Siileyman Demirel Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisti Dergisi,
14-302010).225-228

Aspergillus terreus MRC 200365 ve Aspergillus fumigatus MRC 200358 Kiifleri
ile (-)-Mirtenol Bilesiginin Biyotransformasyonlari
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Ozet: (-)-Mirtenol bilesiginin Aspergillus terreus MRC 200365 ve Aspergillus fumigatus MRC 200358 kiiflerinde nasil metabolize
edilecegini incelemek ve bunun sonucunda farkli amaglar i¢in ¢ikis maddesi olarak kullanilabilecek maddeler elde etmek amact
dogrultusunda s6z konusu mikroorganizmalar ile biyotransformasyonlari geceklestirildi. Biyotransformasyon c¢aligmalari igin
calkalamali inkiibatorde yetistirilen kiif kiiltiirleri kullanildi. A. terreus ile (-)-mirtenol’in 7 giin siiren inkiibasyonu neticesinde
sentetik caligmalar i¢in ¢ikis maddesi olarak kullanilabilecek (-)-1-p-menten-7,8-diol bilesigi elde edildi. (-)-Mirtenol bilesigi 4.
fumigatus ile 7 glin siiren inkiibasyonu sonucunda metabolize edilemedi ve sadece baslangi¢c maddesi elde edildi.

Anahtar Kelimeler: Biyotransformasyon, Terpen, Monoterpenoid, (-)-Mirtenol, Aspergillus terreus, Aspergillus fumigatus

Biotransformations of (-)-Myrtenol by Aspergillus terreus MRC 200365 and
Aspergillus fumigatus MRC 200358

Abstract: The biotransformation of (-)-myrtenol by Aspergillus terreus MRC 200365 and Aspergillus fumigatus MRC 200358 was
carried out in order to investigate how these fungi metabolise the substrate and to obtain some netabolites which may be used as
starting materials for different purposes. Growing cells of these fungi on incubator shaker were used for biotransformation
experiments. The incubation of (-)-myrtenol by A. terreus for 7 days afforded (-)-1-p-menthen-7,8-diol which may be used as a
starting material for synthetic purposes. The incubation of (-)-myrtenol by 4. fumigatus 7 days afforded only starting material which
was not metabolised by the fungus.
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Giris

Terpenler ve terpenoidler kolayca temin edilebilen, pahali
olmayan ve yenilenebilir dogal maddelerdir. Ozellikle
monoterpenler ve monoterpenoidler dogal aroma
kimyasallarinin tiretiminde kullanilabilecek ¢ok genis bir
iiriin yelpazesine sahiptir (Demyttenaere ve De Kimpe,
2001). Buna ragmen soz konusu bilesiklerin uguculugu,
sudaki diisiik ¢oziiniirligi, hiicreler igin genellikle toksik
olmalar1 sebebi ve kendiliginden yiikseltgenebilmeleri
monoterpenoidlerin  etkin  bir  sekilde kullanimim
sinirlamaktadir (Henrikson, 2003).

Monoterpenoidlerin biyotransformasyonu, enantiyomerce
saf, hos tat ve kokulara sahip bilesiklerin 1liman kosullar
altinda elde edilmesine olanak sagladig: icin ilgi ¢eken bir
konudur. Biyotransformasyonlar ile elde edilen iriinler
dogal iiriin olarak diistiniilebilmektedir. Son zamanlarda
dogal aroma kimyasallarinin biyoteknolojik iiretimi
tiikketicilerin bu firlinleri dogal ve saglikli olarak kabul
etmeleri nedeniyle ragbet gdrmeye baslamigtir. Sentetik
tatlandiricilar yerine dogal tatlandiricilara gosterilen ilgi
aragtirmalarin  biyotatlandiricilar  olarak  adlandirilan
irinlerin mikrobiyal iiretimine yogunlasmasina neden
olmustur. Bu proseslerden sadece bazilar ticari olarak
kullanilmaktadir. Diinya {izerinde kullanilan tatlandirici
ve esanslarin neredeyse %80°i halen kimyasal olarak
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iiretilmektedir. Buna ragmen Almanya’da 1990’11 yillarda
tlim yiyecek tatlandiricilarinin %70’e yakini dogal olarak
kullanilmistir (Krings ve Berger, 1998). Bunun yani sira
monoterpenoidler ozellikle sahsi bakim {irinlerinde ve
evlerde kullanilan genel temizlik malzemelerinde esans
maddesi olarak, zararli boceklerle dogal miicadelede,
absisik asit ve A vitamini gibi bazi1 dnemli kimyasallarin
sentezinde ¢ikis maddesi olarak, ¢esitli gidalarda ve
alkollii-alkolsiiz igeceklerin iiretiminde katki maddeleri
olarak kullanilmaktadir (De-Oliveria vd., 1997). Ayrica
monoterpenler endiistride ozon tabakasmna zararl
kloroflorokarbon gazlar1 yerine kullanilabildikleri gibi
elektronik cihazlar ve kablolarin temizligi, metallerin
yaglardan aritilmasi ve ugak malzemelerinin temizlenmesi
gibi klorlanmis solventlerin kullanildig1r alanlarda bu
temizleyicilerin yerine kullanilabilmektedir (Carvalho ve
Da Fonseca, 2006).

