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Bu çalıĢmada Pseudomonas putida HUT 8100 bakteri kültürü kullanılarak 

izoöjenol'den doğal vanilin aroması üretilmiĢ ve üretim veriminin arttırılması amacıyla 

koĢulların optimizasyon yolları araĢtırılmıĢtır. 

BiyodönüĢüm için öncelikli olarak Pseudomonas putida kültürünün geliĢim 

kinetiği incelenmiĢtir. Agar üzerinde yapılan canlı bakteri sayımına göre popülasyon 48. 

saatte en yüksek değerine ulaĢmıĢ ve bu saatten itibaren popülasyonda nicel açıdan bir 

duraklama olduğu tespit edilmiĢtir. 

Duraklama fazı içerisinde popülasyonun en yoğun noktasına ulaĢtığı 48. saatte 

kültür GYP (Glikoz Yeast Ekstrakt Pepton) sıvı besiyerinden alınarak biyodönüĢümün 

gerçekleĢeceği potasyum fosfat tampon çözeltisi içerisine alınmıĢtır. Erlen düzeyinde 

gerçekleĢtirilen üretimlerde 24, 28 ve 32 
o
C olmak üzere 3 farklı sıcaklık değerinde 

biyodönüĢüm miktarı kontrol edilmiĢtir. Yapılan denemeler sonucunda bakterinin 28 
o
C'de en iyi üretim performansını gösterdiği saptanmıĢtır. 

Daha sonraki aĢamada çözelti içerisindeki potasyum iyonu konsantrasyonu ve 

dolayısıyla pH değiĢikliğine bağlı olarak kültürün vanilin üretim kapasitesinin ne 

Ģekilde değiĢtiği incelenmiĢtir. Buna göre en iyi üretimin 4.84 g/L K2HPO4 ile 16.65 

g/L KH2PO4 içeren (pH 6.30) tampon çözelti içerisinde gerçekleĢtiği görülmüĢtür. 

Ayrıca aerobik bir kültür olan P. putida'nın havalandırmasız ve yarı 

havalandırmalı ortamdaki biyodönüĢüm performansı da araĢtırılmıĢtır. Yarı 

havalandırma yapılan ortam koĢullarında daha yüksek biyodönüĢüm verimi elde 

edilmiĢtir. 

Elde edilen bulgulardan faydalanılarak (28 
o
C ve 6.30 pH'da) erlen içerisinde 

hazırlanan biyodönüĢüm ortamına farklı miktarlarda izoöjenol ilavesi yapılmıĢtır. 

Ortama % 40 (w/v) oranında izoöjenol ilave edildiğinde, 120 saatlik biyodönüĢüm 

süresi sonunda 9.14 g/L vanilin elde edilmiĢtir.  

Sonuç olarak, biyodönüĢüm üzerine etkisi bulunan parametrelerin optimizasyonu 

ile vanilin üretiminde önemli düzeyde artıĢ kaydedilmiĢtir. 
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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 
o
C were tested. It has determined in consequence of 

experiements; culture showed best vanillin production performance at 28 
o
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 K2HPO4 

and 16.65 g/L KH2PO4 (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 
o
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. 
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1. GĠRĠġ 

 

Aroma; kimyasal duyular olan koku ve tadın eĢzamanlı olarak tetiklediği, duyusal 

etkinin sonucu olarak ortaya çıkan algıdır (Fahlbusch vd., 2012). Lezzet maddeleri 

uçucu olan ve olmayan bileĢenlerin karıĢımından meydana gelir. Uçucu olmayan 

bileĢenler daha çok tada etki ederken, uçucu bileĢenler hem tada hem kokuya etki 

ederler (Longo ve Sanroman, 2006). Koku; davranıĢları, bilinci ve bilinçaltını 

etkilemektedir (Fahlbusch vd., 2012). Bu nedenle aroma, tüketicinin gıdalara karĢı 

algısını etkilediğinden önemli bir kalite kriteri olarak kabul edilmektedir (Reineccius, 

2005). 

Aroma maddeleri gıdalarda çok sayıda ve düĢük miktarlarda (nanogram ile 

miligram arasında) bulunmalarına rağmen gıdanın kendine özgü duyusal özelliğini 

belirler. Gıdaların aroması aldehitler, ketonlar, alkoller, esterler, laktonlar, terpenler, 

pirazinler, uçucu fenoller ve kükürtlü bileĢikler gibi çeĢitli kompleks gruplardan 

oluĢmaktadır (Cabaroğlu ve Yılmaztekin, 2012). 

Gıdalarda arzu edilen aromanın yeterli olmaması, iĢleme sırasında kaybolan 

aromayı geri kazandırmak, gıdaya farklı bir aroma vermek gibi çeĢitli nedenlerle ürüne 

aroma maddesi ilavesi yapılmaktadır (Feron ve Wache, 2006). Ayrıca gıdada doğal 

olarak bulunan bir kokuyu maskelemek ve ürünü daha cazip kılmak için de sıklıkla 

aroma maddelerinden faydalanılmaktadır (Gusevskaya vd., 2012). 

Gıdaların yanı sıra içeceklerde, kozmetik ürünlerinde ve farmasötik ürünlerde de 

katkı maddesi olarak sıkça kullanılan aroma maddeleri 2015 yılı itibariyle 24 milyar 

dolarlık bir pazar payına sahiptir (Anonim, 2016a). 

Aroma maddelerinin elde edildikleri kaynakların çok farklı ve çeĢitli olması farklı 

sınıflandırmaların yapılmasına neden olmuĢtur. Amerika BirleĢik Devletlerinde aroma 

maddeleri doğal ve yapay aroma maddeleri olarak sınıflandırılmaktadır. (Yılmaztekin 

vd., 2008). Türk Gıda Kodeksi yönetmeliğine göre ise aroma maddeleri doğal aroma 

maddeleri, doğala özdeĢ aroma maddeleri, yapay aroma maddeleri, tütsü aromaları, ısıl 

iĢlem aroma maddesi ve aroma karıĢımları olarak altı grupta sınıflandırılmıĢtır 

(Anonim, 1997).  

GeçmiĢte aroma maddelerinin en önemli kaynağını bitkisel ürünler 

oluĢturmaktaydı. Elde edilen bitkisel ekstraktlar, uçucu yağlar, kök, gövde, yaprak gibi 
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bitkinin bazı kısımlarından elde edilen ürünler doğal aroma maddesi olarak 

kullanılmaktaydı. Ancak doğal aroma maddelerinin maliyetli oluĢu ve artan nüfusa 

bağlı olarak arz talep dengesinin bozulması, ilgili endüstri kollarını yeni kaynak 

arayıĢlarına yöneltmiĢtir. Bu bağlamda bazı aroma maddelerinin kaynağından izole 

edilmesi ve kimyasal yapısının ortaya çıkarılmasıyla, doğala özdeĢ ve sentetik aroma 

maddelerinin üretimi baĢlamıĢtır. 

Günümüzde piyasada kullanılan aroma maddelerinin % 80'den fazlasını yapay 

aroma maddeleri oluĢturmaktadır. Ancak son zamanlarda kimyasal ürünlerin insan 

sağlığını ve çevreyi tehdit etmesi ve uluslararası mevzuatlarda kimyasal yollarla elde 

edilen ürünlere getirilen kısıtlamalar nedeniyle tüketici doğal ürünleri tercih etmektedir 

(Yılmaztekin vd., 2008). Tüketici talebinin doğal ürünlere kayması (ekonomik refah ve 

eğitim seviyesindeki artıĢa bağlı olarak) nedeniyle özellikle son 30 yıldır dünya aroma 

pazarı doğal aroma maddelerine yönelmiĢ ve yoğun bir talep oluĢmuĢtur. Ancak doğal 

aroma maddelerinin eldesinde karĢılaĢılan güçlükler nedeniyle (düĢük miktarlarda 

bulunmaları, ekstraksiyon ve saflaĢtırılmalarının güç olması, pahalı olmaları gibi) 

mevcut üretim artan talebi karĢılayamamaktadır.  

BirleĢik Devletler ve Avrupa Birliği mevzuatlarına göre, öncülü doğal kaynaklı 

olan bir hammaddeden biyoteknolojik yollarla elde edilmiĢ ürünler de doğal olarak 

kabul edilmektedir (Anonim, 2008; Brazinha vd., 2011). Bu nedenle doğal 

kaynaklardan doğrudan aroma eldesine alternatif olarak biyoteknolojik yollarla üretim 

ön plana çıkmıĢ ve bu alanda yoğun çalıĢmalar baĢlamıĢtır. 

Modern biyoteknolojide yaĢanan geliĢmeler sonucunda doğal aroma maddelerinin 

mikroorganizmalar, izole edilmiĢ enzimler ve bitki hücre kültürlerinden yararlanılarak 

üretilmesi mümkün olmuĢtur (Reineccius, 2006). Prensipte biyoteknolojik yolla aroma 

maddesi üretiminde iki yöntem yaygın olarak kullanılmaktadır. Birincisi 

mikroorganizmaların kullanıldığı fermantasyon (de novo sentezi) ve biyodönüĢümle 

üretim, ikincisi ise enzimlerin kullanıldığı biyodönüĢümle üretimdir (Janssens ve ark., 

1992). Bunun dıĢında bitki hücre kültürü yöntemi de zaman zaman tercih 

edilebilmektedir.  

