T.C.
SAKARYA UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

~ BAZI MONOTERPENOIDLERIN FUNGAL
BIYOTRANSFORMASYONUNUN INCELENMESI

DOKTORA TEZI

Semra YILMAZER KESKIN

Enstitii AnabilimDalh : KiMYA
Enstitii Bilim Dal : BIYOKIMYA
Tez Danmismam : Yrd. Dog¢. Dr. Kudret YILDIRIM

Mart 2010



T.C.
SAKARYA UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

_ BAZI MONOTERPENOIDLERIN FUNGAL
BIYOTRANSFORMASYONUNUN iNCELENMESI

DOKTORA TEZi

Semra YILMAZER KESKIN

Enstitii Anabilim Dalh  : KIMYA

Bu tez 03/03/2010 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Oybirligi ile kabul

edilmistir.
/%/. Dog. Dr. Prof. Dr. / " Prof. D%V)
Kudret YILDIRIM Ali Osman AYDIN L. Ayhan SENGIL
Jiiri Bagkam Uye Uye
1
e =3
Prof. Di%
Cavit UYANIK

Uye



TESEKKUR

Bu calismay1 biiyiik bir titizlikle yoneten, ¢alisma boyunca destegini esirgemeyen,
bilgi ve tecriibesinden istifade ettigim kiymetli hocam Saym Yrd. Dog. Dr. Kudret

YILDIRIM’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarima yakin ilgi ve alaka gosteren, degerli fikirleriyle beni her zaman
destekleyen ve yardimlarini esirgemeyen Kimya Boliim Baskani degerli hocam

Sayin Prof. Dr. Ali Osman AYDIN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Calisma siiresince gosterdikleri biiyilk yardimlari i¢in Sayin Prof. Dr. Cavit
UYANIK’a, Sayin Prof. Dr. I. Ayhan SENGIL’e, Saym Dog. Dr. Ismail KIRAN’a,
Sayin Dog. Dr. Mahmut OZACAR’a, Sayin Dog. Dr. Abdil OZDEMIR e,

Spektroskopik analizlerde yardimlarini esirgemeyen mesai arkadasim Ars. Gor. Fatih
SONMEZ’e, deneysel ¢alismalarimda yardimci olan mesai arkadasim Ars. Gor.

Emrah BULUT a,

Son olarak akademik hayatimin baglangicindan bu yana maddi ve manevi
yardimlarint hi¢gbir zaman esirgemeyen, her zaman sonsuz hosgorii ve 6zverileriyle

beni destekleyen Ars. Gor. Can Serkan KESKIN’e ve degerli aileme,
Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Sakarya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan
desteklenmistir (Proje no: 2007-50-02-019).

Semra YILMAZER KESKIN



ICINDEKILER

TESEKKUR . ...ttt i
ICINDEKILER . ... .ottt iii
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI.........ccccoviiiiiiiiiiiiiiece vii
SEKILLER LISTESI. ... .ouiiiiii e ix
TABLOLAR LISTESL.....cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee Xili
OZET ... Xiv
SUMMARY ..o XV
BOLUM 1.
GIRIS .. o, 1
BOLUM 2.
GENEL BILGILER........oiuuiiitiiiii e 3
2.1, BiyotransformasyOn. ........c.oiuiirie i 3
2.1.1. Biyotransformasyonlarin kisa tarihi...................coo 3
2.1.2. Enzimler ve biyotransformasyonlar ......................oeenne. 6
2.1.3. Mikrobiyal biyotransformasyonlar ..................ccoocvviiiiniin 10
2.1.4. Biyotransformasyon teknikleri...................co 15
2.1.4.1. Biiyiiyen hiicreler ile biyotransformasyon.................. 15
2.1.4.2. Stasyoner hiicreler ile biyotransformasyon................. 15
2.1.4.3. Mikroorganizma sporlari ile biyotransformasyon......... 16
2.1.4.4. Immobilize hiicreler ile biyotransformasyon............... 16
2.1.4.5. Serbest ve immobilize enzimler ile biyotransformasyon. 16
2.1.5. Biyotransformasyon reaksiyonlarini etkileyen faktorler............ 17
2.2, TIPENIET .. e 17
2.2.1. Terpenlerin siniflandirilmast.............coooviiiiniiiinineen, 18



2.2.2. Terpenlerin biyosentezi............ccoviviiiiiiiiiiiiiiiiii e, 22

2.2.3. Terpenlerin biyotransformasyonu...............c.cooeviiiiininnn., 28

2.2.4. Baz1 onemli monoterpenoidler...............oooeviiiiiiiiiiiiiin... 29

2.2.4.1. (-)-Mirtenol..........coooiii 30

2.24.2.(-)-NOPOI ... 31

2.2.4.3. (-)-VerbenoN. ... ..ot 32

2284, 0-IyOnON. ..ot 32

2,245, B-Iyonon.......ooui i, 34

2.3, CaliSMAanIN AMACI. ... .vtntt ettt ettt e et e et e ee e eie et eeeeere e 35
BOLUM 3.

MATERYAL VE METOT ... 36

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar....................coooviiiiiiiiinn, 36

3.2. Deneysel Calismalar............ooooeiiiiiiiiiiii e 37

3.2.1. Taze yatik agar kiiltiirlerinin hazirlanmast........................... 37

3.2.2. Biyotransformasyon ¢alismalarina hazirlik............................ 37

3.3.

3.4.

3.2.3. Biyotransformasyonu gerceklestirilecek substratin ilave

CAIIMEST. ..ot 38
3.2.4. Bilesiklerin ekstraksiyonu ve saflagtiritlmast.......................... 38
3.2.5. Bilesiklerin tanimlanmasi.................cooiiiiiiiiiiie e 38
3.2.6. Biyotransformasyon ¢aligmalarinin kontroldi......................... 38

Aspergillus tamarii Kiifii ile Monoterpenoidlerin
Biyotransformasyonlart.............ccoooviiiiiiiiiiii e 39
3.3.1. (-)-Mirtenol’tin (1) Aspergillus tamarii ile biyotransformasyonu. 39
3.3.2. (-)-Nopol’iin (2) Aspergillus tamarii ile biyotransformasyonu.... 40
3.3.3. (-)-Verbenon’un (3) Aspergillus tamarii ile

biyotransformasyonu...............ooiiiiiiii 40
3.3.4. (¥)-o-lyonon’un (4) Aspergillus tamarii ile

biyotransformasyonU. ...........ooviiriiiii i 41
3.3.5. B-Iyonon’un (5) Aspergillus tamarii ile biyotransformasyonu..... 41
Aspergillus terreus Kiifii ile Monoterpenoidlerin
Biyotransformasyonlari............cooooviiiiiii i, 42

3.4.1. (-)-Mirtenol’iin (1) Aspergillus terreus ile biyotransformasyonu. 42

iv



3.4.2. (-)-Nopol’iin (2) Aspergillus terreus ile biyotransformasyonu.... 42
3.4.3. (-)-Verbenon’nun (3) Aspergillus terreus ile
biyotransformasyonu..............ooiiiiiii i 43
3.4.4. (£)-a-Iyonon’un (4) Aspergillus terreus ile
biyotransformasyonu...............oooiiiiiiiii 43
3.4.5. B-lyonon’un (5) Aspergillus terreus ile biyotransformasyonu...... 43

3.5. Aspergillus fumigatus Kiifii ile Monoterpenoidlerin

Biyotransformasyonlart...............ccooviiiiiiiii e, 43
3.5.1. (-)-Mirtenol’iin (1) Aspergillus fumigatus ile 44
biyotransformasyonu..............ccoooiiiiiiiii e,

3.5.2. (-)-Nopol’iin (2) Aspergillus fumigatus ile biyotransformasyonu. 44

3.5.3. (-)-Verbenon’nun (3) Aspergillus fumigatus ile
biyotransformasyonu...............ccooiiiiiiiiii 44

3.5.4. (£)-a-Iyonon’un (4) Aspergillus fumigatus ile
biyotransformasyonu..............ooooiiiiiii i 44

3.5.5. B-Iyonon’un (5) Aspergillus fumigatus ile biyotransformasyonu. 44

BOLUM 4.
DENEYSEL BULGULAR. ...t 46
4.1. Aspergillus tamarii Kiifii ile Biyotransformasyonlar....................... 46

4.1.1. (-)-Mirtenol’tin (1) Aspergillus tamarii kiifii ile
biyotransformasyonu. ... 46
4.1.2. (-)-Nopol’iin (2) Aspergillus tamarii kiifii ile
biyotransformasyonu.............c.oooiiiiiiiii 47
4.1.3. (-)-Verbenon’un (3) Aspergillus tamarii kiifii ile
biyotransformasyonu. ... 48
4.1.4. (+)-o-lyonon’un (4) Aspergillus tamarii ile
biyotransformasyonu.............c.ooviiiiiiiii 49
4.1.5. B-Iyonon’un (5) Aspergillus tamarii ile biyotransformasyonu.... 50
4.2. Aspergillus terreus Kiifii ile Biyotransformasyonlar....................... 50
4.2.1. (-)-Mirtenol’tin (1) Aspergillus terreus kiifii ile
biyotransformasyonu.............coviiiiiiiiii i 50

4.2.2. (-)-Nopol’iin (2) Aspergillus terreus kiifii ile

\



4.3.

biyotransformasyonu..............cooooiiiiiiii 51
4.2.3. (-)-Verbenon’un (3) Aspergillus terreus kiifii ile
biyotransformasyonu..............ooooiiiiiiiii 51

4.2.4. (£)-a-Iyonon’un (4) Aspergillus terreus ile

biyotransformasyonu..............cooooiiiiiiii 52
4.2.5. B-Iyonon’un (5) Aspergillus terreus ile biyotransformasyonu..... 53
Aspergillus fumigatus Kiifii ile Biyotransformasyonlar.................... 53

4.3.1. (-)-Mirtenol’iin (1) Aspergillus fumigatus kiifii ile
biyotransformasyonlar...............ccooiiiiiiii 53
4.3.2. (-)-Nopol’iin (2) Aspergillus fumigatus kiifii ile
biyotransformasyonu..............ocooiiiiii i 54
4.3.3. (-)-Verbenon’un (3) Aspergillus fumigatus kiifii ile
biyotransformasyonu...............ccooiiiiiiiiii 54
4.3.4. (£)-a-Iyonon’un (4) Aspergillus fumigatus kiifii ile
biyotransformasyonu..............coooiiiiiiiii 54

4.3.5. B-Iyonon’un (5) Aspergillus fumigatus kiifii ile

biyotransformasyonu...............ccooiiiiiiiiiii 55
BOLUM 5.
SONUCLAR VE TARTISMA . ..o e 56
KAYNAKLAR. . 63
B LR . .. 69
OZGECMIS. ..o, 113

Vi



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ADP
[a]5
ATP

bs

°C
CDCl;
BC-NMR
D

A

dc

dd

OH

DEPT
FeSO,
FeS0O,4.7H,0
g
GAMA
'H-NMR
Hz

FTIR
iTK
KClI
KH2PO,
KoA

Lit.

: Adenozin difosfat

: 20 °C’deki sodyumun D ¢izgisindeki spesifik rotasyonu
: Adenozin trifosfat

: Kiit singlet

: Santigrat derece

: Détorokloroform

: Karbon-13 niikleer manyetik rezonans

: Sodyumun D ¢izgisi (289,3 nm)

: Kimyasal kayma

: 3C NMR spektrumundaki kimyasal kayma
: Dubletin dubleti

: 'H NMR spektrumundaki kimyasal kayma
: NMR teknigi (-CH, -CH,, -CH3 tespitinde kullanilir)
: Demir siilfat

: Demir stilfat hepta hidrat

: Gram

: y-aminobutirik asit

: Proton-niikleer manyetik rezonans

: Hertz

: Fourier transform infrared

: Ince tabaka kromatografisi

: Potasyum kloriir

: Potasyum dihidrojen fosfat

: Koenzim A

- Litre

: Literatur

Vil



m : Multiplet

mg : Miligram

MgSO, : Magnezyum siilfat

MgSOQO,.7H,0 : Magnezyum siilfat hepta hidrat

MHz : Megahertz

mL : Mililitre

mmol : Milimol

NADH : Nikotinamid adenin diniikleotid

NADPH : Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat

NaNOj; - Sodyum nitrat

PDA : Potato dextrose agar

pH :Tayin edilebilen hidrojen iyonu konsantrasyonunun eksi
logaritmast

ppm : Parts per million

rpm : Revolutions per minute

S : Singlet

t : Triplet

) : Polarize 15181 sola geviren

(+) : Polarize 15181 saga geviren

(%) : Rasemik karigim

Vil



SEKILLER LISTESI

Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5
Sekil 2.6
Sekil 2.7.
Sekil 2.8.
Sekil 2.9.

Sekil 2.10.
Sekil 2.11.
Sekil 2.12.
Sekil 2.13.
Sekil 2.14.
Sekil 2.15.
Sekil 2.16.
Sekil 2.17.

Sekil 2.18.

Sekil 2.19.
Sekil 2.20.
Sekil 2.21.
Sekil 2.22.
Sekil 2.23.

Sekil 3.1.

Progesteronun mikrobiyal biyotransformasyonu.....................

Substrata bir O atomunun ilave edilmesinin mekanizmasit.........

Oksen mekanizmasit............

Oksidant ve substrat arasindaki radikalleri iceren mekanizma......

Prenol ve izovalerik asitin agik yapilari........................oeee.

Juinonon ve 3-metil-2-(3-metil-2-biitenil)furan’in agik yapilari...

Farnesan ve dendrolasinin agik yapilari..................cc.oeevenie.

Kauran ve pitanin agik yapis.

(-)-Cerifol ve skalarenin agik yapisi.............coevviiviiniiininnnnn,

Prostostan ve lupanin agik yapilari.................ccoooiiiiiL .

Likopen’in agik yapisi..........

Plastokinon ve vitamin K;’in agik yapilari...........................

Terpenlerin bitki hiicresi icerisindeki sentezleri.....................

Mevalonat yolu..................

Rohmeryolu.....................

GPP’den a- ve B-pinen olugumu..........c..ooeviiiiiiiiiniinnenn..

a- ve P-Pinen’lerden sirasiyla verbenol ve pinokarveol

biyosentezi.......................

a-Terpinil katyonundan tiirevlenen bazi monoterpen ve

monoterpenoidler...............

FPP ve GGPP bilesiklerinin acik yapilart.............................

Mirtenol’lin biyosentezi........

Nopol’iin sentezi................

Verbenon’un biyosentezi......

a- ve B-Iyonon bilesiklerinin biyosentezi..............................

(-)-Mirtenol’tin (1) agik yapisi

14
14
15
19

20
20
20
21
21
21
22
23
25
26

26

27
28
30
31
32
33
39



Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.
Sekil 3.5.
Sekil 4.1.

Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.
Sekil 4.7.
Sekil 4.8.
Sekil 4.9.
Sekil 4.10.
Sekil 4.11.
Sekil 4.12.
Sekil Al.
Sekil A2.
Sekil A3.
Sekil A4.
Sekil AS.
Sekil A6.
Sekil A7.
Sekil AS.
Sekil A9.

Sekil A10.
Sekil A11.

Sekil A12.

Sekil A13.

(-)-Nopol™lin (2) ag1k yapiSL.......ouveriiritiiiiiiieeieeeaee e,
(-)-Verbenon’un (3) a¢ik yapist.......c.ooveriiriiiiiriiiiiiiiianean,
(£)-a-Tyonon’un (4) a1k yapist..........ccuveueiuiiniiiiiiieieinn
B-Iyonon’un (5) a1k YapiSI..........vvuiniiniiniiiiiiii e
Pinan, mentan ve iyonon halkalarinin karbon iskeletlerinin
numaralandirtlmast. ...
(-)-Mirtenol’tin (1) A. tamarii kiifii ile inkiibasyonu..................
(-)-Nopol’in (2) A. tamarii kiifii ile inkiibasyonu.....................
(-)-Verbenon’un (3) A. tamarii kiifii ile inkiibasyonu...............
(¥)-a-Iyonon’un (4) A. tamarii kiifii ile inkiibasyonu...............
B-Iyonon’un (5) A. tamarii kiifii ile inkiibasyonu....................
(£)-a-Iyonon’un (4) A. terreus kiifii ile inkiibasyonu...............
(-)-Mirtenol’tin (1) A. fumigatus kiifii ile inkiibasyonu..............
(-)-Nopol’in (2) A. fumigatus kiifii ile inkiibasyonu..................
(-)-Verbenon’un (3) A. fumigatus kiifii ile inkiibasyonu.............
(£)-a-Iyonon’un (4) A. fumigatus kiifii ile inkiibasyonu............
B-Iyonon’un (5) A. fumigatus kiifii ile inkiibasyonu.................
(-)-Mirtenol (1)’in *H NMR spektrumu..............ccccceeeeeeeei.
(-)-1-p-Menten-7,8-diol (6) bilesiginin *H NMR spektrumu.......
(-)-Mirtenol (1)’in **C NMR spektrumu................cooeeen....
(-)-1-p-Menten-7,8-diol (6) bilesiginin *C NMR spektrumu......
(-)-1-p-Menten-7,8-diol (6) bilesiginin DEPT NMR spektrumu...
(-)-Mirtenol (1)’in FTIR spektrumu...............coovviiiniiiinnnnn,
(-)-1-p-Menten-7,8-diol (6) bilesiginin FTIR spektrumu............
(-)-Nopol (2)’nin *H NMR spektrumu..............ccooovieeeeee...
(-)-7-Hidroksimetil-1-p-menten-8-ol (7) bilesiginin 'H NMR
SPEKLIUMUL ...
(-)-Nopol (2)’nin *C NMR spektrumu................ccccceeeeeiii..
(-)-7-Hidroksimetil-1-p-menten-8-ol (7) bilesiginin *C NMR
SPEKLIUMUL ...,
(-)-7-Hidroksimetil-1-p-menten-8-ol (7) bilesiginin DEPT NMR
SPEKITUMIUL ...,
(-)-Nopol (2)’nin FTIR spektrumu..............ccovveerinnineaninnnnn.

X

46
47
48
49
49
50
53
53
54
54
55
55
70
71
72
73
74
75
76
77

78
79

80



Sekil Al4.

Sekil A15.
Sekil A16.
Sekil A17.
Sekil A18.
Sekil A19.
Sekil A20.
Sekil A21.
Sekil A22.
Sekil A23.
Sekil A24.
Sekil A25.
Sekil A26.
Sekil A27.
Sekil A28.
Sekil A29.
Sekil A30.
Sekil A31.
Sekil A32.
Sekil A33.
Sekil A34.
Sekil A35.
Sekil A36.

Sekil A37.

Sekil A38.

Sekil A39.

Sekil A40.
Sekil Adl.