Sekil 1°de acik yapisi gosterilen (-)-mirtenol giinliik
temizlik maddelerinde, deterjanlarda, g¢esitli esans
maddelerinde, sampuanlar ve sabunlar gibi sahsi bakim
iiriinlerinde kullanilan dogal bir monoterpenoitdir (Bhatia
vd., 2008).
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Sekil 1. (-)-Mirtenol’ iin agik yapisi

(-)-Mirtenol bilesigi bazi kiifler ile
biyotransformasyonlara maruz birakilmustir.
Cephalosporium aphidicola ile (-)-mirtenol’tin mikrobiyal
hidroksilasyonu  sonucu  (-)-4p-10-dihidroksipin-2-en
bilesigi elde edilmistir (Farooq ve Hanson, 1995). Bir
baska calismada ise Aspergillus niger ile  (-)-mirtenol
biyotransformasyonunda tek iirlin olarak (-)-1-p-menten-
7,8-diol elde edilmistir (Noma ve Asakawa, 2005).

Aspergillus terreus (Garcia vd., 2009; Asakawa vd., 1991;
Yildirim ve Yilmazer-Keskin, 2010) ve Aspergillus
fumigatus (Asakawa vd., 1991) kifleri (-)-mirtenol
haricindeki diger bazi monoterpenenoidlerin
inkiibasyonlar1 i¢in basarili bir sekilde kullanilmis ve
bir¢ok farkli amag i¢in kullanilabilecek metabolitler elde

edilmistir.

Bu c¢alismada Aspergillus terreus ve Aspergillus
fumigatus  kiifleri  ile  (-)-mirtenol  bilesiginin
biyotransformasyonlarinin kiiflerde nasil metabolize

edilecegi ve metabolizasyonlar1 sonucunda farkli sentetik
amaglar i¢in kullanilabilecek bilesiklerin elde edilebilmesi
amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Materyal

Biyotransformasyon deneylerinde kullanilan besiyeri ve
cam malzemelerin sterilizasyonu Niive OT 020 marka
otoklav ile gergeklestirildi. Kiiflerin gelistirilmesi ve
biyotransformasyon g¢aligmalar1 i¢gin Gerhardt THO 500
Laboshake Calkalamali Inkiibatér kullanildi. Infrared
spektrumlari, Shimadzu IR Prestige-21 spektrometre
cihazt ile alindi. Optik rotasyon Olgiimleri WXG-4
polarimetre cihazi ile alindi. 'H-NMR spektrumlar
tetrametilsilan standart i¢ sinyal olarak kullanilarak, 300
MHz’de déterokloroform igerisinde ve Varian Mercury
300 NMR spektrometresi kullanilarak alindi. *C-NMR ve
C DEPT NMR spektrumlari, aym cihaz kullanilarak 75
MHz’de doterokloroform igerisinde alindi. Kolon
kromatografisi i¢in analitik saflikta (Merck 107734) silika
jel 60 (230-400 mesh) kullanildi. Biyotransformasyon
deneyinin sonucu ve kolon kromatografisi ¢aligmalari
ince tabaka kromatografisi (ITK) ile izlendi. ITK 0,25
mm kalinhiginda silika jel tabakalari (Merck silika jel
GF254) ve etil asetat-hekzan (1:1) c¢dzgen sistemi
kullanilarak  yapildi.  Bilesikler p-anisaldehit-H,SOy4
reaktifine daldirildiktan sonra 120 °C’de ii¢ dakika
wsitilarak goriiniir hale getirildi.

Mikrobiyal biyotransformasyonlarda kullanilan
Aspergillus  terreus MRC 200365 ve Aspergillus
fumigatus MRC 200358 Kkiiltiirleri TUBITAK MAM
Kurumu’ndan yatik agar kiiltlirii seklinde birer adet stok
kiiltiir olarak temin edildi.
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Metot

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 siselerin yarilarmma kadar ilave edilerek otoklav
icerisinde 121 °C’de 20 dakika sterilize edildi.
Sterilizasyondan sonra siseler icerisinde erimis haldeki
besiyerleri, donmadan once 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 giin siiresince gogalmaya birakildi. Bu
sekilde hazirlanan yeni yatik agar Kkiiltiirlerinin en
gelismigindeki kiifler 15 giinde bir 3 yeni yatik agar
besiyerine steril sartlarda aktarildi. Bu aktarma islemi 2
kez tekrarlandiktan sonra elde edilen en taze yatik agar
kiiltiirtindeki kiifler biyotransformasyon calismalarinda
kullanildz.

