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OZET

B-iyonon’un Aspergillus tamarii MRC 72400 ve Aspergillus terreus MRC 200365 ile biyotransformasyonlart gegeklestirildi.
B-iyonon’un A. tamarii ve A. terreus ile 7 gtin stiren biyotransformasyonlarindan (z)-4-hidroksi-B-iyonon bilesigi elde edildi.
(x)-4-Hidroksi-B-iyonon bilesigi B-iyonon’un A. tamarii ile biyotransformasyonundan daha yiiksek verimle sonuglandi.
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BIOTRANSFORMATIONS OF B-IONONE BY Aspergillus tamarii MRC 72400
AND Aspergillus terreus MRC 200365

ABSTRACT

The biotransformations of B-ionone by Aspergillus tamarii MRC 72400 and Aspergillus terreus MRC 200365 were
described. The biotransformation of -ionone with A. tamarii and A. terreus for seven days gave (z)-4-hydroxy-B-ionone.
The biotransformation of B-ionone by A. tamarii resulted in a higher yield.
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I. GIRIS

Terpenler ve terpenoidler pahali olmayan, kolayca temin
edilebilen ve yenilenebilir dogal maddelerdir. Ozellikle
monoterpenler ve  monoterpenoidler dogal aroma
kimyasallarinin iiretiminde kullanilabilecek c¢ok genis bir
Urin  yelpazesine sahiptir [1]. Monoterpenoidlerin
biyotransformasyonu, enantiyomerce saf, hos tat ve
kokulara sahip bilesiklerin iliman kogullar altinda elde
edilmesine olanak sagladigi i¢in ilgi ¢eken bir konudur.
Biyotransformasyonlar ile elde edilen iiriinler dogal iiriin
olarak diisiiniilebilmektedir. Son zamanlarda dogal aroma
kimyasallarimin  biyoteknolojik tiretimi tuketicilerin bu
Urunleri dogal ve saglikli olarak kabul etmeleri nedeniyle
ragbet géormeye baglamistir.

Sentetik  tatlandiricilar  yerine dogal tatlandiricilara
gosterilen ilgi arastirmalarin biyotatlandiricilar  olarak
adlandirilan iiriinlerin mikrobiyal iiretimine yogunlasmasina
neden olmusgtur. Bu proseslerden sadece bazilart ticari
olarak  kullanilmaktadir. Diinya {izerinde kullanilan
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tatlandiric1 ve esanslarin neredeyse %80’i halen kimyasal
olarak diiretilmektedir. Buna ragmen Almanya’da 1990’1
yillarda tim tatlandiricilarinin %70’e yakini dogal olarak
kullamlmustir  [2]. Bunun yami sira monoterpenoidler
ozellikle sahsi bakim iriinlerinde ve evlerde kullanilan
genel temizlik malzemelerinde esans maddesi olarak, zararli
boceklerle dogal miicadelede, absisik asit ve A vitamini gibi
bazi 6nemli kimyasallarin sentezinde ¢ikis maddesi olarak,
cesitli gidalarda ve alkollii-alkolsiiz igeceklerin Gretiminde
katki maddeleri olarak kullanilmaktadir [3]. Ayrica
monoterpenler  endiistride  ozon tabakasina  zararli
kloroflorokarbon gazlart yerine kullanilabildikleri gibi
elektronik cihazlar ve kablolarin temizligi, metallerin
yaglardan aritilmasi ve ucak malzemelerinin temizlenmesi
gibi klorlanmis solventlerin kullanildig1 alanlarda bu
temizleyicilerin yerine kullanilabilmektedir [4].

Sekil 1°de agik yapisi gosterilen B-iyonon bilesigi makyaj
malzemeleri, parfiimler, sampuanlar ve banyo sabunlar1 gibi
sahsi bakim malzemeleri ve ev temizlik iriinlerinde
kullanilan bir bilesiktir. B-iyonon parfum endistrisinde
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siklikla kullanilan giil yaginin ana aroma bilesiklerindendir

[5].