(-)-7-Hidroksimetil-1-p-menten-8-ol  (7) bilesiginin  FTIR

SPEKEIUMUL ... 83
(-)-Verbenon (3)’iin "H NMR spektrumu.............cceeevvuunee.n 84
(-)-10-Hidroksiverbenon (8) bilesiginin *H NMR spektrumu...... 85
(-)-Verbenon (3)’iin **C NMR spektrumu................cccc........ 86
(-)-10-Hidroksiverbenon (8) bilesiginin **C NMR spektrumu...... 87
(-)-10-Hidroksiverbenon (8) bilesiginin DEPT NMR spektrumu.. 88
(-)-Verbenon (3)’tin FTIR spektrumu.................cccoeevinenn... 89
(-)-10-Hidroksiverbenon (8) bilesiginin FTIR spektrumu........... 90
(+)-0-Iyonon (4)*iin *H NMR spektrumu................cccoeeeeei.... 91
(+)-3-Okzo-o-iyonon (9) bilesiginin *H NMR spektrumu.......... 92
(+)-a-Iyonon (4)’iin *C NMR spektrumu................coeeeeiennn, 93
(+)-3-Okzo-a-iyonon (9) bilesiginin *C NMR spektrumu......... 94
(+)-3-Okzo-a-iyonon (9) bilesiginin DEPT NMR spektrumu...... 95
(£)-a-Iyonon (4)’iin FTIR spektrumu..............ccccoevuieniennn... 96
(+)-3-Okzo-a-iyonon (9) bilesiginin FTIR spektrumu............... 97
B-Iyonon (5)’in *H NMR spektrumu............ovveeeeiiiieeeeee, 08
(+)-4-Hidroksi-B-iyonon (10) bilesiginin *H NMR spektrumu..... 99
B-Iyonon (5)’in 3C NMR spektrumu................veeeeeeeennnnn. 100

(+)-4-Hidroksi-B-iyonon (10) bilesiginin **C NMR spektrumu.... 101
(+)-4-Hidroksi-p-iyonon (10) bilesiginin DEPT NMR spektrumu 102

B-Iyonon (5)’in FTIR Spektrumu...............cccovvuiuniniinannnnn.. 103
(+)-4-Hidroksi-p-iyonon (10) bilesiginin FTIR spektrumu......... 104
trans-3-Hidroksi-a-iyonon ~ (11+12) bilesiginin 'H NMR
SPEKEIUMU. ..o eneas 105
trans-3-Hidroksi-a-iyonon  (11+12) bilesiginin °C  NMR
SPEKETUMUL .. 106
trans-3-Hidroksi-a-iyonon (11+12) bilesiginin DEPT NMR
SPEKITUMIUL ..o, 107

trans-3-Hidroksi-a-iyonon (11+12) bilesiginin FTIR
SPEKLIUMUL ... e 108
cis-3-Hidroksi-a-iyonon (13+14) bilesiginin *H NMR spektrumu 109
cis-3-Hidroksi-a-iyonon ~ (13+14)  bilesiginin  *C  NMR

Xi



SPEKEIUMUL ... 110
Sekil A42. cis-3-Hidroksi-a-iyonon (13+14) bilesiginin DEPT NMR

SPEKLIUMU. ... 111
Sekil A43. cis-3-Hidroksi-a-iyonon (13+14) bilesiginin FTIR spektrumu..... 112

Xil



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 2.1.

Tablo 2.2,
Tablo 2.3.
Tablo 2.4,
Tablo 2.5.
Tablo 3.1.
Tablo 3.2,
Tablo 3.3.

Biitiin hiicre sistemleri ve izole enzim sistemlerinin avantaj ve
dezavantajlart.............ooeiiiiii i
(-)-Mirtenol’lin literatiirdeki fungal biyotransformasyonlari.......
(-)-Nopol’iin literatiirdeki fungal biyotransformasyonlari..........
a-lyonon’un literatiirdeki bazi fungal biyotransformasyonlari.....
B-Iyonon’un literatiirdeki baz1 fungal biyotransformasyonlari. . ...
Aspergillus tamarii kiifiine ait besiyeri ¢ozeltisinin bilesenleri. ...
Aspergillus terreus kiifiine ait besiyeri ¢ozeltisinin bilesenleri. ...

Aspergillus fumigatus kiifline ait besiyeri ¢ozeltisinin bilesenleri.

Xiii

10
31
32
34
35
39
42
43



OZET

Anahtar Kelimeler: Biyotransformasyon, Monoterpenoidler, Aspergillus terreus,
Aspergillus tamarii, Aspergillus fumigatus.

Monoterpenoidlerin biyotransformasyonlar1 6zellikle gida sanayi, parfiimeri ve
eczacilikta kullanilan ¢cok 6nemli bilesiklerin hazirlanmasi amaciyla diinya ¢apinda
yaygin olarak uygulanmaktadir. Birgok monoterpenoid yillardir bu amagla
mikrobiyal biyotransformasyonlara maruz birakilmaktadir. Giintimiizde mikrobiyal
biyotransformasyonlarin etkinliginin artirilmast  ve faydali olabilecek yeni
mikroorganizmalar ile reaksiyonlarin bulunmasina yoénelik yogun calismalar
stirmektedir.

Bu c¢alismada (-)-mirtenol, (-)-nopol, (-)-verbenon, (+)-a-iyonon ve p-iyonon
monoterpenoidlerinin  Aspergillus tamarii, Aspergillus terreus ve Aspergillus
fumigatus kiifleri ile biyotransformasyonlar1 gergeklestirildi. Aspergillus tamarii ve
Aspergillus terreus ile inkiibasyonlar bazi hidroksillenmis metabolitler verirken
Aspergillus fumigatus ile inkiibasyonlar sadece degismeyen baslangi¢ maddelerini
verdi.

Metabolitlerin yapis1 optik rotasyonlarmim dlgiilmesi, '"H NMR, *C NMR, *C

DEPT NMR ile FTIR spektrumlarinin alinmast ve bunlarin baslangig
maddelerininkilerle karsilastirilmasi ile belirlendi.
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THE INVESTIGATION OF FUNGAL BIOTRANSFORMATION
OF SOME MONOTERPENOIDS

SUMMARY

Keywords : Biotransformation, Monoterpenoids, Aspergillus terreus, Aspergillus
tamarii, Aspergillus fumigatus.

Microbial biotransformations of monoterpenoids have found worldwide application
for the production of more valuable and functionalized compounds used especially in
foods, perfumes and medicines. A number of researches on microbial
biotransformations of a wide range of monoterpenoids have been reported for years.
There are still enormous efforts to increase the efficiency of microbial
biotransformations and find new useful microorganisms and reactions.

In this work, the incubations of (-)-myrtenol, (-)-nopol, (-)-verbenone, (+)-a-ionone
and B-ionone were performed with Aspergillus tamarii, Aspergillus terreus and
Aspergillus fumigatus. Incubations with Aspergillus tamarii and Aspergillus terreus
afforded some hydroxylated metabolites whereas incubations with Aspergillus
fumigatus afforded unchanged starting materials only.

The structures of metabolites were determined by measuring their optical rotations,

taking their 'H NMR, *C NMR, *C DEPT NMR and FTIR spectra and comparing
them with those of starting materials.
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BOLUM 1. GIRIS

Canlilarda dogal olarak gozlenen organik bilesikler ii¢ ayr1 temel gruba ayrilabilir.
Birinci gruba, biitiin hiicrelerde ortak olan, hiicrelerin biiyiime ve iiremelerinde
merkezi rol oynayan primer metabolitler ad1 verilen bilesikler girer [1]. ikinci gruba
seliiloz, ligninler ve proteinler gibi hiicresel yapilar1 olusturan yiiksek molekiiler
agirlikli biyopolimerler girer. Ugiincii gruba ise canlilarin biiyiime ve iiremesi igin
elzem olmayan sekonder metabolizmanin bilesenleri olan, dogal {iriinler veya
sekonder metabolitler olarak da adlandirilan ve sadece bir veya belirli birkag tiir i¢in

karakteristik olan bilesikler girer [1-3].

Dogal iiriinler her ne kadar hayat i¢in elzem olmasalar da genellikle canlilarin
hayatta kalmalarina yardimci olurlar [2, 3] ve daha ¢ok diger canlilar {izerindeki
etkileri sebebi ile dikkat cekerler [1]. Bu dirlinler hemen her grup canhida
bulunmalarina ragmen 6zellikle bitkiler, mikroorganizmalar, mantarlar ve bocekler
de daha yaygin olarak gozlenirler [3]. Dogal iirlinlerin en bol bulundugu canlilar
bitkiler ve mikroorganizmalardir. Cogu dogal iiriin olan tibbi, ticari ve zehirli
bitkilerin biyolojik acidan aktif bilesenleri organik kimyanin gelisimi siiresince
calistlmistir. Giiniimiizdeki ilaglarin  %40’indan fazlasinin  dogal {iriinlerden

kaynaklandig1 tahmin edilmektedir.

Dogal iiriinler ozellikle bitkiler, mikroorganizmalar, bocekler ve diger hayvanlar
arasindaki etkilesimlerin diizenlenmesinde ekolojik role sahip olan bilesiklerdir.
Bunlar genellikle stres sartlarinda devreye giren savunma maddeleri, hos olmayan
tatlar1 ile otcullar tarafindan tiiketilmeyi Onleyen bilesikler, diger canlilan
bulunduklar1 canlilara ¢eken renkli ve kokulu bilesikler ve 6zellikle bocekler gibi

bazi hayvanlar arasinda iletisimi saglayan feromenler olarak gorev yaparlar.



Dogal iiriinler ilk bakista ¢cok sayida ve birbirinden yapica farkli bilesikler olmasina
ragmen bu bilesiklerin ¢ogu genellikle dogadaki biyosentezlerinden kaynaklanan
bazi 6zel yapisal karakterlerinden dolay1 poliketidler, yag asitleri, terpenler,
steroidler, fenolik bilesikler, alkaloidler, 6zellesmis karbohidratlar ile Ozellesmis

amino asitler ve peptidler gibi siniflardan birine dahil edilirler [1].



BOLUM 2. GENEL BIiLGILER

2.1. Biyotransformasyon

Enzimler veya enzimleri igeren biyolojik sistemlerin kendilerine yabanci olan
maddeler iizerinde gerceklestirdikleri kimyasal degisiklere biyotransformasyonlar adi
verilir [4]. Her gegen giin daha ¢ok ilgi ¢eken biyotransformasyonlar; mikrobiyal
licing, ila¢ aktif maddeleri, esans maddeleri, gida katki maddeleri, enerji tiretimi,
antibiyotik tiretimi ve amino asit elde edilmesinde kullanildig: gibi toksik endiistriyel
atiklarin yikimi, atik sularin temizlenmesi ve geri kazanilmasi gibi ¢evre ile ilgili

konularda da kullanilmaktadir [5, 6].

2.1.1. Biyotransformasyonlarin kisa tarihcesi

M.O 3000 yillarinda mayalanma ve ekmek yapimi, meyve sularmin fermentasyonu
ile igki ve benzeri tiriinlerin yapimi ilk gerceklestirilen biyotransformasyonlar olarak
kabul edilebilir. Sonraki dénemlerdeki meydana gelen dnemli gelismeler ise M.O
300 yilinda bira tiretimi, 1150 yilinda etanol iretimi, 14. yy’da sirke imalati
endiistrisinin kurulmas1 ve 1818 yilinda mayalarin fermentasyon o&zelliginin

kesfedilmesi sekilde 6zetlenebilir [6, 7].

Biyotransformasyon alanindaki ilk ¢alisma, Pasteur tarafindan 1858 yilinda
Penicillium glaucum kifii ile DL-amonyum tartarattan L-amonyumun, D-
enantiyomerinin se¢imli yikimi ile elde edilmesi olmustur. 1864 yilinda ise
biyotransformasyon alaninda literatiirde yayinlanan ilk ¢alisma olan, etanoliin
Acetobacter aceti ile asetik aside donlisimii yine Pasteur tarafindan
gergeklestirilmistir. 1886 yilinda Brown etanol oksidasyonunu da gergeklestirebilen
Bacterium aceti ile propanolun propiyonik aside yiikseltgendigini bildirmistir. Ayni

caligmada ayrica, Berthelot’un B. aceti ile mannitoliin fruktoza ve glukozun glukonik



aside doniistimlerine yonelik ilk calismalarinin devamini bildirilmistir. Bu sekildeki
cogu ilk calismalar genellikle saf kiiltiirlerin eksikligi sebebi ile sekteye ugramistir.
1874’de Dumas bira mayasinin (Saccharomyces cerevisiae) kiikiirdii hidrojen siilfiire
indirgedigini  bildirmistir. Windisch ise 1898’de furfuralin, furfiril alkole

indirgenebilecegini bildirmistir.

Bugilin hala faydalanilan biyotransformasyonlarin bazilarinin temeli 1920’°ler ile
1940’1 yillar arasinda atildi. Bu donem boyunca ¢ok sayida biyosentetik ve genel
metabolik yollar, bu yollardaki muhtemel ara bilesikler ve onlarla ilgili bilesiklerin
biyotransformasyonlarinin incelenmesi ile belirlendi. Baz1 basit karboksilik asitler ve
amino asitlerin glikolitik yollar ile iliskileri izotoplarla etiketleme metodunun kesfine
kadar bahsedilen c¢alismalar ile gergeklestirildi. Aromatik  bilesiklerin
degredasyonunun aydinlatilmasi ve bazi enzim sistemlerinin izolasyonu bu dénemde
gerceklestirildi. 192011 yillarda 6zellikle Liebig ve Neuberg tarafindan S. cerevisiae
kullanimina dayanan pek ¢ok biyotransformasyon calismasi gerceklestirilmistir. Bu
biyotransformasyonlarin bazilar1 . Diinya savasi siiresince mikroorganizmalar
kullanilarak aseton, gliserol ve biitanol {iretimine yonelik c¢alismalardan
kaynaklanmaktadir. 1921°de Neuberg S. cerevisiae fermentasyonda olusan
asetaldehit ile besiyerine eklenen benzaldehitin kondensasyonu neticesinde daha

sonra efedrin alkaloidinin ticari sentezine ilham veren bir ketol olusturmustur.

Arsenik iceren pigmentlerden ucucu toksik orgonoarsenik bilesiklerin olusumu
problemi arastirilirken, 1933 yilinda arsenik, selenyum ve telliir oksianyonlarinin
cesitli Penicillium tiirleri ile indirgen alkilasyonlar: tanimlandi. 1930’lardaki bir
diger faydali endiistriyel uygulama C vitamini sentezinde Acetobacter xylinum
kiiftiniin D-sorbitol’lin L-sorboz’a doniisiimiinde basariyla kullanilmasidir. Bir diger
alternatif proses ise D-glukoz’un oOnce Acetobacter fragrum ile mikrobiyal
oksidasyonu ve sonrasinda Corynebacterium tiirleri tarafindan segici olarak
indirgenmesi ile gerceklestirilmistir. 1937 yilinda S. cerevisie ile yapilan bir ¢alisma

dehidroizoandesteron ilizerinden testesteron sentezi ile sonuglanmustir.

1948’de Proactinomyces roseus bakterisinin kolesterolin C-7’de oksidasyonunu

iceren sterollerin degradasyon ve oksidasyonlarini gerceklestirdigi bildirildi. 1952



yilindaki benzer amach bir ¢alismada Rhizopus arrhizus ile progesteronu biyolojik
acidan oOnemli olan Sekil 2.1°de gosterildigi gibi C-11 pozisyonunda
hidroksilleyebildigi gozlendi. Kortikosteroidlerin sentezi igin bilesikler saglamak
iizere steroidlerin etkin mikrobiyal hidroksilasyonun gelistirilmesi biitiin dikkatleri
biyotransformasyonlar {izerine ¢ekti ve biyotransformasyonlarin diger cesitli amaglar
icin daha yaygin olarak kullanilmasini tetikledi. Bahsedilen ¢alismada progesteron
bitkisel bir steroid olan diosgeninden yan zincirin kimyasal yontemlerle
uzaklastirilmasiyla elde edilmistir. Diosgenin kisitlilig1 sebebi ile baslangic maddesi
olarak sitosterol ve stigmasterol kullanilmistir. Giiniimiizde sitosterol ve stigmasterol
daha sonra cesitli steroid hormonlara g¢evrilecek olan androstendion bilesigine

bakteriler kullanilarak doniistiiriilmektedir.

COCH, COCH,
HO,,

Rhizopus
arrhizus

[

o o

Sekil 2.1. Progesteronun mikrobiyal biyotransformasyonu

Penicillium chrysogenum’dan elde edilen dogal penisilinlerin amidazlar ile
semisentetik penisilinlerin  baslangic maddesi olan 6-aminopenisilinik aside
parcalanmas1 olduk¢a fayda saglamistir. Bir diger onemli uygulama akrilonitrilin
ozellikle polimer endiistrisinde yaygin olarak kullanilan akrilamide, Rhodococcus
rhodochrous bakterisi ile hidrolizlenmesi olmustur. Bahsedilen islem kimyasal

hidrolize gore ¢ok daha 1limli sartlarda gergeklestirilmistir [4].

1960’1arin ilk yillarindaki her iki enantiyomeri de iceren “Thalidomide” adli ilacin
sebep oldugu teratojenik problemler, 6zellikle farmasotikal endiistride etkin tek
enantiyomerlerin {iretiminin 6nemini ortaya koymustur. Bu durum Pseudomonas
putida gibi mikroorganizmalar, cesitli esterazlar ve lipazlarla
biyotransformasyonlarin kiral sentezlerde kullanilmasini tetiklemistir. Geg¢miste
spesifik enzimlerin kullanim1 yetersiz iiretimleri nedeniyle kisith iken, giiniimiizde
ozellikle gen miihendisligi sayesinde bu enzimlerin eldesi ve haliyle kullanim1 ¢ok

daha yayginlasmistir [8]. Buna ilaveten, giinimiizde modifiye ve semisentetik



enzimler ile katalitik antikorlarda (abzimler) biyotransformasyonlar igin
kullanilmaktadir. Enzimlerle yapilan biyotransformasyon ¢aligmalarindaki en 6nemli
problemlerden biri metabolitlerin izolasyonu esnasinda kullanilan ayirma
metotlarinin enzimi denatiire etmesi ve tekrar kullanilmasini sinirlamasidir. Bu sorun
enzimlerin immobilizasyonu ile ¢oziilmiistiir [9]. Gilinlimiizde mikroorganizmalar
bile ayn1 amacgla immobilize edilebilmektedir. Bu sayede bircok enzim ve
mikroorganizma immobilizasyon sonrasinda siirekli kullanilabilmektedir. Enzimlerle
yapilan biyotransformasyon c¢alismalarindaki bir diger sorun ise cogu organik
substratin sudaki disik ¢oziinirligidiir. 1985°de ozellikle lipazlar gibi bazi
enzimlerin organik solventler igerisinde kullanilabilecegi gosterilmistir ve bu
sekildeki biyotransformasyonlar giderek yayginlagmaktadir. Giliniimiizde bitki doku
kiiltiirleri hem dogal {irlinlerin {retimi hem de sentetik bilesiklerin

biyotransformasyonlari i¢in 6nemli araglardir [4].

2.1.2. Enzimler ve biyotransformasyonlar

Daha oncede belirtildigi gibi biyotransformasyonlar enzimler ile gergeklestirilir. Bu
amacla kullanilan enzimler serbest, immobilize veya cesitli biyolojik sistemlerin
biinyesinde bulunabilir. Glinlimiizde birgok enzim izole edilerek veya bazilar ticari
olarak saglandiktan sonra biyotransformasyonlar i¢in kullanilmaktadir. Enzimler
Uluslararas1  Biyokimya Birligi Enzim Komisyonu tarafindan sirasiyla
oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlar olmak
iizere alti ayr1 simifa ayrilmistir. Her bir sinif ise kendi igerisinde 4-13 arasi alt

siiflara ayrilmaktadir.

Oksidorediiktazlar 2 ayr1 substrat arasindaki redoks reaksiyonlarini katalizleyen
dehidrojenazlar, oksidazlar, rediiktazlar, oksijenazlar gibi enzimleri igerirler.
Transferazlar 2 ayr1 substrat arasindaki belirli atom ve gruplarin transferini
katalizleyen enzimlerdir. Bunardan hidrolazlar, ester, eter, peptid, glikozid, anhidrit,
C-halojeniir veya P-N baglar1 gibi bazi baglarin su katilimiyla pargalanmasini
katalizleyen enzimlerdir. Liyazlar substratlardan belirli gruplarin ayrilmasi ile ¢ift
bag olusumunu ve ayrica ¢ift baglara ¢esitli gruplan ilave edilmesini katalizleyen

enzimlerdir. Izomerazlar ¢esitli izomerlerin birbirlerine doniisiimiinii katalizleyen



mutaz, rasemaz, epimeraz gibi isimlerle anilan enzimleri igerir. Ligazlar iki

substratin birbirlerine baglanmasini katalizleyen enzimlerdir [10].

Enzimler hakkinda olduk¢a duyarli, pahali, sadece kendi dogal substratlar {izerinde
ve kendi dogal cevreleri iizerinde etkili olduklar1 yoniinde bir takim genel 6nyargilar

s6z konusudur. Cogu enzim i¢in bu bahsedilen olumsuzluklar gegerli degildir [9].