Biyotransformasyon calismalarina hazirlik ve substratin
ilave edilmesi

Aspergillus  terreus (Subrahmanyam vd., 2001) ve
Aspergillus fumigatus (Kosalec vd., 2005) kiiltiirleri i¢in
hazirlanmig olan 1 L besiyeri ¢ozeltileri (Tablo 1) 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 kiif olusabilmesi i¢in 3 giin boyunca 30
°C’de ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Kiif
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 birakildi.

Cizelge 1. Kiif kiiltiirleri icin besiyeri bilesenleri (1L)

Bilesenler A. terreus A. fumigatus
Glukoz 300g -

Sukroz - 30,0 g
NaNO; 20¢g 30g
KH,PO, 10g 10g

KCl 0,5¢g 0,5¢g
MgSO, 0,5¢ -
MgSO47H20 - 0,5 g

FeSO, - 0,01g

Biyotransformasyonu gergeklestirilecek olan (-)-mirtenol
(500 mg) etanol (10 mL) igerisinde ¢oziilerek yeterli
miktarda kiif iceren erlenlere esit hacimlerde, steril
kosullar altinda ilave edildikten sonra, 30 °C’de
calkalamali inkiibatérde 7 giin boyunca inkiibasyona
birakildi.

Bilesiklerin ekstraksiyonu ve saflastirimasi

Inkiibasyon tamamlandiktan sonra besiyeri bir filtrasyon
islemiyle kiif kiiltiiriine ait misellerden stiziilerek ayrildi.
Buchner hunisinde kalan miseller etil asetat (500 mL)
kullanilarak yikandi. Erlendeki siiziintii ile her seferinde
etil asetat (1 L) kullanilarak 3  ekstraksiyon
gergeklestirildi. Daha sonra ekstraktlara susuz sodyum
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silfat ilave edilerek ortamda bulunabilecek su
uzaklastirildi. Etil asetat evaporatdrde uzaklastirildiktan
sonra yagimsi bir madde elde edildi. Her bir
biyotransformasyon ¢alismasi igin basglangi¢ maddesi ve
elde edilen yagimsi maddeyi karsilagtiracak sekilde bir
ITK calismas: gerceklestirildi Yagims: madde daha sonra
silika jel 60 iizerinde kolon kromatografisine tabi tutuldu.
Kolonda kromotografisi caligmalarinda ¢ozgen sistemi
olarak hekzan icerisinde artan oranlarda etil asetat
kullanildi. Baslangic maddeleri %30°luk ¢6zgen sistemi
ile metabolitler ise %50’lik ¢ézgen sistemi kullanilarak
kolondan ayrildi.

Bilesiklerin tantimlanmast

Bilesiklerin tanimlanmalar1 baslangic maddeleri ile elde
edilen her bir maddenin NMR ve FTIR spektrumlari
kargilagtirilarak  gergeklestirildi. Metabolitlerin  tam
stereokimyalarmin tayini i¢in bir polarimetre ile optik
rotasyon Olgiimleri gergeklestirildi.

Biyotransformasyon calismalarinin kontrolii

Herbir biyotransformasyon deneyi ii¢ ayri kontrol erleni
ile takip edildi. ilk kontrol erleninde sadece besiyeri ikinci
kontrol erleninde besiyeri ve substratlardan birisi ii¢iincii

kontrol erleninde ise besiyeri ve mikroorganizma
kullanildi.  Her bir kontrol erleni igin asil
biyotransformasyon ¢alismalarindaki biitiin  islemler

aynen uygulandi. Bu erlenlerden elde edilen kalintilardan
ITK alinarak asil deneylerden elde edilen metabolitlerin
gercek biyotransformasyon iriinleri olup olmadigi
belirlendi. Ayrica tiim erlenlerde inkiibasyon siiresince
renk ve koku degisimi olup olmadigi kontrol edildi.

Kontrol erlenlerinde asil biyotransformasyon
deneylerinden farkli higbir sonu¢ veya degisim
gozlenmedi.