Biyoteknolojik yöntemlerin sağladığı en önemli avantajlar, tarımsal üretimde 

karĢılaĢılan sorunlardan (iklim, bitkisel hastalıklar, pestisit kullanımı, pazar arayıĢı, 

tarım politikaları vb.) bağımsız olması ve endüstriyel ölçekte uygulanabilir olmasıdır 
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(Krings ve Berger, 1998). Ayrıca kimyasal yollarla kıyaslandığında daha esnek 

reaksiyon koĢullarına sahip, yüksek ürün ve substrat spesifikliği gösteren ve çevreyi 

daha az kirleten bir uygulama olduğu göze çarpmaktadır (Xu vd., 2007).  

Mikroorganizmaların bir bileĢiği yapısal yönden kendisine benzer baĢka bir 

bileĢiğe dönüĢtürmesi olayına mikrobiyal biyodönüĢüm denir. BiyodönüĢümde verim 

fermantasyonla üretime göre çoğu zaman daha yüksektir (Cabaroğlu ve Yılmaztekin, 

2012). Mikrobiyal biyodönüĢüm aynı zamanda yüksek substrat seçiciliği, az miktarda 

yan ürün oluĢumu ve asıl ürünün kolay izole edilmesi ve saflaĢtırılması gibi önemli 

avantajlara sahip olması nedeniyle daha çok tercih edilmektedir. Bu yöntem aroma 

maddelerinin yanında bazı katkı maddelerinin endüstriyel ölçekli üretimlerinde de 

sıklıkla kullanılmaktadır (Xu vd., 2007). Günümüzde mikrobiyal biyodönüĢümle birçok 

aroma maddesi üretilebilmesine karĢın bunların halen büyük çoğunluğu araĢtırma 

düzeyindedir. BiyodönüĢüm yolu ile üretilen baĢlıca aroma maddeleri arasında ise 

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

Vanilin (4-hidroksi-3-metoksi-benzaldehit), Vanilla planifolia tohum zarflarında 

oluĢan ve tüm dünyada büyük önem verilen bir aroma bileĢiğidir. Gıda, içecek, 

parfümeri, farmasötik ve çeĢitli medikal alanlarında geniĢ bir kullanım yelpazesine 

sahiptir (Longo ve Sanroman, 2006).  

Dünya genelinde üretilen vanilin'in % 1'inden daha azını doğal vanilin 

oluĢturmaktadır (Sciubba vd., 2009). Kağıt üretimi sırasında lignince zengin karasu 

içeriğinin NaOH ile muamelesi ve ardından oksidasyona maruz bırakılması ile doğala 

özdeĢ vanilin üretilir (Walton vd., 2000). Doğal vanilin'in kilogram fiyatı 1200 ile 4000 

$ arasında değiĢmektedir. Buna karĢın, lignin veya guaikol'den kimyasal sentez yolu ile 

elde edilen vanilin'in kilogram fiyatı 15 doların altındadır (Walton vd., 2000; Xu vd., 

2007). 

Son yıllarda tüketicilerin doğal ürünlere artan ilgisi ile doğal vanilin üretimi için 

biyoteknolojik yöntemin kimyasal yönteme alternatif olabileceği düĢünülmektedir. 

Yapılan çalıĢmalarda ferulik asit ve izoöjenol'den verimli bir Ģekilde vanilin elde 

edilebileceği tespit edilmiĢtir. 

Ferulik asit öncül madde olarak kullanılarak Aspergillus niger tarafından vanilik 

aside indirgenmiĢ; sonrasında da A. niger uzaklaĢtırılarak yerine Pycnoporus 

cinnabarinus ortama inoküle edilmiĢtir. Ortamdaki vanilik asit P. cinnabarinus 
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tarafından vaniline dönüĢtürülerek 2 aĢamalı bir biyodönüĢüm gerçekleĢtirilmiĢtir 

(Meessen vd., 1996). 

Diğer yöntemde ise öncül madde olarak karanfil bitkisi esansiyel yağında bulunan 

öjenol'ün okside edilmiĢ formu olan izoöjenol kullanılmıĢtır. Ġzoöjenol'den vanilin 

eldesi için yapılan çalıĢmalarda üretim miktarı çoğunlukla 0,5-4 g/L ile sınırlı kalmıĢtır. 

Yapılan çalıĢmalarda en sık karĢılaĢılan sorun, prekursör olarak biyodönüĢüm 

ortamına verilen öncül maddenin bakteri üzerinde sitotoksik etki göstermesi ve üretimi 

sınırlamasıdır (Yamada, 2007). Hücrelerin canlılıklarını yitirmesi, oluĢacak ürün 

verimini olumsuz Ģekilde etkileyecektir. Bu nedenle kullanılacak öncül madde 

miktarının üretime olumsuz etki yapmayacak en yüksek dozunun belirlenmesi 

gerekmektedir.  

Meessen ve ark., (1996), yaptıkları çalıĢmada biyodönüĢümün prosesini 2 

aĢamada gerçekleĢtirmiĢlerdir. BiyodönüĢümün çok aĢamalı olarak gerçekleĢmesi süre 

ve maliyet açısından dezavantajı da beraberinde getirmektedir. ÇalıĢılan kültürün tek 

aĢamada istenilen ürünü ortaya çıkarması önem arz etmektedir. 

Bunların yanı sıra gerçekleĢtirilen prosesin biyolojik temele dayanması, birçok iç 

ve dıĢ faktörün ürün verimini etkilemesine neden olmaktadır. Hangi değiĢkenin nasıl bir 

etki yapacağının yapılacak denemelerle ortaya konması gerekmektedir. 

Bu çalıĢmada Pseudomonas putida HUT 8100 suĢunun izoöjenol’den vanilin 

üretme potansiyeli araĢtırılmıĢ ve üretilen vanilin miktarını arttırmak için ilgili 

parametrelerin optimizasyonu denenmiĢtir.  
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

 

2.1. Aroma Maddelerinin Sınıflandırılması 

 

Aroma maddeleri farklı yöntemlerle elde edilebildiğinden, tüketiciyi bilgilendirme 

ve yasal düzenlemeler için sınıflandırma ihtiyacı duyulmuĢtur. Sınıflandırma, ülke 

mevzuatlarına göre değiĢiklik gösterebilmektedir. Türk Gıda Kodeksi yönetmeliğine 

göre aroma maddeleri doğal aroma maddeleri, doğala özdeĢ aroma maddeleri, yapay 

aroma maddeleri, tütsü aromaları, ısıl iĢlem aroma maddesi ve aroma karıĢımları olarak 

altı grupta sınıflandırılmıĢtır (Anonim, 1997).  

 

 

ġekil 2.1. Ülke mevzuatlarına göre aroma maddelerinin sınıflandırılması (Yılmaztekin 

vd., 2008; Anonim, 1997) 

 

Doğal aroma maddeleri; bitkisel veya hayvansal kaynaklardan uygun fiziksel, 

enzimatik ya da mikrobiyolojik yöntemler ile elde edilen maddelerdir (Anonim, 1997; 

Anonim, 2008). Doğala özdeĢ aroma maddeleri ise kimyasal yollarla sentezlenen ya da 

izole edilen ve kimyasal yapısı, doğal aroma maddeleri ile aynı olan maddelerdir. 

Kimyasal yollarla sentezlenen ancak kimyasal yapısı doğal aroma maddelerinden farklı 

olan, doğada bulunmayan maddelere de yapay aroma maddeleri denmektedir. Isıl iĢlem 
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aroma maddesi en az biri azot/amino ve diğeri indirgen Ģeker içeren, kendiliğinden 

aroma verme özelliği olması gerekmeyen gıda ve/veya gıda dıĢındaki kaynak 

materyallerden oluĢan karıĢımdan ısıl iĢlem sonrasında elde edilen aroma maddesidir. 

Tütsü aroma maddeleri, yoğuĢturulmuĢ tütsüden ayrımsal damıtma ve saflaĢtırma 

yöntemleri ile elde edilen ürünlerdir. Aroma karıĢımları ise doğal aroma vericiler 

dıĢında uygun fiziksel, enzimatik veya mikrobiyolojik metotlarla bitkisel veya 

hayvansal kaynaklardan elde edilen ürünlerdir (Anonim, 1997). 

BirleĢik Devletler ve Avrupa Birliği mevzuatlarına göre, öncülü doğal kaynaklı 

olan bir hammaddeden biyoteknolojik yollarla elde edilmiĢ ürünler de doğal olarak 

kabul edilmektedir (Anonim, 2008; Brazinha vd., 2011). 

Avrupa Birliği ve Türk Gıda Kodeksi yönetmeliğinde yer alan 'Doğala ÖzdeĢ 

Aroma Maddesi'  Amerika BirleĢik Devletleri mevzuatına göre yapay aroma maddesi 

olarak kabul edilmektedir. 