0]
A

Sekil 1. B-iyonon’un agik yapist

B-iyonon bilesiginin literatiire gegen birgok fungal
inkiibasyonu bildirilmistir. Mikami ve arkadaglar1 -
iyononun A. niger JTS 191 ile biyotransformasyonundan
(S)-2-hidroksi-p-iyonon ve (R)-4-hidroksi-p-iyonon olmak
lzere iki ana iirlin elde etmislerdir [6]. Bir diger ¢alismada
Mikami ve arkadaglar1 ¢ok sayida kiif ve mayanin B-iyononu
diger aroma bilesiklerine doniistirme yeteneklerini,
biyotransformasyonlar yolu ile test etmislerdir. B-iyonon
ozellikle Aspergillus, Phialophora, Rhizopus tirleri ile
basarili  bir  gekilde  diger aroma  bilesiklerine
donistiiriilmiistir. Bunlarin  iginden B-iyonondan yeni
aromatik metabolitler liretimine en uygun sus A. niger JTS
191 olarak belirlenmistir [7].

Krasnobajew ve Helmlinger M-iyononun Lasiodiplodia
theobromae ATCC 28570 ile biyotransformasyonu sonucu
olusan baz1 metabolitler elde etmislerdir ve bu metabolitler
daha sonra aromali sigara {retiminde kullanilmigtir [8].
Larroche ve arkadaglar1 B-iyononun A. niger IFO 8541 ile
biyotransformasyonu sonucunda ana riin olarak 4-hidroksi-
B-iyonon verirken yan (driinler olarak da 2-hidroksi-p-
iyonon, 4-hidroksi-B-iyonon ve 2-0kzo-B-iyonon
bilesiklerini vermistir [9].

Hartman ve arkadaslari A. niger ATCC 16888 ve
Cunninghamella blakesleeana kifleri ile B-iyononu inkiibe
etmislerdir. A. niger ile 4-hidroksi-B-iyonon ve 4-okzo-f-
iyonon bilesikleri elde edilmistir. C. blakesleeana ile 4-
okzo-B-iyonol ile 4-okzo-7,8-dihidro-B-iyonon bilesikleri
elde edilmistir [10]. Pinheiro ve arkadaslar1 Trichosporum
cutaneum CCT 1903 ile -iyonon’dan 4-okzo-7,8-dihidro--
iyonon elde etmislerdir [11].

Bu c¢alismanin amaci Aspergillus tamarii ve Aspergillus
terreus  kifleri  ile  p-iyonon  monoterpenoidinin
biyotransformasyonlarmin incelenmesidir.

Il. MATERYAL VE METOT
2.1 Taze Yatik Agar Kiiltiirlerin Hazirlanmasi
PDA (potato dekstroz agar) (5,85 g) ve agar (1,20 Q)

karisimi saf su ile 150 mL’ye tamamlandiktan sonra
kaynatilarak besiyeri hazirlandi. Hazirlanan besiyeri
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sogumadan 15 adet 22 mL’lik Universal marka patolojik
cam siselerin yarilarina kadar ilave edilerek otoklav
icerisinde 121 °C’de 20 dakika sterilize edildi.
Sterilizasyondan sonra siseler igerisinde erimis haldeki
besiyerleri, donmadan o©nce 45%ye yakin bir egim
olusturacak sekilde sogumaya birakilmak suretiyle yatik
agar besiyerleri hazirland1.

Stok fungal kiltiirdeki kiiflerin bir kismu yatik agar
besiyerlerinin 3 tanesine steril sartlarda aktarildi ve oda
sicakliginda 15 giin siiresince c¢ogalmaya birakildi. Bu
sekilde hazirlanan yeni yatik agar kiiltlirlerinin en
gelismisindeki kiifler 15 giinde bir 3 yeni yatik agar
besiyerine steril sartlarda aktarildi. Bu aktarma islemi 2 kez
tekrarlandiktan sonra elde edilen en taze ve en gelismis
yattk agar kiltirindeki  kiifler  biyotransformasyon
calismalarinda kullanildi.

2.2 Biyotransformasyon ¢alismalaria hazirhk

Hazirlanmis olan 1 L besiyeri ¢ozeltisi 10 adet 250 mL
erlene paylastirildiktan sonra otoklavda sterilize edildi.
Daha 6nce hazirlanan en taze alt kiiltiirdeki kiif erlenlerden
birine steril sartlar altinda nakledildi. Bu erlen yeterli
miktarda kif olusabilmesi i¢in 3 giin boyunca 30 °C’de
calkalamal1 inkiibatorde inkiibasyona birakildi. KUf igeren
erlenin muhtevasindan diger erlenlere steril sartlar altinda
yaklagik 1 mL nakledildikten sonra bu erlenler de yeterli
miktarda kiif olusabilmesi i¢in 3 giin siiresince 30 °C’de
inkiibasyona birakildi.