Sonuclar

Aspergillus terreus ile (-)-Mirtenol’iin
Biyotransformasyonu

Sekil 2’de gosterilen (-)-mirtenol bilesiginin (500 mg) 4.
terreus kiifii ile 30 °C ’de 7 giin siiren inkiibasyonu
neticesinde degismeyen baslangic maddesi (300 mg) ve
(-)-1-p-menten-7,8-diol (38 mg, %6,8) elde edildi. Elde
edilen baslangic maddesinin yapist 'H ve “C NMR
spektrumlarinin, (-)-mirtenol bilesiginin 'H ve *C NMR
spektrumlart ile kargilagtirilmasiyla anlasildi.

(-)-1-p-menten-7,8-diol;
Yagimst madde

20
[a] p : -28.0°, ¢ 0.1, CHCIs;, [lit. (Miyazawa ve Ohsawa,

2002), [a] g :-22,4°, ¢ 0.2, CHCl;5]

IR: 3240, 1665 cm’!

'H NMR (300 MHz, CDCl;): 1,17 (3H, s, H-9); 1,18 (3H,
s, H-10); 1,54 (1H, m, H-4); 4,00 (2H, bs, H-7); 5,67 (1H,
bs, H-2).

BC NMR (75 MHz, CDCl;) & 137,20; 122,63; 73,07;
67,06; 44,94; 27.23; 26,50; 26,50; 26,19; 23,52.
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OH OH
A. terreus
—_—
30 °C, 7 giin
OH

Sekil 2. (-)-Mirtenol’iin A. terreus ile inkiibasyonu
Aspergillus fumigatus ile (-)-Mirtenol’iin
Biyotransformasyonu
(-)-Mirtenol bilesiginin Sekil 3°de gosterilen A. fumigatus
kiifii ile 30 °C ’de 7 giin siiren inkiibasyonu neticesinde
elde edilen bilesige (375 mg) ait 'H ve C NMR
spektrumlart ile (-)-mirtenol’in 'H ve C NMR
spektrumlart karsilastirildiginda inkiibasyon neticesinde
s0z konusu bilesigin baslangic maddesi oldugu belirlendi.

OH
A.fumigatus

30 °C, 7 giin
Sekil 3. (-)-Mirtenol’iin A. fumigatus ile ikiibasyonu

Baslangi¢c Maddesi

Tartisma

(-)-Mirtenol’iin Aspergillus terreus ile
biyotransformasyonu sonucunda tek bir metabolit elde
edildi. Metabolitin "H NMR spektrumundaki 8y 1,17 ve
1,18 ppm’de iki metil grubu rezonansi gozlendi.
Metabolitin *C NMR spektrumunda bilesikteki siklobiitil
halkast agildigimm1 ve yeni bir tersiyer hidroksil grubu
icerdigini gosteren ¢ 27,23 ve 26,19 ppm’de iki metil
grubu ve d¢ 73,07°de yeni bir kuarterner C atomu
rezonansi gozlendi. Metabolitin *C NMR spektrumunda
10 C atomu rezonansi gozlenirken "“C DEPT
spektrumunda 2 metil, 4 metilen ve 2 metin C atomu
rezonanst gozlendi. Metabolit  -28.0° (¢ 0.1, CHCl3)
degerinde bir spesifik rotasyon gosterdi. Biitiin bu
sonuglardan metabolitin (-)-1-p-menten-7,8-diol oldugu
anlasildi. Metabolitin spektrumlar1 ve optik rotasyonunun
literatiir degerleri ile karsilastirilabilir diizeyde oldugu
gbzlendi (Miyazawa ve Ohsawa, 2002).

(-)-Mirtenol{in Aspergillus fumigatus ile
biyotransformasyonu ise degismeyen baglangic maddesi
ile sonugland:. Bilesigin yapist 'H NMR ve “C NMR
spektrumlarinin orijinal baslangic maddesinin
spektrumlar ile kargilagtirilmak suretiyle tespit edildi. Bu
sonug Aspergillus fumigatus kiifiiniin bilesigi metabolize
edemedigini gosterdi.

(-)-Mirtenol bilesiginin A. terreus ile inkiibasyonu bir diger
Aspergillus tiirl olan Aspergillus niger ile
biyotransformasyonuna benzer sekilde siklobutil halkasi
acildiktan sonra yeni bir tersiyer hidroksil grubu tasiyan (-)-1-p-
menten-7,8-diol bilesigi ile sonuglanmistir (Noma ve Asakawa,
2005). Literatiirde (-)-mirtenol ile aym1 sonucu veren diger
herhangi bir inkiibasyon bildirilmemistir. Calismadan elde
edilen ve bir p-mentan monoterpenoidi olan (-)-1-p-menten-7,8-
diol bilesigi diger bazi bilesiklerin sentezinde ¢ikis
maddesi olarak kullanilabilir.
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