 

2.2. Doğal Aroma Maddesi Üretim Yöntemleri 

 

Aroma ve hoĢ koku verici maddelerin gıda ve içecek endüstrisi ile parfümeri 

sanayiinde geniĢ bir kullanım alanı mevcuttur (Xu vd., 2007). Tüm dünyada 24 milyar 

dolarlık bir pazara sahiptir ve bu pazar payı sürekli artıĢ göstermektedir (Anonim, 

2016a). Aroma maddelerinin üretiminde doğrudan ekstraksiyon, kimyasal 

transformasyon ve biyoteknolojik transformasyon teknikleri kullanılmaktadır (Molina 

vd., 2013). Bir yüzyıldan fazla bir süre önce sentezi gerçekleĢtirilen kumarin (1868) ve 

vanilin (1874) laboratuvar ortamında ilk kez sentezlenen aroma maddeleri olmuĢtur. 

Analitik bilginin artmasıyla birçok aroma maddesi sentetik olarak endüstriyel ölçekte 

üretilmektedir.  (Serra vd., 2005). Organik kimya, parfümeri endüstrisi için yüksek 

kalitede ve daha düĢük fiyatlarda doğala özdeĢ aroma ve koku maddeleri sunmaktadır 

(Frater vd., 1998). Dahası, kimyasal yapı çalıĢmaları ve bazen de tesadüfler sayesinde 

doğal aroma maddelerine benzer özellikte yeni yapılar üretilmiĢtir (Serra vd., 2005).  

Doğal olmayan metil ionon, doğal eĢi olan α ve β ionon'dan daha güçlü koku 

vermektedir. Yine yapay bir aroma maddesi olan etil vanilin, doğal olan vanilin'e göre 

çok daha güçlü bir aromaya sahiptir (Frater vd., 1998). Günümüzde kimyasal sentez ile 

aroma üretimi diğer yöntemlere göre oldukça baskındır ve pazarın büyük kısmını 

kimyasal sentez yolu ile elde edilmiĢ aroma maddeleri oluĢturmaktadır. Bitkisel ekstrakt 
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olanların piyasadaki oranı  % 5'ten azdır. Bu durumun oluĢmasında doğal aroma 

maddelerinin pazar ihtiyacını karĢılayamaması ve yapay aroma maddelerinin çok daha 

düĢük fiyattan temin edilebilmesi baĢlıca etkendir. Ancak kimyasal sentezde birbirine 

bağlı olarak geliĢen bazı hususlar bu yöntem için aĢağıdaki olumsuzlukları da 

beraberinde getirmektedir (Xu vd, 2007): 

 

 Substrat seçiciliği yetersizdir. 

 Proses etkinliği düĢüktür. 

 Çoğunlukla çevre dostu olmayan uygulamalardır. 

 Ġstenmeyen reaksiyon ürünlerinin ortaya çıkmasına neden olabilmektedir. 

 Dolayısıyla iĢlem sonrası saflaĢtırma maliyeti yüksektir. 

 

Bunlara ek olarak yapay aroma maddeleri sınıfına dahil edildiklerinden Avrupa 

Birliği mevzuatında da gıda, içecek ve kozmetik alanlarında kullanımı 

sınırlandırılmıĢtır. Bu nedenle doğal aromalar piyasada daha yüksek fiyatta olmalarına 

rağmen büyük rağbet görmektedir (Xu vd, 2007). 

Doğal kaynaklarından aroma maddelerinin izolasyonu antik zamanlardan beri 

bilinmektedir (Serra vd., 2005). Aroma sanayinde iĢlenen çoğu doğal ürün ekstraksiyon 

veya destilasyon yolu ile elde edilmektedir. Ancak bu yöntemlerde de aĢağıda belirtilen 

dezavantajlar görülmektedir (Molina vd., 2013; Xu vd, 2007): 

 

 Aranan bileĢiğin çok düĢük konsantrasyonlarda bulunması 

 DüĢük konsantrasyona bağlı olarak ekstraksiyon ve saflaĢtırmanın güç olması 

 Ekstraksiyon sonrası oluĢabilecek muhtemel çevre kirliliği ve ekolojik sorunlar 

 Hasat miktarının iklim koĢullarından ve bitki hastalıklarından etkilenmesi 

 

Son yıllarda doğal ürünlere olan ilginin artması, geleneksel yöntemlerin talebi 

karĢılamada yetersiz kalıĢı, sentetik ürünler ile ilgili olumsuz bakıĢ ve mevzuat 

kısıtlamalarına bağlı olarak aroma üretiminde farklı uygulama ve teknik arayıĢlarına 

girilmiĢtir. Doğal aroma maddesi tanımından da anlaĢıldığı üzere enzimatik veya 

mikrobiyolojik yollarla üretilen aroma maddeleri de doğal olarak kabul edilmektedir 

(Cabaroğlu ve Yılmaztekin, 2012). Bu nedenle doğal aroma üretiminde 

yararlanılabilecek alternatiflere dair yapılan araĢtırmalar biyoteknolojik yöntemler 

üzerinde yoğunlaĢmıĢtır. 
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Doğal aroma maddesi üretim yöntemleri: 

 

 Fiziksel Yolla Üretim 

 Ekstraksiyon 

 Distilasyon 

 Biyoteknolojik Yolla Üretim 

 Bitki Hücre Kültürü Ġle Üretim 

 Enzimatik Yol Ġle Üretim 

 Mikrobiyal Yol Ġle Üretim 

 Fermentasyon 

 Mikrobiyal BiyodönüĢüm 

 

2.3. Biyoteknolojik Yollarla Aroma Maddesi Üretim Yöntemleri 

 

Uzun zamandan beri mikroorganizmaların aroma maddeleri ürettiği (özellikle 

geleneksel gıda ve içkilerde) bilinmesine rağmen mikrobiyal geliĢim ile tipik aroma 

oluĢumu arasındaki iliĢki yeni keĢfedilmiĢtir. Modern biyoteknolojide yaĢanan 

geliĢmeler sonucunda mikroorganizmalar, izole edilmiĢ enzimler ve bitki hücre 

kültürlerinden yararlanılarak doğal aroma maddelerinin üretilmesi mümkün olmuĢtur 

(Cabaroğlu ve Yılmaztekin, 2012). Analiz tekniklerinin geliĢmesiyle saf 

mikroorganizma kültürleri ile çalıĢılmaya baĢlanmıĢ ve bunların spesifik aroma maddesi 

üretme potansiyelleri araĢtırılmıĢtır (Molina vd., 2013).   

Avrupa Birliği ve BirleĢik Devletler mevzuatları, gerek fiziksel yollarla (doğal 

kaynaklardan ekstraksiyon) gerek de doğadan izole edilmiĢ prekursör kullanılarak 

enzimatik veya mikrobiyal yollarla elde edilmiĢ maddeleri doğal olarak kabul 

etmektedir. Bu sınıflandırma aroma pazarını ikiye bölmüĢtür: yüksek fiyattan satılan 

'doğal' ürünler ve kimyasal yöntemlerle elde edildiği için tüketicinin tercih etmediği 

'doğala özdeĢ' veya 'yapay' ürünler. Bu ayrım, değerli bileĢenlerin yeni geliĢtirilecek 

biyoteknolojik yöntemlerle üretilmesi üzerine yapılan araĢtırılmaları teĢvik etmiĢtir 

(Serra vd., 2005). Günümüzde yaklaĢık 100 kadar doğal aroma bileĢiği biyoteknolojik 

yöntemlerle üretilmektedir (Cabaroğlu ve Yılmaztekin, 2012). 

Doğal aroma maddelerinin üretiminde bileĢenin kaynağından izolasyonu dıĢında 

kullanılan diğer yollar: doğal öncül maddenin biyokatalistler vasıtasıyla biyodönüĢümü 
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ve de novo sentezidir (Janssens vd., 1992; Serra vd. 2005).  Bu yöntemlerin dıĢında 

doğal aroma maddelerinin üretiminde bitki hücre kültürleri de kullanılabilmektedir 

(Longo ve Sanroman, 2006). 

 

ġekil 2.2. Aroma maddelerinin üretiminde kullanılan biyoteknolojik yöntemler (Longo 

ve Sanroman, 2006) 

 

Kiral yapıdaki aroma maddeleri doğada çoğunlukla tek bir enantiomer 

oluĢtururlar. Çünkü farklı enantiomer veya stereoizomerler farklı duyusal özellikler 

göstermektedir. Bu nedenle aroma maddelerinin üretimi için spesifik bir sentez prosesi 

gerekmektedir. Bu alanda biyokataliz çalıĢmaları, kimyasal sentezde kolaylıkla elde 

edilemeyen stereo-, regioselektif özellik göstermesinden dolayı oldukça fayda 

sağlamıĢtır. Buna ek olarak çevre dostu uygulamalar olması, tüketicilerin doğal ve 

organik ürünleri tercih etmesi de biyoteknolojik orijinli aroma maddesi pazarını 

geniĢletmektedir (Serra vd. 2005). 

