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ONUR SOZU

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum 'Pseudomonas putida ile izodjenolden
Dogal Vanilin Uretiminin Optimizasyonu' baslikli bu ¢alismanin bilimsel ahlak ve
geleneklere aykiri diisecek bir yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve
yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin i¢inde hem de kaynakcada yontemine

uygun bi¢gimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Hiiseyin KARAKAYA
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Danisman: Yrd. Dog. Dr. Murat YILMAZTEKIN

Bu calismada Pseudomonas putida HUT 8100 bakteri kiiltiirii kullanilarak
izodjenol'den dogal vanilin aromasi iiretilmis ve iiretim veriminin arttirtlmasi amaciyla
kosullarin optimizasyon yollar1 aragtirilmistir.

Biyodoniisiim igin Oncelikli olarak Pseudomonas putida kiiltiirliniin gelisim
kinetigi incelenmistir. Agar ilizerinde yapilan canli bakteri sayimina gore popiilasyon 48.
saatte en yiiksek degerine ulasmis ve bu saatten itibaren popiilasyonda nicel agidan bir
duraklama oldugu tespit edilmistir.

Duraklama fazi igerisinde popiilasyonun en yogun noktasina ulastigi 48. saatte
kiiltir GYP (Glikoz Yeast Ekstrakt Pepton) sivi besiyerinden alinarak biyodoniisiimiin
gerceklesecegi potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi igerisine alinmistir. Erlen diizeyinde
gergeklestirilen iiretimlerde 24, 28 ve 32 °C olmak iizere 3 farkli sicaklik degerinde
biyodoniisiim miktar1 kontrol edilmistir. Yapilan denemeler sonucunda bakterinin 28
°C'de en iyi iiretim performansini gosterdigi saptanmustir.

Daha sonraki asamada ¢ozelti igerisindeki potasyum iyonu konsantrasyonu ve
dolayisiyla pH degisikligine bagli olarak kiiltlirlin vanilin {iretim kapasitesinin ne
sekilde degistigi incelenmistir. Buna gore en iyi iiretimin 4.84 g/L K;HPO, ile 16.65
g/L KH2PO, igeren (pH 6.30) tampon ¢ozelti icerisinde gerceklestigi goriilmiistiir.

Ayrica aerobik bir kiiltiir olan P. putidanin havalandirmasiz ve yari
havalandirmali ortamdaki biyodoniisim performans1 da arastirilmistir.  Yari
havalandirma yapilan ortam kosullarinda daha yiiksek biyodoniisiim verimi elde
edilmistir.

Elde edilen bulgulardan faydalanilarak (28 °C ve 6.30 pH'da) erlen igerisinde
hazirlanan biyodonilisim ortamina farkli miktarlarda i1zodjenol ilavesi yapilmistir.
Ortama % 40 (w/v) oraninda izodjenol ilave edildiginde, 120 saatlik biyodoniisiim
stiresi sonunda 9.14 g/L vanilin elde edilmistir.

Sonug olarak, biyodoniisiim {izerine etkisi bulunan parametrelerin optimizasyonu
ile vanilin tiretiminde 6nemli diizeyde artis kaydedilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Biyodéniisiim, Pseudomonas putida, vanilin, izodjenol
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In this study, natural vanillin was produced from isoeugenol using Pseudomonas
putida HUT 8100 culture and it were investigated optimization ways of conditions
which were effective on vanillin yield.

Pseudomonas putida culture's growing kinetics were examined primarily for
bioconversion. According to viable cell counting results on agar surface, population has
reached maximum level in 48 hours and after this moment there has been detected a
stationary position in terms of quantitive amounts.

Culture was transferred to potassium phosphate buffer medium from GYP
(Glucose Yeast Extract Peptone) broth when population reached maximum level in
stationary phase at 48th hour. In flask scale bioconversion experience, 3 temperature
levels about 24, 28 and 32 °C were tested. It has determined in consequence of
experiements; culture showed best vanillin production performance at 28 °C.

On next step, it was investigated how vanillin production capacity effected by
changing potassium ion concentration and correspondingly changing pH of medium.
The most effective production was seen in medium which contains 4.84 g/L K;HPO,4
and 16.65 g/L KH,PO, (with pH 6.30).

Bioconversion performance of Pseudomonas putida, an aerobe culture, was also
studied in non-aerated and semi-aerated conditions. There was obtained higher
bioconversion yield when semi-aerated conditions used.

Using obtained results (at 28 °C and 6.30 pH), different isoeugenol amounts added
to bioconversion medium in erlen-mayer flasks. After 120 hours for bioconversion,
vanillin reached 9.14 g/L in case of 40 % (w/v) isoeugenol was added to medium.

Eventually, optimizing of bioconversion parameters which are effective on yield
caused a significant increase in vanillin yield.

KEY WORDS: Bioconversion, Pseudomonas putida, vanillin, isoeugenol
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1. GIRIS

Aroma; kimyasal duyular olan koku ve tadin eszamanli olarak tetikledigi, duyusal
etkinin sonucu olarak ortaya ¢ikan algidir (Fahlbusch vd., 2012). Lezzet maddeleri
ucucu olan ve olmayan bilesenlerin karisimindan meydana gelir. Ugucu olmayan
bilesenler daha c¢ok tada etki ederken, ugucu bilesenler hem tada hem kokuya etki
ederler (Longo ve Sanroman, 2006). Koku; davraniglari, bilinci ve bilingaltini
etkilemektedir (Fahlbusch vd., 2012). Bu nedenle aroma, tiiketicinin gidalara karsi
algisini etkilediginden 6nemli bir kalite kriteri olarak kabul edilmektedir (Reineccius,
2005).

Aroma maddeleri gidalarda ¢ok sayida ve diisiikk miktarlarda (nanogram ile
miligram arasinda) bulunmalarina ragmen gidanin kendine 6zgii duyusal 6zelligini
belirler. Gidalarin aromasi aldehitler, ketonlar, alkoller, esterler, laktonlar, terpenler,
pirazinler, ugucu fenoller ve kikiirtlii bilesikler gibi ¢esitli kompleks gruplardan
olugsmaktadir (Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2012).

Gidalarda arzu edilen aromanin yeterli olmamasi, isleme sirasinda kaybolan
aromay1 geri kazandirmak, gidaya farkli bir aroma vermek gibi ¢esitli nedenlerle iiriine
aroma maddesi ilavesi yapilmaktadir (Feron ve Wache, 2006). Ayrica gidada dogal
olarak bulunan bir kokuyu maskelemek ve {iriinii daha cazip kilmak i¢in de siklikla

aroma maddelerinden faydalanilmaktadir (Gusevskaya vd., 2012).

Gidalarin yan sira igeceklerde, kozmetik tiriinlerinde ve farmasétik iiriinlerde de
katki maddesi olarak sik¢a kullanilan aroma maddeleri 2015 yili itibariyle 24 milyar

dolarlik bir pazar payina sahiptir (Anonim, 2016a).

Aroma maddelerinin elde edildikleri kaynaklarin ¢ok farkli ve gesitli olmasi farkli
siniflandirmalarin yapilmasina neden olmustur. Amerika Birlesik Devletlerinde aroma
maddeleri dogal ve yapay aroma maddeleri olarak siniflandirilmaktadir. (Yilmaztekin
vd., 2008). Tirk Gida Kodeksi yonetmeligine gore ise aroma maddeleri dogal aroma
maddeleri, dogala 6zdes aroma maddeleri, yapay aroma maddeleri, tiitsii aromalari, 1s1l

islem aroma maddesi ve aroma karigimlart olarak alti grupta smiflandirilmigtir

(Anonim, 1997).

Gegmiste aroma maddelerinin en o6nemli kaynagmi bitkisel iriinler

olusturmaktaydi. Elde edilen bitkisel ekstraktlar, ugucu yaglar, kok, govde, yaprak gibi



bitkinin bazi kisimlarindan elde edilen friinler dogal aroma maddesi olarak
kullanilmaktaydi. Ancak dogal aroma maddelerinin maliyetli olusu ve artan niifusa
bagl olarak arz talep dengesinin bozulmasi, ilgili endiistri kollarmmi yeni kaynak
arayislarina yoneltmistir. Bu baglamda bazi aroma maddelerinin kaynagindan izole
edilmesi ve kimyasal yapisinin ortaya ¢ikarilmasiyla, dogala 6zdes ve sentetik aroma

maddelerinin tiretimi baglamistir.

Giliniimiizde piyasada kullanilan aroma maddelerinin % 80'den fazlasini yapay
aroma maddeleri olusturmaktadir. Ancak son zamanlarda kimyasal iriinlerin insan
sagligin1 ve c¢evreyi tehdit etmesi ve uluslararasi mevzuatlarda kimyasal yollarla elde
edilen tirtinlere getirilen kisitlamalar nedeniyle tiiketici dogal tirtinleri tercih etmektedir
(Y1ilmaztekin vd., 2008). Tiiketici talebinin dogal {irlinlere kaymasi (ekonomik refah ve
egitim seviyesindeki artisa bagl olarak) nedeniyle 6zellikle son 30 yildir diinya aroma
pazar1 dogal aroma maddelerine yonelmis ve yogun bir talep olusmustur. Ancak dogal
aroma maddelerinin eldesinde karsilagilan giigliikkler nedeniyle (disiik miktarlarda
bulunmalari, ekstraksiyon ve saflastirilmalarinin giic olmasi, pahali olmalar1 gibi)

mevcut iiretim artan talebi karsilayamamaktadir.

Birlesik Devletler ve Avrupa Birligi mevzuatlarina gore, onciilii dogal kaynakli
olan bir hammaddeden biyoteknolojik yollarla elde edilmis triinler de dogal olarak
kabul edilmektedir (Anonim, 2008; Brazinha vd., 2011). Bu nedenle dogal
kaynaklardan dogrudan aroma eldesine alternatif olarak biyoteknolojik yollarla {iretim

On plana ¢ikmis ve bu alanda yogun calismalar baslamistir.

Modern biyoteknolojide yasanan gelismeler sonucunda dogal aroma maddelerinin
mikroorganizmalar, izole edilmis enzimler ve bitki hiicre kiiltiirlerinden yararlanilarak
tiretilmesi miimkiin olmustur (Reineccius, 2006). Prensipte biyoteknolojik yolla aroma
maddesi Uretiminde iki yontem yaygin olarak kullanilmaktadir. Birincisi
mikroorganizmalarin kullanildigi fermantasyon (de novo sentezi) ve biyodoniigiimle
tiretim, ikincisi ise enzimlerin kullanildig1 biyodoniisiimle tiretimdir (Janssens ve ark.,
1992). Bunun disinda bitki hiicre kiiltiri yontemi de zaman zaman tercih

edilebilmektedir.

Biyoteknolojik yontemlerin sagladigi en onemli avantajlar, tarimsal iiretimde
karsilasilan sorunlardan (iklim, bitkisel hastaliklar, pestisit kullanimi, pazar arayisi,

tarim politikalar1 vb.) bagimsiz olmasi ve endiistriyel dlgekte uygulanabilir olmasidir



(Krings ve Berger, 1998). Ayrica kimyasal yollarla kiyaslandiginda daha esnek
reaksiyon kosullarina sahip, yiiksek iiriin ve substrat spesifikligi gosteren ve c¢evreyi

daha az kirleten bir uygulama oldugu goze ¢arpmaktadir (Xu vd., 2007).

Mikroorganizmalarin bir bilesigi yapisal yonden kendisine benzer baska bir
bilesige doniistiirmesi olayina mikrobiyal biyodoniisiim denir. Biyodoniisiimde verim
fermantasyonla iiretime gore ¢ogu zaman daha yiiksektir (Cabaroglu ve Yilmaztekin,
2012). Mikrobiyal biyodoniisiim ayni1 zamanda yliksek substrat segiciligi, az miktarda
yan iriin olusumu ve asil {irtiniin kolay izole edilmesi ve saflastirilmasi gibi onemli
avantajlara sahip olmasi nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir. Bu yontem aroma
maddelerinin yaninda bazi katki maddelerinin endiistriyel olcekli iiretimlerinde de
siklikla kullanilmaktadir (Xu vd., 2007). Gliniimiizde mikrobiyal biyodoniisiimle birgok
aroma maddesi iiretilebilmesine karsin bunlarin halen biiyliik ¢ogunlugu arastirma
diizeyindedir. Biyodoniisiim yolu ile tretilen baslica aroma maddeleri arasinda ise

vanilin, benzaldehit, laktonlar, 2-feniletanol ve izoamil asetat sayilabilir.

Vanilin (4-hidroksi-3-metoksi-benzaldehit), Vanilla planifolia tohum zarflarinda
olusan ve tiim diinyada biiylik 6nem verilen bir aroma bilesigidir. Gida, icecek,
parfiimeri, farmasotik ve cesitli medikal alanlarinda genis bir kullanim yelpazesine

sahiptir (Longo ve Sanroman, 2006).

Diinya genelinde iretilen vanilinin % l'inden daha azin1 dogal vanilin
olusturmaktadir (Sciubba vd., 2009). Kagit iiretimi sirasinda lignince zengin karasu
iceriginin NaOH ile muamelesi ve ardindan oksidasyona maruz birakilmasi ile dogala
0zdes vanilin tretilir (Walton vd., 2000). Dogal vanilin'in kilogram fiyat1 1200 ile 4000
$ arasinda degigsmektedir. Buna karsin, lignin veya guaikol'den kimyasal sentez yolu ile
elde edilen vanilin'in kilogram fiyat1 15 dolarin altindadir (Walton vd., 2000; Xu vd.,
2007).

Son yillarda tiiketicilerin dogal iirlinlere artan ilgisi ile dogal vanilin iiretimi i¢in
biyoteknolojik yOntemin kimyasal yOnteme alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir.
Yapilan caligmalarda ferulik asit ve izodjenol'den verimli bir sekilde vanilin elde

edilebilecegi tespit edilmistir.

Ferulik asit onciil madde olarak kullanilarak Aspergillus niger tarafindan vanilik
aside indirgenmis; sonrasinda da A. niger uzaklastirilarak yerine Pycnoporus

cinnabarinus ortama inokiile edilmistir. Ortamdaki vanilik asit P. cinnabarinus



tarafindan vaniline doniistiiriilerek 2 asamali bir biyodoniisiim ger¢eklestirilmistir

(Meessen vd., 1996).

Diger yontemde ise Onciil madde olarak karanfil bitkisi esansiyel yaginda bulunan
djenol'iin okside edilmis formu olan izodjenol kullanmilmustir. Izodjenol'den vanilin

eldesi i¢in yapilan ¢alismalarda tiretim miktar1 gogunlukla 0,5-4 g/L ile sinirli kalmistir.

Yapilan calismalarda en sik karsilagilan sorun, prekursor olarak biyodoniisiim
ortamina verilen onciil maddenin bakteri ilizerinde sitotoksik etki gostermesi ve tiretimi
smirlamasidir (Yamada, 2007). Hiicrelerin canliliklarii yitirmesi, olusacak {iriin
verimini olumsuz sekilde etkileyecektir. Bu nedenle kullanilacak oOnciil madde
miktarinin liretime olumsuz etki yapmayacak en yiiksek dozunun belirlenmesi

gerekmektedir.

Meessen ve ark., (1996), yaptiklar1 g¢alismada biyodoniisiimiin prosesini 2
asamada gergeklestirmislerdir. Biyodoniisiimiin ¢ok asamali olarak gerceklesmesi siire
ve maliyet acisindan dezavantaji da beraberinde getirmektedir. Caligilan kiiltiiriin tek

asamada istenilen iiriinii ortaya ¢ikarmasi 6nem arz etmektedir.

Bunlarin yani sira gerceklestirilen prosesin biyolojik temele dayanmasi, bir¢ok i¢
ve dis faktoriin iirlin verimini etkilemesine neden olmaktadir. Hangi degiskenin nasil bir

etki yapacaginin yapilacak denemelerle ortaya konmasi gerekmektedir.

Bu calismada Pseudomonas putida HUT 8100 susunun izodjenol’den vanilin
iiretme potansiyeli arastirilmis ve iretilen vanilin miktarin1 arttirmak i¢in ilgili

parametrelerin optimizasyonu denenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Aroma Maddelerinin Simiflandirilmasi

Aroma maddeleri farkli yontemlerle elde edilebildiginden, tiiketiciyi bilgilendirme
ve yasal diizenlemeler icin siniflandirma ihtiyact duyulmustur. Smiflandirma, iilke
mevzuatlarina gore degisiklik gosterebilmektedir. Tiirk Gida Kodeksi yonetmeligine
gore aroma maddeleri dogal aroma maddeleri, dogala 6zdes aroma maddeleri, yapay
aroma maddeleri, tiitsii aromalari, 1s1l islem aroma maddesi ve aroma karisimlari olarak

alt1 grupta siniflandirilmistir (Anonim, 1997).

ABD AB Tiirkiye
Dogal = Dogal = Dogal
Dogala || Dogala

Yapay Ozdes Ozdes
- Yapay = Yapay

|| Ttsi

Aroma M.

| Isil Islem

Aroma M.

Aroma

Karisimlari

Sekil 2.1. Ulke mevzuatlarina gére aroma maddelerinin smiflandiriimasi (Yilmaztekin
vd., 2008; Anonim, 1997)

Dogal aroma maddeleri; bitkisel veya hayvansal kaynaklardan uygun fiziksel,
enzimatik ya da mikrobiyolojik yontemler ile elde edilen maddelerdir (Anonim, 1997;
Anonim, 2008). Dogala 6zdes aroma maddeleri ise kimyasal yollarla sentezlenen ya da
izole edilen ve kimyasal yapisi, dogal aroma maddeleri ile ayni olan maddelerdir.
Kimyasal yollarla sentezlenen ancak kimyasal yapisi dogal aroma maddelerinden farkli

olan, dogada bulunmayan maddelere de yapay aroma maddeleri denmektedir. Isil iglem



aroma maddesi en az biri azot/amino ve digeri indirgen seker iceren, kendiliginden
aroma verme Ozelligi olmasi1 gerekmeyen gida ve/veya gida disindaki kaynak
materyallerden olusan karigsimdan 1s1l islem sonrasinda elde edilen aroma maddesidir.
Titsti aroma maddeleri, yogusturulmus tiitstiden ayrimsal damitma ve saflastirma
yontemleri ile elde edilen iiriinlerdir. Aroma karisimlari ise dogal aroma vericiler
disinda uygun fiziksel, enzimatik veya mikrobiyolojik metotlarla bitkisel veya
hayvansal kaynaklardan elde edilen tirtinlerdir (Anonim, 1997).

Birlesik Devletler ve Avrupa Birligi mevzuatlarina gore, onciilii dogal kaynakli
olan bir hammaddeden biyoteknolojik yollarla elde edilmis triinler de dogal olarak
kabul edilmektedir (Anonim, 2008; Brazinha vd., 2011).

Avrupa Birligi ve Tiirk Gida Kodeksi ydnetmeliginde yer alan 'Dogala Ozdes
Aroma Maddesi' Amerika Birlesik Devletleri mevzuatina gore yapay aroma maddesi

olarak kabul edilmektedir.

