uzaklastirildi. Etil
asetat evaporatdrde uzaklastirildiktan sonra yagimsi bir
madde elde edildi. Her bir biyotransformasyon g¢aligmasi
icin baglangic maddesi ve elde edilen yagimsi maddeyi
karsilagtiracak sekilde bir ITK ¢aligmas1 gergeklestirildi.
Yagimst madde daha sonra silika jel 60 {izerinde kolon
kromatografisine tabi tutuldu. Kolon kromotografisi
caligmalarinda ¢ozgen sistemi olarak hekzan icerisinde artan
oranlarda etil asetat kullanildi. Baslangic maddeleri %30’luk
cbzgen sistemi ile metabolitler ise %50’lik ¢ozgen sistemi
kullanilarak kolondan ayrildi.

2.5 Bilesiklerin tanimlanmasi

Bilesiklerin tanimlanmalar1 baglangic maddeleri ile elde
edilen her bir maddenin NMR ve FTIR spektrumlar
karsilagtirilarak  gergeklestirildi.  Metabolitlerin ~ tam
stereokimyalarinin tayini i¢in bir polarimetre ile optik
rotasyon Ol¢timleri gerceklestirildi.

2.6 Aspergillus terreus ve Aspergillus fumigatus ile (-)-
Nopol’tin Biyoransformasyonu

A. terreus besiyerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan kimyasal
maddelerin listesi ve bir litre ¢6zelti icinde bulunan
miktarlar1 Tablo 1°de verilmistir [10].

Tablo 1. Aspergillus terreus kiifiiniin besiyeri bilesenleri

Bilesenler Miktar
Glukoz 30,09
NaNO; 204g
KH,PO, 1049
KCI 059
MgSQO, 0549
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A. fumigatus besiyerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan
kimyasal maddelerin listesi ve bir litre c¢6zelti icinde
bulunan miktarlar1 Tablo 2’de verilmistir [11].

Tablo 2. Aspergillus fumigatus kiifiiniin besiyeri bilesenleri

Bilesenler Miktar
Sukroz 30,09
NaNO; 309
KH,PO, 109
KCI 05¢g
MgS0,.7H,0 05¢g
FeSO, 0,01g

(-)-Nopol (500 mg) etanol (10 mL) igerisinde ¢ozlnerek
yeterli miktarda kiif iceren erlenlere esit hacimlerde, steril
kosullar altinda ilave edildikten sonra 30 °C’de ¢alkalamali
inklibatérde 7 giin siiresince inkiibasyona birakildi.

111. SONUCLAR

3.1 Aspergillus terreus ile

Biyotransformasyonu

(-)-Nopol’iin

Sekil 2°de gosterilen (-)-nopol bilesiginin A. terreus kiifu ile
30 °C ’de 7 gun stren inkiibasyonu neticesinde degismeyen
baglangic maddesi (100 mg) ve (-)-7-hidroksimetil-1-p-
menten-8-ol (52 mg, %9,4) elde edildi. Elde edilen
baslangic maddesinin  yapisi 'H ve ®BC NMR
spektrumlarinmn, (-)-nopol bilesiginin 'H ve *C NMR
spektrumlari ile kargilagtirilmasiyla anlasildi.

(-)-7-hidroksimetil-1-p-menten-8-ol;
Yagimst madde

[a] ZDO: -26,0°, ¢ 0,1, CHCl,

IR: 3386, 1670 cm™

'H NMR (300 MHz, CDCly): 1,18 (3H, s, H-10); 1,19 (3H,
s, H-11); 1,54 (1H, m, H-4); 3,65 (2H, t, J = 6.5 Hz
CH,OH); 5,52 (1H, bs, H-2).

BBC NMR (75 MHz, CDCl,) & 133,95; 123,68; 72,85; 60,13;
44,88; 40,42; 28,88; 27,35; 26,84; 26,21; 23,80.

CH,OH CH,OH
A. terreus
30 °C, 7 giin
OH

Sekil 2. (-)-Nopol’iin A. terreus ile inkiibasyonu
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3.2 Aspergillus ile
Biyotransformasyonu

fumigatus (-)-Nopol’lin

(-)-Nopol bilesiginin Sekil 3’de gosterildigi A. fumigatus
kift ile 30 °C "de 7 giin stren inkubasyonu neticesinde elde
edilen bilesige (387 mg) ait 'H ve *C NMR spektrumlar: ile
()-nopol’in  'H ve BC NMR  spektrumlar:
karsilastirildiginda  inkiibasyon neticesinde elde edilen
bilesigin baslangic maddesi oldugu belirlendi.

CH,OH

%’ Baslangi¢c Maddesi

Sekil 3. (-)-Nopol’iin A. fumigatus ile ikiibasyonu
IV. TARTISMA

(-)-Nopol’lin A. terreus ile biyotransformasyonu sonucunda
tek bir metabolit elde edildi. Metabolitin 'H NMR
spektrumundaki 6y 1,18 ppm ve 1,19 ppm’de iki metil grubu
rezonansi gozlendi. Metabolitin *C NMR spektrumundaki
d¢ 27,35 ppm ve 26,21 ppm’de ise iki metil grubu ve ¢
72,85 ppm’de yeni bir kuarterner C rezonans: gozlendi. **C
NMR  spektrumundaki bu rezonanslardan bilesikteki
siklobiitil halkasinin agildig1 ve metabolitin yeni bir tersiyer
hidroksil grubu igerdigi anlagildi. Metabolitin *C NMR
spektrumunda 11 C atomu rezonansa gelmisken 3C DEPT
spektrumunda ise 2 metil, 5 metilen ve 2 metin C atomunun
rezonansa geldigi gézlendi. Metabolitin optik rotasyonu -
26.0° (c 0.1, CHCI,) olarak belirlendi. Bitiin bu sonuglar
metabolitin  (-)-7-hidroksimetil-1-p-menten-8-ol Dbilesigine
ait spektrumlarin literatiir degerleri [12] ile karsilagtirtlabilir
diizeyde oldugu gozlenirken s6z konusu bilesik icin
literatiirde verilen herhangi bir spesifik rotasyon degeri
tespit edilemedi.

(-)-Nopol  bilesiginin ~ Aspergillus  fumigatus ile
biyotransformasyonu ise degismeyen baslangic maddesi ile
sonuclandi. Bilesigin yapisi ‘H NMR ve “C NMR
spektrumlarinin orijinal baslangi¢ maddesinin spektrumlari
ile kargilastirilmak suretiyle belirlendi.

(-)-Nopol bilesiginin A. terreus ile inkiubasyonu bir diger
Aspergillus  turi olan  Aspergillus  niger ile
biyotransformasyonuna benzer sekilde siklobutil halkasi
acilmig ve yeni bir tersiyer hidroksil grubu tasiyan (-)-7-
hidroksimetil-1-p-menten-8-ol bilesigi ile sonuglanmistir
[9]. Literaturde (-)-nopol ile aynmi sonucu veren diger
herhangi bir inkiibasyon bildirilmemistir.
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