Biyoteknolojik yöntemler kullanılarak vanilin, benzaldehit, laktonlar (özellikle γ 

ve δ-laktonlar), esterler, diasetil, terpenler, pirazinler, alkoller (2-fenil etanol) ve metil 

ketonlar üretilebilmektedir (Cabaroğlu ve Yılmaztekin, 2012; Molina vd., 2013; Feron 

ve Wache, 2006).  
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2.3.1. Bitki hücre kültürü ile aroma maddelerinin üretimi 

 

Bitkiler farmasötikler, aroma ve koku bileĢenleri, renklendiriciler, biyopestisitler 

ve gıda katkı maddeleri gibi ikincil metabolitler için değerli bir kaynaktır. Bilinen 

30000 doğal bileĢenin % 80'den fazlası bitkisel orijinlidir (Rao ve Ravishankar, 2002). 

Bitki hücre kültürleri bitkisel kökenli aroma maddelerinin üretiminde geniĢ bir 

yelpazeye sahiptir (bkz. Çizelge 2.1.). Bu yöntemin esası, benzersiz bir biyokimyasal ve 

genetik kapasiteye sahip bitki hücrelerinin farklılaĢabilme yeteneğini (totipotent) esas 

almaktadır. Bitki kültürünün her bir hücresi bir aroma maddesinin üretilmesinde ihtiyaç 

duyulan sayısız kimyasal bileĢeni üretmek için gerekli genetik bilgiyi yapısında ihtiva 

eder. Biyosentez reaksiyonlarının, ihtiyaç duyulan ara bileĢenler ile desteklenmesiyle 

aromatik bileĢenlerin üretimi arttırılabilir. Geleneksel zirai yöntemlere göre bitki hücre 

kültürü kullanımının bazı avantajları Ģunlardır (Longo ve Sanroman, 2006): 

 

 Coğrafik, çevresel ve mevsimsel değiĢikliklerden bağımsızdır. Buna bağlı olarak 

üretim miktarında dalgalanma gözükmez. Yani, üretim miktarı planlanabilir, belli 

kalitede belli bir verimle ürün elde edilir. Dolayısıyla arz miktarı süreklilik 

gösterir. 

 Ucuz prekursörler kullanılarak bölgeye özgü yeni aroma maddeleri 

sentezleyebilmek mümkündür. 

 Yüksek verimliliğe sahip türler seçilerek etkin bir üretim gerçekleĢtirilebilir. 

 Hücre geliĢiminin ve metabolik proseslerin kontrol edilmesi ile üretim etkinliği 

arttırılabilir ve maliyet düĢürülebilir. 

 Ürün geri kazanımı verimli bir Ģekilde gerçekleĢtirilebilir. 

 Üretim süreci hızlıdır. 

 

AraĢtırmacılar özel bir çaba sarf ederek çok rağbet gören bir aroma maddesi olan 

vanilin'i hücre kültürü kullanarak üretmeyi denemiĢlerdir. Vanilla planifolia'ya ait hücre 

kültürü kullanılmıĢ ve ferulik asitle besleme yapılarak vanilin birikiminde artıĢ 

sağlanmıĢtır (Longo ve Sanroman, 2006). Yine ferulik asitten vanilin'e biyodönüĢüm 

için Capsicum frutescens'e ait tutuklanmıĢ (immobilize) hücre kültürleri de 

kullanılmıĢtır (Johnson vd., 1996). Benzer çalıĢmalarla; Perilla frutescens'e ait kallus 

dokuları ve hücre süspansiyonları kullanılarak limonen, linalool gibi monoterpenlerin 



11 

 

üretimi ve Oryza sativa kallus kültürleri ile hint pirinci uçucu aroma maddelerinin 

üretimi de gerçekleĢtirilmiĢtir (Longo ve Sanroman, 2006). 

Bazı durumlarda hücre kültürleri kullanılarak elde edilen aroma maddelerinin 

bitkiye akraba türlerin sahip olduğu aroma profilinden farklı olduğu görülmüĢtür. 

Salatalık/Ģarap benzeri bir aromaya sahip Agastache rugosa Kuntze'ye (Kore nanesi) ait 

kültür süspansiyonu ile bazı sıradıĢı alkol türevi aromalar (2-feniletanol gibi) elde 

edilmiĢtir. Ortama prekursör ilavesi ile bitkinin sahip olduğu özgün aroma profilinin 

değiĢimi tetiklenebilir. Bu değiĢime Allium cepa L. (soğan) kök kültürü kanıt 

gösterilebilir (Longo ve Sanroman, 2006). 

 

Çizelge 2.1. Hücre kültürü tekniği kullanılarak elde edilmiĢ bazı aroma maddeleri ve 

bunların eldesinde kullanılan bitki türleri (Longo ve Sanroman, 2006) 
 

Ürün Kullanılan Bitki Türü 

Diasetil Agastache rugosa 

Elma aroması Malus silvestris 

Sinnamik asit Nicotiana tabacum 

Karyofilen Lindera strychnifolia 

Hint pirinci aroması Oryza sativa 

Kakao aroması Theobromo cocoa 

Flavanol Polygonum hydropiper 

Sarımsak aroması Allium sativum 

Monoterpenler Perilla frutescens 

Triterpenoid Glycyrrhiza glabra var. glandulifera 

Vanilin Vanilla planifolia 

 

 Hücre kültürü kullanımında henüz aĢılamamıĢ bazı sorunlar da bulunmaktadır. 

Yüksek ölçekli üretimler için bitki hücre kültürü tekniğinin geliĢtirilmeye ihtiyacı 

vardır. Ayrıca kayma gerilimine (shear stress) karĢı duyarlı olması, diğer yöntemlere 

göre uzun geliĢim döngüsüne sahip olması, zamanla üretkenliğin azalması ve elde 

edilmek istenen ürünün nadiren hücre dıĢı salgılanması üzerinde durulması gereken 

önemli noktalardır (Longo ve Sanroman, 2006). DüĢük ya da çok tutarlı olmayan üretim 

bitki hücre kültürü ve bazen de doku kültürüyle yapılan çalıĢmalarda karĢılaĢılan 

sorunlardandır. Bitki hücre ve dokularının nispeten yavaĢ geliĢmesi, steriliteyi de 
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önemli bir parametre kılmaktadır. Ticari boyutta üretim bazı durumlarda uygun olmakla 

birlikte (Lithospermum erythrorhizon kültürü kullanılarak kırmızı naftakinon pigmenti 

üretiminde olduğu gibi); çoğu kez verim yeterince yüksek değildir. Bu nedenle 

uygulamanın pek ekonomik olduğu söylenemez (Walton vd., 2003). Yöntem ticari 

olarak ele alındığında, karĢılaĢılan sorunlar nedeniyle yalnızca belli baĢlı birkaç 

farmasötik bileĢiğin (anti-HIV ve anti-kanser etkili bileĢikler gibi) üretilmesinde 

kullanılmaktadır (Rao ve Ravishankar, 2002).  

 

2.3.2. Enzimatik yol ile aroma maddelerinin üretimi 

 

Metabolik faaliyetleri yerine getirebilmek için mikroorganizmalar çok çeĢitli 

bileĢikleri birbirine dönüĢtürür. Yüksek seçicilik ve etkinlikte gerçekleĢen bu 

biyodönüĢüm prosesleri, enzimler tarafından katalizlenir. Aktif kısım adı verilen enzime 

substratın bağlandığı bölge, özel geometriye sahip asimetrik bir yüzey olup; etkileĢim 

sonunda belirli yapıda tek bir ürün oluĢmasına neden olur (Glazer ve Nikaido, 2007). 

Aroma maddelerinin kimyasal yapılarının belirlenmesi ve doğada gerçekleĢen 

dönüĢüm reaksiyonlarının açığa çıkartılmasıyla aroma maddelerinin enzimatik olarak 

laboratuvar koĢullarında da üretilebileceği ortaya konmuĢtur. Markus ve ark. (1992) 

yaptıkları çalıĢmada, soya fasulyesinden elde edilmiĢ lipoksigenaz enzimi ile koniferil 

alkol esterlerinden vanilin üretebilmiĢlerdir. Yine soya fasulyesinden ekstrakte enzimler 

kullanılarak izoöjenol'ün de vanilin'e biyodönüĢümü sağlanmıĢtır (Li vd., 2005). BaĢka 

bir çalıĢmada ise Penicillum'a ait bir flavo-enzim olan vanilil alkol oksidaz kullanılarak 

vanililamin'in ve kreosol'ün vanilin'e biyodönüĢümü gerçekleĢtirilmiĢtir (Heuvel van 

den vd., 2001).  