2.2. Dogal Aroma Maddesi Uretim Yéntemleri

Aroma ve hos koku verici maddelerin gida ve igecek endiistrisi ile parfiimeri
sanayiinde genis bir kullanim alan1 mevcuttur (Xu vd., 2007). Tiim diinyada 24 milyar
dolarlik bir pazara sahiptir ve bu pazar pay: siirekli artis gostermektedir (Anonim,
2016a). Aroma maddelerinin iiretiminde dogrudan ekstraksiyon, kimyasal
transformasyon ve biyoteknolojik transformasyon teknikleri kullanilmaktadir (Molina
vd., 2013). Bir yiizyildan fazla bir siire dnce sentezi gergeklestirilen kumarin (1868) ve
vanilin (1874) laboratuvar ortaminda ilk kez sentezlenen aroma maddeleri olmustur.
Analitik bilginin artmasiyla bir¢cok aroma maddesi sentetik olarak endiistriyel dlgekte
tiretilmektedir. (Serra vd., 2005). Organik kimya, parfiimeri endiistrisi igin yiiksek
kalitede ve daha diisiik fiyatlarda dogala 6zdes aroma ve koku maddeleri sunmaktadir
(Frater vd., 1998). Dahasi, kimyasal yap1 ¢alismalart ve bazen de tesadiifler sayesinde
dogal aroma maddelerine benzer 6zellikte yeni yapilar {retilmistir (Serra vd., 2005).
Dogal olmayan metil ionon, dogal esi olan a ve B ionon'dan daha giicli koku
vermektedir. Yine yapay bir aroma maddesi olan etil vanilin, dogal olan vanilin'e gore
cok daha giiclii bir aromaya sahiptir (Frater vd., 1998). Giiniimiizde kimyasal sentez ile
aroma Uretimi diger yontemlere gore oldukca baskindir ve pazarin biiyiikk kismini

kimyasal sentez yolu ile elde edilmis aroma maddeleri olusturmaktadir. Bitkisel ekstrakt



olanlarin piyasadaki orant % 5'ten azdir. Bu durumun olugmasinda dogal aroma
maddelerinin pazar ihtiyacini karsilayamamasi ve yapay aroma maddelerinin ¢ok daha
diisiik fiyattan temin edilebilmesi baslica etkendir. Ancak kimyasal sentezde birbirine
baglh olarak gelisen bazi hususlar bu yontem igin asagidaki olumsuzluklar1 da
beraberinde getirmektedir (Xu vd, 2007):

Substrat segiciligi yetersizdir.
Proses etkinligi diisiiktiir.
Cogunlukla ¢evre dostu olmayan uygulamalardir.

Istenmeyen reaksiyon iiriinlerinin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir.

vV V V V V

Dolayistyla islem sonrasi saflagtirma maliyeti yiiksektir.

Bunlara ek olarak yapay aroma maddeleri sinifina dahil edildiklerinden Avrupa
Birligi mevzuatinda da gida, icecek ve kozmetik alanlarinda kullanimi
sinirlandirilmistir. Bu nedenle dogal aromalar piyasada daha yiiksek fiyatta olmalarina

ragmen biiylik ragbet gérmektedir (Xu vd, 2007).

Dogal kaynaklarindan aroma maddelerinin izolasyonu antik zamanlardan beri
bilinmektedir (Serra vd., 2005). Aroma sanayinde islenen ¢ogu dogal {iriin ekstraksiyon
veya destilasyon yolu ile elde edilmektedir. Ancak bu yontemlerde de asagida belirtilen
dezavantajlar goriilmektedir (Molina vd., 2013; Xu vd, 2007):

Aranan bilesigin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunmasi
Diisiik konsantrasyona bagli olarak ekstraksiyon ve saflagtirmanin gii¢ olmast

Ekstraksiyon sonrasi olusabilecek muhtemel ¢evre kirliligi ve ekolojik sorunlar

vV V VYV V

Hasat miktarinin iklim kosullarindan ve bitki hastaliklarindan etkilenmesi

Son yillarda dogal iiriinlere olan ilginin artmasi, geleneksel yontemlerin talebi
karsilamada yetersiz kalisi, sentetik tirtinler ile ilgili olumsuz bakis ve mevzuat
kisitlamalarina bagli olarak aroma iiretiminde farkli uygulama ve teknik arayislarma
girilmistir. Dogal aroma maddesi tanimindan da anlasildigi lizere enzimatik veya
mikrobiyolojik yollarla iiretilen aroma maddeleri de dogal olarak kabul edilmektedir
(Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2012). Bu nedenle dogal aroma iiretiminde
yararlanilabilecek alternatiflere dair yapilan aragtirmalar biyoteknolojik ydntemler

tizerinde yogunlagmustir.



Dogal aroma maddesi tiretim yontemleri:

> Fiziksel Yolla Uretim
¢ Ekstraksiyon
% Distilasyon
> Biyoteknolojik Yolla Uretim
< Bitki Hiicre Kiiltiirii Ile Uretim
< Enzimatik Yol ile Uretim
< Mikrobiyal Yol Ile Uretim
= Fermentasyon

» Mikrobiyal Biyodoniisiim

2.3. Biyoteknolojik Yollarla Aroma Maddesi Uretim Yéntemleri

Uzun zamandan beri mikroorganizmalarin aroma maddeleri irettigi (6zellikle
geleneksel gida ve ickilerde) bilinmesine ragmen mikrobiyal gelisim ile tipik aroma
olusumu arasindaki iligki yeni kesfedilmistir. Modern biyoteknolojide yasanan
gelismeler sonucunda mikroorganizmalar, izole edilmis enzimler ve bitki hiicre
kiiltiirlerinden yararlanilarak dogal aroma maddelerinin iiretilmesi miimkiin olmustur
(Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2012). Analiz tekniklerinin gelismesiyle saf
mikroorganizma kiiltiirleri ile ¢alisilmaya baslanmis ve bunlarin spesifik aroma maddesi

tiretme potansiyelleri arastirilmistir (Molina vd., 2013).

Avrupa Birligi ve Birlesik Devletler mevzuatlari, gerek fiziksel yollarla (dogal
kaynaklardan ekstraksiyon) gerek de dogadan izole edilmis prekursor kullanilarak
enzimatik veya mikrobiyal yollarla elde edilmis maddeleri dogal olarak kabul
etmektedir. Bu smiflandirma aroma pazarini ikiye bolmiistiir: yiiksek fiyattan satilan
'dogal’ tirtinler ve kimyasal yontemlerle elde edildigi i¢in tiiketicinin tercih etmedigi
'dogala 6zdes' veya 'yapay' iriinler. Bu ayrim, degerli bilesenlerin yeni gelistirilecek
biyoteknolojik yontemlerle iiretilmesi {lizerine yapilan arastirilmalar tesvik etmistir
(Serra vd., 2005). Giintimiizde yaklasik 100 kadar dogal aroma bilesigi biyoteknolojik

yontemlerle tiretilmektedir (Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2012).

Dogal aroma maddelerinin iiretiminde bilesenin kaynagindan izolasyonu disinda

kullanilan diger yollar: dogal 6nciil maddenin biyokatalistler vasitasiyla biyodoniistimii



ve de novo sentezidir (Janssens vd., 1992; Serra vd. 2005). Bu yontemlerin disinda
dogal aroma maddelerinin tretiminde bitki hiicre kiiltiirleri de kullanilabilmektedir

(Longo ve Sanroman, 2006).

MIKROBIYAL ENZIM KATALIZE
KULTUR BIYOTEKNOLOUIK REAKSIYONLAR
PROSESLER
| Maya, ki, bakteri |
i — — Lipazlar, proteazlar, glukozidazlar..,
|_ ikincl metabolizma | BITKi HUCRE (serbest  tutLkiy)

KULTURU

Reaksiyon ortami
(sulu, solventsiz, organik, SC-CO*2 )

Prel-turs-:':'-ﬂerl

Kallus, siispansiyon, kdk,...

""""""" 1

{Prekursirier]

Spesifik
tasarlanmig
prosesler

AROMA '
MADDELER]
Sekil 2.2. Aroma maddelerinin tiretiminde kullanilan biyoteknolojik yontemler (Longo

ve Sanroman, 2006)

Kiral yapidaki aroma maddeleri dogada ¢ogunlukla tek bir enantiomer
olustururlar. Ciinkii farkli enantiomer veya stereoizomerler farkli duyusal 6zellikler
gostermektedir. Bu nedenle aroma maddelerinin {iretimi i¢in spesifik bir sentez prosesi
gerekmektedir. Bu alanda biyokataliz caligmalari, kimyasal sentezde kolaylikla elde
edilemeyen stereo-, regioselektif ozellik gostermesinden dolayr olduk¢a fayda
saglamistir. Buna ek olarak cevre dostu uygulamalar olmasi, tliketicilerin dogal ve
organik Triinleri tercih etmesi de biyoteknolojik orijinli aroma maddesi pazarim

genisletmektedir (Serra vd. 2005).

Biyoteknolojik yontemler kullanilarak vanilin, benzaldehit, laktonlar (6zellikle y
ve o-laktonlar), esterler, diasetil, terpenler, pirazinler, alkoller (2-fenil etanol) ve metil
ketonlar iiretilebilmektedir (Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2012; Molina vd., 2013; Feron
ve Wache, 2006).



2.3.1. Bitki hiicre kiiltiirii ile aroma maddelerinin tiretimi

Bitkiler farmasotikler, aroma ve koku bilesenleri, renklendiriciler, biyopestisitler
ve gida katki maddeleri gibi ikincil metabolitler i¢cin degerli bir kaynaktir. Bilinen
30000 dogal bilesenin % 80'den fazlasi bitkisel orijinlidir (Rao ve Ravishankar, 2002).
Bitki hiicre kiiltiirleri bitkisel kokenli aroma maddelerinin {iretiminde genis bir
yelpazeye sahiptir (bkz. Cizelge 2.1.). Bu yontemin esas1, benzersiz bir biyokimyasal ve
genetik kapasiteye sahip bitki hiicrelerinin farklilasabilme yetenegini (totipotent) esas
almaktadir. Bitki kiiltiiriiniin her bir hiicresi bir aroma maddesinin {iretilmesinde ihtiyag
duyulan sayisiz kimyasal bileseni iiretmek igin gerekli genetik bilgiyi yapisinda ihtiva
eder. Biyosentez reaksiyonlarinin, ihtiya¢ duyulan ara bilesenler ile desteklenmesiyle
aromatik bilesenlerin iiretimi arttirilabilir. Geleneksel zirai yontemlere gore bitki hiicre

kiiltirt kullaniminin bazi avantajlart sunlardir (Longo ve Sanroman, 2006):

» Cografik, cevresel ve mevsimsel degisikliklerden bagimsizdir. Buna bagli olarak
tiretim miktarinda dalgalanma goziikmez. Yani, {iretim miktar1 planlanabilir, belli
kalitede belli bir verimle {iriin elde edilir. Dolayisiyla arz miktar1 stireklilik
gosterir.

» Ucuz prekursorler kullanilarak bolgeye 0zgii yeni aroma maddeleri
sentezleyebilmek miimkiindiir.

» Yiksek verimlilige sahip tiirler segilerek etkin bir iiretim gergeklestirilebilir.

» Hiicre gelisiminin ve metabolik proseslerin kontrol edilmesi ile liretim etkinligi
arttirtlabilir ve maliyet diisiiriilebilir.

» Uriin geri kazanimi verimli bir sekilde gerceklestirilebilir.

» Uretim siireci hizhidir.

Aragtirmacilar 6zel bir ¢aba sarf ederek ¢ok ragbet goren bir aroma maddesi olan
vanilin'i hiicre kiiltiirii kullanarak iiretmeyi denemislerdir. Vanilla planifolia'ya ait hiicre
kiltiiri kullanmilmis ve ferulik asitle besleme yapilarak vanilin birikiminde artig
saglanmistir (Longo ve Sanroman, 2006). Yine ferulik asitten vanilin'e biyodoniisim
icin Capsicum frutescens'e ait tutuklanmis (immobilize) hiicre kiltiirleri de
kullanilmistir (Johnson vd., 1996). Benzer ¢alismalarla; Perilla frutescens'e ait kallus

dokular1 ve hiicre slispansiyonlar1 kullanilarak limonen, linalool gibi monoterpenlerin
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tiretimi ve Oryza sativa kallus kdltiirleri ile hint pirinci ugucu aroma maddelerinin

tiretimi de gergeklestirilmistir (Longo ve Sanroman, 2006).

Bazi durumlarda hiicre kiiltiirleri kullanilarak elde edilen aroma maddelerinin
bitkiye akraba tiirlerin sahip oldugu aroma profilinden farkli oldugu goriilmiistiir.
Salatalik/sarap benzeri bir aromaya sahip Agastache rugosa Kuntze'ye (Kore nanesi) ait
kiiltiir siispansiyonu ile bazi siradisi alkol tiirevi aromalar (2-feniletanol gibi) elde
edilmistir. Ortama prekursor ilavesi ile bitkinin sahip oldugu 6zgiin aroma profilinin
degisimi tetiklenebilir. Bu degisime Allium cepa L. (sogan) kok kiltiri kanit

gosterilebilir (Longo ve Sanroman, 2006).

Cizelge 2.1. Hiicre kiiltiirii teknigi kullanilarak elde edilmis baz1 aroma maddeleri ve
bunlarin eldesinde kullanilan bitki tiirleri (Longo ve Sanroman, 2006)

Uriin Kullanilan Bitki Tiirii
Diasetil Agastache rugosa
Elma aromasi Malus silvestris
Sinnamik asit Nicotiana tabacum
Karyofilen Lindera strychnifolia

Hint pirinci aromasi Oryza sativa

Kakao aromasi Theobromo cocoa

Flavanol Polygonum hydropiper

Sarimsak aromasi Allium sativum

Monoterpenler Perilla frutescens

Triterpenoid Glycyrrhiza glabra var. glandulifera
Vanilin Vanilla planifolia

Hiicre kiiltiirii kullaniminda heniiz agilamamis bazi sorunlar da bulunmaktadir.
Yiiksek Olcekli iiretimler icin bitki hiicre kiiltiirii tekniginin gelistirilmeye ihtiyaci
vardir. Ayrica kayma gerilimine (shear stress) karsi duyarli olmasi, diger yontemlere
gore uzun gelisim dongiisiine sahip olmasi, zamanla {iretkenligin azalmasi ve elde
edilmek istenen trliniin nadiren hiicre dis1 salgilanmasi iizerinde durulmasi gereken
onemli noktalardir (Longo ve Sanroman, 2006). Diisiik ya da ¢ok tutarli olmayan {iretim
bitki hiicre kiiltiirii ve bazen de doku kiltiiriiyle yapilan ¢aligmalarda karsilasilan

sorunlardandir. Bitki hiicre ve dokularinin nispeten yavas gelismesi, steriliteyi de
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onemli bir parametre kilmaktadir. Ticari boyutta iiretim bazi durumlarda uygun olmakla
birlikte (Lithospermum erythrorhizon kiiltiirii kullanilarak kirmizi naftakinon pigmenti
tiretiminde oldugu gibi); ¢ogu kez verim yeterince yiiksek degildir. Bu nedenle
uygulamanin pek ekonomik oldugu sdylenemez (Walton vd., 2003). Yoéntem ticari
olarak ele alindiginda, karsilagilan sorunlar nedeniyle yalnizca belli bagh birkag
farmasotik bilesigin  (anti-HIV ve anti-kanser etkili bilesikler gibi) iretilmesinde
kullanilmaktadir (Rao ve Ravishankar, 2002).

2.3.2. Enzimatik yol ile aroma maddelerinin iiretimi

Metabolik faaliyetleri yerine getirebilmek i¢in mikroorganizmalar ¢ok cesitli
bilesikleri birbirine donistiiriir. Yiiksek secicilik ve etkinlikte gergeklesen bu
biyoddniisiim prosesleri, enzimler tarafindan katalizlenir. Aktif kisim ad1 verilen enzime
substratin baglandig1 bolge, 6zel geometriye sahip asimetrik bir yiizey olup; etkilesim

sonunda belirli yapida tek bir iiriin olusmasina neden olur (Glazer ve Nikaido, 2007).

Aroma maddelerinin kimyasal yapilarinin belirlenmesi ve dogada gerceklesen
dontisiim reaksiyonlarinin agiga ¢ikartilmasiyla aroma maddelerinin enzimatik olarak
laboratuvar kosullarinda da {iretilebilecegi ortaya konmustur. Markus ve ark. (1992)
yaptiklar1 ¢aligmada, soya fasulyesinden elde edilmis lipoksigenaz enzimi ile koniferil
alkol esterlerinden vanilin tiretebilmislerdir. Yine soya fasulyesinden ekstrakte enzimler
kullanilarak izo6jenol'iin de vanilin'e biyodoniisiimii saglanmistir (Li vd., 2005). Baska
bir ¢calismada ise Penicillum'a ait bir flavo-enzim olan vanilil alkol oksidaz kullanilarak
vanililamin'in ve kreosol'iin vanilin'e biyodoniisiimii gergeklestirilmistir (Heuvel van
den vd., 2001).

Bir bilesik, kimyasal olarak sentezlenebilse de bu sentez islemi bircok
basamaktan olusur. Oysaki tek enzim katalize reaksiyonlar aymi isi tek asamada
gerceklestirebilir. Bunun yani sira, enzimler oda sicakligi kosullarinda ve atmosfer
basinci altinda birgok reaksiyonu Katalizleyebilir (Glazer ve Nikaido, 2007). Tekrar
kullanilabilmeleri, stirekli prosesler i¢in ideal olmalari, atik birikimini azaltmasi ve
cogunlukla stabilitelerini korumalar1 nedeniyle enzim katalize biyodoniisiim
reaksiyonlarinda immobilize (tutuklanmig) enzimler tercih edilir (Sanchez ve Demain,
2011). Ancak endiistriyel uygulamalarda immobilize enzim kullanimi ¢ogunlukla

hidroliz ve izomerasyon reaksiyonlart ile sinirhidir (Suresh vd., 2006).
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Kati destek

materyali
Enzim
* Capraz Bagh
* Tutuklanmig
** Damlacik igine tutuklanmig ** Matriks (doku) icine tutuklanmig

Sekil 2.3. Enzim immobilizasyon (tutuklanma) sekilleri (Sanchez ve Demain, 2011)

Enzimatik yollarla aroma iiretimi miimkiin olmasina ragmen gerek enzim
saflagtirmada yasanan giicliikler gerek cok kademeli bir proses uygulamasina ihtiyag¢
duymasi gibi nedenlerle enzim katalize reaksiyonlar biyodoniisiim ¢aligmalarinda pek
tercih edilen bir yontem degildir. Bunun yani sira izole edilmis bazi enzimlerin stabil
olmayisi, 6zellikle oksirediiktaz kullanilirken kofaktorlere ihtiya¢ duyulmasi, reaksiyon
ortami igin gerekli altyapmin maliyetli olusu, kullanilan metodun degistirilmesi
gerektigi durumlarda yasanan birtakim giigliikler ve yeni tekniklerin arastirma
sathasinda olmasi da enzim katalize reaksiyonlarla calisilirken karsilasilan baslica
sorunlardandir (Hudlicky ve Reed, 2009). Bazi durumlarda ise biyodoniisiim igin
saflagtirllmig enzimlerin kullanimi daha avantajli veya gerekli olabilir (Suresh vd.,

2006). Eger:

» Mikroorganizmanin hiicre membrani, substratin niifuz etmesini ya da firliniin
hiicre disina ¢ikisini engelliyorsa,

» Mikrobiyal tekniklerde mevcut farkli enzim sistemleri nedeniyle istenmeyen yan
reaksiyonlar ya da daha ileri {iriin degradasyonu gozleniyorsa,

» Kaullanilacak enzim hiicre digina salgilaniyor ve biyokiitle ortamdan alindiktan

sonra kolaylikla saflastirilabiliniyorsa,
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» Enzim immobilizasyonu ile ilgili dogrulugu ispatlanmig teknikler bulunuyor ve bu
tekniklerde biyokatalist tekrar tekrar kullanilip stirekli calisan reaktorlerde
uygulama firsat1 bulunuyorsa

enzimatik yollar tercih edilebilmektedir (Suresh vd., 2006).