2.3 Biyotransformasyonu gerceklestirilecek substratin
ilave edilmesi

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

2.4 Bilesiklerin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi

Inkiibasyon tamamlandiktan sonra besiyeri filtrasyon
islemine tabi tutularak kif kiiltiirline ait misellerden
stiziilerek ayrildi. Buchner hunisinde kalan miseller etil
asetat (500 mL) kullanilarak yikandi. Erlendeki siiziinti ile
her seferinde etil asetat (1 L) kullanilarak 3 ekstraksiyon
gerceklestirildi. Daha sonra ekstraktlara susuz sodyum siilfat
ilave edilerek ortamda bulunabilecek su uzaklastirildi. Etil
asetat evaporatorde uzaklastirildiktan sonra yagimsi bir
madde elde edildi. Her bir biyotransformasyon g¢aligmasi
icin baglangic maddesi ve elde edilen yagims: maddeyi
karsilastiracak sekilde bir ITK ¢aligmas1 gerceklestirildi.
Yagimsit madde daha sonra silika jel 60 Uzerinde kolon
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kromatografisine tabi tutuldu. Kolon kromotografisi
calismalarinda ¢ozgen sistemi olarak hekzan igerisinde artan
oranlarda etil asetat kullanild1. Baglangi¢c maddeleri %30°1uk
cozgen sistemi ile metabolitler ise %50°lik ¢dzgen sistemi
kullanilarak kolondan ayrildi.

2.5 Bilesiklerin tanimlanmasi

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

2.6 Aspergillus tamarii ve Aspergillus terreus ile B-
iyonon’un Biyoransformasyonu

A. tamarii kufinin besiyerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan
kimyasal maddelerin listesi ve bir litre ¢dzelti iginde
bulunan miktarlar1 Tablo 1’de verilmistir [12].

Tablo 1. Aspergillus tamarii kiifiiniin besiyeri bilesenleri

Bilesenler Miktar
Glukoz 50,09
NaNO; 209
KH,PO, 1049
KCI 059
MgS0,.7H,0 059
FeSO,4.7H,0 0,01¢g

A. terreus besiyerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan kimyasal
maddelerin listesi ve bir litre ¢bzelti icinde bulunan
miktarlar1 Tablo 2’de verilmistir [13].

Tablo 2. Aspergillus terreus kiifiiniin besiyeri bilesenleri

Bilesenler Miktar
Glukoz 30,09
NaNO; 209
KH,PO, 109
KCI 059
MgSQO, 059

B-iyonon (500 mg) etanol (10 mL) icerisinde c¢ozlinerek
yeterli miktarda kiif iceren erlenlere esit hacimlerde, steril
kosullar altinda ilave edildikten sonra 30 °C’de ¢alkalamali
inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

I11. SONUCLAR VE TARTISMA
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3.1 Aspergillus tamarii

Biyotransformasyonu

B-iyonon’un

Sekil 2°de gosterilen B-iyonon bilesiginin A. tamarii kufu ile
30 °C ’de 7 gun stren inkiibasyonu neticesinde degismeyen
baglangic maddesi (235 mg) ve (x)-4-hidroksi-p-iyonon (60
mg, %11,1) elde edildi. Elde edilen baglangic maddesinin
yapist *H ve *C NMR spektrumlarinin, p-iyonon bilesiginin
'H ve C NMR spektrumlari ile karsilastirilmasiyla
anlasildi.

(x)-4-Hidroksi-B-iyonon;
Yagims1 madde

[a] ZDO: 0°, ¢ 0.1, CHCI; (Lit. [6] [o] ZDS: -0,61°, ¢ 7,86,
CH3OH)

IR: 3430, 1667 cm™

'H NMR (300 MHz, CDCly): & 1,03 (3H, s, H-11); 1,06
(3H, s, H-12); 1,83 (3H, s, H-13); 2,30 (3H, s, H-10); 3,98
(1H, t, J = 4,8, H-4); 6,08 (1H, d, J = 16,4, H-8); 7,15 (1H,
d, J=16,4, H-7).