 Bir bileĢik, kimyasal olarak sentezlenebilse de bu sentez iĢlemi birçok 

basamaktan oluĢur. Oysaki tek enzim katalize reaksiyonlar aynı iĢi tek aĢamada 

gerçekleĢtirebilir. Bunun yanı sıra, enzimler oda sıcaklığı koĢullarında ve atmosfer 

basıncı altında birçok reaksiyonu katalizleyebilir (Glazer ve Nikaido, 2007). Tekrar 

kullanılabilmeleri, sürekli prosesler için ideal olmaları, atık birikimini azaltması ve 

çoğunlukla stabilitelerini korumaları nedeniyle enzim katalize biyodönüĢüm 

reaksiyonlarında immobilize (tutuklanmıĢ) enzimler tercih edilir (Sanchez ve Demain, 

2011). Ancak endüstriyel uygulamalarda immobilize enzim kullanımı çoğunlukla 

hidroliz ve izomerasyon reaksiyonları ile sınırlıdır (Suresh vd., 2006). 
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ġekil 2.3. Enzim immobilizasyon (tutuklanma) Ģekilleri (Sanchez ve Demain, 2011) 

 

Enzimatik yollarla aroma üretimi mümkün olmasına rağmen gerek enzim 

saflaĢtırmada yaĢanan güçlükler gerek çok kademeli bir proses uygulamasına ihtiyaç 

duyması gibi nedenlerle enzim katalize reaksiyonlar biyodönüĢüm çalıĢmalarında pek 

tercih edilen bir yöntem değildir. Bunun yanı sıra izole edilmiĢ bazı enzimlerin stabil 

olmayıĢı, özellikle oksiredüktaz kullanılırken kofaktörlere ihtiyaç duyulması, reaksiyon 

ortamı için gerekli altyapının maliyetli oluĢu, kullanılan metodun değiĢtirilmesi 

gerektiği durumlarda yaĢanan birtakım güçlükler ve yeni tekniklerin araĢtırma 

safhasında olması da enzim katalize reaksiyonlarla çalıĢılırken karĢılaĢılan baĢlıca 

sorunlardandır (Hudlicky ve Reed, 2009). Bazı durumlarda ise biyodönüĢüm için 

saflaĢtırılmıĢ enzimlerin kullanımı daha avantajlı veya gerekli olabilir (Suresh vd., 

2006). Eğer: 

 

 Mikroorganizmanın hücre membranı, substratın nüfuz etmesini ya da ürünün 

hücre dıĢına çıkıĢını engelliyorsa, 

 Mikrobiyal tekniklerde mevcut farklı enzim sistemleri nedeniyle istenmeyen yan 

reaksiyonlar ya da daha ileri ürün degradasyonu gözleniyorsa, 

 Kullanılacak enzim hücre dıĢına salgılanıyor ve biyokütle ortamdan alındıktan 

sonra kolaylıkla saflaĢtırılabiliniyorsa, 
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 Enzim immobilizasyonu ile ilgili doğruluğu ispatlanmıĢ teknikler bulunuyor ve bu 

tekniklerde biyokatalist tekrar tekrar kullanılıp sürekli çalıĢan reaktörlerde 

uygulama fırsatı bulunuyorsa  

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

 

2.3.3. Mikrobiyal yol ile aroma maddelerinin üretimi 

 

2.3.3.1. Fermantasyon 

 

Fermantasyonda ortamda bulunan karbonhidrat, yağ ve protein gibi maddeler 

yıkıma uğramakta ve bu bileĢiklerden aroma maddeleri üretilmektedir. Bu yöntem 'de 

novo' sentezi olarak adlandırılmaktadır. Mikroorganizmalar tarafından ham maddede 

meydana gelen biyokimyasal değiĢiklikler sonucu açığa çıkan bileĢenler son ürünün 

aromasına etki etmektedir. ġarap, bira, yoğurt, ekmek gibi birçok gıdanın spesifik 

özellikler ve aroması mikroorganizmaların faaliyetleri sonucunda meydana gelmektedir 

(Feron ve Wache, 2006). 

De novo sentezi gerçekleĢtiren mikroorganizmaların çoğu küf ve mayalardan 

oluĢmaktadır. Bu durum funguslar arasındaki daha geniĢ biyoçeĢitlilikten 

kaynaklanmaktadır (Feron ve Wache, 2006). Yaygın olarak kullanılan starter kültürler, 

fermantasyon esnasında yüksek miktarda birincil metabolit ürünler üretmelerinin yanı 

sıra iz miktarda da kompleks aroma bileĢenleri üretirler. Kısa zincirli alkoller, aldehit, 

keton ve karboksilik asit bileĢikleri üretirken aynı zamanda pirazin, lakton ve thiol 

bileĢikleri de oluĢtururlar (Krings ve Berger, 1998). De novo sentezi ile üretilen bazı 

aroma sınıfları ve üretiminde kullanılan mikroorganizmalar Çizelge 2.2'de 

gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 2.2. De novo sentezi ile üretilen bazı aroma sınıfları (Feron ve Wache, 2006) 
 

 Mikroorganizma Cinsi Aroma Sınıfı 

 

 

Küfler 

Aspergillus Asitler, Alkoller, Terpenler 

Cerastocystis Terpenler, Esterler, Alkoller 

Fusarium Terpenler, Laktonlar 

Geotrichum Esterler, Laktonar 

Trichoderma Terpenler, Esterler, Laktonlar 

 

 

Mayalar 

Dipodascus Esterler, Alkoller 

Hanensula Esterler, Alkoller 

Kluyveromyces Terpenler, Esterler, Alkoller 

Sporobolomyces Laktonlar 

Saccharomyces Terpenler, Laktonlar, Esterler, Alkoller 

 

Bakteriler 

Clostridium Asitler, Alkoller, Asitler 

Corynebacterium Pirazinler 

Pseudomanas Esterler, Pirazinler 

Streptomyces Terpenler, Pirazinler 

 

Kültür ortamındaki karbon ve azot kaynağı gibi basit bileĢenler değiĢtirilerek de 

üretilen aroma maddelerinin çeĢitliliği arttırılabilir (Feron ve Wache, 2006). 

Ceratocystis türü bu konuda iyi bilinen bir örnektir. Meyvemsi ve çiçeksi kokulara 

sahip geniĢ bir terpen türevi aroma maddesi üretme yeteneğine sahiptir (bkz. ġekil 2.4.). 

Ceratocystis moniliformis'un baĢlıca ürettiği aroma maddeleri etil asetat, propil asetat, 

isobütil asetat, isoamil asetat, citronellol ve gerianol'dür.  Ayrıca Trichoderma viride ve 

T. Harzianum türleri de Hindistan cevizi aroması benzeri bir aromaya sahip 6-pentil-α-

piron'u verimli bir Ģekilde üretmektedir (Vandamme ve Soetaert, 2002). 

Mayalar da aynı zamanda de novo sentezi ile aroma bileĢenleri üretme 

kabiliyetine sahiptir. En iyi bilinen örneklerinden biri Sporidiobolus salmonicolor'dur. 

γ–dekalakton ve δ–laktonlar gibi geniĢ çeĢitlilikteki laktonları üretebilme yeteneğine 

sahiptirler (Feron ve Wache, 2006). Kluyveromyces lactis de citronellol, linalool ve 

geraniol gibi meyvemsi-çiçeksi kokulara sahip terpenleri de novo sentezi ile 

üretebilmektedir. Willopsis saturnus var. mrakii baĢlıca muz aroması karakteri veren 

önemli miktarlarda uçucu asetat türevleri sentezlemektedir (Vandamme ve Soetaert, 

2002).  
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ġekil 2.4. Ceratocystis variospora tarafından üretilen terpenler 

 

Sınırlı genetik çeĢitliliklerinden dolayı bakteriler aroma maddeleri üretiminde 

mayalar ve küfler gibi yetenekli değillerdir (Feron ve Wache, 2006). Ancak 

fermantasyon esnasında bakterilerin de az miktarda da olsa önemli sayılabilecek 

çeĢitlilikte aroma maddelerini üretebileceğini bilinmektedir (Krings ve Berger, 1998). 

Özellikle gıda ürünlerinin iĢlenmesindeki birtakım değiĢiklikler nedeniyle doğal olarak 

oluĢan aroma maddeleri yeni iĢleme teknikleri kullanılarak elde edilen gıdalarda, 

normal proseslerde doğal olarak oluĢan aroma maddeleri oluĢmayabilmektedir. 

Örneğin, mikrodalga uygulamalarında pirazin oluĢumu gözlenmemektedir. Bu durum 

ürüne kavrulmuĢ, piĢmiĢ tadın verilebilmesi için pirazin gibi aroma maddelerine talep 

yaratmaktadır. Corynebacterium glutamicum, de novo sentezi ile piĢmiĢ tat veren 

pirazinleri üretebilmektedir.  (Vandamme ve Soetaert, 2002).  