2.3.3. Mikrobiyal yol ile aroma maddelerinin iiretimi

2.3.3.1. Fermantasyon

Fermantasyonda ortamda bulunan karbonhidrat, yag ve protein gibi maddeler
yikima ugramakta ve bu bilesiklerden aroma maddeleri {iretilmektedir. Bu yontem ‘de
novo' sentezi olarak adlandirilmaktadir. Mikroorganizmalar tarafindan ham maddede
meydana gelen biyokimyasal degisiklikler sonucu agiga ¢ikan bilesenler son {iiriiniin
aromasina etki etmektedir. Sarap, bira, yogurt, ekmek gibi birgok gidanin spesifik
ozellikler ve aromast mikroorganizmalarin faaliyetleri sonucunda meydana gelmektedir

(Feron ve Wache, 2006).

De novo sentezi gerceklestiren mikroorganizmalarin ¢ogu kiif ve mayalardan
olusmaktadir. Bu durum funguslar arasindaki daha genis biyogesitlilikten
kaynaklanmaktadir (Feron ve Wache, 2006). Yaygin olarak kullanilan starter kiiltiirler,
fermantasyon esnasinda yiiksek miktarda birincil metabolit iiriinler iiretmelerinin yani
sira 1z miktarda da kompleks aroma bilesenleri tiretirler. Kisa zincirli alkoller, aldehit,
keton ve karboksilik asit bilesikleri iiretirken ayni zamanda pirazin, lakton ve thiol
bilesikleri de olustururlar (Krings ve Berger, 1998). De novo sentezi ile iiretilen bazi
aroma smiflart ve iretiminde kullanilan mikroorganizmalar Cizelge 2.2'de

gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. De novo sentezi ile tiretilen baz1 aroma siniflari (Feron ve Wache, 2006)

Mikroorganizma Cinsi Aroma Sinifi
Aspergillus Asitler, Alkoller, Terpenler
Cerastocystis Terpenler, Esterler, Alkoller
Kiifler Fusarium Terpenler, Laktonlar
Geotrichum Esterler, Laktonar
Trichoderma Terpenler, Esterler, Laktonlar
Dipodascus Esterler, Alkoller
Hanensula Esterler, Alkoller
Mayalar Kluyveromyces Terpenler, Esterler, Alkoller
Sporobolomyces Laktonlar
Saccharomyces Terpenler, Laktonlar, Esterler, Alkoller
Clostridium Asitler, Alkoller, Asitler
Bakteriler | Corynebacterium Pirazinler
Pseudomanas Esterler, Pirazinler
Streptomyces Terpenler, Pirazinler

Kiltiir ortamindaki karbon ve azot kaynagi gibi basit bilesenler degistirilerek de
uretilen aroma maddelerinin cesitliligi arttirilabilir (Feron ve Wache, 20006).
Ceratocystis tiirii bu konuda iyi bilinen bir ornektir. Meyvemsi ve ¢igeksi kokulara
sahip genis bir terpen tiirevi aroma maddesi liretme yetenegine sahiptir (bkz. Sekil 2.4.).
Ceratocystis moniliformis'un baslica iirettigi aroma maddeleri etil asetat, propil asetat,
isobiitil asetat, isoamil asetat, citronellol ve gerianol'diir. Ayrica Trichoderma viride ve
T. Harzianum tiirleri de Hindistan cevizi aromasi benzeri bir aromaya sahip 6-pentil-a-

piron'u verimli bir sekilde iiretmektedir (Vandamme ve Soetaert, 2002).

Mayalar da ayn1 zamanda de novo sentezi ile aroma bilesenleri iiretme
kabiliyetine sahiptir. En iyi bilinen 6rneklerinden biri Sporidiobolus salmonicolor'dur.
y—dekalakton ve o—laktonlar gibi genis ¢esitlilikteki laktonlar1 {iretebilme yetenegine
sahiptirler (Feron ve Wache, 2006). Kluyveromyces lactis de citronellol, linalool ve
geraniol gibi meyvemsi-ciceksi kokulara sahip terpenleri de novo sentezi ile
uretebilmektedir. Willopsis saturnus var. mrakii baslica muz aromasi karakteri veren

onemli miktarlarda ugucu asetat tiirevleri sentezlemektedir (Vandamme ve Soetaert,
2002).
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Terpen Kimyasal Yapi Duyusal Ozellikleri

. Gl benzeri
Sitronellol CH.OH bitter tat,

-

serinletici

!
A CH20H Tath, meyvemsi,

Geraniol gll benzeri

Tath, ciceksi,
turunggil kokulu,
serinletici

T

Linalol

Tatl, ¢igeksi, gil
benzeri, hafif aci
serinletici

Nerol

I
8]
I

Tath, giceksi,
seyreltildiginde
meyvemsi koku

a-Terpineol

NG abadbabedh g

T

Sekil 2.4. Ceratocystis variospora tarafindan iiretilen terpenler

Sinirli genetik ¢esitliliklerinden dolay1 bakteriler aroma maddeleri itiretiminde
mayalar ve kiifler gibi yetenekli degillerdir (Feron ve Wache, 2006). Ancak
fermantasyon esnasinda bakterilerin de az miktarda da olsa Onemli sayilabilecek
cesitlilikte aroma maddelerini tUretebilecegini bilinmektedir (Krings ve Berger, 1998).
Ozellikle gida iiriinlerinin islenmesindeki birtakim degisiklikler nedeniyle dogal olarak
olusan aroma maddeleri yeni isleme teknikleri kullanilarak elde edilen gidalarda,
normal proseslerde dogal olarak olusan aroma maddeleri olusmayabilmektedir.
Ornegin, mikrodalga uygulamalarinda pirazin olusumu gdzlenmemektedir. Bu durum
triine kavrulmus, pismis tadin verilebilmesi i¢in pirazin gibi aroma maddelerine talep
yaratmaktadir. Corynebacterium glutamicum, de novo sentezi ile pigmis tat veren

pirazinleri tiretebilmektedir. (Vandamme ve Soetaert, 2002).

Cesitli mikroorganizmalar tarafindan fermentasyon yolu ile iiretilen aroma

maddeleri ve bu maddelerin verdigi kokular Cizelge 2.3.’te verilmistir.
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Cizelge 2.3. Mikroorganizmalar tarafindan fermantasyon ile {iretilen bazi aroma

maddeleri
Mikroorganizma Aroma Olusan Kavnak
Tiiri Maddesi Koku y
- . . Cabaroglu ve
Yarrowia lipolytica y—dekalakton Seftali Yilmaztekin, 2012
) Elma, muz .
Maya Kluy\{eromyces Biitil asetat Molina vd., 2013
marxianus kokusu
. . .. Cabaroglu ve
K.marxianus Fenil etanol Gul Yilmaztekin, 2012
S . . Cabaroglu ve
Williopsis saturnus Izoamil asetat Muz Yilmaztekin, 2012
i . . Cabaroglu ve
Pichia anomala Etil asetat Meyvemsi Yilmaztekin, 2012
Pycnoporous - . Cabaroglu ve
cinnabarinus Vanilin Vanilya Yilmaztekin, 2012
. . Cabaroglu ve
Ischnoderma benzoinum | Benzaldehit Badem Yilmaztekin, 2012
s . Portakal 5]
Kif Mycena pura Sitronellol . Cabarog uve
cicegi Yilmaztekin, 2012
. Cabaroglu ve
Sporobolomyces odorus | y—dekalakton Seftali Yilmaztekin, 2012
_ 6-pentil-a- Hindistan Cabaroglu ve
Trichoderm .
Fhodeggigrhp piron cevizi Yilmaztekin, 2012
Neurospora spp. Etil hekzonat Bira kokusu | Molina vd., 2013
Geotrichum fragrance 2-Fenil etanol Gil Molina vd., 2013
. . . . - Cabaroglu ve
Lactobacillus lactis Diasetil Tereyag1 Yilmaztekin, 2012
Corynebacterium L N Cabaroglu ve
glutamicum Pirazin Pigmis gida Yilmaztekin, 2012
Bakteri Co . . .. | Cabarogluve
Gluconobacter oxydans | Propiyonik asit | Eksimis siit Yilmaztekin, 2012
. Cabaroglu ve
Enterbacteriaceae spp. | Nutketon Greyfurt Yilmaztekin, 2012

Fermantasyon yoluyla aroma maddeleri iiretiminde verim genellikle diistiktiir. Bu
nedenle calismalar daha ekonomik c¢oéziimler sunan biyodoniisiim prosesi iizerinde

yogunlagsmistir (Molina vd., 2013).
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2.3.3.2. Mikrobiyal biyodoniisiim

Gida aromasi iretiminde, mikroorganizmalar oksidasyon, rediiksiyon,
dehidrasyon ve diger birgok reaksiyonu gergeklestirebilirler (Feron ve Wache, 2006).
Mikroorganizmalarin bir bilesigi yapisal yonden kendisine benzer baska bir bilesige
doniistiirmesi olayma mikrobiyal biyodoniisiim denir (Cabaroglu ve Yilmaztekin,
2012). De novo sentezinden farkli olarak, biyodoniisiim prosesinde {iretilen aroma
maddesi konsantrasyonu endiistriyel agidan bakildiginda yeterince yiiksektir (Feron ve
Wache, 2006). Bu nedenle 6nciil madde kullanilarak gergeklestirilen ve istenen aroma
maddesi birikiminin yiiksek oldugu biyokatalik doniisiim, aroma maddesi iiretiminde bir

adim 6ne ¢ikmaktadir (Molina vd., 2013).

Cizelge 2.4. Fermantasyon ve mikrobiyal biyoddniisiimle aroma iiretimi arasindaki
farklar (Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2012)

. Mikrobiyal
Ozellik Fermantasyon
Biyodoniisiim
Mikroorganizmalar | Cogalan hiicreler Cogalma veya duraklama
evresindeki hiicreler
Substrat Ucuz karbon ve azot kaynagi | Spesifik (bazen pahali)
Reaksiyon Karmasik Basit
Reaksiyon siiresi Uzun Kisa
Uriin miktar Az Yiiksek
Uriiniin saflastirilmas1 | Zor Kolay
Endiistriyel {iretim Nadir Yaygin

Cogu biyodoniisim olayinda iki substrat gereklidir. Bunlardan birisi
mikroorganizmalarin gelisimi i¢in gerekliyken digeri ise hedef aromayr olusturmak
tizere doniisiime ugrayacak substrattir (Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2012). Mikrobiyal
biyoddniisiimde ortama ilave edilen ve reaksiyonu baslatan 6n bilesiklerden (prekursor)

tek basamakli reaksiyonlarla aroma maddeleri iiretilmektedir (Janssenss vd., 1992).

Mikrobiyal biyodoniisiimle iiretilen bazi aroma maddeleri Cizelge 2.5.'te

gosterilmistir.
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Cizelge 2.5. Mikrobiyal biyodoniisiimle tliretilen baz1 aroma maddeleri

Bilesen Aroma Onciil madde | Mikroorganizma Kaynak
Serretia s Cabaroglu ve
Ferulik asit Pp- Yilmaztekin, 2012
Pycnoporus spp. Feron ve Wache, 2006
- . . . Cabaroglu ve
Vanilin Vanilya Ojenol Amycolatopsis spp. Yilmaztekin, 2012
Pseudomonas s Cabaroglu ve
[zodjenol Pp- Yilmaztekin, 2012
Bacillus pumilis Molina vd., 2013
. . Cabaroglu ve
Yarrowia lypolitica Yilmaztekin, 2012
. ... .| Sporobolomyces Cabaroglu ve
—dekalakton ftal Risinoleik
y—dekalakton | Seftali isinoleik asit spp. Yilmaztekin, 2012
. Cabaroglu ve
Candida spp. Yilmaztekin, 2012
Hindistan Oktanoik asit
y—oktalakton . . Mucor spp. Feron ve Wache, 2006
cevizi esterleri
Bjerkandera adusta | Feron ve Wache, 2006
Pycnoporus
Benzaldehit | Badem Fenil alanin cinabarinus Feron ve Wache, 2006
Cabaroglu ve
Ischnoderma spp. |y 1 aztekin, 2012
Izoamik Muz Amil alkol Williopsis saturnus Cabaroglu ve
asetat P Yilmaztekin, 2012
S. cerevisiae Cabaroglu ve
2-Fenil Giil ve ) ; ' Yilmaztekin, 2012
. Fenil alanin _
etanol benzeri, bal KILVVEromVees s Cabaroglu ve
W YCES Spp- Yilmaztekin, 2012
Pirazin k(I)SI:E 19 Treonin Bacillus subtilis Feron ve Wache, 2006
Karvon Nane . Limonen Rhodococeus Molina vd., 2013
benzeri opacus
Pleurotus sapidus Molina vd., 2013
Noot katon Greyfurt Valensen

Chlorella sp.

Molina vd., 2013

Mikrobiyal biyodoniisiim reaksiyonlarinin baslica avantajlari sunlardir (Suresh

vd., 2006; Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2012; Molina vd., 2013):

YV V VYV V

Yiiksek substrat seciciligi

Az miktarda yan {iriin olusumu

Daha az toksik madde birikimi
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Istenilen bilesigin iiretilmesinde verimliligin arttirilmasi




Asil iirliniin kolay izole edilebilmesi ve saflastirilmasi

Hizli bir sekilde tiretimin gergeklesmesi

Cevre dostu bir uygulama olmasi

Cografik etkilerden uzak, iklimsel degisikliklerden bagimsiz olmasi
Uriiniin dogal olarak kabul edilmesi

Yeni bilesenlerin tiretilebilmesi

YV V. V V V V V

Katalistin normal kosullarda ¢alisabilmesi; yani yiiksek basing, ekstrem kosullar

gibi ihtiyaci olmamasi

A\

Az enerji tiiketimi ve maliyetin diismesi

A\

Kimyasal sentez reaksiyonlarinda karsilasilan problemlerin ortadan kaldirilmasi
» Biyodoniisiim ¢aligmalarinin, ilgili maddenin biyosentez yolunun ag¢iga ¢ikarmada

yeni bilgiler saglamasi

2.4. Vanilin

Vanilya orkideleri, biiyiikk oranda Endonezya, Madagaskar ve Cin'de
yetistirilmektedir (Kaur ve Chakraborty, 2013). Vanilin (4-Hidroksi-3-metoksi
benzaldehit) ise, Vanilla planifolia, V. tahitensis ve V. pompona tiirii orkidelerin tohum
zarfinda olusan en 6nemli aroma maddesidir ve bitkinin icerdigi aroma maddelerinin
1/3%inii olusturur (Walton vd., 2003; Anuradha vd., 2013; Kaur ve Chakraborty, 2013).
Beyaz renkli ve igne benzeri kristal yapidadir. Yogun tathilik derecesine ve kuvvetli bir
vanilya benzeri kokuya sahiptir (Kaur ve Chakraborty, 2013). Yaklasik 180 milyon
dolarlik pazar payi ile genis bir kullanim alanina sahiptir (Son vd., 2014). Sekerleme,
dondurma ve icecekler basta olmak iizere bir¢ok gida iirlinlinde kullanimi oldukca
yaygin olup; parfiim endiistrisinde de kullanilmaktadir (Priefert vd., 2001). Ayrica
gidalarin bozulmasia neden olan bakteri, maya ve kiifler lizerinde de inhibitor etki
yaratmasindan Otiirii gida koruyucusu olarak kullanimi da mevcuttur (Jadhav, 2009).
Antioksidan ve antimutajenik etkileri vardir  (Gounaris, 2010). Yine farmasotik
alaninda aldomet, dopamin, papaverin ve |-Dopa gibi ila¢ etken maddelerinin
tretiminde hammadde olarak kullanilmaktadir. Koptik kirici ajanlarin tliretiminde de
vanilin'den yararlanilmaktadir. Cesitli fonksiyonel 6zelliklerinin bulunmasinin yaninda

esasen aroma maddesi olarak kullanilir (Kaur ve Chakraborty, 2013).
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Sekil 2.5. Vanilin'in kimyasal yapis1 (Havkin-Frenkel ve Belanger, 2008)

2.5. Bitkilerde Vanilin Olusum Mekanizmasi ve Vanilya Cubugu Eldesi

Vanilin olusumu basta V. planifolia olmak iizere az miktarda da V. tahitensis ile
V. pompona tiir orkidelerin tohum zarflarinda gergeklesir (Dignum, 2007). V. planifolia
orkidelerinin anavatan1 Meksika olmakla beraber; orkideler biiyiik dl¢ciide Madagaskar,
Endonezya, Taiti ve Tonga'da yetistirilir (Waliszewski vd., 2006). V. planifolia
(Bourbon vanilyasi) ile birlikte ticari degere sahip diger tirler V. pompona ve V.
tahitensis'tir ancak diinyadaki toplam iretimin % 75'ini Madagaskar ve Hint
Okyanusu'ndaki diger adalarda yetistirilen Bourbon vanilyasi olusturur (Anuradha vd.,
2013; Rasoamandrary vd., 2013).

Tohum zarfinin tesekkiil edebilmesi i¢in Oncelikli olarak ¢iceklerin tozlastirilmasi
gerekmektedir. Tozlastirma isi Meksika, Porto Riko ve Orta Amerika filkelerinde
Melipona cinsi arilar tarafindan yapilir. Ancak bu yolla ¢igeklerin sadece % 1'inin
tozlastigt ve dogal tozlagmanin bu bolgeye has oldugu gozlenmistir. Bu nedenle
cigeklerinin tohum olusturmasi i¢in elle tozlastirma teknigi ile uygulanir. Tozlagsmadan
yaklagik 8-9 ay sonra vanilya fasulyesi (tohum zarfi) i¢in hasat yapilir (Anuradha,
2013). Tohum zarfi i¢indeki vanilin, B-D-glikozid baglari ile konjuge haldedir (Dignum,

2007). Bu asamada heniiz vanilyaya has aromaya dair bir iz mevcut degildir.

Karakteristik vanilya aromast, ‘curing' adi verilen islem (6 aydan fazla siirebilecek
bir siire¢) sonunda tesekkiil eder. Curing sirasinda B-D-glikozidaz enzimi ile B-D-
glikozit baglar1 kirilir ve vanilin (4-Hidroksi-3-metoksi benzaldehit) ortaya ¢ikar.
Olusan vanilin, kiirlenmis tohum zarfinin % 2-2,5'ini olusturur ve vanilin'e yaklasik 200
mindr bilesen eslik eder (Walton vd., 2003). Bunlardan minér diizeydeki 26 tane 6nemli

aktif koku bileseni vanilya aromasini olusturmaktadir. Ancak vanilin bu bilesenler
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igerisindeki hakim bilesendir (Silva vd., 2011). Vanilya aromasinin 1/3'i vanilin'den

ileri gelirken; geri kalan 2/3'i ugucu ve ugucu olmayan bilesenler tarafindan olusturulur
(Anuradha, 2013).

OH

HO 0 OCH;

HO O
OH

O
Sekil 2.6. Vanilin'in B-D-glikozit yapist (Glikovanilin)

Curing iglemi i¢in her iilke/firmanin kendi tiretim prosesi vardir. Bu proses genel

olarak haslama, giinesletme, kurutma ve iklimlendirme olmak iizere 4 agsamadan olusur

(Dignum, 2001).

Cizelge 2.6. Curing islemi sonrasi kuru tohum zarfinin bilesimi (Rao ve Ravishankar,
2000)

Bilesen Miktar (gr/kg)

Vanilin 20
Vanilik asit 1
p-Hidroksibenzaldehit 2
p-Hidroksibenzil metil ester 0,2
Karbonhidrat 250

Yag 150
Seliiloz 150-300
Mineral 60

Su 350

2.5.1. Haslama/Oldiirme

Gerek devam eden biyokimyasal aktivitenin durdurulmasi gerekse tohum zarfinin
catlayip acilmasini 6nlemek icin haslama islemi uygulanir. Bu agsamada vejetatif gelisim

durdurulur (Dignum, 2001; Rao ve Ravishankar, 2000). Dokular tahrip edilerek
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enzimatik aktivite i¢in uygun bir ortam olusturulur. Sicak suyla hasglamanin yani sira
giines altinda da 6ldiirme islemi gergeklestirilebilir (Rao ve Ravishankar, 2000). Eger
sicak suyla haslama yapiliyorsa bu islem i¢in yaklasik 65 °C'de 2-3 dakika haslama
yeterlidir (Dignum, 2001).