3C NMR (75 MHz, CDCly) & 198,65; 142,80; 139,22;
133,96; 132,98; 69,76; 34,55; 34,50; 28,75; 28,16; 27,40;
27,30; 18,48.

0] O
| X A. tamarii | X
30 °C, 7 glin
OH
Sekil 2. B-iyonon’un A. tamarii ile inkiibasyonu
3.2 Aspergillus terreus ile B-iyonon’un

Biyotransformasyonu

Sekil 3’de gosterilen B-iyonon bilesiginin A. terreus kifu ile
30 °C ’de 7 gun stren inkiibasyonu neticesinde degismeyen
baslangic maddesi (293 mg) ve (x)-4-hidroksi-p-iyonon (52
mg, %9,6) elde edildi. Elde edilen baslangic maddesinin
yapist *H ve *C NMR spektrumlarmnin B-iyonon bilesiginin
'H ve C NMR spektrumlari ile karsilastirilmasiyla
anlasildi. Elde edilen metabolitin yapis1 *H ve *C NMR
spektrumlarinin -~ B-ionon  bilesiginin  A. tamarii ile
inkilbasyonundan elde edilen Grinin 'H ve *C NMR
spektrumlarinin  karsilagtirilmasiyla anlasildi.  Metabolit
herhangi bir optik rotasyon gdstermedi.
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X A. terreus | X
30 °C,7 giin
OH
Sekil 3. B-iyonon’un A.terreus ile ikiibasyonu
IV. TARTISMA

B-iyonon bilesiginin A. tamarii ile biyotransformasyonu
sonucunda tek bir metabolit elde edildi. Metabolitin *H
NMR spektrumu &y 3,98 ppm ve *C NMR spektrumu 3¢
69,76 ppm’de bir hidroksil grubunun varligini gosteren yeni
rezonanslar verdi. Metabolitin *C DEPT spektrumu 8¢
69,76 ppm’deki yeni metin C atomu rezonansi o-iyonon
metabolitlerindeki ~ gibi  hidroksilasyonun  baslangic
maddesindeki halkada bulunan metilen karbonlarindan
birinde gergeklestigini diisiindiirdii. Baslangi¢ maddesi 3¢
NMR spektrumu 8¢ 39,46 ppm’de gozlenen C-2 rezonansi
Oc 34,55 ppm’e (A 4,91) yukar1 bolgeye dogru bir kayma
gosterirken baslangic maddesi *C NMR spektrumu 8¢ 18,64
ppm ve ¢ 33,33 ppm’de gozlenen C-3 ve C-4 rezonanslari
ise asag1 bolgeye dogru sirast ile d¢ 28,75 ppm (A 10,11) ve
d¢c 69,76 ppm’e (A 36,43) kayma gOsterdi. Bu sonuclar
hidroksilasyonun C-4’de gergeklestigini kanitlar
nitelikteydi. Metabolitin "H NMR spektrumu &, 3,98
ppm’deki triplet seklinde yarilma gosteren resonansi (1H, t,
J= 4,9 Hz) hidroksilasyonun C-4’de oldugunu daha da
destekledi. Metabolit herhangi bir optik rotasyon
gostermedi.  Metabolitin  spesifik  optik  rotasyon
gostermemesi ve *H NMR ile *C NMR spektrumlarinin var
olan literatiirle karsilastirilmasi sonucunda elde edilen
bilesigin (+)-4-hidroksi-p-iyonon bilesigi oldugu anlasild
[14, 15].

B-iyonon bilesigi A. terreus ile biyotransformasyonu
sonucunda tek bir metabolit elde edildi. Elde edilen
metabolitin ()-4-hidroksi-p-iyonon oldugu *H NMR ve **C
NMR spektrumlarimin  daha O6nceki biyotransformasyon
caligmasindan elde edilen orijinal bilesigin spektrumlari ile
karsilagtirilmak suretiyle tespit edildi. S6z konusu bilesik
icin de herhangi bir rotasyon gézlenmedi.

Literatirde A. tamarii ve A. terreus ile p-iyonon
inkiibasyonlarindaki  gibi  (%)-4-hidroksi-p-iyonon elde
edilmese de A. awamori [6] gibi baz1 kiifler ile s6z konusu
bilesigin rasemige yakin karisimlari elde edilmistir.
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