Enzimler kullanicilarina bircok avantajlar saglayan biyokatalizorlerdir. Ornegin
enzimler ¢ok hizli ¢alisan biyokatalizorlerdir ve enzimatik bir reaksiyon enzimsiz
gerceklesen bir reaksiyona gore 10°-10' kat daha hizlidir. Ayrica enzimatik
reaksiyonlarda katalizor orani % 103-10"* mol arasinda olmast istenirken kimyasal

kalizorli bir reaksiyonda bu oran % 0,1-1 mol araligina kadar ¢ikabilir.

Katalizor olarak kullanilan agir metaller ve sentetik amagli kullanilan ¢cogu reaktifin
aksine dogada tamamen parcalanabilir olduklar1 i¢in enzimler g¢evreye uyumlu

biyomolekiillerdir.

Enzimler sentetik amagli kullanilan ¢ogu reaktifin aksine iliman sartlarda etkili
biyomolekiillerdir. Enzimler genellikle pH 5-8 araliginda ve sicakligin 20-40 °C
arast oldugu 1liman sartlar altinda ¢alisirlar. Bu sayede sentetik metodlarla siklikla
karsilagilan bozunma, izomerlesme, rasemizasyon ve ¢evrilme gibi yan reaksiyonlar

azaltilabilmektedir.

Enzimler genelikle ayn1 ve benzer sartlar altinda etkili olduklari i¢in bir reaksiyon
agindaki birkag seri reaksiyon ayni ortamda gergeklesebilir. Metabolik yollardaki

multienzim sistemleri bu sekilde ¢alismaktadir.

Enzimler ¢ogu zaman kendi dogal rollerine uymayabilirler. Ornegin, ¢ogu enzim
genis bir substrat spektrumuna sahip olmalar1 sebebi ile bircok dogal veya sentetik
bilesik {lizerinde etkili olabilir. Ayrica gerektiginde bazi enzimler organik

solventlerde bile kullanilabilirler.



Enzimler genis bir reaksiyon gesitligine sahiptirler. Hemen her sentetik reaksiyona es
deger bir enzimatik reaksiyon soz konusudur. Enzimler ile ester, amid, lakton,
laktam, eter, asit anhidrit, epoksit ve nitrillerin hidrolizi veya sentezi, alkan, alken,
aromatik bilesikler, alkol, aldehit, keton, siilfiirlerin ve siilfoksitlerin yiikseltgenmesi
ya da indirgenmesi, su, amonyak ve hidrojen siyaniir ilavesi veya eliminasyonu,
halojenasyon ve dehalojenasyon, alkilasyon ve dealkilasyon, karboksilasyon,
dekarboksilasyon, izomerizasyon, agiloin ve aldol reaksiyonlari, Michael adisyonu

ve Diels-Alder reaksiyonlar1 bunlara 6rnektir [9].

Enzimler kemoselektif biyomekiillerdir. Belirli bir fonksiyonel grup iizerinde etkili
olurlar ve diger duyarli fonksiyonel gruplari etkilemedikleri igin genellikle yan

iirlinlerin olusumlarini engellerler.

Regioselektif ve diastercoselektif biyomolekiiller olan enzimler, kompleks ii¢
boyutlu yapilar1 sebebi ile ayni substrat molekiiliiniin iizerindeki farkli bolgelerde

fonksiyonel gruplar1 bile ayirt edebilirler.

Enzimler enantiyoselektif biyomolekiillerdir. L-amino asitlerden olustuklarindan
kiral biyokatalizorlerdir. Substrat biinyesindeki herhangi bir kiralite enzim-substrat
kompleksi olusumu esnasinda tanimlanir. Prokiral bir substrat sadece bir
enantiyomere doniisiirken genellikle rasemik karigimlardaki enantiyomerlerden

sadece birinin etkilenmesi ile enantiyomerlerin ayrilmalar1 da miimkiindiir.

Enzimlerin yukarida sayilan avantajlar1 sayesinde organik sentez ydntemleriyle
gergeklestirilebilmesi ¢ok zor olan ya da imkansiz reaksiyonlar kolaylikla

gergeklestirilebilmektedirler [4, 9].

Enzimlerin biyokatalizorler olarak kullanilmasinda bazi dezavantajlar da so6z
konusudur. Ornegin enzimler dogada sadece bir enantiyomerik forma sahip olmalart
ve diger enatiyomerik formlarimin D-amino asitlerden sentezi i¢in genel bir yol
olmasi sebebi ile sadece belirli bir enantiyomer ile reaksiyona girebilirler. Bu
durumda diger enantiyomerik iirliniin eldesi i¢in zit bir stereokimyasal segicilige

sahip bir enzim kullanilmalidir. Bu bazen miimkiin olabilmektedir.



Enzimler siirli operasyon parametreleri gerektirir. Yavas gergeklesen bir enzimatik
reaksiyonu hizlandirmak i¢in pH ve sicaklik gibi parametreler, enzimlerin protein

tabiat1 sebebi ile genellikle fazla degistirilemez.

Enzimler i¢in en uygun reaksiyon ortaminin su olmasina ragmen ¢ogu organik
bilesigin sudaki ¢oziiniirliikleri oldukga diisiiktiir. Enzimatik bir reaksiyonun sulu bir
ortam yerine organik bir solvente alinmasi ¢ogu zaman enzimlerin denatiirasyon ile

aktivite kaybina sebep olmaktadir.

Enzimler kendi dogal kofaktorlerine bagimlidirlar. Enzimatik reaksiyonlarda
NAD(P)H gibi kofaktorler rol oynuyorsa bu kofaktorlerin bizzat kendilerinin
reaksiyon ortaminda olmalar1 ve yenilenmeleri gerekir. Kofaktorlerin genelde
kararsiz molekiiller olmasi, olduk¢a pahali olmalar1 ve sentetik esdegerleri ile yer
degistirmelerinin ~ miimkiin ~ olmamas1  enzimatik  reaksiyonlarn  Onemli

handikaplarindandir.

Enzimler inhibisyona duyarli biyomolekiillerdir. Cogu enzimatik reaksiyon c¢ok
yiiksek substrat ve yiiksek iirlin konsantrasyonlarinda inhibe olurlar. Substrat
inhibisyonu, diisiik seviyede substrat miktarlari ile baglayarak ortama siirekli substrat
ilavesi ile kolaylikla gecistirilebilir. Reaksiyon ortamindan artan iiriiniin kademeli bir
sekilde ortamdan uzaklastirilmas: genellikle {irlinlin bir sonraki reaksiyon

basamagina dahil olmas1 agisindan olduk¢a zordur.

Enzimler alerjik reaksiyonlara sebep olabilirler. Bu biyomolekiiller eger kimyasal
maddeler olarak degerlendirilir ve dikkatli kullanilirsa, bu 6zellikleri minimize
edilebilir.

Biyotransformasyonlar temelde izole enzimler veya biitiin hiicre sistemleri ile olmak
lizere iki ayr1 sekilde gerceklestirilir. Biitiin hiicre sistemleri tabiri genel olarak
mikroorganizmalar ile bitki ve hayvanlara ait hiicre, doku ve organ kiiltiirlerini igerir.
Biitiin hiicre sistemleri ile izole enzimlerin birbirlerine gére sahip olduklar1 avantaj

ve dezavantajlari1 Tablo 2.1°de 6zetlenmistir [9].
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Tablo 2.1. Biitiin hiicre sistemleri ve izole enzimlerin avantaj ve dezavantajlari

Biyokatalizéor | Form Avantaj Dezavantaj
Basit diizenekler,
Basit iglemler, e
Genel Yiiksek derisim toleranst Kofaktore ihtiyag duyulmasi
5 nedeniyle iyi verim
= Yan reaksiyon ihtimali,
g Sulu Yiiksek enzim aktivitesi L.I.pgfl.l.lk“ .. substratlarin diigiik
o ortamda ¢ozunirligu,
IS Ekstraksiyon gerekliligi
N
— Oraanik Calisma kolayligi,
rgani Lipofilik substrat ¢oziiniirliigli | Diisiik aktivite
¢Oziiclide .. . g
Enzimin geri kazanim kolaylig
Immobilize | Tekrar kullanilabilme Immobilizasyon ile aktivite kayb1
Pahali donanim,
Biiyiik hacimlerle ¢alisma zorlugu,
e Diisiik derisim toleransi sebebi ile
Genel Kofaktore ihtiyag duyulmaz diisiik verim,
% Organik ¢oziiciilerle diistik tolerans,
5 Yiiksek yan iiriin verme ihtimali
= Biiviiven Cok miktarda biyokiitle gelismesi,
:§ yuy Yiiksek aktivite Yan iiriin fazlaligi,
b= kiiltiir P K | oiicliizi
2 1 — roses kontrol gii¢liigii
Duragan Calisma kolaylhig, - .
kiiltiir Daha az yan iiriin Disiik aktivite
Immobilize | 7ot rar kullanilabilirlik Diisiik aktivite
hiicreler

Biyotransformasyon reaksiyonlarinda genellikle biitiin hiicre sistemleri tercih
edilmektedir. Bu tercihin sebebleri arasinda ¢ogu hiicre i¢i enzimin hiicre disinda
kararsiz olabilmesi, hiicre i¢i enzimlerin homojenasyon sirasinda bazi proteolitik
enzimlerin etkisi ile hidrolizlenmesi, hiicre i¢i enzimlerin kofaktor ihtiyaclarinin
temini ve siirekli yenilenmesi, hiicre i¢i enzimlerin izolasyonunun zorlugu ve yiiksek

maliyeti sayilabilir [5].

2.1.3. Mikrobiyal biyotransformasyonlar

Biyotransformasyon reaksiyonlar: i¢in kullanilan biitiin hiicre sistemleri i¢inde en
cok tercih edilenler mikrobiyal hiicrelerdir. Mikrobiyal hiicrelerin biiylime ve
gelisme hizi, bitki ve hayvan hiicrelerine gore ¢ok daha yiiksektir. Bu da mikrobiyal
hiicreler 1ile biyotransformasyonlarin hizli ve kisa silirede gergeklesmesini
saglamaktadir. Ayrica mikrobiyal hiicreler bitki ve hayvan hiicrelerine gore ¢ok daha
farkli tipte subsratlart metabolize edebilir. Mikrobiyal hiicreler kii¢lik boyutlar1 ve

etkili hiicre duvari yapisi sayesinde bitki ve hayvan hiicrelerine gore mekanik olarak
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daha kararli olmalar1 sayesinde degisik kiiltiir tekniklerinde bu tip hiicrelerin ortama

uyumu agisindan bir avantaj saglar [5, 8].

Mikrobiyal biyotransformasyonlarin giinlimiizde biyoteknolojinin temel elemanlari
haline gelmesi diger kimyasal sentez metotlarina karsi olan avantajlart sayesindedir
[4,9].

Mikroorganizmalar yapilarindaki spesifik olmayan enzim sistemleri sayesinde hem
dogal hem de sentetik ¢ok sayidaki farkli substratlar {izerinde bir ¢ok farkli kimyasal
reaksiyonlar gergeklestirebilirler [4].

Mikroorganizmalar genetik olarak degistirilebilir. Mikroorganizmalar iizerinde
gerceklestirilen genetik mantiptilasyonlar ve diger kimyasal yontemler ile diisiik
verimle elde edilen 6nemli iirlinler daha yiiksek verimler ile elde edilebilirler. Hatta

genetik mantiipiilasyonlar ile iiriinler iizerinde istenilen degisiklikler bile miimkiin

olabilmektedir [8].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar klasik kimyasal metodlara gore ¢ok daha iliman
sartlarda gerceklesirler. Cogu mikrobiyal biyotransformasyonlar oda sicakliginda ve

1 atmosfer basing altinda ger¢eklesmektedir [4, 8].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar cevre dostudurlar. Klasik kimyasal sentez

metodlarinda kullanilan ¢ogu reaktif ¢evreye ¢ok biiyiik zararlar vermektedir [4].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar klasik kimyasal metodlara gore daha ucuza ve
daha kisa stirede gerceklestirilirler. Kimyasal reaktiflere gére ¢ok ucuza mal edilen
besiyeri bilesenleri ve mikroorganizmalar kullanilarak hedef bilesikler daha kisa

stireler icerisinde ve genellikle daha yiiksek verimler ile hazirlanmaktadir.

Mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonlar1 enantiospesfiktir. Klasik kimyasal
sentez metodlart ile genelde hedef molekiiller, ayrilmalar1 ¢ok zor olan rasemik
karisimlar olarak elde edilmektedir. Ozellikle ilag etkin maddelerinin sentezinde tek

enantiyomer tiretmek olduk¢a Onemlidir. Pseudomonas ve Rhodococcus gibi
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mikroorganizmalar kullanilarak tek enantiyomerin sec¢imli {iretimi c¢aligmalari

giinlimiizde gittikge yaygimlagmistir.

Klasik kimyasal sentez metodlarinin aksine mikrobiyal biyotransformasyonlar
esnasinda substratlar tizerindeki diger fonksiyonel gruplarin korunmasi gerekmez. Bu

avantaj enzimlerin regiospesfiklikleri sebebi ile ortaya cikar.

Mikrobiyal biyotransformasyonlar genellikle fonksiyonel gruplarin varligina gerek
duymazlar. Ornegin mikrobiyal hidroksilasyonlar fonksiyonel gruplarin uzaginda

gerceklesirler [4].

Mikroorganizmalar degisik ortamlara kolayca adapte olabilen canlilardir. Bu
ozelliklerinden dolayr mikroorganizmalar, erlenden fabrika fermentdrlerine kadar

bir¢ok ortama kolayca adapte edilerek kullanilabilirler.

Mikrobiyal biyotransformasyonlar icin ¢esitli mikroorganizmalar serbest veya uygun
yiizeylere sabitlenmis olarak kullanilabilir. En yaygin olarak kullanilan
mikroorganizma gruplar1 mantarlar aleminin liyesi ve okaryotik canlilar olan kiifler

ve mayalar ile protista aleminin iiyesi ve prokaryotik canlilar olan bakterilerdir [8].

Mikroorganizmalar ile bircok sentetik reaksiyona es deger reaksiyonlar
gerceklestirilebilmektedir. Buna ilaveten mikrobiyal hikroksilasyonlar gibi bazi
mikrobiyal biyotransformasyonlar sentetik reaksiyonlar ile tek basamakta
gerceklestirilemezler.  Ozelliklede fonksiyonel gruplarm uzaginda gerceklesen
mikrobiyal  hidroksilasyonlar en oOnemli mikrobiyal biyotransformasyon
reaksiyonlarindan biridir. Mikrobiyal biyotransformasyonlarin giiniimiize kadar
siren  popiilerligi  mikrobiyal hidroksilasyonlarin daha once  belirtilen

kortikosteroidlerin sentezinde sagladiklar1 biiyiik kolaylik ile baslamistir [4, 6].

Mikrobiyal hidroksilasyonlar, cogu canlilarda bulunan sitokrom P-450 enzimlerince
katalizlenmektedir [4]. Mikrobiyal hidroksilasyonlar igin ayrica molekiiler oksijen,
NADPH veya NADH gibi bir hidrojen kaynagi ve 1 molekiil su gerektirmektedir
[11].
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Mikrobiyal hidroksilasyonun mekanizmas1 ozellikle Pseudomonas putida
bakterisinin kamfor bilesiginin hidroksilasyonunu katalizleyen kamfor hidroksilaz
enzimine ait sitokrom P-450 iizerinde ¢alisilarak ortaya ¢ikarilmistir [4]. Sitokrom P-
450’nin yapist X 1smlarn kristallografi teknigi ile anlasilmistir [11]. Kristal yapi
caligmalar1 kamfor bilesiginin enzimin aktif merkezine iki etkilesim ile sikica bagl
oldugunu gostermistir. Birinci etkilesim kamforun karbonil grubu ile aktif
merkezindeki bir tirozinin hidroksil grubu arasindaki hidrojen bagi iken ikinci
etkilesim ise kamfor molekiilii ile ¢evresindeki alifatik ve aromatik amino asitler

arasindaki hidrofobik etkilesimlerdir.

Sekil 2.2°de goriildiigli gibi mikrobiyal hidroksilasyon sirasinda diatomik molekiiler
oksijenin bir atomu, organik substrata baglanmaktadir [4, 11, 12]. Indirgeyici 2
elektron genellikle NADPH bazen ise NADH‘dan saglanmaktadir. ilk adimda
substrat baglanmasi gerceklesir ve bu baglanma diatomik oksijenin atomlarindan

birisinin demire baglanabilmesi i¢in elzemdir.

Substrat baglandiktan sonra bir elektronun nakli ile Fe**, Fe?*’ye indirgenmektedir.
Elektronlarin teker teker ilavesi mikrobun tiiriine gére NADPH veya NADH’dan bir
flavin niikleotid, Fe-S proteinleri ve/veya sitokrom bs vasitasi ile ger¢ceklesmektedir.

Molekiiler oksijen ilk elektron naklinden sonra baglanir.

Molekiiler oksijenin baglanmasini, ikinci elektronun O-O bagina aktarilmasi izler.
Bu aktarim sonrasinda O-O bagi kopar ve bir oksijen atomu su molekiilii olarak
ayrilirken Fe*', Fe*"e oksitlenmektedir. Bu oksidasyon ile olusan son oksidant artik

substratla reaksiyona girebilir.
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Sekil 2.2. Substrata bir O atomunun ilave edilmesinin mekanizmasi

Oksidant ve substrat arasindaki reaksiyonun mekanizmasi i¢in ilk olarak Sekil 2.3’de

verilen oksen mekanizmasi onerilmis ve bu mekanizma yillarca kabul gormiistiir.

N

—>C—H + [=(:3=] — —>c'l~l--\‘H — —>C—OH

Sekil 2.3. Oksen mekanizmasi

Giliniimiizde ise oksidant ve substrat arasindaki reaksiyonun Sekil 2.4’deki gibi

muhtemelen radikalleri igeren bir mekanizma ile gergeklestigi diisiiniilmektedir [11].
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Sekil 2.4. Oksidant ve substrat arasindaki radikalleri igeren mekanizma

2.1.4. Biyotransformasyon teknikleri

Biyotransformasyonlar  bircok  farkli  sekillerde  gergeklestirilebilirler. Bu

biyotransformasyon teknikleri hakkinda asagida kisaca bilgi verilmistir [6].

2.1.4.1. Biiyiiyen hiicreler ile biyotransformasyon

Biyotransformasyon ¢alismalarinda genellikle biiyliyen hiicreler kullanilir.
Mikroorganizmalar veya hiicreler kendilerine 6zel besiyerlerinde {iiretildikten sonra
biyotransformasyona ugratilacak substrat ilave edilir ve biyotransformasyonlar

gerceklestirilir.

2.1.4.2. Stasyoner hiicreler ile biyotransformasyon

Biyotransformasyon ¢aligmalarinda stasyoner (duragan) hiicreler de kullanilabilir.
Hiicreler veya mikroorganizmalar firetildikleri ve kendilerine has besiyerlerinden
filtrasyon veya santrifiijleme gibi teknikler ile ayrilip biyotransformasyon
caligmasinin yapilacagi asil ortama dagitilir. Bu yeni ortama daha sonra substrat
ilavesi yapilir ve biyotransformasyonlar gerceklestirilir.  Hiicreler veya

mikroorganizmalarin canli kalmasi i¢in yeni ortama az miktarda glukoz ilave edilir.



16

Bu uygulamada, biiylime ve biyotransformasyonun farkli ortamlarda gerceklestigi
icin biyotransformasyon siiresince ortamdaki mikroorganizma veya hiicre sayisi
onemli bir degisim gostermez. Ayrica bu teknik substratin biiylimeyi inhibe etme
ihtimalini ortadan kaldirir ve iirlin ya da iirlinlerin ortamdan izolasyonu daha kolay

gerceklestirilebilir.

2.1.4.3. Mikroorganizma sporlari ile biyotransformasyon

Biyotransformasyon ¢alismalari  mikroorganizma sporlart  kullanilarak  da
gerceklestirilebilir. Once mikroorganizmalar spor olusumu i¢in uygun kosullarda
iiretilir. Daha sonra olusan sporlar misellerden ayrilip soguk bir ortamda saklanir.

Biyotransformasyon yapilacagi zaman bu sporlardan faydalanilir.