2.5.2. Giinesletme/Terletme

Tohum zarflar1 bir tahta iizerine serilir ve lizerine battaniye ya da keten branda
ortiilerek fermentasyona birakilir. Haslama sonucu tahrip olan hiicre ve dokulara
enzimler etki eder. Glikovanilin tohum zarfi igerisinde merkeze yakin iken B-glukozidaz
enzimi dis kisma daha yakindir. Bu asamada 6zellikle glukozidaz ve oksidaz enzimleri
oldukga aktiftir (Dignum, 2001). Giindiiz giines altinda bekletilen zarflar gece hava
gecirmez tanklara alinarak terletilir. Bu islem yaklasik 7-10 giin siirer (Rao ve
Ravishankar, 2000). 48. saatten itibaren tohum zarfi kararir, glikovanilin yapisindaki

glikozid baglar kopar ve vanilin serbest kalir. Bdylece tipik vanilya aromast olusur.

2.5.3. Kurutma

Hala yas olan tohum zarflarinda mikrobiyal bozulmanin 6niine gecilebilmesi igin
kurutma yapilir. Tohum zarflar1 giines almayan kapali bir alanda 2-4 hafta kurutulur
(Dignum, 2001). Kurutma baglangicinda % 70 civarinda olan nem, kurutma sonunda %

25-32 seviyesine iner (Anuradha vd., 2013).

2.5.4. iklimlendirme

Tohum zarflar1 sicaklik ve nem ayar1 yapilmis bir oda icerisinde 6 aya kadar
bekletilir. Bu asamada esterifikasyon ve oksidatif degredasyon gibi bazi biyokimyasal

reaksiyonlar devam eder (Dignum, 2001).

2.6. Biyoteknolojik Yéntemlerle Vanilin Uretimi

Son yillarda tiiketicilerin dogal iiriinlere olan ilgisinin artmast ve yasal
diizenlemeler nedeniyle dogal {irlinlerin tiretimi biiyiikk 6nem kazanmistir. Bitkisel

kaynaklardan ekstraksiyon yolu ile vanilin eldesi yogun iscilik ve uzun siire gerektiren;
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ayn1 zamanda ekonomik olmayan bir iiretim seklidir. 1 kg vanilin elde edebilmek i¢in
500 kg tohum zarfina; bunun i¢in de 40000 c¢icegin basarili sekilde tozlastirilmasina
ihtiya¢ duyulmaktadir (Hansen vd., 2009). Dolayisiyla yetistirme giicliigii, tohum
zarflarinin toplanmasi ve cigeklerin elle tozlastirilmasi i¢in yogun isgiicii gerektirmesi
ve arzin talebi kargilayamiyor olmasi vanilin'in yliksek maliyetli bir {iriin olmasina yol
agmistir. Bu durum da sentetik olarak iretilen vanilin'in dogal vanilin'in yerini
almasiyla sonuglanmustir (Li ve Frost, 1998). Diinya genelinde iiretilen vanilin'in %
l'inden daha azini dogal vanilin olusturmaktadir (Sciubba vd., 2009). Vanilin yillik
12000 ton civarinda iretilir ve bunun baslica kaynagi guaikol'diir. Sadece 20 ton
kadarin1 vanilya tohum zarflarindan ekstraksiyon ile elde edilen vanilin olusturmaktadir
(Gounaris, 2010). Talebin geri kalan1 guaikol veya lignin‘den kimyasal sentez yolu ile
iiretilen sentetik vanilin tarafindan karsilanmaktadir. Esasen arzin diisiik olmasimin

nedeni liretim maliyetinin yliksek olmasidir (Rana vd., 2013).

Dogal vanilin, safrandan sonra en pahali ikinci gida katki maddesidir (Anuradha
vd., 2013). Sentetik vanilin'in kilogram fiyat1 11 $ civarinda iken dogal vanilin'in
(biyoteknolojik yollarla elde edilen) fiyati 1000-3000 $/kg arasinda degismektedir
(Rana vd., 2013). Vanilya tohum zarflarindan elde edilen vanilin'in kilogram fiyati ise

16000 $'a kadar ¢ikabilmektedir (Berger, vd. 2010).

Kimyasal sentez ile elde edilmis vanilin ekonomik oldugu i¢in dogal vanilin'e
alternatif sunmaktadir. Ancak diger aroma maddelerinin iiretiminde oldugu gibi sentetik
vanilin tiretiminde de kullanilan prosesin ¢evre kirliligine yol agmasi1 ve dogal iirlinlere
kars1 artan ilgi, bilim adamlarin1 yeni alternatif yontem arayislarina itmistir. Dogal
prekursorlerden biyoteknolojik yollar ile elde edilen iirlinlerin Avrupa Birligi ve
Birlesik Devletler mevzuatlarinca dogal kabul edilmesiyle calismalar bu yonde

yogunlagmistir.

2.6.1. Bitki hiicre kiiltiirii ile vanilin iiretimi

Bitki hiicre kiiltliri kullanim1 aroma maddelerinin iiretiminde genis bir yelpazeye
sahip olmasi nedeniyle biyoteknolojik uygulamalar i¢in uygun bir metot olarak
goziikmektedir. Bitki hiicre kiiltlirlerinin sahip oldugu metabolik potansiyel degerli
bilesiklerin sentezinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Aragtirmacilar 6zel bir ¢aba sarf

ederek cok ragbet goren bir aroma maddesi olan vanilin'i hiicre kiiltiirii kullanarak
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tiretmeyi denemislerdir. Vanilla planifolia'ya ait hiicre kiiltiirii ¢esitli bitki hiicre ve
dokularindan elde edilebilmistir. Ayrica, prekursor olarak kullanilan ferulik asitle
besleme yapilarak vanilin birikiminde artis saglanmistir (Longo ve Sanroman, 2006).
Yine ferulik asitten vanilin'e biyodoniisiim i¢in Capsicum frutescens'e ait tutuklanmis

(immobilize) hiicre kiiltiirleri de kullanilmistir (Johnson vd., 1996).

Bu yontemle ilgili asil sorun bitki kiiltiirlerinin dogal olarak yavag gelismesi ve
arzu edilen iirliniin diisiik miktarlarda elde edilmesidir. Ayn1 sorun vanilin {liretiminde
de yasanmaktadir. Biyoteknolojik yaklasimlar her ne kadar yeni gelismelere agik olsa

da bu yoOntemin ticari gelecegi agisindan siipheler mevcuttur (Havkin-Frenkel ve
Belanger, 2008).

2.6.2. Enzimatik yollarla vanilin iiretimi

Vanilin'in biyosentez mekanizmasimin aydinlatilmasi ve bu biyosentez igleminin
cesitli basamaklarin1 bagarili bir sekilde katalizleyen enzimler hakkinda elde edilen
bilgiler, vanilin liretiminde enzim bazli sistemlerin ortaya ¢ikmasina firsat tanimaistir.
Biyoteknoloji, ilgili enzimlerin sentezlenmesinde gorev alan genlerin klonlanmasi ile
bunlarin vanilin ve yan {irinlerinin sentezinde kullanilmasiyla da ilgilenmektedir. Bu
sistem, {iretim silirecinin belli basamaklarinin kontrol altinda tutulmasinda fayda
saglamaktadir. Ornegin; mikroorganizmalarin &nciil madde ile beslenmesi esnasinda
tiretilmis vanilin'in vanilil alkol veya vanilik aside doniistiirildiigliniin tespit edildigi

durumlarda bu teknikten yararlanilabilmektedir (Havkin-Frenkel ve Belanger, 2008).

Enzimatik vanilin iiretimine Ornek vermek gerekirse, kirmizi biber yapisinda
bulunan kapsaisin'in enzimatik olarak vanililamin'e hidrolizi ger¢eklestirilebilmektedir.
Olusan vanililamin, vanilil alkol oksidaz (VAO) enzimi varliginda kademeli olarak

vanilin'e doniistiirilmektedir (Heuvel vd., 2001).

Yine soya fasulyesinden ekstrakte enzimler kullanilarak izodjenoliin enzimatik
olarak vanilin'e biyodoniisiimii saglanabilmektedir. Optimize kosullar altinda 36 saat

icerinde % 13.3 molar verim ile 2.46 g/L diizeyinde vanilin {iretimi gerceklestirilmistir
(Livd., 2005).
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2.6.3. Mikrobiyal biyodoniisiim yoluyla vanilin iiretimi

Mikrobiyal biyodoniisiimde onciil maddeden bir veya birka¢ asamada aroma
maddelerinin liretimi miimkiin olabilmektedir. Vanilin {iiretiminde de mikrobiyal
biyodoniisiim yontemi oldukca sik kullanilmaktadir. Vanilin iiretiminde kullanilan
prekursorler arasinda basta ferulik asit ve izodjenol olmak iizere, 6jenol, glikoz ve bazi

aromatik amino asitler yer almaktadir.

2.6.3.1. Ferulik asidin vanilin'e biyodoniisiimii

Ferulik asit bitkiler aleminde en bol bulunan hidroksisinamik asittir ve hiicre
duvarlarinin yapisinda lignin ve diger polimerlere kovalent baglarla bagli halde
bulunurlar. Cesitli calismalarda Psychrobacter sp. CSW4, Candida galli PGOG,
Pseudomonas resinovorans SPR1, Bacillus pumilus S-1, Streptomyces, Actinomycetes
ve Brevibacillus agri 13 gibi bazi mikroorganizma tiirlerinin ferulik asit ve benzer
yapili substratlar1 kullanarak vanilin iiretebildigi ortaya konmustur (Ma ve Daugulis,

2014).

Ferulik asidin 6nciil madde olarak kullanildigi ¢alismalarda ferulik asit oncelikle
Aspergillus niger tarafindan vanilik aside indirgenmis; ardindan da A. niger
uzaklastirilarak yerine Pycnoporus cinnabarinus ortama inokiile edilmistir. Ortamdaki
vanilik asit P. cinnabarinus tarafindan vaniline doniistiiriilerek 2 asamali bir
biyodoniisiim gerceklestirilmistir (Meessen vd., 1996). Ancak verim, endiistriyel agidan
bakildiginda oldukca diisiik kalmstir. ilerleyen arastirmalar, P. cinnabarinus'un ortam
kosullart optimize edildiginde tek asamada vanilin eldesi gerceklestirebildigini
gostermistir. Yine de molar verim % 54 seviyesine kadar yiikseltilebilmis ve 126 mg/L
vanilin tretilebilmistir. (Tilay vd., 2010). Zheng ve ark. (2007) tarafindan ¢ift kiiltiir
kullanilarak gerceklestirilen vanilin iiretim ¢aligsmalarinda tretilen vanilin miktar1 2.8

g/L'ye kadar ¢ikarabilmistir.

Ma ve Daugulis (2014) ise ferulik asitten vanilin tiretiminde Amicolatopsis sp.
ATCC39116 tiirtinden faydalanmis ve % 96.1 molar verim ile 9.18 g/L vanilin iiretmeyi

basarmislardir.
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Sekil 2.7. Ferulik asidin vanilin'e 2 asamal1 biyodoniisiimii (Meessen vd., 1996)
2.6.3.2. Ojenol ve izodjenol'iin vanilin'e biyodéniisiimii

Bitkiler, yaralanma ve enfeksiyon gibi biyotik ve abiyotik strese karsi fenil
propanoid bilesikler {iretmektedirler. Fenil propanoidler dogada yaygin bulunusu
nedeniyle, aroma ve esans liretiminde disiik maliyetli dogal prekursorler olarak kabul
edilirler. Ozellikle biyodéniisiim yolu ile vanilin iiretiminde ferulik asit, stilben, lignin,

6jenol ve izodjenol gibi fenil propanoid bilesiklerden yaralanilmaktadir (Ryu vd., 2013).

Ojenol, karanfil bitkisi (Syzygium aromaticum) esansiyel yagmin temel bilesenidir
(Priefert vd., 2001). Izodjenol [2-metoksi-4-(1-propenil)fenol] ise karanfil, defne ve
tar¢in yapraginda makul miktarlarda bulunabilen 6nemli bir bilesiktir (Chen vd., 2012).
Dogal 6jenol ve izodjenol, bitki esansiyel yaglarindan ekstraksiyon yolu ile elde edilir.
Ayrica izodjenol, §jenoliin izomerizasyonu ile de endiistriyel boyutta iiretilebilmektedir
(Ashengroph vd., 2012). Aromatik yapisi nedeniyle gida endiistrisinde; antibakteriyel
ve antifungal etkilerinden Otiirii eczacilik alaninda ve antioksidan 6zelligi ile de

kozmetik sektdriinde kullanilmaktadir (Chen vd., 2012).

Ojenol, piyasadan ¢ok uygun fiyatlarla temin edilebildigi igin biyoddniisiim
calismalarinda ticari a¢idan ideal bir hammaddedir. Corynebacterium tiirleri ile
Fusarium solani'nin Gjenolli basta vanilin olmak tiizere c¢esitli aromatik iriinlere
indirgeyebildigi bildirilmistir. Ojenol iizerinde yapilan calismalarda iiretilen vanilin
miktar1 ¢ok diisiik diizeylerde kalmis ve arastirmalar mutant tiirler lizerine kaymustir.
Mutant Pseudomonas tiirleri kullanilarak gergeklestirilen ¢alismada 6jenol'den 17 saat
icinde 0.44 g/L vanilin elde edilmistir. Ancak mutant tiirde bulunan koniferil aldehit
dehidrogenaz enzimi ilerleyen siiregte olusan vanilin'i okside etmis ve vanilin
tretiminde rol alan vanilin dehidrogenaz aktivitesini etkisiz hale getirmistir (Priefert

vd., 2001).
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Izodjenol'de yine &jenol'de oldugu gibi dogal, ¢evre dostu ve yenilenebilir bir
kaynaginin olmasi nedeniyle biyodoniisiim yolu ile dogal wvanilin iretiminde
yararlanilan Onemli bir prekursordiir. Cesitli mikroorganizmalar tarafindan tolere
edilebildigi ve wvanilin'e biyodoniisiimiiniin gerceklestirildigi rapor edilmistir.
Aspergillus niger, Klebsiella, Enterobacter, Serretia, Rhodococcus rhodocrous,
Bacillus subtilis, Bacillus fusiformis, Bacillus pumilis, Pseudomonas nitroreducens,
Pseudomonas putida, Pseudomonas chloraphis ve Nocardia iowensis gibi
mikroorganizmalarin izodjenol'iin  vanilin'e biyodoniisiimiinii  gergeklestirebildigi
bildirilmistir (Ashengroph, 2012).

H
i "’l“:l““:_-:\,l_--CHg.
| :f \
HO
OCH,

Sekil 2.8. izodjenol'iin kimyasal yapis1 (Gusevskaya vd., 2012)

Onciil madde olarak izodjenoliin kullanildig1 ¢alismalarda umut vaat edici
sonuglar elde edilmistir. Bacillus subtilis kiltiirii kullanilarak izodjenol'den 0.9 g/L
vanilin tiretilirken; Pseudomonas putida IE27 kullanilarak gergeklestirilen izodjenol'den
vanilin iiretiminde % 71 molar verimle 16 g/L vanilin tretilmistir (Shimoni vd., 2000;
Yamada vd., 2007). Zhao ve ark. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada ise biyokatalist
olarak Bacillus fusiformis kullanilmis ve 72 saatlik biyodoniisiim denemesinde 32.5 g/L

diizeyinde vanilin liretilmistir.

CH=CH-CH, CHO

Pseudomonas spp.

Biyoddnlsum

OCH, .
OCH;

OH OH

izodjenol Vanilin

Sekil 2.9. [zodjenol'iin vanilin'e mikrobiyal biyodéniisiimii (Kasana vd., 2007)
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2.6.3.3. Aromatik amino asitlerin biyodoniisiimii

Fenilalanin; bitkilerde flavonoid, kumarin, stilben ve lignin biyosentezinde
baslangi¢ noktasi olarak bilinmektedir. L-fenilalanin metabolizmasi, Proteus vulgaris
ve fenilalanin amonia liyaz aktivitesine sahip beyaz kok mantarlarinda incelenmistir.
Calismalar, Proteus vulgaris'in metoksitirozin'in fenilpiriivik aside deaminasyonunu
gerceklestirdigini ortaya koymustur. Elde edilen fenilpiriivik asit, seyreltik NaOH

uygulamasi ile vanilin'e dontistiiriilmistiir (Priefert vd., 2001).

2.6.3.4. Glikoz'un vanilin'e biyodoniisiimii

E. coli suslari, aromatik bilegiklerin iiretim potansiyelinin arttirilmasi i¢in genetik
olarak modifiye edilebilmektedir (Priefert vd., 2001). Bu kapsamda modifiye E. coli
KL7 glikozun vanilik aside biyoddniisiimii i¢in kullanilmustir. Uretilen vanilik asit
biyodoniisiim ortamindan alinmis ve N. crassa'dan elde edilmis aril aldehit
dehidrogenaz enzimi vasitasiyla enzimatik olarak vanilin'e doniistiirilmiistiir (Li ve
Frost, 1998). Ancak katesol-O-metiltransferaz aktivitesinin yetersiz kalmasi nedeniyle
fermentasyonda baskin iiriin olarak prokatesuik asit olusmustur. Dahasi, katesol-O-
metiltransferaz'in ¢ok segici olmamasi yan {iriin olarak izovanilin olusumuna da yol

acmustir (Priefert vd., 2001).

2.7. Mikrobiyal Biyodoniisiim Yolu Ile Aroma Maddesi Uretiminin Eksik Yénleri,

Karsilasilan Giicliikler ve Coziim Yollar:

Biyodoniisiimiin siirecinin isleyebilmesi i¢in en Onemli parametreler kiiltiiriin
sahip oldugu enzim sistemi ve c¢evresel kosullardir. Baz1 mikroorganizma kiiltiirleri tek
asamada istenilen biyodoniisimii gerceklestirirken bazi kiiltiirlerin biyodoniisiimii tek
asamada gerceklestirmede yetersiz oldugu gorilmistir. Bu tip ¢aligmalarda
biyoddniisiimiin gerceklestirilebilmesi i¢in birden fazla kiiltiir kullanilmis ve kademeli
olarak biyodoniisiim islemi gergeklestirilmistir (Meessen vd., 1996). Biyodoniisiimiin
cok asamali olarak gergeklesmesi siire ve maliyet acisindan dezavantaji da beraberinde

getirmektedir
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Biyodoniisiim isleminin mantigina uygun olarak tek kademeli biyodoniisiim stireci
gerceklestiren biyokatalistlerin kesfine ihtiyag duyulmaktadir. izodjenol'den vanilin
tiretimi g¢alismalarinda c¢ogunlukla Bacillus ve Pseudomonas cinslerine ait tiirler
kullanilmaktadir (Zhao vd., 2005; Zhang vd., 2006; Hua vd., 2007; Kasana vd., 2007,
Ashengroph vd., 2011; Vasudevan ve Bhat, 2011). Bu tiirlerin tercih edilmesindeki en
biiyiik sebep enzim sistemlerinin olduk¢a zengin olmasidir (Muratoglu vd., 2011).
Enzim sistemlerinin ¢ok cesitli olmasinda bu cinslerin sahip oldugu biyocesitlilik
onemli rol oynamaktadir. Biyodoniisiim verimi agisindan bakildiginda sus diizeyinde
bile farkliliklar goriilebilmektedir. Bu nedenle her ne kadar Bacillus ve Pseudomonas
tirleri ile ilgili biyodoniisiim calismalar1 gerceklestirilmis olsa da denenmemis yeni

suslar iizerinde ¢alisilmaya ihtiyag vardir.