ÇeĢitli mikroorganizmalar tarafından fermentasyon yolu ile üretilen aroma 

maddeleri ve bu maddelerin verdiği kokular Çizelge 2.3.’te verilmiĢtir. 
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Çizelge 2.3. Mikroorganizmalar tarafından fermantasyon ile üretilen bazı aroma 

maddeleri 
 

 Mikroorganizma 

Türü 

Aroma 

Maddesi 

OluĢan 

Koku 
Kaynak 

 

 

Maya 

Yarrowia lipolytica γ–dekalakton ġeftali 
Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Kluyveromyces 

marxianus 
Bütil asetat  

Elma, muz 

kokusu 
Molina vd., 2013 

K.marxianus Fenil etanol Gül 
Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Williopsis saturnus Ġzoamil asetat Muz 
Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Pichia anomala Etil asetat Meyvemsi 
Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

 

 

 

 

Küf 

Pycnoporous 

cinnabarinus 
Vanilin Vanilya 

Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Ischnoderma benzoinum Benzaldehit Badem 
Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Mycena pura Sitronellol 
Portakal 

çiçeği 

Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Sporobolomyces odorus γ–dekalakton ġeftali 
Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Trichoderma spp. 
6-pentil-α-

piron 

Hindistan 

cevizi 

Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Neurospora spp. Etil hekzonat Bira kokusu Molina vd., 2013 

Geotrichum fragrance 2-Fenil etanol Gül Molina vd., 2013 

 

Bakteri 

Lactobacillus lactis Diasetil Tereyağı 
Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Corynebacterium 

glutamicum 
Pirazin PiĢmiĢ gıda 

Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Gluconobacter oxydans Propiyonik asit EkĢimiĢ süt 
Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Enterbacteriaceae spp. Nutketon Greyfurt 
Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

 

Fermantasyon yoluyla aroma maddeleri üretiminde verim genellikle düĢüktür. Bu 

nedenle çalıĢmalar daha ekonomik çözümler sunan biyodönüĢüm prosesi üzerinde 

yoğunlaĢmıĢtır (Molina vd., 2013). 
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2.3.3.2. Mikrobiyal biyodönüĢüm 

 

Gıda aroması üretiminde, mikroorganizmalar oksidasyon, redüksiyon, 

dehidrasyon ve diğer birçok reaksiyonu gerçekleĢtirebilirler (Feron ve Wache, 2006). 

Mikroorganizmaların bir bileĢiği yapısal yönden kendisine benzer baĢka bir bileĢiğe 

dönüĢtürmesi olayına mikrobiyal biyodönüĢüm denir (Cabaroğlu ve Yılmaztekin, 

2012). De novo sentezinden farklı olarak, biyodönüĢüm prosesinde üretilen aroma 

maddesi konsantrasyonu endüstriyel açıdan bakıldığında yeterince yüksektir (Feron ve 

Wache, 2006). Bu nedenle öncül madde kullanılarak gerçekleĢtirilen ve istenen aroma 

maddesi birikiminin yüksek olduğu biyokatalik dönüĢüm, aroma maddesi üretiminde bir 

adım öne çıkmaktadır (Molina vd., 2013).  

 

Çizelge 2.4. Fermantasyon ve mikrobiyal biyodönüĢümle aroma üretimi arasındaki 

farklar (Cabaroğlu ve Yılmaztekin, 2012) 
 

Özellik Fermantasyon 
Mikrobiyal 

BiyodönüĢüm 

Mikroorganizmalar Çoğalan hücreler Çoğalma veya duraklama 

evresindeki hücreler  

Substrat Ucuz karbon ve azot kaynağı Spesifik (bazen pahalı) 

Reaksiyon KarmaĢık Basit  

Reaksiyon süresi Uzun Kısa 

Ürün miktarı Az Yüksek 

Ürünün saflaĢtırılması Zor Kolay 

Endüstriyel üretim Nadir Yaygın 

 

Çoğu biyodönüĢüm olayında iki substrat gereklidir. Bunlardan birisi 

mikroorganizmaların geliĢimi için gerekliyken diğeri ise hedef aromayı oluĢturmak 

üzere dönüĢüme uğrayacak substrattır (Cabaroğlu ve Yılmaztekin, 2012). Mikrobiyal 

biyodönüĢümde ortama ilave edilen ve reaksiyonu baĢlatan ön bileĢiklerden (prekursör) 

tek basamaklı reaksiyonlarla aroma maddeleri üretilmektedir (Janssenss vd., 1992).  

Mikrobiyal biyodönüĢümle üretilen bazı aroma maddeleri Çizelge 2.5.'te 

gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 2.5. Mikrobiyal biyodönüĢümle üretilen bazı aroma maddeleri 
 

BileĢen Aroma Öncül madde Mikroorganizma Kaynak 

Vanilin Vanilya 

Ferulik asit 
Serretia spp. 

Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Pycnoporus spp. Feron ve Wache, 2006 

Öjenol Amycolatopsis spp. 
Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Ġzoöjenol 
Pseudomonas spp. 

Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Bacillus pumilis Molina vd., 2013 

γ–dekalakton ġeftali Risinoleik asit 

Yarrowia lypolitica 
Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Sporobolomyces 

spp. 

Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Candida spp. 
Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

γ–oktalakton 
Hindistan 

cevizi 

Oktanoik asit 

esterleri 
Mucor spp. Feron ve Wache, 2006 

Benzaldehit Badem Fenil alanin 

Bjerkandera adusta Feron ve Wache, 2006 

Pycnoporus 

cinabarinus 
Feron ve Wache, 2006 

Ischnoderma spp. 
Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Ġzoamil 

asetat 
Muz Amil alkol Williopsis saturnus 

Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

2-Fenil 

etanol 

Gül ve 

benzeri, bal 
Fenil alanin 

S. cerevisiae 
Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Kluyveromyces spp. 
Cabaroğlu ve 

Yılmaztekin, 2012 

Pirazin 
PiĢmiĢ 

koku 
Treonin Bacillus subtilis Feron ve Wache, 2006 

Karvon 
Nane 

benzeri 
Limonen 

Rhodococcus 

opacus 
Molina vd., 2013 

Noot katon Greyfurt Valensen 
Pleurotus sapidus Molina vd., 2013 

Chlorella sp. Molina vd., 2013 

 

Mikrobiyal biyodönüĢüm reaksiyonlarının baĢlıca avantajları Ģunlardır (Suresh 

vd., 2006; Cabaroğlu ve Yılmaztekin, 2012; Molina vd., 2013):  

 

 Yüksek substrat seçiciliği  

 Ġstenilen bileĢiğin üretilmesinde verimliliğin arttırılması 

 Az miktarda yan ürün oluĢumu  

 Daha az toksik madde birikimi  
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 Asıl ürünün kolay izole edilebilmesi ve saflaĢtırılması  

 Hızlı bir Ģekilde üretimin gerçekleĢmesi 

 Çevre dostu bir uygulama olması  

 Coğrafik etkilerden uzak, iklimsel değiĢikliklerden bağımsız olması 

 Ürünün doğal olarak kabul edilmesi  

 Yeni bileĢenlerin üretilebilmesi  

 Katalistin normal koĢullarda çalıĢabilmesi; yani yüksek basınç, ekstrem koĢullar 

gibi ihtiyacı olmaması  

 Az enerji tüketimi ve maliyetin düĢmesi 

 Kimyasal sentez reaksiyonlarında karĢılaĢılan problemlerin ortadan kaldırılması 

 BiyodönüĢüm çalıĢmalarının, ilgili maddenin biyosentez yolunun açığa çıkarmada 

yeni bilgiler sağlaması 

 

2.4. Vanilin 

 

Vanilya orkideleri, büyük oranda Endonezya, Madagaskar ve Çin'de 

yetiĢtirilmektedir (Kaur ve Chakraborty, 2013). Vanilin (4-Hidroksi-3-metoksi 

benzaldehit) ise, Vanilla planifolia, V. tahitensis ve V. pompona türü orkidelerin tohum 

zarfında oluĢan en önemli aroma maddesidir ve bitkinin içerdiği aroma maddelerinin 

1/3'ünü oluĢturur (Walton vd., 2003; Anuradha vd., 2013; Kaur ve Chakraborty, 2013). 

Beyaz renkli ve iğne benzeri kristal yapıdadır. Yoğun tatlılık derecesine ve kuvvetli bir 

vanilya benzeri kokuya sahiptir (Kaur ve Chakraborty, 2013). YaklaĢık 180 milyon 

dolarlık pazar payı ile geniĢ bir kullanım alanına sahiptir (Son vd., 2014). ġekerleme, 

dondurma ve içecekler baĢta olmak üzere birçok gıda ürününde kullanımı oldukça 

yaygın olup; parfüm endüstrisinde de kullanılmaktadır (Priefert vd., 2001). Ayrıca 

gıdaların bozulmasına neden olan bakteri, maya ve küfler üzerinde de inhibitör etki 

yaratmasından ötürü gıda koruyucusu olarak kullanımı da mevcuttur (Jadhav, 2009). 

Antioksidan ve antimutajenik etkileri vardır   (Gounaris, 2010). Yine farmasötik 

alanında aldomet, dopamin, papaverin ve L-Dopa gibi ilaç etken maddelerinin 

üretiminde hammadde olarak kullanılmaktadır. Köpük kırıcı ajanların üretiminde de 

vanilin'den yararlanılmaktadır. ÇeĢitli fonksiyonel özelliklerinin bulunmasının yanında 

esasen aroma maddesi olarak kullanılır (Kaur ve Chakraborty, 2013).    
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ġekil 2.5. Vanilin'in kimyasal yapısı (Havkin-Frenkel ve Belanger, 2008) 

 

 2.5. Bitkilerde Vanilin OluĢum Mekanizması ve Vanilya Çubuğu Eldesi 

 

Vanilin oluĢumu baĢta V. planifolia olmak üzere az miktarda da V. tahitensis ile 

V. pompona tür orkidelerin tohum zarflarında gerçekleĢir (Dignum, 2007). V. planifolia 

orkidelerinin anavatanı Meksika olmakla beraber; orkideler büyük ölçüde Madagaskar, 

Endonezya, Taiti ve Tonga'da yetiĢtirilir (Waliszewski vd., 2006). V. planifolia 

(Bourbon vanilyası) ile birlikte ticari değere sahip diğer türler V. pompona ve V. 

tahitensis'tir ancak dünyadaki toplam üretimin % 75'ini Madagaskar ve Hint 

Okyanusu'ndaki diğer adalarda yetiĢtirilen Bourbon vanilyası oluĢturur (Anuradha vd., 

2013; Rasoamandrary vd., 2013).  