2.1.4.4. Immobilize hiicreler ile biyotransformasyon

Biyotransformasyon ¢aligmalarinda immobilize hiicreler veya mikroorganizmalar da
kullanilabilir. Hiicreler veya mikroorganizmalar iiriin ve substratin gegisine izin
veren poliakrilamid, alginat veya nisasta gibi ¢esitli polimer matriksler {izerine
sabitlendikten sonra biyotransformasyon ¢alismalarinda kullanilabilirler. Sabitlenmis
mikroorganizmalar veya hiicreler istenildigi anda ortamdan uzaklastirabilir ve

yeniden kullanilabilirler.

2.1.4.5. Serbest ve immobilize enzimler ile biyotransformasyon

Biyotransformasyon c¢aligmalarinda serbest veya sabitlenmis enzimler de
kullanilabilir. Biyotransformasyonlarda mikroorganizmalar veya hiicreler yerine
sadece serbest ya da sabitlenmis enzimlerin kullanilmasi istenmeyen yan iiriinlerin
olusmasina engel olmaktadir. Enzimler oldukca pahali maddeler oldugundan serbest
enzim yerine ¢esitli yontemler ile hazirlanan sabitlenmis enzimlerin kullanilmasi

ekonomik agidan daha karli olmaktadir [6].
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2.1.5. Biyotransformasyon reaksiyonlarini etkileyen faktorler

Canli sistemler veya enzimler kullanilarak gergeklestirilen biyotransformasyon
reaksiyonlar1 i¢in gereken sartlar kimyasal reaksiyonlarin gergeklestigi sartlara gore
daha cesitli ve hassastir. Ornegin mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonlarini
etkileyen onemli faktorler besiyerinin bilesimi, substratin toksisitesi ve derisimi
(tolerans aralig1 % 0,1-10>), bazi {irlinlerin ve toksik atiklarin reaksiyon ortamindaki
birikimi, inkiibasyon sicakligi (degisim limiti +2 °C), c¢alkalama hiz1 (rpm),
inkiibasyon siiresi (Saat-ay), oksijen miktar, pH (genellikle ndétr) ve

mikroorganizmanin susu sayilabilir [5, 13].

2.2. Terpenler

Terpen adi terebentin yagindan gelir. Terebentin yagi ozellikle bazi gamgillerin
kendiliginden saldigi, kabuklar1 veya filizlerinin kesilmesi ya da soyulmas: ile de
ac1ga ¢ikabilen hos kokulu ve vizkoz bir maddedir. Terebentin yagi regine asitleri ve

daha ¢ok terpenler olarak bilinen hidrokarbonlar1 igerir [14].

Cam agagclari, trunggiller, kisnig, okaliptiis, lavanta, limon otu, zambak, karanfil,
kimyon, nane tiirleri, giiller, biberiye, adacayi, kekik, menekse ve daha birgok bitki
veya bu bitkilerin kok, govde, yumru, yaprak, meyve, tohum ve ¢icek gibi kisimlari
hos kokulari, baharath tatlar1 veya kendilerine 6zgii farmakolojik aktiviteleri ile
bilinirler. Bahsedilen bitkilerin bu 6zelikleri igerdikleri terpenlerden kaynaklanir.
Terpenler genellikle bu bitkilerin tamaminin veya bazi kisimlarinin ekstraksiyon
veya buhar destilasyonlarina maruz birakilmalar ile elde edilirler. Ugucu yaglar
olarak da bilinen bu ekstraktlar ve buhar destilatlart 1tirli parfiimlerin hazirlanmasi,
yiyecek ve iceceklere hos bir tat ve aroma kazandirilmasi ve bitki orjinli bazi

ilaglarin hazirlanmasi i¢in kullanilir.

Terpenlerin biyolojik ve ekokimyasal rolleri simdiye kadar tam olarak
arastirilmamistir. Cogu bitki, bocekler vasitasi ile polinasyonu saglamak i¢in ugucu

terpenler veya ot¢ul hayvanlardan korunmak i¢in nahos tath veya toksik daha az
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ucucu terpenler iretirler. Ayrica bazi terpenler sinyal bilesikleri ve bitki biiyiime

diizenleyicileri olarak 6énemli roller oynarlar.

Cogu bocek, beslendikleri bitkilerden aldiklar terpenleri kendi biiyiime hormonlari
ve feromenlerine ¢evirirler. Feromenler 6zellikle bocekler gibi hayvanlarin birbirleri
ile iletisimlerini saglayan kimyasallardir. Feromenler diger bireyleri uyarmak (alarm
feromenleri), besin kaynaklarini ve yerlerini isaretlemek (takip feromenleri), belirli
bir yerde toplanmak (kiimelenme feromenleri) ve Kkarsi cins bireyleri {ireme
doneminde etkilemek (esey feromenleri) gibi ¢esitli amaglar i¢in kullanilir. Dogaya
zararli olmayan bazi feromenlerin zararli bocekler ile miicadelede insektisidler yerine

kullanilmasi giderek yayginlagsmaktadir [14].

Memelilerde terpenler, hiicre membranlarinin stabilizasyonunda ve enzimatik
reaksiyonlarda diizenleyici olarak bulunmaktadirlar. Terpenler, kanseri de igeren
bircok hastaligin Onlenmesinde ve tedavisindeki rolleri, dogal insektisid olarak
kullanilabilmeleri, antimikrobiyal 0&zellikleri, sahsi bakim ve ev temizlik
maddelerinde kullanilmalari, yiyecek ve iceceklere tat ve aroma katmalari, bazi tarim
iiriinlerinin depolanmasinda ve bircok onemli bilesigin sentezinde kullanilmalar1

nedeniyle ticari olarak biiyiik dikkat gekmektedirler [15].

Terpenler halkali, diiz zincirli veya kismen halkali ve kismen diiz zincirli bilesikler
olabilirler. Yeryiiziindeki en yaygin dogal iiriin grubu olan terpenlerin tanimlanan
sayist glinlimiizde 30.000°1 ge¢mistir. Terpenler ve diger 6nemli bir dogal iiriin grubu
olan steroidlerin ana iskeleti bes karbonlu izopren (2-metil-1,3-butadien) birimleri
(izopren kural1) igerdigi icin izoprenoidler olarak da bilinirler. Terpenler dogada
genellikle hidrokarbonlar, alkoller ve glikozidleri, eterler, aldehitler, ketonlar

karboksilik asitler ve esterleri olarak gozlenirler [14].
2.2.1. Terpenlerin siniflandirilmasi
Terpenler yaygin olarak igerdikleri izopren birimlerinin sayisina gore hemiterpenler,

monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler, sesterterpenler, triterpenler, tetraterpenler

ve politerpenler olmak iizere sekiz smif olarak incelenirler. Oksijenlenmis terpenler
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adlandirilirken sonlarma -oid eki alirlar. Ornegin oksijen igeren terpenler
terpenoidler genel adi ile adlandirilirken benzer sekilde oksijenli hemiterpenler
hemiterpenoidler, monoterpenler ise monoterpenoidler olarak adlandirilirlar. Diger
oksijen iceren terpen siniflar1 da benzer sekilde diterpenoidler, sesterterpenoidler vb.

gibi adlandirilirlar.

Hemiterpenler tek bir izopren birimden olusur ve izoprenin kendisi tek hemiterpen
olarak sayilir. Bilinen 50 gesit hemiterpen mevcuttur. Sekil 2.5’de gosterilen prenol

ve izovalerik asit gibi bilesikler hemiterpenlere 6rnek olarak verilebilir [14].

)\A )\/ H
NS OH CO,

Prenol Izovalerik asit

Sekil 2.5. Prenol ve izovalerik asitin agik yapilari

Monoterpenler iki izopren birimden olusurlar ve CioHis molekiiler formiiliine
sahiptirler. Yaklasik olarak 1500 monoterpen belgelenmistir. Sekil 2.6’de gosterilen

3-metil-2-(3-metil-2-biitenil)furan ve junionon monoterpenlere 6rnektir.
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Sekil 2.6. Juinonon ve 3-metil-2-(3-metil-2-biitenil)furan’in agik yapilari

Seskiterpenler ii¢ izopren birimden olusurlar ve CjsHps molekiiler formiiliine
sahiptirler. Yaklagik 10000 adet seskiterpen cesidi bilinmektedir ve asiklik,
monosiklik, bisiklik, trisiklik seskiterpenler olarak alt gruplara ayrilirlar. Sekil 2.7’ de

acik yapilar1 gosterilen fernasen ve dendrolasin seskiterpenlere 6rnektir [14, 16].


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Monoterpen&action=edit&redlink=1
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Sekil 2.7. Farnesan ve dendrolasinin agik yapilari

Diterpenler dort izopren birimden olusurlar ve CyoHsz, molekiiler formiiliine
sahiptirler. Cesitli farmakolojik etkilere sahiptirler ve bitkiler aleminde yaygin olarak
bulunan bilesiklerdir. Yaklasik olarak 5000 adet dogal asiklik ve siklik diterpenler
bilinmektedir. Sekil 2.8’de agik yapilar1 gosterilen kauran ve pitan diterpenlere
ornektir [14, 17].

T pdt

Kauran Pitan

Sekil 2.8. Kauran ve pitanin agik yapist

Sesterterpenler, bes izopren birimli, 25 karbonlu terpenlerdir, diger terpenlere kiyasla
enderdirler. Sester 6n eki iki buguk anlamina gelmektedir. 150 den fazla sesterterpen
bilinmektedir. Asiklik sesterterpenlerin tipik ornekleri 3, 7, 11, 15, 19-
pentametilikosan’dan tiiremislerdir. Sekil 2.9’da gosterilen cerifol ve skalaren

sesterterpenlere birer 6rnektir [14].

2. Y

(-)-Cerifol Skalaren

Sekil 2.9. (-)-Cerifol ve skalarenin agik yapisi

Triterpenler alti izopren birimden olusurlar ve CszoHsg molekiiler formiiliine
sahiptirler. Yaklasik 5000 kadar dogal triterpen literatiirde belirtilmistir. Bunlarin

cogu skualen’den tiiremistir. Bitkilerde serbest olarak bulunabildikleri gibi
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triterpenik saponinler olarak adlandirilan glikozitleri halinde de bulunabilirler.
Prostostan ve lupanin Sekil 2.10°da triterpenlere birer 6rnek olarak verilebilir [14,
17].

Prostaten Lupan

Sekil 2.10. Prostostan ve lupanin agik yapilar

Tetraterpenler, sekiz izopren birimden olusurlar ve CyoHss molekiiler formiiliine
sahiptirler. Yaklasik 200 adet dogal tetraterpen bilinmektedir ve karotenoidler olarak
adlandirilmaktadirlar. Cilinkii bilinen tiim tipik 6rnekleri B-karotenin baska bir bigimi
veya pargalanma uriiniidiir. Sekil 2.11°de agik yapist gosterilen likopenin yanisira

krastaksantin, astaksantin tetraterpenlere 6rnek olarak verilebilir.

A \\\\\\\\\\\ AN

Likopen
Sekil 2.11. Likopen’in agik yapist
Politerpenler, pekgok izopren birimden olusan uzun zincirlerdir. Dogal kauguk, ¢ift

baglarin cis konumlu oldugu bir poliizoprendir. Sekil 2.12°deki plastokinon A,

vitamin K politerpenlere verilebilecek birer 6rnektir [14].
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Sekil 2.12. Plastokinon ve vitamin K;’in agik yapisi


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Geometrik_izomerizm&action=edit&redlink=1
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2.2.2. Terpenlerin biyosentezi

Terpenoidlerin biyosentezi bir¢ok arastirmanin konusu olmustur. Terpenoid
biyosentezinin hiicrenin hangi bdlgesinde gerceklestigi net olarak bilinmemekle
birlikte bazi monoterpenoidler, diterpenoidler ve tetraterpenoidler hiicrenin
plastidlerinde ve seskiterpenoidler ile bazi monoterpenoidlerin ise hiicrenin sitosol
kisminda sentezlendikleri diisiiniilmektedir. Ozellikle bitkilere has dogal iiriinler olan
terpenlerin bir bitki hiicresi igerisindeki sentezleri Sekil 2.13’de verilmistir. Bu

boliimde daha ¢ok monoterpenlerin biyosentezi iizerinde durulacaktir.

SITOSOL Mevalonat Yolu Ronmer Yolu PLASTID

DMAPP =—> |PP <------—-o----- > IPP <—> DMAPP — {zopren
Hemiterpenler | _ o5 Monoterpenler <—— GPP
Monoterpenler l l

Seskiterpenler <—— FPP —— Triterpenler GGPP

| N

Tetraterpenoidler  Biyoaktif Diterpenler

Politerpenler

Sekil 2.13. Terpenlerin bitki hiicresi igerisindeki sentezleri

Terpenler ve steroidleri olusturan izopren birimlerinin ¢ikis maddesi aktive edilmis
asetik asit olarak da bilinen asetil koenzim A bilesigidir (asetil KoA). Izoprenin bu
bilesiklerin yapisina dahil olan aktif formu izopentenil pirofosfattir (IPP). IPP
sitozolde gergeklesen ve Sekil 2.14’deki mevalonat yolu ile plastidlerde ger¢eklesen

ve Sekil 2.15”de gosterilen Rohmer yolu olmak iizere iki ayr1 sekilde sentezlenir.
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Sekil 2.14. Mevalonat yolu

Mevalonat yolunda dnce iki asetil KoA molekiilii Claisen kondenzasyonuna benzer
bir sekilde asetoasetil KoA bilesigini olusturmak {izere asetoasetil KoA tiyolaz
(AACT) enzimi varliginda reaksiyona girerler. Olusan asetoasetil KoA bilesigi bir
bagka asetil KOA ile hidroksimetilglutaril KoA sentaz (HMGS) varliginda reaksiyona
girdiginde alt1 karbonlu hidroksimetilglutaril KOA (HMG KoA) bilesigi sentezlenir.
HMG KoA daha sonra koenzim olarak NADPH kullanan 3-hidroksi-3-metilglutaril-
KoA rediiktaz (HMGR) ile mevalonata cevrilir. Mevalonata sirastyla mevalonat
kinaz (MK) ve 5-fosfomevalonat kinaz (PMK) enzimleri katalizorliigiinde iki ATP

molekiiliinden iki fosfat grubunun ardi ardina eklenmesi ile olusan mevalonat
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difosfatin, 5-difosfomevalonat dekarboksilaz (DPMDC) varliginda
dekarboksilasyonu ve dehidrasyonu neticesinde ise IPP olusur. IPP bilesigi ise IPP

izomeraz (IPPI) enzimi ile dimetilallil pirofosfata (DMAPP) doniistiiriiliir.

Rohmer yolu plastidlerde gliseraldehit 3-fosfat ile piruvatin 1-deoksi-D-ksiluloz-5-
fosfat sentaz (DXS) varliginda kondensasyonu neticesinde 1-deoksi-D-ksiluloz-5-
fosfat (DXP) olusumu ile baslar. DXP bilesigi daha sonra 1-deoksi-D-ksiluloz-5-
fosfat rediiktoizomeraz (DXR) ile 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfat (MEP) bilesigine
dondstiiriiliir. Bu bilesik 6nce 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfat sitidil transferaz (MCT)
enzimi etkisi ile 4-(sitidin 5’-difosfo)-2-C-metil-D-eritritol (CDP-ME) bilesigine
cevrildikten sonra 4-(sitidin 5’-difosfo)-2-C-metil-D-eritritol kinaz (CMK) ile
fosforillenerek  2-fosfo-4-(sitidin  5°-difosfo)-2-C-metil-D-eritritole  (CDP-MEP)
cevrilir. Olusan bilesik dnce 2-C-metil-D-eritritol-2,4-siklodifosfat sentaz (MCS) ile
2-C-metil-D-eritritol-2,4-siklodifosfata (ME-CPP) daha sonra ise 1-hidroksi-2-metil-
2-(E)-biitenil-4-difosfata sentaz (HDS) ile de 1-hidroksi-2-metil-2-(E)-biitenil-4-
difosfata (HMBPP) ¢evrilir. HMBPP bilesigi ise 1-hidroksi-2-metil-2-(E)-biitenil-4-
difosfat rediiktaz (HDR) ile birbirlerine doniisebilen IPP ve DMAPP bilesiklerine
cevrilir [18].

DMAPP biinyesideki elektrofilik allilik metilen grubu ve IPP biinyesindeki
niikleofilik metilen grubu birleserek bir monoterpen olan ve diger monoterpenlerinde

baslangi¢ maddesi olan geranilpirofosfati (GPP) olusturur.
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Sekil 2.15. Rohmer yolu

GPP bilesiginin ¢esitli monoterpenlere doniistiiriilmesi bazi 6zgiin monoterpen
sentaz enzimlerince katalizlenir. Yapilan ¢alismalar her bir enantiyomerin olusumu
esnasinda en az iki enzimatik yolun s6z konusu oldugunu gostermistir. Ornegin
pinan monoterpenoidlerinin biyosentezi GPP’nin a-terpinil katyonuna linalil difosfat
(LPP) iizerinden isomerizasyonu ve halkalagsmasi ile baslar. LPP’nin sentezlenmesini
gozlemek i¢in pek cok ugras verilse de varligi kabul edilen bu ara iiriin heniiz tespit
edilememistir. o-Terpinil katyonunun sikloheksenil ¢ift bagina bir Markovnikov
katilmasi ile pinil katyonu olugur. Daha sonra Sekil 2.16’da gosterildigi gibi pinil
katyonu komsu metilenden veya metil grubundan proton kaybederek sirasiyla o-
pinen veya B-pinen bilesiklerini olusturur. a-Pinenin her iki enantiyomeri de dogal

olarak olusurken, B-pinen neredeyse her zaman enantiomerce saf ve (-)-enantiomeri
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halinde olusur. Bu olusan ilk {irlinler daha sonra bazi enzimatik reaksiyonlar ile
oksijenlenmis yeni iiriinlere (monoterpenoidlere) déniisiirler. Ornegin verbenol ve
pinocarveol gibi pinan monoterpenoidleri Sekil 2.17°de gosterildigi gibi sirasiyla a-
pinen veya B-pinen bilesiklerinden olusurlar. a-Terpinil katyonundan olusan diger

monoterpen ve monoterpenoidler Sekil 2.18’de verilmistir [19].
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Sekil 2.16. GPP’den o ve B-pinen olusumu
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Sekil 2.17. o ve B-Pinen’lerden sirasiyla verbenol ve pinokarveol biyosentezi
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Sekil 2.18. a-Terpinil katyonundan tiirevlenen baz1 monoterpen ve monoterpenoidler

Sekil 2.16’da yapis1 gosterilen GPP diger bir IPP ile birleserek bir seskiterpen ve
diger seskiterpenlerin baslangi¢c maddesi olan farnesilpirofosfati (FPP) olusturur. FPP
bilesiginin elektrofilik kuyruk kismi ile IPP bilesiginin niikleofilik bas kismi
kondanse olarak bir diterpen ve diger diterpenlerin baslangic maddesi olan
geranilgeranilpirofosfat (GGPP) bilesigini olusturur. Sesterterpenlerin biyosentezi bir
adet IPP bilesiginin GGPP ile basa kuyruk ilavesi seklinde birlesmesi ile gerceklesir.
Iki adet FPP bilesiginin kuyruk kuyruga birlesmesi ile ise bir triterpen olup ve diger

triterpenler ile steroidlerin ¢ikis maddesi olan skualen olusur. Benzer bir sekilde iki



28

adet GGPP bilesiginin kuyruk kuyruga birlesmesi ile ise tetraterpenler sentezlenir.
Politerpenler ise ikiden fazla GGPP biriminin kuyruk kuyruga birlesmesi ile
sentezlenir. Yukarida bahsedilen FPP ve GGPP bilesiklerinin yapist Sekil 2.19°da
gOsterilmistir [14, 18].