Biyodoniisiim c¢alismalarinda  ¢esitli  bitkisel ucucu yaglardan siklikla
faydalanilmaktadir. Ancak bitkisel ugucu yaglar apolar nitelikte olup su bazli besiyeri
ortamlarinda  homojen olarak  ¢oziinmemektedir.  Dolayisiyla  biyodoniigim
caligmalarinda kiiltiiriin yag fazi ile temas yiizeyini arttirmak amaciyla Tween, gliserol
di metil siilfooksit ve c¢esitli organik ¢oziiciilerin kullanimina ihtiya¢ duyulmaktadir
(Kasana vd., 2007; Yamada vd., 2007). Emiilgator ve yiizey aktif madde kullanimi

Ozellikle biyoddniisiim ¢alismalarinda birtakim sorunlar1 da beraberinde getirmektedir:

» Disik miktarda emiilgatér kullaniminda stabil bir emiilsiyon elde
edilemeyebilmektedir.

» Yiiksek oranda yiizey aktif madde kullaniminin esansiyel yaglarin antimikrobiyal
etkinligini diislirdiigli bilinmektedir (Mondello vd., 2009). Bu duruma benzer bir
etki biyodoniisiim verimi i¢in de s6z konusudur. Yiiksek miktarda emiilgator
kullaniminda, emiilgator yag fazini sararak mikroorganizma ile dogrudan temas
alanint kisitlamaktadir. Dogrudan temasin kesilmesi sonucu mikroorganizma
prekursor maddeye erisememekte ve biyodoniisim  verimi  olumsuz
etkilenmektedir.

» Emiilgator kullanilarak elde edilen emiilsiyonlarda, su fazi icinde dagilan yag

fazinin yiizey alaninin artmasina bagli olarak sitotoksik etki goriilebilmektedir.

Emiilsiyon olusturularak yapilan c¢alismalarda karsilagilan sorunlar1 ortadan

kaldirmak i¢in ¢ift fazli biyodoniisiim ¢alismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Zhao ve ark.
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(2005) tarafindan Bacillus fusiformis kullanilarak gergeklestirilen izo6jenol'den
vanilin'e biyodoéniisiim calismasinda % 2 izodjenol konsantrasyonundan baslayarak %
100'e kadar c¢ikilmistir. Ilk basta su iginde yag faz1 bulunurken, artan konsantrasyon ile

birlikte yag faz1 ¢oziicli konumuna gelmistir.

Biyodoniisiim ortamina verilen oncilil maddenin biyodoniisiimii gerceklestirecek
kiiltiir izerinde sitotoksik etki gostermesi de iiretimi siirlayict bir faktordiir (Yamada,
2007). Cift fazli biyodoniisiim denemelerinde kiiltiir su fazi1 igerisinde dagilmis
bulunmaktadir. Herhangi bir anda su igerisinde dagilan yag miktar1 belli smirlar
icerisinde kalmaktadir (Zhao vd., 2005). Dolayisiyla biyokatalist ile prekursor temasi
kisitlandigindan yiikksek prekursér dozlarinda bile herhangi bir sitotoksik etki
goriilmeyebilmektedir. Ayrica yiiksek miktarlarda onciil kullanimi, besleme olmaksizin

uzun stireli biyodoniisiim gergeklestirilmesine imkan saglamaktadir.

Bazi galismalarda biyodoniisiim sonucu iiretilen vanilin kiiltiir tarafindan bir ara
triin gibi kullanilarak ileri degredasyon ger¢eklesmektedir. Bu durum son iiriin
veriminde ciddi diistislere sebep olmaktadir (Hua vd., 2007; Yamada vd., 2007).
Yapilacak ¢aligmalarda son iiriinde degredasyona sebep olmayan suslarin tespitine veya

vanilin inhibisyonu engelleyecek tedbirlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tiim bunlara ek olarak vanilin iiretiminin endiistriyel bir proses oldugu gercegi de
g6z onilinde bulundurulmali; buna bagli olarak ¢alisilan susun biyodoniisiim ortamindaki
caligmasmi etkileyecek parametrelerin optimize edilmesi gerekmektedir. Ozellikle
biyodoniisiim verimi {lizerine etkili oldugu bilinen sicaklik, pH, havalandirma ve 6nciil
madde konsantrasyonu gibi degiskenler bu agidan 6ne cikmaktadir. Ayrica yapilan
calismalar incelendiginde biyodoniisiime baslangi¢ i¢in 6nciil maddenin ortama ilave

edilecegi zaman araliginin tespiti heniiz net bir sekilde ortaya konulmamustir.

2.7.1. Besleme noktasinin tespiti

Mikroorganizma popiilasyonundaki sayica artis gelisme olarak adlandirilir.
Gelisme periyodu sirasinda ortama besin maddesi ilave edilmezse ve atik maddeler
alinmazsa bu tip gelismeye durgun veya kesikli kiltir adi verilir. Eger saf bir

mikroorganizma sivi besiyerine ekildikten sonra uygun sartlarda inkiibasyona birakilirsa
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belirgin donemler gosterir. Bu donemler lag fazi, logaritmik ¢ogalma donemi,

duraklama donemi ve olim fazidir.

» Lag faz1 (Bekleme evresi): Bu donemde belirgin bir Kitle artis1 goriillmez. Kiiltiir
yeni aktarildigi ortama uyum saglamaya c¢aligmaktadir. Lag fazi icerisinde
hasarlt hiicrelerin onarim1 ve boliinme igin gerekli enzim sentezi gibi hazirliklar
gergeklestirilir (Adams ve Moss, 2008).

> Logaritmik cogalma dénemi: Ussel artis evresinde boliinme hizi sabit ve
maksimum seviyededir. Hiicre sayisi artarken, besin maddeleri azalir ve
metabolizma {irinleri ortamda birikmeye baglar (Pamir, 1985). Logaritmik artis
evresindeki hiicreler cogunlukla 1s1, diisik pH ve antimikrobiyal gibi stres
faktorlerine karsi duragan fazdaki hiicrelere gére daha duyarhidir (Adams ve
Moss, 2008).

> Duraklama dénemi: Ussel artis evresindeki gelismenin bir sonucu olarak besi
ortamindaki degisimler ¢ogalma evresinin sonlanmasina neden olur. Besin
kaynaklarmin tiikenmesi veya inhibitor metabolitlerin birikimi duraklama fazina
girilmesinin baglica nedenidir (Adams ve Moss, 2008). Mikroorganizma depo
maddelerinden ve proteinlerden faydalanabildigi siirece canli kalir. Cok hassas
hiicreler ise 6liir (Pamir, 1985).

> Oliim fazi: Ortam sartlarmin elverissiz hale gelmesiyle canli hiicre sayisinda

logaritmik olarak bir azalma goriiliir (Pamir, 1985).

Duraklama evresi

Logaritmik
cogalma evresi

Hicre Sayisi (Log,,/ml)
‘-. SN ENES SN SR EEEEEEEAEEE

Zaman (Saat)

Sekil 2.10. Statik bir kiiltiirde mikroorganizmalarin gelisim egrisi (Pamir, 1985)
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Onciil madde ile besleme zamani biyoddniisiim arastirmalarinda 6nemli bir
parametredir. izodjenol'iin toksik etkisinden dolay1 dogrudan olgunlasmamis hiicreler
izerine ilavesi tavsiye edilmemektedir (Ashengroph vd., 2011). Bu tiir durumlarda son
iirlin verimi diigsiik kalmaktadir. Diger taraftan, ge¢ kalinmasi durumunda da yaslanan
kiiltir metabolik aktivitesini kaybetmeye baslayacagindan verimde ciddi disis
gozlenmektedir (Ashengroph vd., 2010). Biyodoniisiim i¢in en uygun zamanin
popiilasyonun en yiiksek seviyeye ulastigi ge¢ donem ¢ogalma fazi (late-exponential
phase) veya dengeye ulastigi duraklama dénemi oldugu kabul edilmektedir. Bu nedenle

besleme noktasinin tespiti etkin bir iiretim i¢in 6nem arz etmektedir.

2.7.2. Optimum biyodoniisiim sicakhiginin tespiti

Sicaklik mikrobiyal gelismeyi etkileyen en Onemli faktorlerden biridir.
Mikroorganizmalar ¢ok degisik sicakliklarda gelisebilmektedir. Dogada -8 °C ve 90 °C
gibi c¢cok u¢ noktalarda bile gelisebilen mikroorganizmalarin varligindan s6z
edilmektedir. Her mikroorganizma gelisebildigi bir minimum, optimum ve maksimum
sicaklik degerine sahiptir. Mikroorganizmalar sicaklik gereksinimlerine gore psikrofil,
mezofil ve termofil olarak li¢ gruba ayrilirlar. Cizelge 2.7.'de sicaklik gereksinimine

gdre mikroorganizma gruplari ve gelisme sicakliklari verilmistir (Unliitiirk vd., 2003).

Cizelge 2.7. Sicaklik gereksinimine gore mikroorganizma gruplart ve gelisme
sicakliklar (Unliitiirk vd., 2003)

Sicakhk
Grup . . .
Minumum Optimum Maksimum
Psikrofil (Zorunlu) (-15) -5 15-20 20-30
Psikrofil (Fakiiltatif) (-5 -7 20-30 30-40
Mezofil 5-25 30-40 40 -50
Termofil (Fakiiltatif) 35-40 45 - 55 60 — 80
Termofil (Zorunlu) 40— 45 55-65 70-90

Pseudomonas spp. psikrofil bir bakteridir ve 20-30 °C arasinda optimum gelisme
gosterir (Unliitiirk vd., 2003). Farkli Pseudomonas tiirlerinin 5 ile 37 °C'ler arasinda

gelisme gosterdikleri bilinmektedir (Kasana vd., 2007). Sicaklik 50 °C'ye ¢iktiginda ise

33



biyokatalist olarak kullanilan Pseudomonas putida kiiltiirii vanilin iiretimi aktivitesini

tamamen yitirmektedir (Yamada vd., 2007).

Mikroorganizmalar i¢in bu gelisme sicakliklar1 her zaman sabit olmayip, sus
farkliliklar1 ve cevre faktdrlerine gore degiskenlik gosterebilmektedir (Unliitiirk vd.,
2003). Daha once gerceklestirilen biyodoniisiim c¢aligmalar1 incelendiginde yeterince
sicaklik denemesi yapilmadigi; yapilan c¢alismalarda ise gerek kullanilan biyokatalist
tiirliniin gerekse biyodoniisiim ortamlarinin birbirinden ¢ok farkli oldugu goriilmiistiir.
Dolayisiyla, biyodoniisim ¢alismasinda mikroorganizmanin optimum  etkinlik

gosterecegi gelisme sicakliginin tespit edilmesi elzemdir.

2.7.3. Optimum pH degerinin tespiti

Mikrobiyal gelisim, fiziksel etkiler ve ¢evre sartlarina oldukca baglidir (Unliitiirk
vd., 2003). Dolayisiyla cevresel faktorler ve besi ortami bilesimindeki degisim
biyodoniisiim verimini de etkilemektedir. Biyodoniisiim calismalarinda 6zellikle
duragan faz icerisindeki hiicrelerin kullanimi1 olduk¢a yaygindir. Duragan fazdaki
hiicrelerin gelisimi i¢in tampon ¢o0zelti ortamlar1 tercih edilmektedir. Bu amagcla
biyodoniisiim ¢aligmalarinda siklikla sodyum veya potasyum hidrojen fosfat tuzlari
kullanilmaktadir. Tampon ¢6zelti icerisindeki bilesenlerin oransal olarak degistirilmesi

ile tampon ¢6zeltinin baslangic pH'1 standardize edilebilmektedir.

Pseudomonas chlororaphis'in pH 5 ile 10 arasinda gelisme kaydedebilecegi
belirtilmistir. Bu degerlerin altinda ve {stiinde 1ise mikrobiyal gelisim
gozlenmemektedir. (Kasana vd., 2007). P. aeruginosa ise pH 4-11 arasi gelisme
gosterebilmektedir (Ashengroph vd., 2011). Ge¢mis biyodoniisiim c¢aligmalarinda
kullanilacak ortam igin farkli formiilasyonlardan yararlanilmistir. Ancak P. putida
kiiltiiriiniin  hangi formiilasyonda daha iyi vanilin {iretimi gergeklestirecegi heniiz
denenmemistir. Daha etkin bir vanilin {iretimi i¢in farkli oranlarda potasyum hidrojen
fosfat tuzlar1 kullanilarak biyodoniisiim ortaminda pH ayarlamasi ve optimizasyona

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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2.7.4. Biyodoniisiim ortaminin havalandirilmasi

Pseudomonas putida, aerobik bir bakteri oldugundan besiyeri ortaminda gelisme
gosterebilmek i¢in oksijene ihtiya¢ duyar (Molina vd., 2013; Anonim, 2014b). Ancak
biyodoniisiim caligsmalarinda kiiltiir gelisimi iizerine etkili oldugu bilinen birtakim
parametrelerin degistirilmesiyle kiiltiiriin duragan faz igerisinde miimkiin oldugunca
uzun kalmasi saglanmaya c¢alisilmaktadir. Duragan fazin uzatilmasi ile biyodoniisiim
veriminin arttirilabilecegi diistiniilmektedir. Havalandirmanin durdurulmasi ve oksijen
aliminin kisitlanmasinin biyoddniisiim verimi {lizerine nasil bir etki yapacagi su ana
kadar calisilmamis bir konudur. Yari havalandirmali ve havalandirmasiz ortamlar
kiyaslanarak, bundan sonraki biyodoniisiim calismalar1 i¢in de yol gosterici verilerin

ortaya konmasina ihtiya¢ vardir.

35



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri kiltiirii

Denemelerde, Pseudomonas putida HUT 8100 kodlu bakteri kiiltiirleri kullanilmis
olup HUT (Hiroshima, Japonya) kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Stok bakteri
kiiltiirleri gliserol ortaminda -22 °C'de dondurulmus ve daha sonra Nutrient Broth
ortaminda aktiflestirmesi gerceklestirilmigtir. Aktif hale gelen kiiltiirler, [FO 802 kodlu
(10 gr pepton, 2 gr maya ekstrakti, 1 gr MgSO4.H,0, 15 gr agar ve 1 litre distile su)
taniml besiyerlerine tek koloni diisiirme yontemiyle ekim yapilarak 28 °C'de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Bu yontemle elde edilen kiiltiirler bir sonraki denemelerde

kullanilmak iizere +4 °C'de yatik agar igerisinde muhafaza edilmistir.

3.1.2. Besiyerleri ve kimyasallar

Bakterileri aktif hale getirmek i¢in kullanilan Nutrient Broth Sigma-Aldrich (St.

Louis, ABD) firmasindan temin edilmistir.

Tek koloni diisiirmek i¢in kullanilan IFO No: 802, kiiltiiriin gelistirilmesi i¢in
kullanilan Glucose Yeast Ekstrakt Peptone Broth (GYP) besiyerleri ile biyodoniisiim
ortamindaki tampon ¢ozelti igerisinde yer alan bilesenlerden glikoz, pepton, agar,
magnezyum siilfat, potasyum di hidrojen fosfat ve di potasyum hidrojen fosfat trihidrat
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) firmasindan temin edilirken, graniil maya ekstrakti ise

Merck (Darmstadt, Almanya) firmasinda temin edilmistir.

Ayrica biyodoniisiim igin gerekli izodjenol ve vanilin'in tespitinde faydalanilacak
vanilin standardi ile mikrobiyal canliligin kontroliinde kullanilan iyodonitrotetrazolyum
Klorit (INT) de Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD) firmasindan temin edilmistir.

Ekstraksiyon asamasinda kullanilan % 96'lik teknik etanol Tekkim (Bursa,
Tiirkiye) firmasindan alinmis olup; kromatografik analizlerde kullanilan % 99.9'luk
metanol Sigma-Aldrich (Louis, ABD), asetik asit ise Carlo Erba (Milano, italya)
firmasindan temin edilmistir. Besiyeri hazirlamada kullanilan saf su ve kromatografik

analizlerde kullanilan ultra saf su boliimdeki cihazlardan temin edilmistir.
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3.1.3. Alet, Ekipman ve Cihazlar

Bu calisma kapsaminda galkalamali inkiibator (Sartorius), laminer akish ekim
kabini (Esco), sogutmali santrifiij (Thermo Scientific SL 16R), otoklav (Niive), etiiv
(Niive), vorteks (Heidolph), siticili manyetik karistirict (Velp), pHmetre (Hanna
pH211) ve hassas terazi (Ohaus PA214C) kullanilmstir.

Kromatografik analizler ise Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (Shimadzu
HPLC) ve Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrofotometresi (Shimadzu GC-MS) cihazlari
kullanilarak gergeklestirilmistir. GC-MS analizinde TRB-WAX kolon (Teknokroma, 60
mt x 0.5 um x 0.25 mm) kullanilirken; HPLC analizlerinde Cig kolon (HICROM
LiCrospher RP18-5, 5 um partikiil ¢ap1, 0.25 mt x 6.35 mm x 4.60 mm) kullanilmustir.

3.2. Yontem

Biyodoniisiim c¢aligmasi icin oncelikli olarak kiiltiiriin gelisim kinetigi ortaya
konmus ve g¢ogaltilan hiicreler gelisim ortamindan alinarak biyodoniisiim ortamina
aktarilmistir. Biyodoniisiim ortaminda verim tizerine etkili olabilecegi diisiiniilen ¢esitli

parametreler incelenerek her bir parametre istatistiksel olarak yorumlanmistir.

Optimizasyon denemesinde 'Ayni anda tek degisken' teknigi kullanilmis; tiim
ortam degiskenleri sabit tutulurken sadece bir etken degistirilerek iretilen vanilin
miktari tizerine etkisi arastirilmistir. 120 saatlik denemeler sonucunda en yiiksek vanilin

miktarimin elde edildigi parametre sabit tutularak bir sonraki denemeye gegilmistir.

Her bir deneme en az 3 tekerriir halinde gerceklestirilmis ve sonuglar 3 tekerriiriin

ortalamasi baz alinarak degerlendirilmistir.

3.2.1. Kiiltiiriin gelistirilmesi

IFO yatik agar igerisinde +4 °C'de muhafaza edilen kiiltiirler, loop 6ze yardimiyla
250 ml'lik erlenler igerisinde 50 ml GYP Broth iceren sivi besiyeri ortamina alinmistir.

Kiiltiir, 28 °C ve 180 rpm'de 48 saat boyunca gelismeye birakilmustir.

IFO agar besiyeri HUT Kkiiltiir koleksiyonun tavsiye ettigi sekilde hazirlanirken;
GYP Broth, Zhao ve ark. (2005) belirttigi sekilde (bkz. Cizelge 3.1.) hazirlanmistir.
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Cizelge 3.1. Besiyeri bilesimleri (Anonim, 2014a'; Zhao vd., 2005?)

IFO No: 802* GYP Broth?
Miktar Miktar
Bilesen Bilesen
’ (/L) } (g/L)
Pepton 10 Glikoz 5

Maya Ekstrakti 2 Maya Ekstrakti 5)

MgS0,4.7H,0 1 Pepton 5
Agar 15 K,HPO,.3H,0 15
Distile Su LLye | n,po, 52
tamamla
MgSO47H20 1
Distile Su e
tamamla

3.2.2. Hiicrelerin duragan faza hazirlanmasi

50 ml GYP broth igerisinde 28 °C'de 48 saat gelistirilen kiiltiirlerden 40 ml
almarak 3600 x g kuvvet ile 4 °C'de 15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda
supernatant kismi uzaklastirilarak ortalama 0.63 gr yas agirhiga sahip (0.12 gr kuru
agirhga denk) biyokiitle elde edilmistir. Biyokiitle 20 ml'lik biyodoniisiim ortami ile
stispanse edilerek 250 ml'lik erlenlere alinmistir. Biyodoniisiim ortami denemeler
sirasinda farkli oranlarda  hazirlanan K;HPO4.3H,0, KH,PO, ve izodjenol'den
olugmaktadir (Zhao vd., 2005).