Tohum zarfının teĢekkül edebilmesi için öncelikli olarak çiçeklerin tozlaĢtırılması 

gerekmektedir. TozlaĢtırma iĢi Meksika, Porto Riko ve Orta Amerika ülkelerinde 

Melipona cinsi arılar tarafından yapılır. Ancak bu yolla çiçeklerin sadece % 1'inin 

tozlaĢtığı ve doğal tozlaĢmanın bu bölgeye has olduğu gözlenmiĢtir. Bu nedenle 

çiçeklerinin tohum oluĢturması için elle tozlaĢtırma tekniği ile uygulanır. TozlaĢmadan 

yaklaĢık 8-9 ay sonra vanilya fasulyesi (tohum zarfı) için hasat yapılır (Anuradha, 

2013). Tohum zarfı içindeki vanilin, β-D-glikozid bağları ile konjuge haldedir (Dignum, 

2007).  Bu aĢamada henüz vanilyaya has aromaya dair bir iz mevcut değildir. 

Karakteristik vanilya aroması, 'curing' adı verilen iĢlem (6 aydan fazla sürebilecek 

bir süreç) sonunda teĢekkül eder. Curing sırasında β-D-glikozidaz enzimi ile β-D-

glikozit bağları kırılır ve vanilin (4-Hidroksi-3-metoksi benzaldehit) ortaya çıkar. 

OluĢan vanilin, kürlenmiĢ tohum zarfının % 2-2,5'ini oluĢturur ve vanilin'e yaklaĢık 200 

minör bileĢen eĢlik eder (Walton vd., 2003). Bunlardan minör düzeydeki 26 tane önemli 

aktif koku bileĢeni vanilya aromasını oluĢturmaktadır. Ancak vanilin bu bileĢenler 
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içerisindeki hakim bileĢendir (Silva vd., 2011). Vanilya aromasının 1/3'ü vanilin'den 

ileri gelirken; geri kalan 2/3'ü uçucu ve uçucu olmayan bileĢenler tarafından oluĢturulur 

(Anuradha, 2013). 

 

ġekil 2.6. Vanilin'in β-D-glikozit yapısı (Glikovanilin) 

 

Curing iĢlemi için her ülke/firmanın kendi üretim prosesi vardır. Bu proses genel 

olarak haĢlama, güneĢletme, kurutma ve iklimlendirme olmak üzere 4 aĢamadan oluĢur 

(Dignum, 2001). 

 

Çizelge 2.6. Curing iĢlemi sonrası kuru tohum zarfının bileĢimi (Rao ve Ravishankar, 

2000) 

BileĢen Miktar (gr/kg) 

Vanilin 20 

Vanilik asit 1 

p-Hidroksibenzaldehit 2 

p-Hidroksibenzil metil ester 0,2 

Karbonhidrat 250 

Yağ 150 

Selüloz 150-300 

Mineral 60 

Su 350 

 

2.5.1. HaĢlama/Öldürme  

 

Gerek devam eden biyokimyasal aktivitenin durdurulması gerekse tohum zarfının 

çatlayıp açılmasını önlemek için haĢlama iĢlemi uygulanır. Bu aĢamada vejetatif geliĢim 

durdurulur (Dignum, 2001; Rao ve Ravishankar, 2000). Dokular tahrip edilerek 
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enzimatik aktivite için uygun bir ortam oluĢturulur. Sıcak suyla haĢlamanın yanı sıra 

güneĢ altında da öldürme iĢlemi gerçekleĢtirilebilir (Rao ve Ravishankar, 2000). Eğer 

sıcak suyla haĢlama yapılıyorsa bu iĢlem için yaklaĢık 65 
o
C'de 2-3 dakika haĢlama 

yeterlidir (Dignum, 2001). 

 

2.5.2. GüneĢletme/Terletme 

 

Tohum zarfları bir tahta üzerine serilir ve üzerine battaniye ya da keten branda 

örtülerek fermentasyona bırakılır. HaĢlama sonucu tahrip olan hücre ve dokulara 

enzimler etki eder. Glikovanilin tohum zarfı içerisinde merkeze yakın iken β-glukozidaz 

enzimi dıĢ kısma daha yakındır. Bu aĢamada özellikle glukozidaz ve oksidaz enzimleri 

oldukça aktiftir (Dignum, 2001). Gündüz güneĢ altında bekletilen zarflar gece hava 

geçirmez tanklara alınarak terletilir. Bu iĢlem yaklaĢık 7-10 gün sürer (Rao ve 

Ravishankar, 2000). 48. saatten itibaren tohum zarfı kararır, glikovanilin yapısındaki 

glikozid bağları kopar ve vanilin serbest kalır. Böylece tipik vanilya aroması oluĢur. 

 

2.5.3. Kurutma 

 

Hala yaĢ olan tohum zarflarında mikrobiyal bozulmanın önüne geçilebilmesi için 

kurutma yapılır. Tohum zarfları güneĢ almayan kapalı bir alanda 2-4 hafta kurutulur 

(Dignum, 2001). Kurutma baĢlangıcında % 70 civarında olan nem, kurutma sonunda % 

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

 

2.5.4. Ġklimlendirme 

 

Tohum zarfları sıcaklık ve nem ayarı yapılmıĢ bir oda içerisinde 6 aya kadar 

bekletilir. Bu aĢamada esterifikasyon ve oksidatif degredasyon gibi bazı biyokimyasal 

reaksiyonlar devam eder (Dignum, 2001). 

 

2.6. Biyoteknolojik Yöntemlerle Vanilin Üretimi 

 

Son yıllarda tüketicilerin doğal ürünlere olan ilgisinin artması ve yasal 

düzenlemeler nedeniyle doğal ürünlerin üretimi büyük önem kazanmıĢtır. Bitkisel 

kaynaklardan ekstraksiyon yolu ile vanilin eldesi yoğun iĢçilik ve uzun süre gerektiren; 
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aynı zamanda ekonomik olmayan bir üretim Ģeklidir. 1 kg vanilin elde edebilmek için 

500 kg tohum zarfına; bunun için de 40000 çiçeğin baĢarılı Ģekilde tozlaĢtırılmasına 

ihtiyaç duyulmaktadır (Hansen vd., 2009). Dolayısıyla yetiĢtirme güçlüğü, tohum 

zarflarının toplanması ve çiçeklerin elle tozlaĢtırılması için yoğun iĢgücü gerektirmesi 

ve arzın talebi karĢılayamıyor olması vanilin'in yüksek maliyetli bir ürün olmasına yol 

açmıĢtır. Bu durum da sentetik olarak üretilen vanilin'in doğal vanilin'in yerini 

almasıyla sonuçlanmıĢtır (Li ve Frost, 1998). Dünya genelinde üretilen vanilin'in % 

1'inden daha azını doğal vanilin oluĢturmaktadır (Sciubba vd., 2009). Vanilin yıllık 

12000 ton civarında üretilir ve bunun baĢlıca kaynağı guaikol'dür. Sadece 20 ton 

kadarını vanilya tohum zarflarından ekstraksiyon ile elde edilen vanilin oluĢturmaktadır 

(Gounaris, 2010). Talebin geri kalanı guaikol veya lignin'den kimyasal sentez yolu ile 

üretilen sentetik vanilin tarafından karĢılanmaktadır. Esasen arzın düĢük olmasının 

nedeni üretim maliyetinin yüksek olmasıdır (Rana vd., 2013).  

Doğal vanilin, safrandan sonra en pahalı ikinci gıda katkı maddesidir (Anuradha 

vd., 2013). Sentetik vanilin'in kilogram fiyatı 11 $ civarında iken doğal vanilin'in 

(biyoteknolojik yollarla elde edilen) fiyatı 1000-3000 $/kg arasında değiĢmektedir 

(Rana vd., 2013). Vanilya tohum zarflarından elde edilen vanilin'in kilogram fiyatı ise 

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

Kimyasal sentez ile elde edilmiĢ vanilin ekonomik olduğu için doğal vanilin'e 

alternatif sunmaktadır. Ancak diğer aroma maddelerinin üretiminde olduğu gibi sentetik 

vanilin üretiminde de kullanılan prosesin çevre kirliliğine yol açması ve doğal ürünlere 

karĢı artan ilgi, bilim adamlarını yeni alternatif yöntem arayıĢlarına itmiĢtir. Doğal 

prekursörlerden biyoteknolojik yollar ile elde edilen ürünlerin Avrupa Birliği ve 

BirleĢik Devletler mevzuatlarınca doğal kabul edilmesiyle çalıĢmalar bu yönde 

yoğunlaĢmıĢtır. 