NS NS NS oPP A A A A oPp

(FPP) GGPP

Sekil 2.19. FPP ve GGPP bilesiklerinin a¢ik yapilari

2.2.3. Terpenlerin biyotransformasyonu

Terpenler ve terpenoidler pahali olmayan, kolayca temin edilebilen ve yenilenebilir
dogal maddelerdir. Ozellikle monoterpenler ve monoterpenoidler dogal aroma
kimyasallarinin iiretiminde kullanilabilecek ¢ok genis bir iiriin yelpazesine sahiptir
[20]. Buna ragmen s6z konusu bilesiklerin uguculugu, sudaki diisiik ¢ozlinirligi,
kendiliginden yiikseltgenebilmeleri ve hiicreler i¢in genellikle toksik olmalar1 sebebi

ile monoterpenlerin etkin bir sekilde kullanimini sinirlamaktadir [21].

Monoterpenlerin biyotransformasyonu, enantiyomerce saf hos tat ve kokulara sahip
bilesiklerin 1liman kosullar altinda elde edilmesine olanak sagladigi icin ilgi ¢eken
bir konudur. Biyotransformasyon prosesi ile elde edilen iiriinler dogal {iriin olarak
diistintilebilmektedir. Son zamanlarda dogal aroma kimyasallarinin biyoteknolojik
dretimi tiiketicilerin dogal ve saglikli iriinleri talep etmeleri nedeniyle ragbet
gormeye baslamistir. Sentetik tatlandiricilar yerine dogal tatlandiricilara gosterilen
ilgi arastirmalarin biyotatlandiricilar olarak adlandirilan {riinlerin mikrobiyal
iiretimine yogunlagmasina neden olmustur. Bu proseslerden sadece bazilari ticari
olarak kullanilmaktadir. Diinya {izerinde kullanilan tatlandirici ve esanslarin
neredeyse %80’1 halen kimyasal olarak iiretilmektedir. Buna ragmen Almanya’da
1990’lh1 yillarda tiim yiyecek tatlandiricilarinin @ %70°e  yakini dogal olarak
kullanilmistir [22].
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Literatiir calismalar1 terpenlerin  biyotransformasyonlarinin  enzimler, hiicre
ekstraktlari, canli bakteriler, mavi-yesil su yosunlari, mayalar, mikroalgler, kiifler
kullanilarak yapildigin1 gostermektedir. Serbest ve immobilize edilen enzimlerin her
ikisi de terpenlerin biyotransformasyonlarinda kullanilmaktadir. Amaca uygun
enzimlerin izolasyonu ve saflagtirilmast hem pahali hem de zor olabilmektedir. Canli
hiicreler ile biyokataliz izole enzimlere gore hem daha ucuz hem de daha basit
olabilir, fakat reaksiyon ortamina yan iriinler birakabilmektedir. Canli hiicrelerde
hiicre zarlar1 ve duvarlar1 enzimleri olumsuz faktorlere karsi korurlar ve hiicre i¢inde
kofaktorlerin belirli kosullar altinda yenilenebilmektedir. Canli hiicreler ile bir seri
reaksiyon gercgeklestirilebilir. Buna ragmen canli hiicreler ile biyotransformasyonun
kontrolii ve tekrarlanabilirligi, enzimatik prosese gore daha zordur ve yan
reaksiyonlar meydana gelebilir. Hiicreler serbest veya sabitlenmis halde
kullanilabilir.  Son  zamanlarda yapilmis olan terpenlerin  iiretimi  ve
biyotransformasyonlarina yonelik ¢alismalarin neredeyse iicte ikisinde bakteriler ve
mantarlar kullanilmistir. S6z konusu ¢alismalarin sadece %7’si immobilize enzimler

ile gerceklestirilmistir [15, 23].

2.2.4. Baz1 6nemli monoterpenoidler

Monoterpenler 6zellikle bitkiler tarafindan olusturulurlar. Bir yilda agaglardan
salinan terpen emisyonu 4,8x10* g olarak tahmin edilmektedir. Yapraklar kuru
kiitlelerinin %9’undan fazlasinda monoterpen igerirler ve kuruyup dokiilmeleri ile de
sediment ve topraklar icin organik madde kaynagi olurlar. Yash sediment
katmanlarinda monoterpenlerin olmamasinin nedeni, atmosfere diftizyon olmalaridir.
Monoterpen hidrokarbonlarinin sudaki ¢6ziiniirliigii 20-50 uM’dir. Monoterpenler
hiicreler i¢in toksiktir ve otoburlara karst savunma i¢in kullanildiklarina

inanilmaktadir [24].

Monoterpenler 6zellikle sahsi bakim iirlinlerinde ve evlerde kullanilan genel temizlik
malzemelerinde esans maddesi olarak, zararli boceklerle dogal miicadelede, absisik
asit ve A vitamini gibi baz1 6nemli kimyasallarin sentezinde ¢ikis maddesi olarak,
cesitli gidalarda ve alkollii-alkolsiiz i¢eceklerin iiretiminde katki maddeleri olarak

kullanilmaktadir [25]. Ayrica monoterpenler endiistride ozon tabakasina zararl
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kloroflorokarbon gazlar1 yerine kullanilmaktadir. Elektronik cihazlar ve kablolarin
temizligi, metallerin yaglardan aritilmasi ve ugak malzemelerinin temizlenmesi gibi
klorlanmis solventlerin  kullanildigr alanlarda bu temizleyicilerin  yerine

monoterpenler kullanilabilir [15].

Tezin bu kisminda bazi Aspergillus tirleri ile biyotransformasyonlari
gergeklestirilecek olan (-)-mirtenol, (-)-nopol, (-)-verbenon, a-iyonon ve B-iyonon

monoterpenoidleri hakkinda bilgi verilmistir.

2.2.4.1. (-)-Mirtenol

(-)-Mirtenol giinliik temizlik maddelerinde, deterjanlarda, ¢esitli esans maddelerinde
sampuanlar ve sabunlar gibi sahsi bakim iirlinlerinde kullanilan dogal bir iirlindiir.

Diinya iizerinde kullanim1 0,1 tona yaklasmaktadir [26].

Bitkilerde siklik veya asiklik oksijenlenmis monoterpenlerin biyosentez yolu
stokrom P450 hidroksilaz ve epoksidaz enzimi ile baglatilir [27]. Cileklerin yaydigi
kokular tizerine yapilan son arastirmalara gore Sekil 2.20°de gosterilen stokrom P450
enzimi o-pineni C-10 pozisyonundan mirtenol olusturacak sekilde allilik

hidroksilasyona ugratir [28].

OH

Stokrom 450

NADPH + O,
a-Pinen Mirtenol

Sekil 2.20. Mirtenol’tin biyosentezi

(-)-Mirtenol bazi fungal biyotransformasyonlara maruz birakilmistir. Hanson ve
Farooq tarafindan Cephalosporium aphidicola ile gerceklestirilen
biyotransfmormasyon ¢alismasinda (-)-mirtenol’iin mikrobiyal hidroksilasyonu
sonucu (-)-4p-10-dihidroksipin-2-en bilesigini elde etmislerdir [29]. Noma ve

Asakawa ise  Aspergillus  niger  kullanarak  yaptiklart  (-)-mirtenol
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biyotransformasyonunda tek tiriin olarak (-)-1-p-menten-7,8-diol elde etmislerdir

[30]. Bu ¢aligmalar Tablo 2.2°de 6zetlenmistir.

Tablo 2.2. (-)-Mirtenol’iin literatiirdeki fungal biyotransformasyonlari

Baslangic Maddesi Mikroorganizma Uriinler Referans
(-)-Mirtenol C. aphidicola (-)-4B-10-Dihidroksipin-2-en [29]
(-)-Mirtenol A. niger (-)-1-p-Menten-7,8-diol [30]

2.2.4.2. (-)-Nopol

(-)-Nopol ¢esitli pestisidlerin sentezinde ¢ikis maddesi olarak, sahsi bakim
malzemeleri ve genel temizlik maddelerinde ise esans maddesi olarak kullanilan
sentetik bir bisiklik primer alkoldiir [31]. (-)-Nopol Sekil 2.21°de gosterildigi gibi
genelde B-pinen ve p-formaldehitin bir katalizor varliginda 150-230 °C arasi
sicakliklarda 1sitilmasi ile elde edilir [32].

OH
HCHO

B-Pinen Nopol

Sekil 2.21. Nopol’iin sentezi

(-)-Nopol iizerinde baz1 fungal biyotransformasyonlar gergeklestirilmistir. Miyazawa
ve arkadaslar1 (-)-nopol’iin Glomerella cingulata ile yaptiklari biyotransformasyon
calismasinda (-)-4-hidroksinopol, 4-okzonopol ve 5-hidroksinopol olmak {izere ii¢
tiriin elde etmislerdir [33]. Hanson ve Farooq tarafindan C. aphidicola kullanilarak
yapilan biyotransformasyon ¢aligmasinda (-)-nopol’lin inkiibasyonu sonucunda (-)-
4B-metoksinopol ve (-)-4B-hidroksinopol iirtinlerini elde etmislerdir [29]. Noma ve
Asakawa ise A. niger ile (-)-nopol biyotransformasyonundan tek {iriin olarak (-)-7-
hidroksimetil-1-p-menten-8-ol elde etmislerdir [30]. (-)-Nopol ile gergeklestirilen
literatiirdeki fungal biyotransformasyonlar Tablo 2.3’de gosterilmistir.



32

Tablo 2.3. (-)-Nopol’iin literatiirdeki fungal biyotransformasyonlari

Baslangic Maddesi Mikroorganizma Uriinler Referans
(-)-4-Hidroksinopol
(-)-Nopol G. cingulata 4-Okzonopol [33]
5-Hidroksinopol
4B-Metoksinopol [29]
(-)-4B-Hidroksinopol

(-)-Nopol A. niger (-)-7-Hidroksimetil-1-p-menten-8-ol [30]

(-)-Nopol C. aphidicola

2.2.4.3. (-)-Verbenon

Dogal bir monoterpenoid bisiklik keton olan verbenon Rosmarinus officinalis,
Verbena triphylla ve Eucalyptus globulus bitkilerine ait ugucu yaglarin 6nemli bir
bilesenidir [34]. (-)-Verbenon bitki ¢ayi, baharat ve parfiim olarak kullanilan bir
dogal trindiir [35, 36]. (-)-Verbenon cam agaclarina 6nemli zararlar veren bir
hasereye karsi dogal miicadele i¢in de kullanilmaktadir [37, 38]. (-)-Verbenon ayrica
siklobutil GABA analoglarinin, siklobutan karboksilik niikleosit ve oligopeptidlerin
sentezinde baslangic maddesi olarak kullanilmaktadir [39, 40]. Verbenon Scolytis
tiirleri tarafindan iiretilen, a-pinen’in olusumu ve takiben verbenoliin oksidasyonu ile
tiiredigi distiniilen multifonksiyonel bir feremondur. a-pinen Sekil 2.22°deki gibi
allilik pozisyonundan cis ve trans verbenol olusturacak sekilde okside edilir.
Verbenol’iin oksidasyonu ile de verbenon olusur [41]. Literatiirde (-)-verbenon igin

herhangi bir fungal biyotransformasyon bildirilmemistir.

OH 0]
a-Pinen trans-Verbenol Verbenon

Sekil 2.22. Verbenon’un biyosentezi
2.2.4.4. a- Tyonon

Iyononlar ve tiirevleri dogadaki énemli yaygin bilesiklerdendir. Bu bilesikler birgok
ucucu yagin temel bilesenleridir ve muhtemelen c¢esitli karotenoidlerin kompleks
enzimatik proseslerinden olustuklan diistiniilmektedir [42, 43]. Bir¢ok bitkinin ¢igek,

kok, govde ve meyveleri gesitli iyononlar ve dihidroiyononlar igerirler. En 6nemli



33

iyononlar a- ve B- iyononlardir [44]. Bu gibi trimetilsiklohegzan halkali bilesikler,
birgok bitkisel kokenli yagin temel aroma maddeleri olmalart sebebi ile gida ve
parfiimeri endistrilerinin dikkatini ¢ekmektedir [45]. Ayrica a- ve B-iyononlar

biyolojik agidan 6nemli bir¢ok bilesigin ¢ikis maddeleridir [46].

a-Iyonon ve bir diger 6nemli iyonon bilesigi olan B-iyonon halkalari, ilk halkalasma
tepkimesinde sonra olusan karbonyum iyonunu kararli kilacak sekilde farkl
protonlarin kaybedilmesiyle olusur. Asiklik 6nciide bulunan C-2’ye proton atagi ile
halkalagma baglar ve olusan karbonyum ara {iriinii proton kaybederek noétralize olur.
Karbonyumdan Sekil 2.23’de gosterildigi gibi C-4’ten hidrojen ayrilmasi ile a-

iyonon olusurken C-6’dan hidrojen ayrilmasi ile B-iyonon olusur [47].

. . o
5

o-Iyonon

Sekil 2.23. a- ve B-Iyonon bilesiklerinin biyosentezi

a-Iyonon iizerinde birgok fungal inkiibasyonlar gerceklestirilmistir. Krasnobajew bir
calismasinda  a-iyononun  Botryodiplodia  theobromae IFO 6469 ile
biyotransformasyonu sonucunda hanimeli ¢igegi aromasi veren birtakim bilesiklerin
karigimimi elde etmistir [48]. Krasnobajew ve Rytcoonen’in bir diger ¢alismasinda
Lasiodiplodia theobromae IFO 6499 ise a-iyononu da etkin bir sekilde ana tirtinler

olarak 3-hidroksi ve 3-0kzo-a-iyonon gibi bilesiklerine doniistiirmiistiir [49].

Yamazaki ve arkadaslar1 A. niger JTS 191 ile a-iyonon ve diger bazi bilesiklerin
biyotransformasyonlarini gergeklestirmislerdir. Bu ¢alismadan ana iiriin olarak cis-
ve trans-3-hidroksi-a-iyononlar ile 3-okzo-a-iyononlar elde edilmistir [42]. Noma ve
arkadaslari, birisi A. niger JTS 191 olmak iizere 10 farkli Aspergillus tiirii ile o-

iyononun biyotransformasyonlarini ¢caligmiglardir. A. niger JTS 191 ile elde edilen
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sonuglar hemen hemen Yamazaki ve arkadaslarmmin sonuglariyla benzerlik
gostermistir [48]. Hartman ve arkadaslar1 A. niger ATCC 16888 ve Cunninghamella
blakesleeana kiifleri ile a-iyononu inkiibe etmislerdir. A. niger ile a-iyononun
biyotransformasyonundan 3-okzo-a-iyonon elde edilirken C. blakesleeana ile ise 3-
okzo-a-iyonol, 3-hidroksi-a-iyonon ve 3-hidroksi-a-iyonol bilesikleri elde edilmistir
[50]. Pinheiro ve arkadaslari ise Trichosporum cutaneum CCT 1903 ile a-iyonondan
a-homo-siklogeraniol elde etmislerdir [51]. a-Iyonon’un literatiirdeki bazi fungal

biyotransformasyonlar1 Tablo 2.4’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.4. o-Iyonon’un literatiirdeki baz1 fungal biyotransformasyonlart

Baslangic Maddesi Mikroorganizma Uriinler Referans

a-fyonon L. theobromae g:g;(dzr(;)_lfxs_li;xo-:])éc:]non [49]
cis-3-Hidroksi-a-iyonon

a-fyonon A. niger trans-3-Hidroksi-a-iyonon [42]
3-Okzo-a-iyonon

a-fyonon A. niger 3-0Okzo-o-iyonon [50]
3-Okzo-a-iyonol

a-Iyonon C. blakesleeana 3-Hidroksi-a-iyonon [50]
3-Hidroksi-a-iyonol

a-fyonon T. cutaneum a-Homo-siklogeraniol [51]

2.2.4.5. p-iyonon

B-Iyonon bilesigi makyaj malzemeleri, parfiimler, sampuanlar ve banyo sabunlart
gibi sahsi bakim malzemeleri ve ev temizlik iiriinlerinde kullanilan bir bilesiktir. -
Iyonon parfiim endiistrisinde siklikla kullanilan giill yaginin ana aroma
bilesiklerindendir [52].

B-Iyonon bilesiginin literatiire gegen bircok fungal inkiibasyonu bildirilmistir.
Mikami ve arkadaglari B-iyononun A. niger JTS 191 ile biyotransformasyonundan
(S)-2-hidroksi-p-iyonon ve (R)-4-hidroksi-p-iyonon olmak tiizere iki ana iiriin elde
etmiglerdir [53]. Bir diger ¢alismada Mikami ve arkadaslari ¢ok sayida kiif ve
mayanin B-iyononu diger aroma bilesiklerine doniistiirme yeteneklerini,
biyotransformasyonlar yolu ile test etmislerdir. B-iyonon ozellikle Aspergillus,
Phialophora, Rhizopus tiirleri ile basarili bir sekilde diger aroma bilesiklerine
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dontgtiiriilmiistir. Bunlarin  iginden p-iyonondan yeni aromatik metabolitler

tiretimine en uygun sus A. niger JTS 191 olarak belirlenmistir [54].

Krasnobajew ve Helmlinger B-iyononun Lasiodiplodia theobromae ATCC 28570 ile
biyotransformasyonu sonucu olusan bazi metabolitler elde etmislerdir ve bu
metabolitler daha sonra aromali sigara iiretiminde kullanilmistir [49]. Larroche ve
arkadaglar1 B-iyononun A. niger IFO 8541 ile biyotransformasyonu sonucunda ana
tiriin olarak 4-hidroksi-B-iyonon verirken yan triinler olarak da 2-hidroksi-f-iyonon,

4-hidroksi-B-iyonon ve 2-0kzo-B-iyonon bilesiklerini vermistir [55].

Hartman ve arkadaslar1 A. niger ATCC 16888 ve Cunninghamella blakesleeana
kiifleri ile B-iyononu inkiibe etmislerdir. A. niger ile 4-hidroksi-p-iyonon ve 4-okzo-
B-iyonon bilesikleri elde edilmistir. C. blakesleeana ise 4-okzo-B-iyonol ile 4-okzo-
7,8-dihidro-p-iyonon bilesikleri elde edilmistir [50]. Pinheiro ve arkadaslari
Trichosporum cutaneum CCT 1903 ile B-iyonon’dan 4-okzo-7,8-dihidro-p-iyonon
elde etmislerdir [51]. Tablo 2.5’de P-iyonon’a ait literatiirdeki bazi fungal

biyotransformasyonlar1 gosterilmistir.

Tablo 2.5. B-Iyonon’un literatiirdeki baz1 fungal biyotransformasyonlari

Baslangic Maddesi Mikroorganizma Uriinler Referans
F . (S)-2-Hidroksi-B-iyonon
B-Iyonon A. niger (R)-4-Hidroksi-B-iyonon [>]
4-Hidroksi-B-iyonon
] . 2-Hidroksi-B-iyonon
B-Iyonon A. niger 4-Hidroksi-B-iyonon ==l
2-Okzo-B-iyonon
- . 4-Hidroksi-B-iyonon
B -Iyonon A. niger 4-Okzo-B-iyonon =0l
F 4-Okzo-p-iyonol
B-Iyonon C. blakesleeana | 4 5,767 8 dihidro-B-iyonon [50]
B-Iyonon T. cutaneum 4-Okzo-7,8-dihidro-B-iyonon [51]

2.3. Cahismanin Amaci

Bu c¢alismanin amaci1 Aspergillus terreus, Aspergillus tamarii ve Aspergillus
fumigatus kiifleri ile (-)-mirtenol, (-)-nopol, (-)-verbenon, (+)-a-iyonon ve B-iyonon

monoterpenoidlerinin biyotransformasyonlarinin incelenmesidir.



BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Biyotransformasyon c¢alismalarinda kullanilan besiyeri ve cam malzemelerin
sterilizasyonu Niive OT 020 marka otoklav ile gergeklestirildi. Kiiflerin gelistirilmesi
ve biyotransformasyon g¢alismalar1 i¢in Gerhardt THO 500 Laboshake Calkalamali
Inkiibatér kullamldi. Infrared spektrumlar;, Shimadzu IR Prestige-21 spektrometre
cihazi ile alindi. Optik rotasyon Slgiimleri WXG-4 polarimetre cihazi ile alindi. *H-
NMR spektrumlar tetrametilsilan standart i¢ sinyal olarak kullanilarak, 300 MHz’de
doterokloroform igerisinde ve Varian Mercury 300 NMR spektrometresi kullanilarak
alindi. ®*C-NMR ve *C DEPT NMR spektrumlari, aym cihaz kullamlarak 75
MHz’de déterokloroform igerisinde alindi. Kolon kromatografisi igin Merck kalite
(107734) silika jel 60 (230-400 mesh) kullanildi. Biyotransformasyon deneyinin
sonucu ve kolon kromatografisi calismalar1 ince tabaka kromatografisi (ITK) ile
izlendi. ITK 0,25 mm kalinliginda silika jel tabakalar: (Merck silika jel GF254) ve
etil asetat-hekzan (1:1) ¢6zgen sistemi kullanilarak yapildi. Bilesikler p-anisaldehit-
H,SO, reaktifine daldirildiktan sonra 120 °C’de ii¢ dakika isitilarak goriiniir hale
getirildi.

Mikrobiyal biyotransformasyon g¢alismalarinda kullanilan Aspergillus tamarii MRC
72400, Aspergillus terreus MRC 200365 ve Aspergillus fumigatus MRC 200358
kiiltiirleri TUBITAK MAM Kurumu’ndan yatik agar kiiltiirii seklinde birer adet stok
kiiltiir olarak temin edildi.

Calismada biyotransformasyonlar1 gergeklestirilen (-)-nopol, (-)-mirtenol, (-)-
verbenon, (£)a-iyonon ve B-iyonon bilesikleri Sigma-Aldrich Sirketi ve Kocaeli

Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Béliimiinden tedarik edildi.
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3.2. Deneysel Calismalar

3.2.1. Taze yatik agar Kiiltiirlerin hazirlanmasi

PDA (potato dekstroz agar) (5,85 g) ve agar (1,20 g) karisimi saf su ile 150 mL’ye
tamamlandiktan sonra kaynatilarak besiyeri hazirlandi. Hazirlanan besiyeri
sogumadan 15 adet 22 mL’lik Universal marka patolojik cam siselerin yarilarina
kadar ilave edilerek otoklav igerisinde 121 °C’de 20 dakika sterilize edildi.
Sterilizasyondan sonra siseler igerisinde 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 aktarilmis ve oda sicakliginda 15 giin siiresince ¢ogalmaya birakildi. Bu
sekilde hazirlanan yeni yatik agar kiiltiirlerinin 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 yatik agar kiiltiiriindeki

kiifler biyotransformasyon c¢aligsmalarinda kullanildu.

3.2.2. Biyotransformasyon ¢alismalarina 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 kiif olusabilmesi i¢in
3 giin boyunca 30 °C’de calkalamal1 inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Kiif igeren
erlenin muhtevasindan diger erlenlere steril sartlar altinda yaklagitk 1 mL
nakledildikten sonra bu erlenler de yeterli miktarda kiif olugabilmesi ic¢in 3 giin

stiresince 30 °C’de inkiibasyona birakildu.
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3.2.3. Biyotransformasyonu gerceklestirilecek substratin ilave edilmesi

Biyotransformasyonu gergeklestirilecek her bir monoterpenoid (500 mg) etanol (10
mL) igerisinde ¢oziilerek yeterli miktarda kiif igeren erlenlere esit hacimlerde, steril
kosullar altinda ilave edildikten sonra, 30 °C’de calkalamali inkiibatérde 7 giin

boyunca inkiibasyona birakildi.

3.2.4. Bilesiklerin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi

Inkiibasyon tamamlandiktan sonra besiyeri bir Buchner hunisi yardimiyla filtrasyon
islemine tabi tutularak kiif kiiltiirline ait misellerden siiziilerek 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 siilfat ilave edilerek ortamda bulunabilecek su
uzaklastirildi. Etil asetat evaporatdrde uzaklastirildiktan sonra yagimsi bir madde
elde edildi. Her bir biyotransformasyon c¢alismasi igin baslangic maddesi ve elde
edilen yagims1 maddeyi karsilastiracak sekilde bir ITK ¢alismas1 gergeklestirildi.
Yagimsi madde daha sonra silika jel 60 iizerinde kolon kromatografisine tabi tutuldu.
Kolonda kromotografi ¢alismalarinda ¢6zgen sistemi olarak hekzan igerisinde artan
oranlarda etil asetat kullanildi. Baslangic maddeleri %30’luk ¢6zgen sistemi ile

metabolitler ise %50’lik ¢6zgen sistemi kullanilarak kolondan ayrildi.

3.2.5. Bilesiklerin tanmimlanmasi

Bilesiklerin tanimlanmalar1 baslangic maddeleri ile elde edilen her bir maddenin
NMR ve FTIR spektrumlar1 karsilastirilarak gergeklestirildi. Metabolitlerin tam
stereokimyalarinin tayini i¢in bir polarimetre ile optik rotasyon dl¢tiimleri
gerceklestirildi.

3.2.6. Biyotransformasyon calismalarinin kontrolii

Herbir biyotransformasyon deneyi ii¢ ayr1 kontrol erleni ile takip edildi. ilk kontrol

erleninde sadece besiyeri ikinci kontrol erleninde besiyeri ve substratlardan birisi
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ticiincii kontrol erleninde ise besiyeri ve mikroorganizma kullanildi. Her bir kontrol
erleni i¢in asil biyotransformasyon g¢alismalarindaki biitiin islemler aynen uygulandi.
Bu erlenlerden elde edilen kalintilardan ITK alinarak asil deneylerden elde edilen
metabolitlerin ger¢ek biyotransformasyon firiinleri olup olmadig: belirlendi. Ayrica
tiim erlenlerde inkiibasyon siiresince renk ve koku degisimi olup olmadigi kontrol
edildi. Kontrol erlenlerinde asil biyotransformasyon deneylerinden farkli higbir

sonug veya degisim gozlenmedi.

3.3. Aspergillus tamarii Kiifii ile Monoterpenoidlerin Biyotransformasyonlari

Aspergillus tamarii besiyerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan kimyasal maddelerin

listesi ve bir litre ¢ozelti iginde bulunan miktarlart Tablo 3.1°de verilmistir [56].

Tablo 3.1. Aspergillus tamarii kiifiine ait besiyeri ¢ozeltisinin bilesenleri

Bilesenler Miktar
Glukoz 50,09
NaNO; 209
KH,PO, 109
KCI 0549
MgS0,.7H,0 0549
FeSO,.7H,0 0,01g

3.3.1. (-)-Mirtenol’iin (1) Aspergillus tamarii ile biyotransformasyonu

Sekil 3.1’de acik yapisi gosterilen (-)-mirtenol (1) (500 mg) etanol (10 mL)
icerisinde coziinerek yeterli miktarda kiif iceren erlenlere esit hacimlerde, steril

kosullar altinda ilave edildikten sonra 30 °C’de ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona

birakildi.

OH

@)

Sekil 3.1. (-)-Mirtenol’iin (1) a1k yapist
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Biyotransformasyon islemleri gergeklestirildikten sonra baslangi¢ maddesi ve elde
edilen yagims1 maddeyi karsilastiracak sekilde bir ITK calismasi gelistirildiginde
birisi baslangi¢c maddesi ile ayn1 polariteye sahip digeri ise daha polar olmak tizere

iki bilesik gozlendi. Gozlenen bilesikler kolon kromotografisi ile ayrildi.

3.3.2. (-)-Nopol’iin (2) Aspergillus tamarii ile biyotransformasyonu

Sekil 3.2°de acgik yapisi gosterilen (-)-nopol (2) (500 mg) etanol (10 mL) igerisinde
coziinerek yeterli miktarda kiif igeren erlenlere esit hacimlerde, steril kosullar altinda

ilave edildikten sonra 30 °C’de calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

CH,OH

@)

Sekil 3.2. (-)-Nopol’iin (2) agik yapisi

Biyotransformasyon sonrasinda baslangi¢ maddesi ve elde edilen yagimsi maddeyi
karsilastiracak sekilde bir ITK calismasi gelistirildiginde birisi baslangi¢ maddesi ile
ayni polariteye sahip digeri ise daha polar olmak iizere iki bilesik gozlendi. So6z

konusu bilesikler kolon kromotografisi ile ayrildi.

3.3.3. (-)-Verbenon’un (3) Aspergillus tamarii ile biyotransformasyonu

Sekil 3.3’de agik yapist gosterilen (-)-verbenon (3) (500 mg) etanol (10 mL)
icerisinde coziinerek yeterli miktarda kiif iceren erlenlere esit hacimlerde, steril
kosullar altinda ilave edildikten sonra, 30 ©°C’de ¢alkalamali inkiibatorde

inkiibasyona birakildu.

0
©)

Sekil 3.3. (-)-Verbenon’un (3) agik yapist
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Biyotransformasyon sonrasinda baslangi¢c maddesi ve elde edilen yagimsi maddeyi
karsilastiracak sekilde bir ITK galismasi gelistirildiginde, birisi baslangi¢ maddesi ile
ayni polariteye sahip digeri ise daha polar olmak iizere iki bilesik gozlendi. S6z

konusu bilesikler kolon kromotografisi ile ayrildi.
3.3.4. ()-a-Tyonon’un (4) Aspergillus tamarii ile biyotransformasyonu

Sekil 3.4’de acik yapist gosterilen (%)-a-iyonon (4) (500 mg) etanol (10 mL)
icerisinde ¢oziinerek yeterli miktarda kiif iceren erlenlere esit hacimlerde steril
kosullar altinda ilave edildikten sonra, 30 ©°C’de ¢alkalamali inkiibatorde

inkiibasyona birakildu.

iy
-

Sekil 3.4. (£)-a-Iyonon’un (4) agik yapisi

Biyotransformasyon islemleri gergeklestirildikten sonra baslangic maddesi ve elde
edilen yagims: maddeyi karsilastiracak sekilde bir ITK c¢alismas1 gelistirildiginde,
birisi baglangi¢c maddesi ile ayn1 polariteye sahip digeri ise daha polar olmak iizere

iki bilesik gozlendi. S6z konusu bilesikler kolon kromotografisi ile ayrildi.
3.3.5. -iyonon’un (5) Aspergillus tamarii ile biyotransformasyonu
Sekil 3.5’de agik yapis1 gosterilen B-iyonon (5) (500 mg) etanol (10 mL) igerisinde

coziinerek yeterli miktarda kiif iceren erlenlere esit hacimlerde steril kosullar altinda

ilave edildikten sonra, 30 °C’de ¢alkalamali inkiibatorde inkiibe edildi.

Sekil 3.5. B-lyonon’un (5) agik yapisi
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Biyotransformasyon islemleri gergeklestirildikten sonra baslangic maddesi ve elde
edilen yagims1 maddeyi karsilastiracak sekilde bir ITK calismasi gelistirildiginde,
birisi baglangi¢ maddesi ile ayn1 polariteye sahip digeri ise daha polar olmak iizere

iki bilesik gozlendi. S6z konusu bilesikler kolon kromotografisi ile ayrildi.

3.4. Aspergillus terreus Kiifii ile Monoterpenoidlerin Biyotransformasyonlari

Aspergillus terreus besiyerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan kimyasal maddelerin

listesi ve bir litre ¢ozelti iginde bulunan miktarlart Tablo 3.2°de verilmistir [57].

Tablo 3.2. Aspergillus terreus kiifiine ait besiyeri ¢ozeltisinin bilesenleri

Bilesenler Miktar
Glukoz 30,09
NaNO; 209
KH,PO, 109
KCI 0549
MgSO, 05¢g

3.4.1. (-)-Mirtenol’iin (1) Aspergillus terreus ile biyotransformasyonu

Biyotransformasyon islemleri gerceklestirildikten sonra baslangic maddesi ve elde
edilen yagims1 maddeyi karsilastiracak  sekilde bir ITK  calismasi
gergeklestirildiginde, baslangi¢ maddesi ile ayn1 ve ondan daha polar olmak tizere iki

bilesik gozlendi. S6z konusu bilesikler kolon kromotografisi ile ayrildi.

3.4.2. (-)-Nopol’iin (2) Aspergillus terreus ile biyotransformasyonu

Biyotransformasyon islemleri gergeklestirildikten sonra baslangic maddesi ve elde
edilen yagimsi maddeyi karsilastiracak sekilde bir ITK calismasi gelistirildi ve
baslangi¢c maddesi ile ayni ve ondan daha polar olmak tizere iki bilesik gozlendi. S6z

konusu bilesikler kolon kromotografisi ile ayrildi.
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3.4.3. (-)-Verbenon’nun (3) Aspergillus terreus ile biyotransformasyonu

Biyotransformasyon islemleri gergeklestirildikten sonra baslangic maddesi ve elde
edilen yagims1 maddeyi karsilastiracak sekilde bir ITK calismas1 gelistirildikten
sonra, baslangic maddesi ile ayn1 ve ondan daha polar olmak iizere iki bilesik

go6zlendi. S6z konusu bilesikler kolon kromotografisi ile ayrildi.

3.4.4. (x)-a-Iyonon’un (4) Aspergillus terreus ile biyotransformasyonu

Biyotransformasyon islemleri gergeklestirildikten sonra baslangi¢ maddesi ve elde
edilen yagims1 maddeyi karsilastiracak sekilde bir ITK calismasi gelistirildiginde,
baglangic maddesi ile ayni polariteye sahip bir bilesik ile ondan daha polar ama
birbirleri ile ayn1 polariteye sahip iki ayr1 bilesik olmak iizere ii¢ bilesik gdzlendi.

S6z konusu bilesikler kolon kromotografisi ile ayrildi.

3.4.5. B-iyonon’un (5) Aspergillus terreus ile biyotransformasyonu

Biyotransformasyon islemleri gergeklestirildikten sonra baslangi¢ maddesi ve elde
edilen yagimsi maddeyi karsilastiracak  sekilde bir ITK  calismasi
gerceklestirildiginde, baslangi¢ maddesi ile ayn1 ve ondan daha polar olmak iizere iki

bilesik gozlendi. S6z konusu bilesikler kolon kromotografisi ile ayrildi.

3.5. Aspergillus fumigatus Kiifii ile Monoterpenoidlerin Biyotransformasyonlari

Aspergillus fumigatus besiyerinin hazirlanmasi igin kullanilan kimyasal maddelerin

listesi ve bir litre ¢ozelti iginde bulunan miktarlar1 Tablo 3.3’de verilmistir [58].

Tablo 3.3. Aspergillus fumigatus kiifiine ait besiyeri ¢6zeltisinin bilesenleri

Bilesenler Miktar
Sukroz 30,09
NaNO; 3040
KH,PO, 109
KCI 0549
MgSQO,.7H,0 0549
FeSO, 0,01g
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3.5.1. (-)-Mirtenol’iin (1) Aspergillus fumigatus ile biyotransformasyonu

Biyotransformasyon islemleri gergeklestirildikten sonra baslangic maddesi ve elde
edilen yagims1 maddeyi karsilastiracak sekilde bir ITK c¢alismas1 gelistirildiginde,
baslangi¢ maddesi ile ayni1 polariteye sahip bir bilesik gozlendi. Gozlenen bilesik

kolon kromotografisi ile ayrildi.

3.5.2. (-)-Nopol’iin (2) Aspergillus fumigatus ile biyotransformasyonu

Biyotransformasyon islemleri gergeklestirildikten sonra baslangi¢ maddesi ve elde
edilen yagims1 maddeyi karsilastiracak sekilde bir ITK calismasi gelistirildiginde,
baslangic maddesi ile ayni polariteye sahip bir spot gozlendi. S6z konusu bilesik
kolon kromotografisi ile ayrildi.

3.5.3. (-)-Verbenon’nun (3) Aspergillus fumigatus ile biyotransformasyonu

Biyotransformasyon islemleri gergeklestirildikten sonra baslangi¢ maddesi ve elde
edilen yagims1 maddeyi karsilastiracak sekilde bir ITK ¢alismasi gelistirildiginde,
baslangic maddesi ile ayni polariteye sahip bir bilesik gozlendi. Bilesik kolon
kromotografisi ile ayrildi.

3.5.4. (+)-a-Tyonon’un (4) Aspergillus fumigatus ile biyotransformasyonu
Biyotransformasyon islemleri gergeklestirildikten sonra baslangi¢ maddesi ve elde
edilen yagims1 maddeyi karsilastiracak sekilde bir ITK calismas1 gelistirildiginde
baslangi¢ maddesi ile ayni polariteye sahip bir spot gozlendi. S6z konusu bilesik
kolon kromotografisi ile ayrildi.

3.5.5. p-iyonon’un (5) Aspergillus fumigatus ile biyotransformasyonu

Biyotransformasyon islemleri gerceklestirildikten sonra baslangi¢ maddesi ve elde

edilen yagims1 maddeyi karsilastiracak sekilde bir ITK calismasi gelistirildiginde
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baslangi¢ maddesi ile ayni1 polariteye sahip bir bilesik gozlendi. Gozlenen bilesik
kolon kromotografisi ile ayrildi.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

Biyotransformasyonlardan elde edilen metabolitlerin yapi1 tayinleri Boliim 3’de
anlatildig1 gibi bu bilesiklerin optik rotasyonlarinin dl¢iilmesi, *H NMR, *C NMR,
3C DEPT NMR ve FTIR spektrumlarinin almmast ve bu spektrumlarin baslangig
maddelerine ait *H NMR, *C NMR ve FTIR spektrumlari ile karsilastirilmasi
neticesinde gerceklestirildi. Baglangic maddeleri ve elde edilen bilesiklerdeki pinan,

mentan ve iyonon halkalarinin karbon iskeletlerinin numaralandirilmasi Sekil 4.1.’de

gosterilmistir.
19 7 1 12
1 1 7
) % . o N ziiyg\
7 ‘ 4 5 3 3 s
5 4 4 13
8
9 10
Pinan Mentan Iyonon

Sekil 4.1. Pinan, mentan ve iyonon halkalarinin Karbon iskeletlerinin numaralandirilmasi
4.1. Aspergillus tamarii Kiifii ile Biyotransformasyonlar
4.1.1. (-)-Mirtenol’iin (1) Aspergillus tamarii kiifii ile biyotransformasyonu

Sekil 4.2°de gosterilen (-)-mirtenol (1) bilesiginin A. tamarii kiifii ile 30 °C *de 7 giin
stiren inkiibasyonu neticesinde degismeyen baslangic maddesi (280 mg) ve (-)-1-p-
menten-7,8-diol (6) (56 mg, %10) elde edildi. Elde edilen baslangi¢ maddesinin
yapist *H ve *C NMR spektrumlarinin (-)-mirtenol (1) bilesiginin *H ve **C NMR
spektrumlarinin karsilagtirilmasiyla anlasildi. (-)-Mirtenol (1) ve (-)-1-p-menten-7,8-
diol (6) bilesiklerine ait NMR ve FTIR spektrumlart ise Sekil Al1-A7°de

gosterilmistir.
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(-)-1-p-menten-7,8-diol (6);

Yagims1 madde

[0]5: -30.0°, ¢ 0.1, CHCly, (Lit. [59], [a] : -22,4°, ¢ 0.2, CHCI,)

IR: 3240, 1665 cm™

'H NMR (300 MHz, CDCls): 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).

3C NMR (75 MHz, CDCls) & 137,20; 122,63; 73,07; 67,06; 44,94; 27,23; 26,50;
26,50; 26,19; 23,52.

OH OH

A. tamarii
_—
30°C, 7 giin

OH
@) (6)

Sekil 4.2. (-)-Mirtenol’tin (1) A.tamarii kiifii ile inkiibasyonu
4.1.2. (-)-Nopol’iin (2) Aspergillus tamarii kiifii ile biyotransformasyonu

Sekil 4.3°de gosterilen (-)-nopol (2) bilesiginin A. tamarii kiifii ile 30 °C ’de 7 giin
stiren inkiibasyonu neticesinde degismeyen baslangi¢ maddesi (50 mg) ve (-)-7-
hidroksimetil-1-p-menten-8-ol (7) (82 mg, %14,8) elde edildi. Elde edilen baslangig
maddesinin yapis1 *H ve *C NMR spektrumlarinin, (-)-nopol (2) bilesiginin *H ve
3C NMR spektrumlari ile karsilastirilmasiyla anlasildi.  (-)- Nopol (2) ve (-)-7-
hidroksimetil-1-p-menten-8-ol (7) bilesiklerine ait NMR spektrumlari ise Sekil A8-
Al4’de gosterilmistir.