Sekil 3.1. Gelisme ortami i¢in kullanilan GYP besiyeri ve biyodoniisiim ortami

38



Biyodoniisiim galismalarinda kullanilacak izodjenol, 0.20 um'lik steril filtrelerden

gegirilerek +4 °C'de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.2. Filtre edilerek steril hale getirilmis izodjenol

3.2.3. Biyodoniisiim ortamindan 6rneklerin alinmasi

Erlen igerisindeki 20 ml biyodoniisiim ortami 50 ml'lik falkon tiipli igerisine
alimmis ve tizerine 20 ml % 96'lik etil alkol ilave edilmistir. Karisim 1 dk boyunca
vortekslenerek etil alkol ve biyodoniisiim ortaminin iyice karigmasi saglanmigtir.
Ardindan 6rnekler 3600 x g kuvvet ile 4 °C'de 15 dk boyunca santrifiij edilmis ve falkon
tiipliniin st kisminda yer alan sivi kisim behere alinmustir. Falkon tiipii i¢erisinde kalan
biyokiitle ¢okeltisi lizerine 7.5 ml daha % 96'lik etil alkol ilave edilerek 3600 x g kuvvet
ile 4 °C'de bu kez 5 dk boyunca santrifiij edilmistir. Bu islem 2 kez tekrar edilmistir.

Sekil 3.3. Biyodoniisiim ortamindan alinan ekstrakt
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Elde edilen supernatant ilk santrifiij sonrasi elde edilen kisim ile birlestirilerek
biyokiitleden armndirilmig; izodjenol ve vanilin igeren biyodoniisiim ekstrakti elde

edilmistir.

3.2.4. Kromatografik analizler

Vanilin tespiti GC-MS'de, miktar tayini ise HPLC cihazinda gergeklestirilmistir.

Alkolle muamele sonrasi elde edilen 6rneklerden 100 puL alinarak 3.9 mL saf su
ile seyreltilmis ve vial igersine almmustir. Vial ici sicaklik 45 °C olacak sekilde 15 dk
1sitma yapildiktan sonra vial tepe bosluguna DRB-CAR-PDMS yapidaki fiber
daldirilmistir. 30 dk boyunca tepe boslugundan 6rnekleme yapilmistir. Ornekleme
sonras1 fiber 5 dk boyunca 260 °C'deki enjeksiyon blogunda tutularak ugucu aroma
maddeleri GC-MS'e verilmistir. Arayiiz sicakligi 250 °C iken, iyon kaynagi 200 °C'dir.
Analiz sirasinda sicaklik programlamasi ilk 3 dk boyunca 60 °C, sonrasinda 20 °C/dk
artig ile 250 °C'ye tirmanis ve bu sicaklikta 10 dk bekleme seklindedir. Helyum gazinin
stiriikleyici giicti (1.5 ml/dk; split oran1 75:1) ile TRB-WAX kolon (60 m x 0.25 mm X
0.25 um) igerisinde siiriiklenen ugucu bilesenler alikonma siirelerine gore farkli
siirelerde pikler halinde tespit edilmistir. Wiley, Nist, FFNSC kiitiiphaneleri, alikonma
indeksi ve iyon dagilim spektrumlari incelenerek; elde edilen piklerin ait oldugu

bilesigin tanimlamasi gergeklestirilmistir.

Miktar tayininde kullanilacak izodjenol ve vanilin'e ait pikler ise ters faz HPLC
sistemi ile elde edilmistir. Boliim 3.2.3.'de anlatildig1 gibi hazirlanan ekstraktlar 0.45
um'lik naylon filtreden gegirildikten sonra 1.5 ml'lik HPLC vialleri igerisine alinmistir.
Ornekler viallerden 20 uL enjeksiyon ile alinarak Cig kolon igerisine verilmistir. Analiz
siiresi boyunca kolon sicakligi 30 °C'de tutulmus, mobil faz 1 mL/dk hizla akitilmistir.
% 0.01 asetik asitli ultra saf su ¢ozeltisi (A) ve % 99.9 metanol (B) solventlerinden
olusan mobil fazin siiriikleyici giicii ile ilerleyen bilesikler PDA dedektor tarafindan 270
nm'de pikler halinde tespit edilmistir. Solvent yiiriitme programi igin Li ve ark. (2004)

metodu modifiye edilerek kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. HPLC solvent yiiriitme programi’

Zaman (dk) Solvent A (%) Solvent B (%)
0 40 60
3 40 60
5 50 50
9 0 100
13 0 100
15 40 60
18 40 60
Izodjenol ile vanilin standartlar1 iceren ve igermeyen c¢ozeltilere

ait

kromatogramlar kiyaslanarak izodjenol ve vanilin'in pik verdigi dakikalar tespit

edilmistir. Konsantrasyonu bilinen

standart c¢ozeltilere ait

kalibrasyon egrisi

olusturularak 6rneklerde bulunan vanilin ve izodjenol konsantrasyonlart hesaplanmustir.

R2= 0,999
v=1(3.83346.10").x + 8,83365

N /
] /’/
- .

T T T T
5000000 10000000 15000000 20000000

a) Vanilin Kalibrasyon Grafigi

T T
25000000 Area

R2= 0,998

v=(3,55044.10).x + 13,438

T T —
2500000 5000000 75000001

b) Izoéjenol Kalibrasyon Grafigi

Sekil 3.4. HPLC standart madde kalibrasyon grafigi

HPLC i¢in 6rnek hazirlama basamaklar1 genel hatlari ile Sekil 3.5.'te verilmistir.

1 Solvent A: % 0.01 Asetik asitli su, Solvent B: % 99.9 Metanol



HPLC ORNEK HAZIRLAMA BASAMAKLARI

GYP ortaminda kiiltivasyon
(28°Cve 180 rpm)

Vv
Santrifiij Yas ve kuru
(3600x g ve +4 °C, 15 dk) 3 agirlik tayini
v
Tampon ¢zelti ile stispansiyon
+izodjenol ilavesi H tavind
pH tayini
v
120 saat boyunca
24 saatte bir drnekleme \ INT ile canlilik
[ kontrolii
% 96’k etil alkol ile
ekstraksiyon
v
Santrifiij Yas ve kuru
o L L
(3600x g ve +4 °C, 15 dk) agirlik tayini
Vv

% 96°lik etil alkol ile tekrar
ekstraksiyon (2 kez)

v
Santrifij (2 kez)
(3600x g ve +4 °C, 5 dk)

v
HPLC'de miktar tayini
(PDA dedektdr, 270 nm)

Sekil 3.5. HPLC igin 6rnek hazirlama basamaklari

3.2.5. Kiiltiiriin gelisim Kinetiginin belirlenmesi

IFO agar iizerinde +4 °C'de muhafaza edilen, tek koloni diisiiriilmiis kiiltiirlerden
0ze ile bir loop alinarak 250 ml'lik erlenler igerisinde yer alan 50 ml GYP broth sivi
besiyerlerine inokiilasyon yapilmistir. Calkalamali etiiv icerisinde 28 °C ve 180 rpm'de
gelismeye birakilan kiiltiirlerden belirli saatlerde 6rnekler alinmistir. Bu 6rneklerden 8.5
g/ NaCl iceren Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) c¢ozeltisi ile seri dillisyonlar
olusturulmustur. Elde edilen diliisyonlardan 100 puL alinarak IFO agar {izerine yayma
yontemi ile ekim yapilmigtir. 28 °C'de 24 saat bekletilen petriler iizerinde tespit edilen
opak beyaz zonlar Pseudomonas putida kolonisi olarak degerlendirilmistir. 10-200 arasi
koloni igeren petriler sayim i¢in kabul edilmis ve sonu¢ kob/mL cinsinden ifade

edilmistir.
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3.2.6. Sicakhigin vanilin iiretimi iizerine etkisi

Pseudomonas putida i¢in optimum gelisme sicakli1 26-30 °C olarak belirtilmistir
(Anonim, 2014a; Anonim, 2014b; Secker vd., 2007). Belirtilen sicaklik degerine
istinaden her deneme 6ncesi GYP ortaminda yapilan kiiltiir cogaltma islemi 28 °C'de

gerceklestirilmistir.

Kiiltiiriin gelistirilmesi islemine miiteakip 3.2.2.'"de belirtilen sekilde santrifiij

islemi uygulanarak kiiltiir biyodoniisiim ortamina alinmustir.

Optimizasyon caligsmasi kapsaminda kiiltiiriin optimum gelisme sicakligi olan 28
°C disinda; 24 ve 32 °C'lerde de 120 saat boyunca denemeler gergeklestirilmis ve

biyoddniisiim etkinliginin ne sekilde degistigi arastirilmistir.

3.2.7. pH'1n vanilin iiretimi iizerine etkisi

Yapilan ¢aligsmalarda farkli Pseudomonas tiirlerinin pH 5 ile 10 arasinda gelisme
gosterebildigi, bu degerler disinda ise gelisme olmadigi tespit edilmistir (Kasana vd.,
2007). Denemelerde, Zhao ve ark. (2005) belirttigi gibi 14 g/L K;HPO, ve 5.2 g/L
KH,PQO, igeren biyodoniisiim ortami esas alinmistir. Belirtilen biyodoniisiim ortaminin

pH degerinin 7.30 oldugu tespit edilmistir.

pH denemelerinde, farkli miktarlarda potasyum hidrojen fosfat kullanilarak
hazirlanan biyodoniisiim ortamlar1 kullanilmistir. Kullanilan biyodéniisiim ortamlarina

ait bilesim ve pH degerleri Cizelge 3.3.'te verilmistir.

Cizelge 3.3. Biyodoniisiim ortami bilesimleri ve pH degerleri

Biyodoniisim | K;HPO, | KH,PO,

Ortam (pH) (g/L) (g/L)
5.30 0.40 15.53
6.30 4.84 16.65
7.30 14.00 5.20
8.30 21.62 0.82
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3.2.8. Havalandirmanin vanilin iiretimi iizerine etkisi

50 ml GYP broth ortaminda 48 saat gelistirilen kiiltlirlerden 40 ml alinarak
santrifiij islemi ile ¢oktiiriilmiis ve siv1 kisim ise biyokiitleden uzaklastirilmistir. Elde
edilen biyokiitle son hacim 20 ml olacak sekilde tampon ¢ozelti ile tekrar siispanse
edilmistir. Biyodoniisim ortamina % 1 (w/v) oraninda izodjenol ilave edilerek yar

havalandirmali ve havalandirmasiz ortamlarda denemeler gergeklestirilmistir.

Yar1 havalandirmali biyodoniisiim denemeleri 250 ml'lik steril erlenler igerisinde
gerceklestirilmistir. Erlenlerin agzina kapatilan pamuklar ile 20 ml'lik biyodoniisiim

ortaminin kismen havalandirilmasi gerceklestirilmistir.

Havalandirmasiz biyodoniisiim denemelerinde ise 250 ml'lik siseler icerisine 1 dk
boyunca 0.20 um'ik steril filtreden gecirilmis azot gazi verilmistir. Boylece sise
icerisinde yer alan atmosferik oksijenin uzaklastirilmasi saglanmistir. Azot ile muamele
sonrast sise kapaklar1 sikica kapatilmis ve siseler parafilmlenerek hava ile temast
kesilmistir. Bu sayede kiiltliriin, sadece tampon ¢ozelti igerisinde ¢Oziinmiis halde

bulunan sinirli miktardaki oksijeni kullanmasi saglanmustir.

Sekil 3.6. Havalandirmasiz ortamda gergeklestirilen biyodoniisiim denemesi
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3.2.9. izo6jenol konsantrasyonun vanilin iiretimi iizerine etkisi

48 saat boyunca GYP ortaminda gelistirilerek santrifiijle ¢oktiiriilmiis kiiltiirden
siv1 besiyeri uzaklastiritlmis ve biyokiitle tampon ¢ozelti ile tekrar siispanse edilmistir.
Optimizasyon parametrelerin  aragtirllmasinda tercih edilen % 1 izodjenol
konsantrasyonunun yani sira % 5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60'lik (w/v) izodjenol
konsantrasyonlar1 da denenmistir. Kullanilan izodjenol ve tampon ¢6zeltinin toplam

hacmi 20 ml olacak sekilde biyodoniisiim ortami ayarlanmistir.

120 saatlik biyoddniigiim siiresi sonunda toplam vanilin iiretimi agisindan en etkili
olugu diisiiniilen konsantrasyon optimum prekursor miktari olarak kabul edilmistir.
Molar verim ise asagidaki verilen formiile gore hesaplanmistir (Wangrangsimagul vd.,
2012):

Uretilen vanilin miktar 1 (gr)x izo 6jeno I'iin molek il agirlig (gr)

Molar Verim (%) = x 100

Tiiketilen izo &jenol miktar 1(gr) x Vanili n'in molek iil agirlig (gr)

3.2.10. Kuru biyokiitle degisiminin incelenmesi

250 ml'lik erlenler igerisinde 50 ml GYP broth ortamina tek koloni olarak inokiile
edilen Pseudomonas putida HUT 8100 kiiltiirii 28 °C'de ve 180 rpm'de gelistirilmistir.
48 saat sonunda her bir erlenden 40 ml besiyeri daras1 alinmis steril falkon tiiplerine
transfer edilmistir. Falkon tiipleri, 3600 x g'de ve +4 °C'de 15 dk boyunca santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonras1 elde edilen sivi kisim falkon tiipiinden uzaklastirilmis ve
hassas terazide yas agirhik tartilmistir. Elde edilen tartim sonucundan, falkon tiipiliniin

darasi diisiilerek yas agirlik belirlenmistir.

Sivis1 uzaklastirilmis biyokiitle {izerine son hacim 20 ml olacak sekilde belirli
oranlarda tampon ¢ozelti ve izodjenol ilavesi yapilmistir. Her 24 saat sonunda erlenlere
% 96'lik etil alkol ilave edilerek 6rnek ayni kosullarda tekrar santrifiijlenmistir. Santrifiij
sonrasinda etil alkol-tampon ¢ozelti karisimi bir beher igerisine alinmistir. Geriye kalan
biyokiitle tekrar tartilarak 24 saat araliklarla biyodoniisiim ortaminda ulasilan yas agirlik

miktarlar tespit edilmistir.
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Kuru hiicre agirhg, yas biyokiitleden 80 °C'de yaklasik 24 saat boyunca suyun
ucurulmasi sonucunda gravimetrik olarak hesaplanmigtir (Sen ve Dastidar, 2010). GYP
ortamindan alman 40 ml'lik kiiltlir santrifiij edildikten sonra steril bir sekilde tampon
ortamina alinmaktadir. Sterilite bozulmamasi gerektiginden kuru agirlik tayini igin
ayrica bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Biyodoniisiim denemelerinde kullanilacak
kiiltiirler ile ayn1 sekilde gelistirilen kiiltiirlerden 10, 20, 30, 40 ve 50 ml'lik miktarlar
falkon tiiplerine alinarak yine 3600 x g'de ve +4 °C'de 15 dk boyunca santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonras1 sivi kisimlar uzaklastirilarak falkon tiipii i¢erisinde sadece
biyokiitle birakilmistir. Daha onceden 102 °C'de sabit tartima getirilmis aliiminyum
kaplar igerisine biyokiitle alinmistir. Falkon tiipli igerisine 1 ml saf su ilave edilerek
calkalanmis ve tiipte kalan kisim da yikanarak aliiminyum kap iizerine aktarilmistir.
Ornekler sabit tartim agirlina gelinceye kadar 80+1 °C'de sabit suyu ugurulmustur. Elde

edilen son agirliktan kabin darasi ¢ikarilarak kuru 6rnek agirligi bulunmustur.

Her bir 6rnekten (10, 20, 30, 40 ve 50 ml besi ortamindan alinmis kiiltiirler) 3
paralel hazirlanarak bunlarin yas ve kuru agirlhiklarnn kaydedilmistir. 3 paralelin
ortalamast alinarak yas agirliga karsilik elde edilen kuru agirlik miktar1 grafige

gecirilmistir.
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Sekil 3.7. Yas ve kuru biyokiitle arasindaki bagintiyr gdsteren kalibrasyon grafigi
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3.2.11. pH degisiminin incelenmesi

Biyodoniisiim baglangicinda ve belirli saatlerde alinan Orneklerin alkolle
ekstraksiyonundan 6nce pH degerleri kontrol edilmistir. Boylece biyodoniisiim sirasinda

PN

pH'in ne sekilde degistigi tespit edilmistir.

pH 6lgiimleri pHmetre'de gergeklestirilmis olup, okumalar 24+1 °C'de yapilmistr.

3.2.12. Mikrobiyal canliigin kontrolii

Her bir denemede, negatif kontrol ve pozitif kontrol i¢in erlenler hazirlanmistir.
Negatif kontrol erleninde steril tampon ¢ozelti ve izodjenol bulunurken; erlene kiiltiir
ilavesi yapilmamustir. Pozitif kontrol erlenine ise birebir biyodoniisiim kosullari

uygulanmistir.

Canliligin kontroliinde Al-Bayati (2008) 'in kullandigi yontem modifiye edilerek
kullanilmigtir. Erlenlerden biyodoniigiim baslangicinda ve 120 saat sonunda 3'er ml
ornek alinarak, ornekler agzi pamuklu steril deney tiiplerine aktarilmistir. Deney
tiplerinde bulunan ornekler iizerine 100 pL iodonitrotetrazolium chloride (INT)
indikator ¢ozeltisi damlatilmistir. 30 dk 28 °C'de bekletilen tiiplerin iist kisminda

kirmizi/pembe halka olusanlarda mikrobiyal canliligin var oldugu sonucuna varilmigstir.

Sekil 3.8. INT ile yapilan mikrobiyal canlilik kontrolii
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Calismada kullanilan INT, saf su igerisinde 0.2 mg/mL olarak hazirlanmis ve

giines 15181 almayacak sekilde +4 °C'de muhafaza edilmistir.

3.2.13. istatistiksel analizler

Tiim analizler ii¢ tekerriir olarak yapilmistir. Analiz sonuglar1 ortalama ve +
standart sapma olarak grafiklerde belirtilmistir. Istatistiksel analizde 'SPSS 16.0 for
Windows' programi kullanilmistir. Biyodoniisiim verimi {izerine etkili parametreler igin
elde edilen analiz sonuglar1 arasindaki farklarin 6nem diizeyi One Way ANOVA testi ve
Duncan post testiyle belirlenmistir. Farkli gruplarin istatistiksel olarak 6nem diizeyleri
1, 2, 3... seklinde siniflandirilarak gdsterilmistir. Bu harflerin sayist Duncan testinde
olusan grup sayisina gore, en diisikk degerden en yiiksek degere dogru belirlenmistir.
Istatistik verilerin degerlendirmesinde 0.05'lik énem diizeyi esas almmustir. Elde edilen

istatistik tablolar1 7. EKLER bdliimiinde verilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Kromatografik Analizler

GC-MS ile gergeklestirilen bilesen tanimlama islemlerinde izodjenol ve vanilin
NIST ve FFNSC Kkiitiiphaneleri ile tespit edilmistir. Izodjenol cis- ve trans- formlara

sahip oldugundan iki farkli noktada pik elde edilmistir.
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Sekil 4.1. izodjenol ve vanilin'e ait GC-MS pik profilleri

GC-MS kiitiiphaneleri diginda temel iyon dagilimlart da kontrol edilerek piklerin
dogrulamas1 gerceklestirilmistir. Izodjenol'iin her iki izomerinde de 164 m/z'ye sahip

iyon, temel iyon pikini olusturmaktadir.

Vanilin'in kiitle spektral dagilimi incelendiginde 151 m/z'ye sahip iyon temel iyon
olarak goriilmektedir. Ayrica kiitle spektrumu icerisinde daha 6nce Vasudevan ve Bhat
(2011) tarafindan da belirtilen 137, 123, 109, 81, 65 ve 53 m/z'ye sahip iyonlar oldugu
da goriilmektedir. Elde edilen kiitle spektral dagilimi biyodoniisiim sonucunda olusan

bilesiklerin igerisinde vanilin de oldugunu dogrular niteliktedir.

Ayrica GC-MS'te tespit edilen piklere ait alikonma indeksi (retention index, RI)
literatiir ile kiyaslanarak piklerin hangi bilesiklere ait oldugu kesinlestirilmistir.
[zodjenol izomerlerine ait RI degerleri 2239 ve 2332 olarak bulunmustur. Vanilin'in ise
RI degeri 2547 olarak tespit edilmistir. Kovats alikonma indeksleri incelendiginde
izogdjenol i¢in RI degeri 2365, vanilin i¢cin RI degeri 2589 olarak belirlenmistir
(Anonim, 2016b).
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Sekil 4.2. Kiitle spektral dagilimlari

Izodjenol, aym kiitle spektral dagilimlara sahip cis- ve trans- izomerlere sahip

oldugundan, GC-MS kullanilarak miktar tayini yapilmasi ¢ok tatmin edici sonuglar

vermemektedir (Wang ve Sung, 2011). Bu nedenle GC-MS tanimlama i¢in uygun iken

HPLC miktar tayini i¢in daha giivenilir sonuglar vermektedir.

Izodjenol ve vanilin standartlar1 kullanilarak 270 nm'de gergeklestirilen HPLC

denemelerinde vanilin 3.9 dk'da gelirken izoGjenol 10.9 dk'da gelmistir. Elde edilen

sonuglar Li ve ark. (2004) tarafindan yapilan ¢alisma ile de uyum gostermektedir.
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Sekil 4.3. izodjenol ve vanilin standartlarina ait HPLC kromatogrami
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Negatif kontrol denemeleri biyodoniisiim denemeleri ile birebir ayni sekilde
gerceklestirilmis ancak negatif kontrol erlenlerine kiiltiir inokiilasyonu yapilmamuistir.
HPLC ile gergeklestirilen miktar tespit analizlerinde negatif kontrol erlenlerinde vanilin
tespit edilmemistir. Bu sonug¢ izodjenol'iin vanilin'e abiyotik olarak doniisiimiiniin

gerceklesmedigine kanit olarak kabul edilmistir (Ashengroph vd., 2012).

4.2. Kiiltiiriin Gelisim Kinetiginin Belirlenmesi

Biyodoniisiim ¢aligmalarinin verimli bir sekilde yiiriitiilebilmesi i¢in kiiltiiriin geg
donem gelisme fazinin (late-exponential phase) iginde bulundugu an ya da duraklama

fazinin baglangi¢ aninin tespiti biiyiik 6nem tasimaktadir.

GYP siv1 besiyeri igerisinde gelistirilen kiiltiirlerden belli araliklarla 6rnekler

alinmig ve yapilan sayim sonuglar1 logaritmik olarak grafige gegirilmistir.
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Sekil 4.4. Gelisim siiresi boyunca canli hiicre sayist

GYP s1v1 besiyeri ortamina 6ze ile bir loop kiiltiir alinarak yapilan inokiilasyon
sonucu ilk anda ortamda 1.9x10° kob/ml (=6.3xl0g10) oldugu tespit edilmistir. Yapilan
istatistik degerlendirmeleri sonucunda 0. ve 12. saatlerde koloni miktarlar1 agisindan

onemli diizeyde bir fark olmadig1 goriilmiistiir. Buna gore ilk 12 saatlik siire igerisinde
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kiiltiirtin ortama adaptasyonun gerceklestigi lag fazi icerisinde oldugu sonucuna

varilmgtir.

24. saatte yapilan sayimda ise kendisinden onceki ve sonraki sayimlara gore
anlamli bir fark olustugu belirlenmistir. Sekil 4.1 incelendiginde kiiltiiriin 24. saatte

logaritmik artis evresinde oldugu tespit edilmistir.

36. saat ve bunu izleyen saatlerde ise Onemli diizeyde bir degisiklik tespit
edilememistir. Canl1 hiicre sayisinin duraganlastig1 bu evrenin duraklama fazi oldugu

sonucuna varilmistir.

168 saatlik gelisim siiresi boyunca en yiiksek canli hiicre sayisina 48. saatte
ulagilmus ve 6.8x10° kob/ml (=8.8xlogyo) diizeyine ulasilmistir. Bu saatten itibaren canli
hiicre sayis1 ayni logaritmik deger igerisinde kalmis ve kayda deger bir inhibisyon

gbzlenmemistir.

Biyodoniisiim ¢alismalarinda ge¢ donem logaritmik faz veya duraklama evresi
baslangicindaki kiiltiirler tercih edilmektedir (Ashengroph vd., 2011). Ciinkii lag fazi
icerisinde hiicreler heniiz gelisim ve adaptasyon siireclerini tamamlamamistir. Onciil
gec ilave edilmesi durumunda ise hiicrelerin metabolik faaliyetlerini kaybetmeye
baslamalar1 nedeniyle etkin bir iiretim gergeklestirilememektedir. Yapilan ¢aligmalar,
onciil ile besleme zamaninin vanilin verimi lizerine biiyiik etkisi oldugunu ortaya
koymustur (Ashengroph vd., 2010). Nitekim elde ettigimiz sonuglara gore logaritmik
fazin bittigi ve hiicrelerin duraklama evresine girdigi donem olarak tespit edilen 48. saat
besleme zamani olarak secilmistir. Ayrica bu siirede popiilasyonun nicel olarak en

yiiksek seviyeye ulastigi goriilmektedir.

4.3. Sicakligin Vanilin Uretimi Uzerine Etkisi

Sicakligin mikroorganizma gelismesinde en 6nemli parametrelerden biri oldugu
bilinmektedir. Mikroorganizmanin en 1yi gelisme gosterdigi optimum sicaklik degerinin
ayn1 zamanda biyoddniisiim caligmasi i¢in de gegerli olup olmayacagi yapilan sicaklik

denemeleri ile belirlenmistir.

26-30 °C Kkiiltiir icin belirlenen optimum gelisme sicakligidir (Anonim, 2014a;
Anonim, 2014b; Seker vd., 2007). Bu noktadan hareketle belirtilen degerlerin altindaki

ve iistiindeki sicakliklarda vanilin tiretiminin ne sekilde etkilendigi aragtirilmistir.
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Sekil 4.5. incelendiginde gerek 24 gerekse 32 °C'de iiretilen vanilin miktarinin 28
°C'ye gore nispeten diistiigii goriilmektedir. Literatiirde de 20 °C'de vanilin olusumunun
yavasladig1 belirtilmistir. Ayrica vanilin olusumunda 30 °C'de % 28, 40 °C'de % 30 ve
50 °C'de % 100 kay1p oldugu ortaya konulmustur (Yamada vd., 2007).

Istatistiksel olarak 120 saat sonunda vanilin diizeyleri arasinda anlamli bir fark
olugmadigi belirlenmistir. Biyodoniisiim siiresince en yiikksek vanilin iiretimi 718.8

mg/L ile 28 °C'de elde edilmistir.
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Sekil 4.5. Farkli sicaklik degerlerinde tutulan biyodoniigiim ortamlarmda vanilin
miktarindaki degisim

Endiistriyel acidan bakildiginda vanilin {iretimi yani sira izodjenol tiiketimi de
onem arz etmektedir. Sicaklik denemelerinde biyodoniisiim ortamia % 1 izodjenol
ilave edilmis ve meydana gelen degisim 24 saatlik araliklarla 120 saat boyunca

incelenmistir.

Sekil 4.6.'ya bakildiginda 120 saat sonunda en az izodjenol tiiketiminin 28 °C'de
oldugu goriilmektedir. 28 °C'de gerceklestirilen biyodoniisiimiin ilk giinlerinde hizli bir
1zodjenol tiiketimi olmasina ragmen ilerleyen saatlerde tiikketim hizinin yavasladig 120.
saatin sonunda biyoddniisiim ortaminda 6443.8 mg/L izodjenol kaldig: tespit edilmistir.
Yine de denemesi yapilan sicaklik degerlerinde izodjenol tiiketimi agisindan onemli

diizeyde bir fark olmadig1 saptanmustir.
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Sicaklik etkisiyle olusan vanilin ve tiiketilen izodjenol miktarlarinda farklilik
goriilmesi, izodjenol'li indirgeyen enzim aktivitesinin sicakliktan etkilenmesine

baglanmaktadir (Yamada vd., 2007).
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Sekil 4.6. Farkli sicaklik degerlerinde tutulan biyoddniisiim ortamlarinda izodjenol
miktarindaki degisim

Molar verimin en iist seviyede tutulabilmesi adina vanilin {iretiminin yiiksek
izodjenol tiiketiminin diisiik oldugu deger olan 28 °C biyoddniisiim igin optimum

sicaklik degeri olarak kabul edilmistir.

Biyodoniisiim  siiresince ortamin pH degerlerinde onemli bir degisiklik
gozlenmemistir. Bu sonugtan hareketle iiretilen ve ortama birakilan metabolitlerin pH

degerlerinin, besiyeri pH'indan ¢ok da farkli olmadigi sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.7. Farkli sicakliklarda biyoddniisiim siiresi boyunca meydana gelen pH degisimi

Tek karbon kaynagi olarak kullanilan izodjenol, hiicreler tarafindan biyodoniisiim
ile vanilin'e doniistiiriiliirken ayn1 zamanda hiicrenin ihtiya¢ duydugu enerji gereksinimi
kargilanmaktadir. Dolayisiyla biyodoniisim oraninin en yiiksek oldugu kosullarda
biyokiitle artisinin da en yiiksek olmasi beklenmektedir. Biyodoniisiim sirasinda
biyokiitlede en fazla agirhik artist 28 °C'de gergeklesirken; en az degisim 24 °C'de
goriilmiistiir. Izodjenol'den en fazla yararlanilan sicaklik degerinin 28 °C, bu diisiinceyi

ispatlar niteliktedir.

Cizelge 4.1. Ortam sicakliginin biyokiitle artis1 lizerine etkisi

0 Baslangi¢ Kuru 120. Saat Sonunda
Sicaklik (°C) Biyokigitle (gr) Kuru Biyokiitle (gr) o Artis
24 0.1181 + 0.0024 0.1302 + 0.0077 10.3
28 0.1108 + 0.0012 0.1264 + 0.0108 14.1
32 0.1200 + 0.0032 0.1344 + 0.0020 12.0

Tim sicaklik degerlerinde INT indikator kontrolii (+) sonuglar vermistir. Bu da
kiltiriin, diger Pseudomonas putida suslarinda oldugu gibi aromatik hidrokarbonlari

tek karbon kaynagi olarak kullanabildigi kanitlanmistir (Simon vd., 2014).
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4.4, pH'm Vanilin Uretimi Uzerine Etkisi

Sicaklik denemelerinde duragan fazda tutulacak hiicrelerin olusturulmasi igin
Zhao ve ark. (2005) tarafindan tanimlanan 14 g/L K;HPO,4 ve 5.2 g/L KH,PO, igeren
tampon ¢ozelti kullanilmistir. Bu biyoddniisiim ortaminin pH'1t 7.30 olarak saptanmustir.
Gecimis caligmalarda ise kiiltiiriin optimum gelisme gostedigi pH degeri 6.80 olarak
belitilmigtir. (Seker vd., 1997). KoHPO, ve KHyPO, miktarlarinda yapilan
degisikliklere bagli olarak biyodoniisiim ortamindaki pH degerleri degistirilmis ve
kiiltiirtin mevcut durumda vanilin iiretim kapasitesinde degisiklik olup olmadig

incelenmistir.

Sekil 4.8.'den de anlasildigi iizere, vanilin tiretiminde pH 5.30 ve 7.30'da birbirine
yakin degerler elde edilirken; pH 8.30'da vanilin {iretiminin 6nemli diizeyde azaldigi
goriilmistiir. Buna sebep olarak yiiksek pH'in mikrobiyal aktivite lizerine olumsuz etki
yaptig1 distiniilmektedir. pH 6.30'da ise diger pH degerlerine nazaran anlamli bir artis
tespit edilmistir. % 1 (w/v) izodjenol konsantrasyonuna sahip pH 6.30'luk ortamda 120
saatte 877.9 mg/L vanilin elde edilmistir. Bu miktar kiiltir pH 8.30'luk ortamda
gelistirildiginde 613.2 mg/L'ye diismektedir. Deneme sonuglarina dayanilarak kiiltiiriin
hafif asidik ortamlarda daha etkin biyodoniisiim gerceklestirdigi sonucuna varilmistir.
En iyi gelisme gosterdigi pH degerine yakin bir noktada daha iyi biyoddniisiim etkinligi

gostermesi enzimatik metabolizmanin bir sonucudur.
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Sekil 4.8. Biyodoniisiim ortam pH'inin vanilin tiretimi lizerine etkisi
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Biyodoniisiim caligmalarinda pH'm vanilin verimine etkisi iizerine kapsamli bir
calisma yapilmamistir. Ashengroph ve ark. (2010) yaptiklart ¢aligmada potasyum fosfat
tuzlarmin iiretilen vanilin miktar1 lizerine 6nemli diizeyde etki yaptigin1 saptamislardir.
Elde edilen deneme sonuglarina gore potasyum tuzlarinin ve dolayisiyla pH'in vanilin

verimi iizerine etkili oldugu dogrulanmistir.

Farkli pH degerlerinde tutulan kiiltiirler arasinda izodjenol tiiketimi agisindan pH
6.30 ve 8.30'da anlamli bir fark oldugu gorilmistir. pH 8.30'da diger deneme
tinitelerine nazaran daha az izodjenol tiikketimi gergeklesmistir. pH 6.30'da ise diger pH
degerlerine oranla izodjenol tiiketiminin yliksek oldugu goriilmektedir. pH 6.30'da
tilkketilen izodjenol miktarinin yiiksek olmasi iiretilen vanilin miktarinda da artigla
sonuclanmistir. Bu duruma kiiltiiriin  hafif asidik kosullarda daha iyi gelisim
gbstermesinin sebep oldugu diisiiniilmektedir. pH 8.30 ise kiiltiir yiiksek pH degerinden

etkilenmis ve biyodoniigiim etkinligi 6nemli diizeyde azalmistir.
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Sekil 4.9. Biyodoniigiim ortam pH'inin izodjenol tiiketimi lizerine etkisi

24 saatlik ara ile yapilan pH 6l¢iimleri sonucu ortam pH'inin 6.30-7.30 degerleri
arasina ilerledigi gorilmiistiir. Bu duruma mikroorganizma tarafindan iretilen ve
ortama birakilan metabolitlerin sebep oldugu; bu metabolitlerin ise 6.30-7.30 pH

degerlerinde bulundugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.10. Biyodoniisiim siiresince ortam pH'inda goriilen degisim

Farkli pH degerlerinde gerceklestirilen denemelerde elde edilen biyokiitle
agirliklart icinde en fazla artis pH 6.30'da gerceklesirken, en az artis pH 8.30'da
gerceklesmistir. Nitekim vanilin ile biyokiitle agirligi arasinda dogrudan bir korelasyon

bulunmamakla birlikte, izodjenol'lin tiiketiminin biyokiitle artis1 ile baglantili oldugu

bilinmektedir

Biyodoniisiim ortaminda izoGjenol disinda bagka bir karbon kaynag: bulunmayist,
kiltlirii 1zodjenolden faydalanmaya yoneltmistir. Dolayisiyla izodjenol tiiketiminin
yiiksek oldugu pH degerlerinde elde edilen kuru biyokiitle artis1 da fazla olmustur.

Kiiltiir gelisiminin daha iyi oldugu kosullarda izodjenol tiiketiminin yiiksek olacagi ve

(Zhao ve ark., 2005).

buna bagli olarak da vanilin tiretiminin artacagi sonucuna ulasilmistir.

Cizelge 4.2. Ortam pH'inin biyokiitle artis1 iizerine etkisi

Baslangi¢c Kuru 120. Saat Sonunda
PH Biyokﬁtle (gr) Kuru Biyokiitle (gr) %o Artis
5.30 0.1148 + 0.0053 0.1405 + 0.0034 22.4
6.30 0.1128 + 0.0069 0.1569 + 0.0084 39.0
7.30 0.1108 + 0.0012 0.1264 + 0.0108 14.1
8.30 0.1177 + 0.0061 0.1229 + 0.0036 4.4

Pseudomonas tiirlerinin pH 5.0 ile 10.0 arast gibi genis bir yelpazede

gelisimlerine devam ettikleri bilinmektedir (Kasana vd., 2007; Ashengroph vd., 2011).
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120 saat boyunca mikroorganizmalar pH 5.30 ile 8.30 arasinda degisen biyodoniisiim
ortamlarinda tutulmuslardir. INT ile gergeklestirilen canlilik kontrollerinde
biyodoniisiim siiresince hiicrelerin canliliklarini koruduklar tespit edilmistir. Canliligin
korunmasinda biyodoniisiim ortam pH'inin ekstrem noktalara gitmemesi ve kiiltiiriin

izo6jenol'den faydalanabilmesi en 6nemli etkenlerdir.

4.5. Havalandirmamin Vanilin Uretimi Uzerine Etkisi

Anaerobik kosullarda izo6jenol'den vanilin'e biyodoniisiim gergeklesmedigi
bilinmektedir (Furukawa vd., 2003). Ancak oksijenin kisitlandigi ve havalandirmanin
kesildigi durumlarda biyodoniisim veriminin nasil etkilenecegine dair herhangi bir

arastirma bulunmamaktadir.

Biyodoniisiim ortami igerisine azot gazi verilerek atmosferik oksijen
biyodoniisiim ortamindan uzaklastirilmistir. Ayrica biyodoniisiim ortaminin hava ile
temast tamamen kesilmistir. Bu sayede kiiltiiriin, tampon ¢ozelti igerisinde ¢ozlinmiis

oksijeni kullanarak biyodoniisiim faaliyetine devam etmesi saglanmistir.

Yapilan denemeler sonucunda biyodoniisiim ortaminda oksijen miktarinin
azaltilmas1 ve havalandirmanin kisitlanmasi ile vanilin miktarinda ciddi bir diisiis
oldugu tespit edilmistir. Yar1 havalandirmali ortamda 877.9 mg/L vanilin elde

edilmisken; havalandirmasiz ortamda 198.7 mg/L diizeyinde vanilin elde edilebilmistir.
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Sekil 4.11. Biyodoniisiim ortaminda havalandirmanin vanilin {iretimi lizerine etkisi
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Havalandirmanin kisitlandigi ortamda izodjenol tiiketiminin de oldukca azaldig
belirlenmistir. Ayn1 zamanda sadece izodjenol tiiketimi ve vanilin iiretimi azalmakla
kalmamus; kiiltiiriin birim izodjenol'den yararlanma orani1 da diismiistiir. Biyodoniistim
ortaminda kiltiir tarafinda kullanilan izo6jenol miktar1 baz alindiginda yar
havalandirmali ortamda molar verim % 25.0 iken havalandirmasiz ortamda molar verim

% 10.4'te kalmustur.