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

Yagims1 madde

[0]5: -28,0°, ¢ 0,1, CHCls

IR: 3386, 1670 cm™

'H NMR (300 MHz, CDCl5): 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).
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3¢ NMR (75 MHz, CDCls) § 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. tamarii
o
30°C, 7 giin

OH
(2) (7)

Sekil 4.3. (-)-Nopol’iin (2) A. tamarii kiift ile inkiibasyonu
4.1.3. (-)-Verbenon’un (3) Aspergillus tamarii kiifii ile biyotransformasyonu

Sekil 4.4’de (-)-verbenon (3) bilesiginin A. tamarii kiifii ile 30 °C ’de 7 giin siiren
inkiibasyonu neticesinde degismeyen baslangic maddesi (90 mg) ve (-)-10-
hidroksiverbenon (8) (56 mg, %10,1) elde edildi. Elde edilen baslangi¢ maddesinin
yapist “H ve **C NMR spektrumlarinin, (-)-verbenon (3) bilesiginin *H ve **C NMR
spektrumlart ile Kkarsilastirilmasiyla anlasildi. (-)-Verbenon (3) ve (-)-10-
hidroksiverbenon (8) bilesiklerine ait NMR spektrumlart ise Sekil A15-A21°de

gosterilmistir.

(-)-10- Hidroksiverbenon (8);

Yagimsi1 madde

[0]5 -248,0, ¢ 0,1, CHCI; (Lit. [60], [o]5 : -269°, ¢ 0,7, CHCI5)

IR: 3430, 1671 cm™

IH NMR (300 MHz, CDCl): 1,00 s, 3H (H-8): 1,50 s, 3H (H-9); 2,10 bs, 1 H (6a-
H): 2,40 t, 1 H, J (1,6) = 5,3 (H-1); 2,67 m, 1 H (H-5); 2,82 m, 1 H (6B-H); 4,22 m, 2
H (CH,OH); 5,97 bs, 1 H (H-3).

13C NMR (75 MHz, CDCls) & 203,90; 171,56; 117,87; 64,04; 58,28; 54,30; 45,15;
41,00; 26,45: 22,10.
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CH,OH
A. tamarii
30
0 - 18U 0
3) ®

Sekil 4.4. (-)-Verbenon’un (3) A. tamarii kiifti ile inkiibasyonu
4.1.4. (¥)-a-Iyonon’un (4) Aspergillus tamarii ile biyotransformasyonu

Sekil 4.5’de gosterildigi gibi ()-a-iyonon (4) bilesiginin A. tamarii kiifii ile 30 °C’de
7 giin siiren inkiibasyonu neticesinde baslangi¢ maddesi (200 mg) ve (+)-3-okzo-a-
iyonon (9) (75 mg, %14) elde edildi. Elde edilen baslangic maddesinin yapis1 *H ve
13C NMR spektrumlarinin, (+)-a-iyonon (4) bilesiginin *H ve *C NMR spektrumlari
ile karsilastirilmasiyla anlasildi. (£)-a-iyonon (4) ve (£)-3-okzo-o-iyonon (9)
bilesiklerine ait NMR spektrumlari ise Sekil A22-A28’de gosterilmistir.

(+)-3-Okzo-a-iyonon (9);

Yagimst madde

[0]5: 0°, ¢ 0.1, CHCls (Lit. [50] [a] 5 : 6,5°, ¢ 0.6, THF)

IR: 1667 cm™

IH NMR (300 MHz, CDCl): § 1,0 (3H, s, H-12); 1,06 (3H, s, H-11); 1,89 (3H, bs,
H-13): 2,11 (1H, bs, H-2); 2,29 (3H, s, H-10); 2,33 (1H, d, J = 16,7, H-2); 2,70 (1H,
d, J = 9,4, H-6); 5,96 (1H, bs, H-4); 6,16 (1H, d, J = 15,8, H-8): 6,63 (LH, dd, J =
15,8: 9,7, H-7).

3C NMR (75 MHz, CDCly) § 198,39; 197,67; 159,23: 143,63; 133,67; 126,85;
55,33; 47,21; 36,66; 27,85; 27,58; 27,36; 23,52.

0]

\)J\ _ A tamarii_ \)J\
30 °C, 7 giin
)

Sekil 4.5. (+)-a-Iyonon’un (4) A. tamarii kiifii ile inkiibasyonu
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4.1.5. p-iyonon’un (5) Aspergillus tamarii ile biyotransformasyonu

Sekil 4.6’da gosterilen B-iyonon (5) bilesiginin A. tamarii kiifii ile 30 °C ’de 7 giin
stiren inkiibasyonu neticesinde baslangi¢ maddesi (235 mg) ve (+)-4-hidroksi-p-
iyonon (10) (60 mg, %11,1) elde edildi. Elde edilen baslangic maddesinin yapist *H
ve *C NMR spektrumlarmimn, p-iyonon (5) bilesiginin *H ve **C NMR spektrumlar
ile karsilastirilmasiyla anlasildi. B-iyonon (5) ve (£)-4-hidroksi-B-iyonon (10)
bilesiklerine ait NMR spektrumlari ise Sekil A29-A35’de gosterilmistir.

(+)-4-Hidroksi-p-iyonon (10);

Yagimsi1 madde

[0]5: 0°, ¢ 0.1, CHCls (Lit. [53] [a] 5 : -0,61°, ¢ 7,86, CHsOH )

IR: 3430, 1667 cm™

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 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).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls) 5 198,65; 142,80; 139,22; 133,96; 132,98; 69,76; 34,55;
34,50; 28,75; 28,16; 27,40; 27,30; 18,48.

O O

A.tamarii
| P |
30 °C, 7 gin

OH
4) (10)

Sekil 4.6. B-Iyonon’un (5) A. tamarii kiifii ile inkiibasyonu

4.2. Aspergillus terreus Kiifii ile Biyotransformasyonlar

4.2.1. (-)-Mirtenol’iin (1) Aspergillus terreus kiifii ile biyotransformasyonu
(-)-Mirtenol (1) bilesiginin A. terreus kiifii ile 30 °C ’de 7 giin siiren inkiibasyonu

neticesinde degismeyen baslangi¢ maddesi (300 mg) ve (-)-1-p-menten-7,8-diol (6)
(38 mg, %6,8) elde edildi. Elde edilen baslangic maddesinin yapis: *H ve *C NMR



51

spektrumlarinin, (-)-mirtenol (1) bilesiginin *H ve *C NMR spektrumlar ile
karsilastirilarak belirlendi. Elde edilen diolin yapisi ise 'H ve '*C NMR
spektrumlarinin  (-)-mirtenol’tin A. tamarii ile inkiibasyonundan elde edilen
metabolitin *H ve *C NMR spektrumlarinin karsilastirilmasiyla anlasildi. Dioliin
spesifik rotasyonu -28° olarak belirlendi. (-)-Mirtenol (1) ve (-)-1-p-menten-7,8-diol
(6) bilesiklerine ait NMR spektrumlari ise Sekil A1-A7’de gosterilmistir.

4.2.2. (-)-Nopol’iin (2) Aspergillus terreus kiifii ile biyotransformasyonu

(-)-Nopol (2) bilesiginin A. terreus kiifii ile 30 °C ’de 7 giin siiren inkiibasyonu
neticesinde degismeyen baslangic maddesi (100 mg) ve (-)-7-hidroksimetil-1-p-
menten-8-ol (7) (52 mg, %9,4) elde edildi. Elde edilen baslangi¢ maddesinin yapisi
'H ve C NMR spektrumlarmin (-)-nopol (2) bilesiginin ‘H ve *C NMR
spektrumlarimin karsilastirilmasiyla belirlendi. Elde edilen metabolitin yapis1 *H ve
13C NMR spektrumlarimin (-)-nopol (2) bilesiginin A. tamarii ile inkiibasyonundan
elde edilen metabolitin *H ve *C NMR spektrumlarinin karsilagtiriimastyla anlagildi.
Dioliin spesifik rotasyonu -26° olarak belirlendi. (-)- Nopol (2) ve (-)-7-
hidroksimetil-1-p-menten-8-ol (7) bilesiklerine ait NMR spektrumlari ise Sekil A8-
Al4’de gosterilmistir.

4.2.3. (-)-Verbenon’un (3) Aspergillus terreus Kiifii ile biyotransformasyonu

(-)-Verbenon (3) bilesiginin A. terreus kiifii ile 30 °C ’de 7 giin siiren inkiibasyonu
neticesinde degismeyen baslangic maddesi (116 mg) ve (-)-10-hidroksiverbenon (8)
(44 mg, %8) elde edildi. Elde edilen baslangic maddesinin yapis1 *H ve *C NMR
spektrumlarinin (-)-verbenon (3) bilesiginin *H ve *C NMR spektrumlarinin
karsilastirilmasiyla anlasildi. Elde edilen metabolitin yapisi 'H ve BC NMR
spektrumlarinin (-)-verbenon (3) bilesiginin A. tamarii ile inkiibasyonundan elde
edilen iriinin 'H ve ®C NMR spektrumlarmin karsilastirilmasiyla anlasild.
Metabolitin spesifik rotasyonu -246° olarak belirlendi. (-)-Verbenon (3) ve (-)-10-
hidroksiverbenon (8) bilesiklerine ait NMR spektrumlar1 ise Sekil A15-21’de

gosterilmistir.
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4.2 4. (¥)-a-Tyonon’un (4) Aspergillus terreus ile biyotransformasyonu

Sekil 4.7°de gosterilen (x)-a-iyonon (4) bilesiginin A. terreus kiifii ile 30 °C *de 7
giin siiren inkiibasyonu neticesinde baslangig maddesi (220 mg) ile aynmi polariteye
sahip olan trans-3-hidroksi-a-iyonon (11+12) (54 mg, %10) ve cis-3-hidroksi-a-
iyonon (13+14) (20 mg, %3,7) bilesikleri elde edildi. Elde edilen baslangig
maddesinin yapist *H ve *C NMR spektrumlarmin (+)-a-Iyonon (4) bilesiginin *H
ve ¥C NMR spektrumlarmin karsilastirilmasiyla anlasildi. (%)-o-Iyonon (4), trans-
3-hidroksi-a-iyonon (11+12) ve cis-3-hidroksi-a-iyonon (13+14) bilesiklerine ait
NMR spektrumlari ise Sekil A36-A43’de gosterilmistir.

trans-3-Hidroksi-a-iyonon (11+12);

Yagimst madde

[0]5: -2°, ¢ 0.1, CHCls

IR: 3433, 1667 cm™

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 0,88 (3H, s, H-12); 1,02 (3H, s, H-11); 1,36 (1H, dd,
J=135; 6,4, H-2); 1,61 (3H, bs, H-13); 1,80 (1H, dd, J = 13,3; 6,0, H-2); 2,26 (3H,
s, H-10); 2,47 (1H, d, J = 10,3, H-6); 4,23 (1H, m, H-3); 5,61 (1H, m, H-4); 6,07
(1H, d, J = 15,8, H-8); 6,49 (1H, dd, J = 15,8; 10, H-7).

3C NMR (75 MHz, CDCls) § 198,12; 147,22; 135,40; 133,59; 125,76; 65,43; 54,20;
43,79; 33,84; 29,26; 27,19; 24,60; 22,67.

cis-3-Hidroksi-a-iyonon (13+14);

Yagimsi1 madde

[0]5: -5°, ¢ 0,1, CHCls

IR: 3433, 1667 cm™

'H NMR (300 MHz, CDCls): § 0,87 (3H, s, H-12); 0,98 (3H, s, H-11); 1,40 (1H, dd,
J=12,9;9,7, H-2); 1,62 (3H, bs, H-13); 1,66 (1H, dd, J = 12,9; 6,5, H-2); 2,27 (3H,
s, H-10); 2,28 (1H, bs, H-6); 4,24 (1H, m, H-3); 6,05 (1H, s, H-4); 6,10 (1H, d, J =
15,2, H-8); 6,59 (1H, dd, J = 15,9; 9,6, H-7).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls) 5 198,55; 147,83; 135,39; 132,67; 126,32; 66,40; 54,22;
40,59; 34,92; 29,09; 27,04; 26,92; 22,41.
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Y Y

trans cis

Sekil 4.7. (+)-a-Iyonon’un (4) A. terreus kiifii ile inkiibasyonu
4.2.5. p-Iyonon’in (5) Aspergillus terreus ile biyotransformasyonu

B-iyonon (5) bilesiginin A. terreus kiifii ile 30 °C ’de 7 giin siiren inkiibasyonu
neticesinde degismeyen baslangi¢ maddesi (293 mg) ve (£)-4-hidroksi-p-iyonon (10)
(52 mg, %9,6) elde edildi. Elde edilen baslangi¢ maddesinin yapisi *H ve *C NMR
spektrumlarimin  B-iyonon (5) bilesiginin ‘H ve *C NMR spektrumlar ile
karsilastirllmasiyla anlasildi.  Elde edilen metabolitin yapisi 'H ve B¥C NMR
spektrumlarinin B-ionon (5) bilesiginin A. tamarii ile inkiibasyonundan elde edilen
iiriniin *H ve C NMR spektrumlarinin karsilastirilmasiyla anlasildi. Metabolit
herhangi bir spesifik rotasyon gdstermedi. p-Iyonon (5) ve (+)-4-hidroksi-p-iyonon
(10) bilesiklerine ait NMR spektrumlari ise Sekil A29-A35’de gosterilmistir.

4.3. Aspergillus fumigatus Kiifii ile Biyotransformasyonlar
4.3.1. (-)-Mirtenol’iin (1) Aspergillus fumigatus kiifii ile biyotransformasyonu

Sekil 4.8’de gosterilen (-)-mirtenol (1) bilesiginin A. fumigatus kiifii ile 30 °C *de 7
giin siiren inkiibasyonu neticesinde elde edilen bilesige (375 mg) ait *H ve **C NMR
spektrumlar ile (-)-mirtenol’iin 'H ve BC NMR spektrumlar1 karsilagtirildiginda
bilesigin baslangic maddesi oldugu belirlendi

OH

A.fumigatus

Baslangic Maddesi
30°C, 7 giin

1)

Sekil 4.8. (-)-Mirtenol’iin (1) A. fumigatus kiifii ile inkiibasyonu
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4.3.2. (-)-Nopol’iin (2) Aspergillus fumigatus kiifii ile biyotransformasyonu

(-)-Nopol (2) bilesiginin Sekil 4.9’da gosterildigi A. fumigatus kiifii ile 30 °C ’de 7
giin siiren inkiibasyonu neticesinde elde edilen bilesige (387 mg) ait *H ve *C NMR
spektrumlari ile (-)-nopol’iin (2) 'H ve *C NMR spektrumlar karsilastirildiginda
inkiibasyon neticesinde elde edilen bilesigin baslangi¢ maddesi oldugu tespit edildi.

CH,OH

A.fumigatus

. Baslangic Maddesi
30°C, 7 gin

(2

Sekil 4.9. (-)-Nopol’iin (2) A. fumigatus kiifii ile inkiibasyonu
4.3.3. (-)-Verbenon’un (3) Aspergillus fumigatus kiifii ile biyotransformasyonu

Sekil 4.10’da gosterilen (-)-verbenon (3) bilesiginin A. fumigatus kiifii ile 30 °C *de 7
giin siiren inkiibasyonu neticesinde elde edilen bilesige (398 mg) ait *H ve **C NMR
spektrumlari ile (-)-verbenon’un (3) *H ve **C NMR spektrumlar: karsilastirildiginda
bilesigin baslangi¢ maddesi oldugu anlasildi.

A. f umigatus
—_—
30 °C, 7 giin

Baslangi¢c Maddesi

0
©)

Sekil 4.10. (-)-Verbenon’un (3) A. fumigatus kifii ile inkiibasyonu
4.3.4. (+)-o-Iyonon’un (4) Aspergillus fumigatus kiifii ile biyotransformasyonu

(£)-a-Iyonon (4) bilesiginin Sekil 4.11°de gosterildigi gibi A. fumigatus kiifii ile 30
°C’de 7 giin siiren inkiibasyonu neticesinde elde edilen bilesige (377 mg) ait *H ve
3C NMR spektrumlari ile (+)-o-iyonon’un (4) 'H ve *3C NMR spektrumlari
karsilastirildiginda bilesigin baslangi¢ maddesi oldugu tespit edildi.
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G
\ .
_A-Tumigatus Baslangig Maddesi
30 °C, 7 giin
4

Sekil 4.11. (+)-a-Iyonon’un (4) A. fumigatus kiifii ile inkiibasyonu
4.3.5. p-iyonon’un (5) Aspergillus fumigatus Kiifii ile biyotransformasyonu

Sekil 4.12°de gosterilen B-iyonon (5) bilesiginin A. fumigatus kiifti ile 30 °C *de 7
giin siiren inkiibasyonu neticesinde elde edilen bilesige (387 mg) ait *H ve *C NMR
spektrumlar1 ile B-iyonon’un 'H ve ¥C NMR spektrumlart karsilastirildiginda

bilesigin degismeyen baslangi¢c maddesi oldugu belirlendi.

0
“ .
| _ATUMIGAUS B slangic Maddesi
30°C, 7 gin

®)

Sekil 4.12. B-Iyonon’un (5) A. fumigatus kiifii ile inkiibasyonu



BOLUM 5. SONUCLAR VE TARTISMA

(-)-Mirtenol (1), (-)-nopol (2), (-)-verbenon (3), (£)-a-iyonon (4) ve B-iyonon (5)
monoterpenoidlerinin A. tamarii, A. terreus ve A. fumigatus kiifleri ile 7 giin siiren

biyotransformasyonlar1 gergeklestirildi.

(-)-Mirtenol’un (1) A. tamarii ile biyotransformasyonu sonucunda tek bir metabolit
elde edildi. Metabolitin *H NMR spektrumundaki &y 1,17 ve 1,18 ppm’de iki metil
grubu rezonansi gozlendi. Metabolitin *C NMR spektrumunda bilesikteki siklobiitil
halkas1 agildigin1 ve yeni bir tersiyer hidroksil grubu igerdigini gosteren 6c 27,23 ve
26,19 ppm’de iki metil grubu ve d¢c 73,07°de yeni bir kuarterner C rezonansi
gozlendi. Metabolitin *C NMR spektrumunda 10 C atomu rezonansi gézlenirken **C
DEPT spektrumunda 2 metil, 4 metilen ve 2 metin C atomu rezonans: gézlendi.
Metabolit -30.0° (¢ 0.1, CHCI3) degerinde bir spesifik rotasyon gosterdi. Biitiin bu
sonuglardan metabolitin (-)-1-p-menten-7,8-diol (6) oldugu anlasildi. Metabolitin
spektrumlar1 ve optik rotasyonunun literatiir degerleri ile karsilagtirilabilir diizeyde

oldugu gozlendi [59].

(-)-Mirtenol’un (1) A. terreus ile biyotransformasyonu da (-)-1-p-menten-7,8-diol (6)
bilesigini verdi. Bilesigin yapist 'H NMR ve BC NMR spektrumlarinin daha 6nceki
biyotransformasyon calismasindan elde edilen orijinal bilesigin spektrumlari ile
karsilastirilmak suretiyle tespit edildi. S6z konusu bilesigin spesifik rotasyonu -28.0°
(c 0.1, CHCI3) olarak gozlendi.

(-)-Mirtenol’un (1) A. fumigatus ile biyotransformasyonu ise degismeyen baslangic
maddesi ile sonuglandi. Bilesigin yapisi 'H NMR ve “®C NMR spektrumlarinin

baslangi¢c maddesinin spektrumlari ile karsilastirilmak suretiyle tespit edildi.
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(-)-Nopol (2)’iin A. tamarii ile biyotransformasyonu sonucunda tek bir metabolit elde
edildi. Metabolitin *H NMR spektrumundaki & 1,18 ve 1,19 ppm’de iki metil grubu
rezonans1 gozlendi. Metabolitin 3¢ NMR spektrumundaki 6c 27,35 and 26,21
ppm’de ise iki metil grubu ve d¢ 72,85’de yeni bir kuarterner C rezonansi gézlendi.
3C NMR spektrumundaki bu rezonanslardan bilesikteki siklobiitil halkasinin acildig
ve metabolitin yeni bir tersiyer hidroksil grubu igerdigi anlasildi. Metabolitin **C
NMR spektrumunda 11 C atomu rezonansa gelmisken **C DEPT spektrumunda ise 2
metil, 5 metilen ve 2 metin C atomunun rezonansa geldigi gozlendi. Metabolitin
spesifik rotasyonu -28.0° (c 0.1, CHCIs) olarak belirlendi. Biitiin bu sonuglar
metabolitin  (-)-7-hidroksimetil-1-p-menten-8-ol (7) oldugunu gosterdi. (-)-7-
Hidroksimetil-1-p-menten-8-ol (7) bilesigine ait spektrumlarin literatiir degerleri [60]
ile karsilastirilabilir diizeyde oldugu goézlenirken s6z konusu bilesik i¢in literatiirde

verilen herhangi bir spesifik rotasyon degeri tespit edilemedi.

(-)-Nopol (2) bilesiginin A. terreus ile biyotransformasyonu da (-)-7-hidroksimetil-
1-p-menten-8-ol (7) bilesigini verdi. Bilesigin yapisi ‘H NMR ve *C NMR
spektrumlarinin daha 6nceki biyotransformasyon ¢alismasindan elde edilen orijinal
bilesigin spektrumlari ile karsilastirilmak suretiyle tespit edildi. S6z konusu bilesigin

spesifik rotasyonu -26.0° (¢ 0.1, CHCI5) olarak 6lgiildii.

(-)-Nopol (2) bilesiginin A. fumigatus ile biyotransformasyonu ise degismeyen
baslangic maddesi ile sonuglandi. Bilesigin yapist ‘H NMR ve *C NMR
spektrumlarinin orijinal baglangic maddesinin spektrumlar1 ile karsilagtirilmak

suretiyle tespit edildi.

(-)-Verbenon (3) bilesigi A. tamarii ile biyotransformasyonu sonucunda tek bir
metabolit elde edildi. Metabolitin IR spekrumu 3430 cm™de yapisinda bir hidroksil
grubu oldugunu gosteren bir sogurum gosterdi. Baslangic maddesinin 'H NMR
spektrumu oy 2,02 ppm’de gozlenen 10-metil rezonansi (s, 3H, H-10) dn 4,22
ppm’deki yeni bir metilen rezonansi ile yer degistirdi. Baslangic maddesinin Bc
NMR spektrumu &¢ 23,30 ppm’deki metil grubu rezonansinin yerine ¢ 73,07’ deki
yeni bir sekonder C rezonansi gozlendi. Biitiin bu sonuglardan yeni bir primer

hidroksil grubunun varligi anlasildi. Metabolitin **C NMR spektrumunda 10 C atomu
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rezonansa gelmisken *°C DEPT spektrumunda ise 2 metil, 2 metilen ve 3 metin C
atomunun rezonansa geldigi gozlendi. Metabolitin spesifik rotasyonu -248.0° (c 0.1,
CHCI3) olarak olgiildii. Biitiin bu sonuglar metabolitin (-)-10-hidroksiverbenon (8)
bilesigi oldugunu kanitladi. Metabolitin spektrumlar1 ve spesifik rotasyonunun

literatiir degerleri ile karsilagtirilabilir diizeyde oldugu gézlendi [60].

(-)-Verbenon (3) A. terreus ile biyotransformasyonu da (-)-10-hidroksiverbenon (8)
bilesigi bilesigini verdi. Bilesigin yapist "H NMR ve *C NMR spektrumlarinin daha
onceki biyotransformasyon calismasindan elde edilen orijinal bilesigin spektrumlari
ile karsilastirilmak suretiyle tespit edildi. Bilesigin spesifik rotasyonu ise -246.0° (c
0.1, CHCI3) olarak g6zlendi.

(-)-Verbenon (3) bilesigi A. fumigatus ile biyotransformasyonu ise degismeyen
baslangic maddesi ile sonuglandi. Bilesigin yapist ‘H NMR ve *C NMR
spektrumlarinin orijinal baslangic maddesinin spektrumlar1 ile karsilastirilmak

suretiyle tespit edildi.

(+)-o-Iyonon (4) bilesiginin A. tamarii ile biyotransformasyonu sonucunda tek bir
metabolit elde edildi. Baslangic maddesinin oy 5,44 ppm’deki 4-H rezonansi
metabolitte asagi bolgeye dogru bir kayma (A 0,52) gosterdi. Benzer sekilde
baslangi¢ maddesinin BC NMR spektrumu d¢ 122,5 ppm’deki C-4 rezonans: da
metabolitte asag1 bolgeye dogru bir kayma (A 4,35) gosterdi. Metabolitin *C NMR
spektrumu dc 197,67 ppm’de yeni bir kuaterner C atomu rezonansi gozlendi. Biitiin
bu sonuglardan C-3’de yeni bir karbonil grubunun varlig: tespit edildi. Metabolitin
herhangi bir spesifik rotasyon (¢ 0.1, CHCI3) géstermemesi nedeniyle elde edilen
bilesigin (£)-3-0kzo-a-iyonon (9) oldugunu anlasildi. Metabolitin spektrumlarinin

literatiir degerleri ile karsilastirilabilir diizeyde oldugu gozlendi [42].

(£)-a-Iyonon (4) bilesiginin A. terreus ile biyotransformasyonu sonucunda ise aym
polariteye sahip iki ayr1 metabolit elde edildi. Ik metabolit 54 4,23 ppm ve d¢ 65,40
ppm’de bir hidroksil grubunun varligini gésteren yeni rezonanslar verdi. Metabolitin
BC DEPT spektrumu 8¢ 6540 ppm’deki yeni metin C atomu rezonansi,
hidroksilasyonun  halkada gerceklestigini  gosterdi. Halkada bu sekilde
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hidroksillenebilecek C-2 ve C-3 olmak iizere iki karbon atomu bulundugu igin
dikkatler s6z konusu karbon atomlarna ¢evrildi. Normalde C-2’deki bir
hidroksilasyonun C-1 geminal metil gruplarindan birinin y-cis etkisi ile 4 ile 6 ppm
arasinda yukar1 bolgeye kaymasina sebep olmasi gerekirken, metabolit *°C NMR
spektrumundaki s6z konusu geminal metil rezonanslarindan birisi asagi digeri ise
yukar1 bolgeye olmak tizere yaklasik olarak 2,5 ppm’lik iki ayr1 kayma gozlendi. Bu
sonuglar hidroksilasyonun C-3’de gergeklestigini gosterdi. Metabolitin spesifik
rotasyonu -2° (¢ 0.1, CHCI3) olarak o6l¢iildi. Bu degerin 0°’ye yakin olmasi
metabolitin bir karigim halinde olabilecegini diisiindiirdii. Metabolitin *H NMR ve
BC NMR spektrumlarnmn literatiirdeki bilesiklerin 'H NMR ve *C NMR
spektrumlari ile karsilastirildiginda elde edilen bilesigin trans-3-hidroksi-a-iyonon
(11+12) oldugu anlasildi. Literatiirde trans-3-hidroksi-a-iyonon (11+12) igin verilen
net bir spesifik rotasyon degeri olmamasina ragmen, Yamazaki ve arkadaglarinin s6z
konusu bilesigin polarize 15181 sola ¢evirdigini belirtmesi bilesigin yap1 tayininin

dogrulugunu kanitlar niteliktedir [42].

Ikinci metabolit de benzer sekilde 8y 4,24 ppm ve 8¢ 66,40 ppm’de bir hidroksil
grubunun varligim gésteren yeni rezonanslar verdi. Metabolitin **C DEPT spektrumu
d¢ 66,40 ppm’deki yeni metin C atomu rezonansinin varhigi ilk metabolitteki gibi
hidroksilasyonun halkadaki C-2 ve C-3 pozisyonlarindan birinde gerceklestigini
gosterdi. C-2’deki bir hidroksilasyonun C-1 geminal metil gruplarindan birinin y-Cis
etkisi ile 4 ile 6 ppm arasinda yukar1 bolgeye kaymasina sebep olmasi gerekirken,
metabolit *C NMR spektrumundaki s6z konusu geminal metil rezonanslarmimn birisi
2,3 ppm digeri ise 0,32 ppm olmak lizere asagi bolgeye dogru iki ayr1 kayma
gdzlendi. Bu sonuglar hidroksilasyonun C-3’de gergeklestigini diisiindiirdii. Ikinci
metabolitin de 0°’ye yakin bir spesifik rotasyon (-5°, ¢ 0.1, CHCI3) vermesi bir
karisim halinde olabilecegini diislindiirdii. S6z konusu metabolitin 'H NMR ve ®c
NMR spektrumlari literatiir degerleri ile karsilastirildiginda elde edilen bilesigin cis-
3-hidroksi-a-iyonon (13+14) oldugu anlasildi. Diger metabolitteki gibi Cis-3-
Hidroksi-a-iyonon (13+14) i¢in de literatiirde verilen net bir spesifik rotasyon degeri
olmamasina ragmen, Yamazaki ve arkadaglarinin bilesigin polarize 15181 sola

cevirdigini belirtmesi bilesigin yap1 tayinini dogrular niteliktedir [42].
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(¥)-a-Iyonon’un (4) A. fumigatus ile biyotransformasyonu ise degismeyen baslangic
maddesi ile sonuglandi. Bilesigin yapisi *H NMR ve *C NMR spektrumlarinin

baslangi¢c maddesinin spektrumlari ile karsilastirilmak suretiyle tespit edildi.

B-Iyonon (5) bilesiginin A. tamarii ile biyotransformasyonu sonucunda tek bir
metabolit elde edildi. Metabolitin *H NMR spektrumu 84 3,98 ppm ve *C NMR
spektrumu oc 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 rezonanst o-iyonon metabolitlerindeki gibi hidroksilasyonun baslangi¢
maddesindeki halkada bulunan metilen karbonlarindan birinde gergeklestigini
diisiindiirdii. Baslangi¢c maddesi 3¢ NMR spektrumu 8¢ 39,46 ppm’de gbzlenen 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 8¢ 33,33 ppm’de gdzlenen
C-3 ve C-4 rezonanslari ise asag1 bolgeye dogru sirasi ile 6¢ 28,75 ppm (A 10,11) ve
dc 69,76 ppm’e (A 36,43) kayma gosterdi. Bu sonuclar hidroksilasyonun C-4’de
gerceklestigini kanitlar nitelikteydi. Metabolitin "H NMR spektrumu &y 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
spesifik rotasyon gdstermedi. Metabolitin spesifik rotasyon gdstermemesi ve ‘H
NMR ile *C NMR spektrumlarinin var olan literatiirle karsilastirilmasi1 sonucunda

elde edilen bilesigin (+)-4-hidroksi-p-iyonon (10) bilesigi oldugu anlasildi [62, 63].

B-Iyonon (5) bilesigi A. terreus ile biyotransformasyonu sonucunda tek bir metabolit
elde edildi. Elde edilen metabolitin (+)-4-hidroksi-B-iyonon (10) oldugu *H NMR ve
BC NMR spektrumlarinin daha o6nceki biyotransformasyon c¢aligmasindan elde
edilen orijinal bilesigin spektrumlari ile karsilagtirilmak suretiyle tespit edildi. S6z
konusu bilesik i¢in de herhangi bir rotasyon gozlenmedi.

B-Iyonon’un (4) A. fumigatus ile biyotransformasyonu ise baslangic maddesi ile
sonuglandi. Bilesigin yapisi 'H NMR ve *C NMR spektrumlarinin orijinal baslangi¢

maddesinin spektrumlari ile karsilastirilmak suretiyle tespit edildi.
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(-)-Mirtenol (1) ve (-)-nopol (2) bilesiklerinin A. tamarii ve A. terreus ile
inkiibasyonlar1 bir diger Aspergillus tiirii olan A. niger ile biyotransformasyonlarina
benzer sekilde siklobutil halkasi agilmis ve yeni bir tersiyer hidroksil grubu tagiyan
siras1 ile (-)-1-p-menten-7,8-diol (6) ve (-)-7-hidroksimetil-1-p-menten-8-ol (7)
bilesikleri ile sonuglanmistir [30]. Literatiirde (-)-mirtenol (1) ve (-)-nopol (2) ile

ayni sonuglart veren diger herhangi bir inkiibasyon bildirilmemistir.

A. tamarii ve A. terreus kiifleri (-)-verbenon (3) bilesiginin ilk mikrobiyal
hidroksilasyonunu gergeklestiren kiiflerdir. (-)-Verbenon’un (3) bahsedilen kiifler ile
inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen (-)-10-hidroksiverbenon (8) bilesigi cogu ¢am
agaclarinda gozlenen dogal fitoaleksinlerden (bitki antibiyotikleri) biridir [64]. (-)-
Verbenon (3) bilesiginin insan [34] ve fare [65] karaciger mikrozomlar1 ile bazi
karaciger —mikrozomal sitokrom P450 enzimleriyle [66] gergeklestirilen
inkiibasyonlar1 da 10-hidroksiverbenon (8) bilesigini vermistir.

(£)-a-Iyonon (4) bilesiginin A. terreus ile inkiibasyonu trans-3-hidroksi-o-iyonon
(11+12) ve cis-3-hidroksi-a-iyonon (13+14) ile sonuglanirken, ayni bilesigin A.
tamarii ile inkiibasyonundan sadece (+)-3-0kzo-a-iyonon (9) elde edilmesi A. tamarii
ile inkiibasyon esnasinda once A. terreus kiifiindeki gibi hidroksilasyon gergeklesmis
ve sonrasinda ise olusan bilesikler oksidasyona ugrayarak (£)-3-0kzo-a-iyonon (9)
bilesigini verdigi seklinde yorumlanabilir. A. terreus ile (£)-a-iyonon’un (4)
biyotransformasyonunda elde edilen (z)-3-okzo-a-iyonon (9) veya trans-3-hidroksi-
a-iyonon (11+12) ile cis-3-hidroksi-a-iyonon (13+14) bilesikleri literatiirdeki fungal
inkiibasyonlarda bu bilesiklerin yaninda baska bilesiklerle birlikte elde edilmistir. A.
terreus ile (£)-a-iyonon (4) bilesiginin biyotrasformasyonu neticesinde olusan trans-
3-hidroksi-a-iyonon (11+12), literatirde oldugu gibi cis-3-hidroksi-a-iyonon
(13+14) bilesiginden daha yiiksek verimle elde edilmistir [42].

Literatiirde A. tamarii ve A. terreus ile B-iyonon (5) inkiibasyonlarindaki gibi (+)-4-
hidroksi-p-iyonon (10) elde edilmese de A. awamori [53] gibi bazi kiifler ile s6z

konusu bilesigin rasemige yakin karisimlari elde edilmistir.
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A. tamarii ve A. terreus kiiflerinin aksine sdz konusu monoterpenoidlerin A.
fumigatus ile inkiibasyonlarinin higbirisinin  herhangi bir degisim ile
sonuglanmamasi, A. fumigatus kiiftiniin bu monoterpenoidleri metabolize
edemedigini disiindiirdii. Calismalar esnasinda biyotransformasyon deneyleri ve
kontrol erlenlerinde herhangi bir renk ve koku degisimi gozlenmemesi bu sonucu
desteklemektedir. Diger iki kiif ile gerceklestirilen biyotransformasyon ¢aligmalari
sonucunda elde edilen verimler ise A. tamarii kiifiiniin bu ¢alisma i¢in en etkin
mikroorganizma oldugunu gosterdi. Buna ragmen her iki kiif ile elde edilen verimler
literatiirdeki ¢aligmalardaki gibi diisiik oldugu gozlendi. A. tamarii ve A. terreus ile
elde edilen verimlerin literatiirdeki verimler gibi diisiik olmasinin sebebleri arasinda
monoterpenoidlerin ugucu olmalari, sudaki diisiik coziiniirliikleri, kendiliginden

yiikseltgenebilmeleri ve sitotoksik olabilmeleri sayilabilir [21].

Calismada kullanilan monoterpenoidlerin ayni kiifler ile inkiibasyonlarindan daha
yiikksek verimler elde etmek igin inkiibasyon sicakligi, besiyeri bilesenleri,
inkiibasyon  siiresi  gibi  parametrelerin  degistirilmesi,  etanol  yerine
monoterpenoidlerin sudaki ¢oziiniirliigiiniin artirabilecek diger yardimci solventlerin
kullanilmasi ve inkiibasyon ortamina sitokrom P450 enzimlerini tesvik edici bazi
kimyasallarin eklenmesine yonelik cabalar gelecek g¢alismalarimiz kapsamindadir.
Ayrica caligmada kullanilan monoterpenoidler ve diger bazi monoterpenoidlerin
benzer calismalar i¢in kullanilmamis diger bazi kiifler ile daha 6nemli sonuglar ve
daha yiiksek verimli inkiibasyonlarini gergeklestirmeye yonelik arastirmalarimiz

surecektir.
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THE INVESTIGATION OF FUNGAL BIOTRANSFORMATION
OF SOME MONOTERPENOIDS

Semra YILMAZER KESKIN

SUMMARY

Keywords : Biotransformation, Monoterpenoids, Aspergillus terreus, Aspergillus
tamarii, Aspergillus fumigatus.

Microbial biotransformations of monoterpenoids have found worldwide application
for the production of more valuable and functionalized compounds used especially in
foods, perfumes and medicines. A number of researches on microbial
biotransformations of a wide range of monoterpenoids have been reported for years.
There are still enormous efforts to increase the efficiency of microbial
biotransformations and find new useful microorganisms and reactions.

In this work, the incubations of (-)-myrtenol, (-)-nopol, (-)-verbenone, (+)-a-ionone
and B-ionone were performed with Aspergillus tamarii, Aspergillus terreus and
Aspergillus fumigatus. Incubations with Aspergillus tamarii and Aspergillus terreus
afforded some hydroxylated metabolites whereas incubations with Aspergillus
fumigatus afforded unchanged starting materials only.

The structures of metabolites were determined by measuring their optical rotations,
taking their *H NMR, **C NMR, *C DEPT NMR and FTIR spectra and comparing
them with those of starting materials.



BAZI MONOTERPENOIDLERIN FUNGAL
BiYOTRANSFORMASYONUNUN iNCELENMESI

Semra YILMAZER KESKIN

OZET

Anahtar Kelimeler: Biyotransformasyon, Monoterpenoidler, Aspergillus terreus,
Aspergillus tamarii, Aspergillus fumigatus.

Monoterpenoidlerin biyotransformasyonlar1 6zellikle gida sanayi, parfiimeri ve
eczacilikta kullanilan ¢ok O6nemli bilesiklerin hazirlanmasi amaciyla diinya ¢apinda
yaygin olarak uygulanmaktadir. Bircok monoterpenoid yillardir bu amagcla
mikrobiyal biyotransformasyonlara maruz birakilmaktadir. Giiniimiizde mikrobiyal
biyotransformasyonlarin etkinliginin artirilmast  ve faydali olabilecek yeni
mikroorganizmalar ile reaksiyonlarin bulunmasina yonelik yogun calismalar
stirmektedir.

Bu c¢alismada (-)-mirtenol, (-)-nopol, (-)-verbenon, (+)-o-iyonon ve [-iyonon
monoterpenoidlerinin  Aspergillus tamarii, Aspergillus terreus ve Aspergillus
fumigatus kiifleri ile biyotransformasyonlar1 gergeklestirildi. Aspergillus tamarii ve
Aspergillus terreus ile inkiibasyonlar bazi hidroksillenmis metabolitler verirken
Aspergillus fumigatus ile inkiibasyonlar sadece degismeyen baslangi¢ maddelerini
verdi.

Metabolitlerin yapis1 optik rotasyonlarmm &lgiilmesi, "H NMR, BC NMR, ®C
DEPT NMR ile FTIR spektrumlarinin alinmast ve bunlarin baglangic
maddelerininkilerle karsilastirilmasi ile belirlendi.
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