10500
10000
9500 -
9000 -
8500 -

=®—havalandirmasiz

== yar1 havalandirmali

8000 -
7500 +
7000 ~

izobjenol Miktar: (mg/L)

6500 -
6000 -

5500 T T T T T
0 24 48 72 96 120
Biyodoniisiim Siiresi (Saat)

Sekil 4.12. Biyodoniisiim ortaminda havalandirmanin izodjenol tiikketimi iizerine etkisi

Buna gore havalandirmanin kisitlanmasi  mikroorganizmanin  metabolik
faaliyetlerini yavaslattigl; dolayisiyla hem molar verimin hem de vanilin miktarinin
anlamli derecede diistiigii saptanmustir. Ozellikle izodjenol'iin degredasyonunun
oksidatif reaksiyonlarla gerceklestigi ve ortamdaki oksijenin kisitlanmasiyla vanilin

tiretiminde disiisiin kaginilmaz oldugu diisiiniilmektedir (Furukawa vd., 2003).

Havalandirmanin kisitlandig1 ortamda yar1 havalandirmali ortama gore 6nemli bir
pH degisimi gorilmemistir. Bunun nedeni Bolim 4.4.te agiklandigi gibi
mikroorganizma tarafindan {iretilen metabolitlerin 6.30-7.30 aras1 pH degerlerinde
olmasidir. Ortam pH'imin da 6.30 seviyesinde olmasi nedeniyle iiretilen metabolit

miktarindaki degisimlere ragmen ortam pH'1 etkilenmemistir.
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Sekil 4.13. Havalandirmanin biyodoniisiim ortam pH't tizerine etkisi

Yar1 havalandirmali ortamda, havalandirmasiz ortama gore nispeten daha yiiksek
biyodoniisim gozlenmesi biyokiitle de daha fazla artisa sebep olmustur.
Havalandirmasiz ortamda % 10.5 oraninda kuru agirlik artis1 tespit edilirken bu oran
yar1 havalandirmali ortamda % 39'a ¢ikmigtir. Bu durum yar1 havalandirmali ortamda

biyodoniisiimle izodjenol'den daha fazla yararlanmanin dogal bir sonucudur.

Cizelge 4.3. Havalandirmanin biyokiitle artis1 izerine etkisi

Baslangi¢c Kuru 120. Saat Sonunda o
Havalandirma Biyokiitle (gr) Kuru Biyokiitle (gr) 7o Artis
Havalandirmasiz 0.1167 + 0.0015 0.1289 + 0.0033 10.5
Yar1 Havalandirmali 0.1128 + 0.0069 0.1569 + 0.0084 39.0

Havalandirmasiz ortamda oksijen sadece biyodoniisiim ortami atmosferinden
uzaklagtirllmis olup, tampon ¢dozelti icerisindeki c¢oziinmiis oksijene miidahale
edilmemistir. Ayrica denemelerin gerceklestigi 250 ml'lik siseler i¢indeki atmosferik
oksijen uzaklastirildiktan sonra siselerin kapaklar1 sikica kapatilmis ve hava ile temasi
tamamen kesilmistir. INT indikatorii ile yapilan kontrollerde aerobik bir bakteri olan
Pseudomonas putida'nin oksijeni sinirlandirilmis ortamda 120 saat boyunca canliligini

koruyabildigi ortaya konmustur.
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4.6. izodjenol Konsantrasyonunun Vanilin Uretimi Uzerine Etkisi

Biyodoniisiim i¢in optimum sicaklik, pH ve havalandirma durumu belirlendikten
sonra izodjenol miktarinin arttirilmasi ile toplam vanilin iiretimi ve molar verimin hangi
konsantrasyona kadar artacagi arastirilmistir. Denemelerde % 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50 ve
601k (w/v) izodjenol konsantrasyonlar: kullanilmigtir. 120 saat sonunda elde edilen

sonuclar Sekil 4.14.'te verilmistir.

Analiz sonuglarina goére 120 saat sonunda % 40 izodjenol i¢eren biyodoniisiim
ortaminda 9.14 g/L ile en yiikksek vanilin miktarma ulagilmistir. % 50'den itibaren
vanilin miktarinda 6nemli diizeyde bir diisiis oldugu goriilmektedir. Zhao ve ark. (2005)
tarafindan Bacillus fusiformis kiiltiirii kullanilarak gergeklestirilen benzer bir ¢alismada
% 60 (v/v) izodjenol i¢eren ortamda en yiiksek vanilin liretimine ulagilmis, daha ytiksek
konsantrasyonlarda ise vanilin miktarinda azalma goriilmiistiir. Dolayistyla ¢ift fazli
sistem denemelerinde belli bir substrat oranina kadar vanilin tiretiminin artti1 ancak bir
noktadan sonra etkinligin diismeye basladig1 goriilmektedir. Bu diisiise sebep olarak
yiiksek izodjenol konsantrasyonlarinda dispers olan prekursor miktarinin arttigi; buna
bagli olarak da mikroorganizmalar {izerinde inhibisyon goriilmeye basladigi
distintilmektedir. Zhao ve ark. (2005) tarafindan elde edilen sonuglar da denememizde

ulasilan sonucu ve goriisleri destekler niteliktedir.
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Sekil 4.14. Farkli izo6jenol konsantrasyonlarinin vanilin tiretimi {izerine etkisi
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[zodjenol kullanim miktarlar1 incelendiginde % 40'lik prekursér konsantrasyonuna
kadar izodjenol tiiketiminin de arttig1 ancak daha yiliksek miktarlarda ise tiiketilen
izodjenol miktarmin azaldigr goriilmektedir. % 40Tk konsantrasyonlarin {izerine
cikildik¢a Onciil maddenin sitotoksik etkisine bagli olarak izodjenol'den faydalanma
oraninin da azaldigi sonucuna varilmistir. Bu baglamda elde edilen sonuglar vanilin
tiretimi ile paralellik gostermektedir. Gegmis ¢alismalar da en yiiksek vanilin seviyesine
ulasildiktan sonra artan prekursér konsantrasyonuna ragmen izodjenol tiikketiminde bir

miktar diisiis oldugunu gostermistir (Zhao ve ark., 2005).
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Sekil 4.15. Farkli izo6jenol konsantrasyonlarinin izo6jenol tiiketimi iizerine etkisi

Biyodoniisiim ortaminda izodjenol miktarindaki artisa bagli olarak ortam pH'inda
onemli bir degisim olmadig: tespit edilmistir. Bunda biyodoniisiim ortami ile ortama
birakilan hiicresel metabolitlerin pH'lar1 arasinda 6nemli diizeyde bir farklilik olmadigi

sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.16. Farkl izodjenol konsantrasyonlarinda ortam pH'inda goriilen degisim

Biyodoniisiim ortamina alinmis hiicreler canliligini siirdiirebilmek ve gelisebilmek
i¢in izodjenol'li tek karbon kaynagi olarak kullanmak zorundadirlar. Buna bagli olarak
izodjenol tliketiminin fazla oldugu konsantrasyonda daha fazla biyokiitle olusumu
beklenir. Cizelge 4.4. incelendiginde yiizdesel olarak en fazla biyokiitle artisinin % 40
izodjenol igeren ortamda gerceklestigi goriillmektedir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda

ise Onciil maddenin sitotoksik etkisine bagli olarak gelisim hizi yavaslamaya

baslamistir.

Cizelge 4.4. Farkli izodjenol konsantrasyonlarinin biyokiitle miktari tizerine etkisi

Izobjenol

Baslangi¢c Kuru 120. Saat Sonunda o
Konsa?ot/(r)‘ )a syonu Biyokiitle (gr) Kuru Biyokiitle (gr) 7o Artis
1 0.1217 + 0.0034 0.1360 + 0.0014 11.8
5 0.1132 + 0.0036 0.1262 +0.0151 11.4
10 0.1164 + 0.0016 0.1365 +0.0017 17.3
20 0.1095 + 0.0015 0.1336 + 0.0022 22.0
30 0.1107 = 0.0010 0.1405 +0.0011 26.9
40 0.1189 + 0.0056 0.1630 + 0.0075 37.1
50 0.1205 + 0.0088 0.1563 + 0.0065 29.8
60 0.1188 = 0.0036 0.1531 + 0.0031 28.9

Sekil 4.14. ve Sekil 4.15.'ten artan izodjenol konsantrasyonunun % 40'dan sonra
toksik etki yapmaya basladigi goriilmektedir. INT ile yapilan canlilik kontroliinde ise

120 saatlik siiregte % 60 prekursor konsantrasyonuna kadar kiiltiiriin tam olarak (%

100) inhibe olmadig1 anlagilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada Pseudomonas putida kiiltirti kullanilarak izo6jenol'den dogal
vanilin iretimi gergeklestirilmistir. Elde edilecek vanilin miktarinin arttirilmasi igin
yapilan denemelerle biyodoniisiim tiizerine etkili oldugu disiiniilen parametrelerin

optimizasyonu gergeklestirilmistir.

Kromatografik analizlerde kiiltiir igermeyen biyodoniisim ortaminda vanilin
tespit edilemezken; ortama kiiltiir inokiile edildiginde vanilin olusumu goriilmiistiir. Bu
durum abiyotik olarak vanilin olusumu gerc¢eklesmedigi ve olusan vanilin'in biyokatalist

tarafindan tretildigine kanit kabul edilmistir.

Kiiltirtin gelisim kinetigi incelendiginde 36. saate kadar hizli bir gelisim
gbzlenirken bu saatten sonra populasyonda oOnemli diizeyde bir degisiklik
goriilmemistir. Populasyon en iist noktaya 6.8x10% kob/ml ile 48. saatte ulasmustir. Canli
hiicre sayisinin en iist diizeye ulastigi 48. saatte duragan faz igerisindeki hiicrelerin

biyodoniisiim denemelerinde kullanilmasi kararlagtirilmistir.

En yiiksek vanilin iiretimi 28 °C'de ve pH'1 6.30 olan biyoddniisiim ortaminda elde
edilmistir. Gegmis calismalarda bu degerler ayn1 zamanda kiiltlirlin optimum gelisme
kosullar1 olarak belirlenmistir. Dolayisiyla kiiltiiriin  optimum gelisme gosterdigi
sicaklik ve pH degerlerinde biyodoniisiim etkinligi de yiiksek olmaktadir. Diger
durumlarda metabolik faaliyetlerin yavaglamasina bagl olarak vanilin {iretim hizinin da

ivmesini kaybettigi diisiiniilmektedir.

Havalandirmanin kisitlandig1 durumda ise vanilin tiretiminde ciddi oranda azalma
kaydedilmistir. Bu diisiis, izodjenol'iin hiicrede oksidatif degredasyonla vanilin'e

indirgenmekte oldugunu diisindiirmuistiir.

% 1'den % 60'a (w/v) kadar izodejnol iceren ortamlarda kiiltiiriin biyodoniisiim
performanslar1 arastirilmigtir. Denemeler sonucu % 40'a kadar vanilin {iretimi ve
1zodjenol tiikketimi es zamanl olarak artarken; % 40'm {izerine ¢ikildikca hem {iretilen
vanilin hem de tiiketilen izo6jenol miktarlar diisiimiistiir. Bu diisiise sebep olarak onciil
maddenin P. putida kiltliirii lzerinde sitotoksik etki gdstermeye basladigi
diistiniilmektedir. % 40 izodjenol konsantrasyonunda gergeklestirilen 120 saatlik

denemeler sonucunda % 12.0 molar verimle 9.14 g/L vanilin tiretilmistir.
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Tim denemelerde ortam pH'nin 6.30-7.30 arasinda kalma egiliminde oldugu
goriilmistlir. Dolayisiyla hiicre tarafindan ortama birakilan metabolitlerin besiyeri

pH'mi1 degistirecek kuvvette olmadigi sonucuna varilmastir.

Ayrica izodjenol'in vanilin'e biyodoniisiimii ile izo6jenol'iin P. putida tarafindan
tek karbon kaynagi olarak kullanilabildigi goriilmiistiir. Elde edilen kuru hiicre agirligi
ve tiiketilen izodjenol arasinda bir iliski oldugu tespit edilmistir. Izodjenol tiiketimi
arttikca elde edilen biyokiitle miktar1 da artmaktadir. Bu sonugtan hiicrenin, gelisimi

i¢in gerekli enerjiyi biyodoniisiim sayesinde temin ettigi degerlendirilmistir.

Gliniimiizde mikrobiyal yollarla vanilin {iretimi c¢ogunlukla ferulik asidin
biyodoniisiimii ile gergeklestirilmektedir. Ma ve ark. (2014), Amycolatopsis sp. ile
gerceklestirdikleri calismada ferulik asitten 9.18 g/L vanilin elde etmeyi basarmiglardir.
Endiistriyel agidan diisiiniildiigiinde daha yiliksek kapasiteli prosesler gelistirilmeye
calistimaktadir. Izodjenol'iin biyodoniisiimii de ferulik asit biyodéniisiimiine alternatif
olarak arastirmasi yapilan yollardan biridir. Gegmis c¢alismalar incelendiginde
izodjenol'den {iretilen vanilin miktarinin ¢ogunlukla 2 g/L'nin altinda oldugu
goriilmektedir. Zhao ve ark. (2005) diger biyodoniisiim denemelerinden farkli olarak
cift fazli sistem denemesi gergeklestirmis ve daha yiiksek miktarda vanilin iiretmeyi
basarmiglardir. B. fusiformis 'in biyokatalist olarak kullanildigi bu ¢alismada % 60 (v/v)
izodjenol igeren biyodoniisiim ortaminda 72 saatte 32 g/L vanilin tiretilmistir. P. putida
HUT 8100 kiiltiirii ile yaptigimiz 120 saatlik biyoddniisiim denemesinde % 12.0 molar
verimle 9.14 g/L vanilin elde edilmistir. Bu miktar, mutant olmayan Kkiiltiirlerle
gergeklestirilen 1zo6jenol'den vanilin'e biyodoniisiim caligsmalar icerisinde elde edilen

en yiiksek 3. vanilin miktaridir.

Diisiik izo6jenol konsantrasyonlarinda ¢alisildiginda prekursor, kiiltiir tarafindan
yaklagik olarak 72 saatte tliketilmektedir. Ancak c¢ift fazli sistemde yiiksek miktarda
1zo6jenol konsantrasyonu kullanilmis ve herhangi bir anda su fazi igerisinde dispers
olan yag miktar1 belli smirlar igerisinde kalmistir. Bu sayede hem yliksek dozlarin
toksik etki gOstermesi engellenmis hem de besleme ihtiyaci ortadan kalkmustir. 120.
saatten sonra da vanilin'e biyodoniisiimiin devam edecegi ongoriilmektedir. 120. saatten
sonra da her 24 saatte bir orneklemeye devam edilerek, kiiltiiriin biyodoniisiime ne

kadar devam edecegi tespit edilmelidir.

66



Endiistriyel uygulamalarda iiretilen iiriiniin miktar1 yaninda verimlilik de 6n plana
cikan parametrelerden biridir. Biyodoniisiim etkinliginin arttirilabilmesi i¢in minimum
izo6jenol sarfiyati ile maksimum iiriin alinmasi gerekmektedir. Kiiltiiriin zaman i¢inde
yaslanmasina bagli olarak ilerleyen siirecte etkinligini kaybedecegi asikardir. Proses
sonlandirildiginda biyodoniisiim ortaminda kalan izodjenol'iin geri kazanimiyla molar
verim endiistriyel agidan arzu edilen seviyeye c¢ikarilabilir. Keza biyodoniisim
ortamindan alinan izod6jenol'iin tekrar tekrar kullanilabilecegi bildirilmistir (Zhao ve
ark., 2006). Yogunluk farkindan yararlanilarak santrifiijleme ile veya kaynama noktasi
farkindan yararlanilarak evaporasyon ile izodjenolin geri kazanailabilecegi

Ongoriilmektedir.

Biyodoniisiim islemi sonunda vanilin'in saflastirilmasi i¢in en etkili yontemin de
belirlenmesine ihtiya¢ vardir. Aromatik maddelerin eldesinde adsorbsiyon recinelerinin
kullanim1 olduk¢a yaygindir. Saflagtirma igin Oncellikli olarak biyoddniisim
denemesine uygun regine tiriiniin tespiti gerekmektedir. Reginenin belirlenmesine
miiteakip saflastirma basamaklarmin da ortaya konulmasi ilerleyen ¢alismalarda

arastirilmasi gereken konulardandir.
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7. EKLER

EK-1. Gelisim Kinetigi Uzerine EK-2. Sicakligin Biyodoniisiim Uzerine
Istatistik Verileri Etkisi Hakkinda Istatistik Verileri
Logaritmik Artis
Duncan a) Uretilen vanilin miktar1 (mg/L)
Subset for alpha = 0.05 Duncan
saat | N 1 2 3 Subset for
alpha = 0.05
0 3 |[6,2633
sicaklik N 1
12 3 |[6,7200
24 3 7 3533 24 3 655,7167
' 32 3 682,6697
ad | 3 8,2233 28 3 | 718,7800
36 3 8,3700 Sig. 134
120 3 8,3967
163 3 8,4633 b) Kalan izo6jenol miktari (mg/L)
96 3 8,4700 Duncan
48 3 8,7167 Subset for
60 3 8,7167 alpha = 0.05
72 3 8,7200 sicaklik N 1
Sig. ,055 [ 1,000 | ,067 32 3 6205,1300
24 3 6300,0900
28 3 6443,7667
Sig. ;339

EK-3. Besiyeri pH'sinin Biyodéniisiim Uzerine Etkisi Hakkinda Istatistik Verileri

a) Uretilen vanilin miktar (mg/L) b) Kalan izo6jenol miktar: (mg/L)
Duncan Duncan
Subset for alpha = 0.05 Subset for alpha = 0.05
pH | N 1 2 3 pH N 1 2
83| 3 | 613,17 6.3 3 6205,4
731 3 695,47 5.3 3 6411,1 6411,1
531 3 741,69 7.3 3 6443,8 6443,8
6.3 3 877,91 83| 3 6880,5
Sig. 1,000 | ,161 | 1,000 Sig. 334 077
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EK-4. Havalandirmanin Biyodéniisiim Uzerine Etkisi Hakkinda Istatistik Verileri

a) Uretilen vanilin miktar1 (mg/L)

Duncan

havalan
dirma?

Subset for alpha = 0.05

1

3

4

5

124
148
172
196
224
1120
248
272
296
2120
Sig.

W W wWwwwwwwwwlZz

20,2587
42,4073

172

99,5593
102,05
107,54

,635

198,70

1,000

248,28

1,000

421,49

1,000

600,87

1,000

877,91
1,000

b) Kalan izo6jenol miktari (mg/L)

Duncan

havalan
dirma

Subset for alpha = 0.05

2

3

4

2120
296
1120
272
196
248
172
148
224
124
Sig.

W W wwwwwwwwlZz

6205,4

1,000

6985,1

1,000

7938,0
8153,1
8207,4

,116

8874,2
8925,8

744

9562,5

9612,4

9689,2
451

2 Parametrenin ilk hanesi havalandirma durumunu, ardindan gelen haneler ise ornekleme siresini
gostermektedir. Ornegin 2120 ifadesi yari1 havalandirma denemesinde 120. saate ait degerdir. (1:
havalandirmasiz, 2: yar1 havalandirmali)
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EK-5. Prekursér Konsantrasyonunun Biyodéniisiim Uzerine Etkisi Hakkinda Istatistik

Verileri

a) Uretilen vanilin miktar1 (g/L)

Duncan

Subset for alpha = 0.05
1 2 3 4 5 6
,8800

konsant
rasyon

1
5
10
20
60
50
30 8,6700
40 9,1400

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 ,569 ,148

2,7633
4,7467
7,0567
7,7933
7,9733

W wwwwwwwlZz

b) Tiiketilen izoGjenol miktar1 (g/L)

Duncan

Subset for alpha = 0.05
1 2 3 4 5 6
3,7967

konsant
rasyon

1
5
10
20
60
50
30
40 82,0700

Sig. 1,000 ,057 1,000 1,000 ,219 1,000

10,3667
14,8400
26,7933
57,4500
65,0100
67,8067

W W wwwwwwlz
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