 

2.6.1. Bitki hücre kültürü ile vanilin üretimi 

 

Bitki hücre kültürü kullanımı aroma maddelerinin üretiminde geniĢ bir yelpazeye 

sahip olması nedeniyle biyoteknolojik uygulamalar için uygun bir metot olarak 

gözükmektedir. Bitki hücre kültürlerinin sahip olduğu metabolik potansiyel değerli 

bileĢiklerin sentezinde önemli bir rol oynamaktadır. AraĢtırmacılar özel bir çaba sarf 

ederek çok rağbet gören bir aroma maddesi olan vanilin'i hücre kültürü kullanarak 
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üretmeyi denemiĢlerdir. Vanilla planifolia'ya ait hücre kültürü çeĢitli bitki hücre ve 

dokularından elde edilebilmiĢtir. Ayrıca, prekursör olarak kullanılan ferulik asitle 

besleme yapılarak vanilin birikiminde artıĢ sağlanmıĢtır (Longo ve Sanroman, 2006). 

Yine ferulik asitten vanilin'e biyodönüĢüm için Capsicum frutescens'e ait tutuklanmıĢ 

(immobilize) hücre kültürleri de kullanılmıĢtır (Johnson vd., 1996). 

Bu yöntemle ilgili asıl sorun bitki kültürlerinin doğal olarak yavaĢ geliĢmesi ve 

arzu edilen ürünün düĢük miktarlarda elde edilmesidir. Aynı sorun vanilin üretiminde 

de yaĢanmaktadır. Biyoteknolojik yaklaĢımlar her ne kadar yeni geliĢmelere açık olsa 

da bu yöntemin ticari geleceği açısından Ģüpheler mevcuttur (Havkin-Frenkel ve 

Belanger, 2008). 

 

2.6.2. Enzimatik yollarla vanilin üretimi 

 

Vanilin'in biyosentez mekanizmasının aydınlatılması ve bu biyosentez iĢleminin 

çeĢitli basamaklarını baĢarılı bir Ģekilde katalizleyen enzimler hakkında elde edilen 

bilgiler, vanilin üretiminde enzim bazlı sistemlerin ortaya çıkmasına fırsat tanımıĢtır. 

Biyoteknoloji, ilgili enzimlerin sentezlenmesinde görev alan genlerin klonlanması ile 

bunların vanilin ve yan ürünlerinin sentezinde kullanılmasıyla da ilgilenmektedir. Bu 

sistem, üretim sürecinin belli basamaklarının kontrol altında tutulmasında fayda 

sağlamaktadır. Örneğin; mikroorganizmaların öncül madde ile beslenmesi esnasında 

üretilmiĢ vanilin'in vanilil alkol veya vanilik aside dönüĢtürüldüğünün tespit edildiği 

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

Enzimatik vanilin üretimine örnek vermek gerekirse, kırmızı biber yapısında 

bulunan kapsaisin'in enzimatik olarak vanililamin'e hidrolizi gerçekleĢtirilebilmektedir. 

OluĢan vanililamin, vanilil alkol oksidaz (VAO) enzimi varlığında kademeli olarak 

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

Yine soya fasulyesinden ekstrakte enzimler kullanılarak izoöjenolün enzimatik 

olarak vanilin'e biyodönüĢümü sağlanabilmektedir. Optimize koĢullar altında 36 saat 

içerinde % 13.3 molar verim ile 2.46 g/L düzeyinde vanilin üretimi gerçekleĢtirilmiĢtir 

(Li vd., 2005). 
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2.6.3. Mikrobiyal biyodönüĢüm yoluyla vanilin üretimi 

 

Mikrobiyal biyodönüĢümde öncül maddeden bir veya birkaç aĢamada aroma 

maddelerinin üretimi mümkün olabilmektedir. Vanilin üretiminde de mikrobiyal 

biyodönüĢüm yöntemi oldukça sık kullanılmaktadır. Vanilin üretiminde kullanılan 

prekursörler arasında baĢta ferulik asit ve izoöjenol olmak üzere, öjenol, glikoz ve bazı 

aromatik amino asitler yer almaktadır. 

 

2.6.3.1. Ferulik asidin vanilin'e biyodönüĢümü 

 

Ferulik asit bitkiler aleminde en bol bulunan hidroksisinamik asittir ve hücre 

duvarlarının yapısında lignin ve diğer polimerlere kovalent bağlarla bağlı halde 

bulunurlar. ÇeĢitli çalıĢmalarda Psychrobacter sp. CSW4, Candida galli PGO6, 

Pseudomonas resinovorans SPR1, Bacillus pumilus S-1, Streptomyces, Actinomycetes 

ve Brevibacillus agri 13 gibi bazı mikroorganizma türlerinin ferulik asit ve benzer 

yapılı substratları kullanarak vanilin üretebildiği ortaya konmuĢtur (Ma ve Daugulis, 

2014). 

Ferulik asidin öncül madde olarak kullanıldığı çalıĢmalarda ferulik asit öncelikle 

Aspergillus niger tarafından vanilik aside indirgenmiĢ; ardından da A. niger 

uzaklaĢtırılarak yerine Pycnoporus cinnabarinus ortama inoküle edilmiĢtir. Ortamdaki 

vanilik asit P. cinnabarinus tarafından vaniline dönüĢtürülerek 2 aĢamalı bir 

biyodönüĢüm gerçekleĢtirilmiĢtir (Meessen vd., 1996). Ancak verim, endüstriyel açıdan 

bakıldığında oldukça düĢük kalmıĢtır. Ġlerleyen araĢtırmalar, P. cinnabarinus'un ortam 

koĢulları optimize edildiğinde tek aĢamada vanilin eldesi gerçekleĢtirebildiğini 

göstermiĢtir. Yine de molar verim % 54 seviyesine kadar yükseltilebilmiĢ ve 126 mg/L 

vanilin üretilebilmiĢtir. (Tilay vd., 2010). Zheng ve ark. (2007) tarafından çift kültür 

kullanılarak gerçekleĢtirilen vanilin üretim çalıĢmalarında üretilen vanilin miktarı 2.8 

g/L'ye kadar çıkarabilmiĢtir. 

Ma ve Daugulis (2014) ise ferulik asitten vanilin üretiminde Amicolatopsis sp. 

ATCC39116 türünden faydalanmıĢ ve % 96.1 molar verim ile 9.18 g/L vanilin üretmeyi 

baĢarmıĢlardır. 
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ġekil 2.7. Ferulik asidin vanilin'e 2 aĢamalı biyodönüĢümü (Meessen vd., 1996) 

 

2.6.3.2. Öjenol ve izoöjenol'ün vanilin'e biyodönüĢümü 

 

Bitkiler, yaralanma ve enfeksiyon gibi biyotik ve abiyotik strese karĢı fenil 

propanoid bileĢikler üretmektedirler. Fenil propanoidler doğada yaygın bulunuĢu 

nedeniyle, aroma ve esans üretiminde düĢük maliyetli doğal prekursörler olarak kabul 

edilirler. Özellikle biyodönüĢüm yolu ile vanilin üretiminde ferulik asit, stilben, lignin, 

öjenol ve izoöjenol gibi fenil propanoid bileĢiklerden yaralanılmaktadır (Ryu vd., 2013). 

Öjenol, karanfil bitkisi (Syzygium aromaticum) esansiyel yağının temel bileĢenidir 

(Priefert vd., 2001). Ġzoöjenol [2-metoksi-4-(1-propenil)fenol] ise karanfil, defne ve 

tarçın yaprağında makul miktarlarda bulunabilen önemli bir bileĢiktir (Chen vd., 2012). 

Doğal öjenol ve izoöjenol, bitki esansiyel yağlarından ekstraksiyon yolu ile elde edilir. 

Ayrıca izoöjenol, öjenolün izomerizasyonu ile de endüstriyel boyutta üretilebilmektedir 

(Ashengroph vd., 2012). Aromatik yapısı nedeniyle gıda endüstrisinde; antibakteriyel 

ve antifungal etkilerinden ötürü eczacılık alanında ve antioksidan özelliği ile de 

kozmetik sektöründe kullanılmaktadır (Chen vd., 2012).  

Öjenol, piyasadan çok uygun fiyatlarla temin edilebildiği için biyodönüĢüm 

çalıĢmalarında ticari açıdan ideal bir hammaddedir.  Corynebacterium türleri ile 

Fusarium solani'nin öjenol'ü baĢta vanilin olmak üzere çeĢitli aromatik ürünlere 

indirgeyebildiği bildirilmiĢtir. Öjenol üzerinde yapılan çalıĢmalarda üretilen vanilin 

miktarı çok düĢük düzeylerde kalmıĢ ve araĢtırmalar mutant türler üzerine kaymıĢtır. 

Mutant Pseudomonas türleri kullanılarak gerçekleĢtirilen çalıĢmada öjenol'den 17 saat 

içinde 0.44 g/L vanilin elde edilmiĢtir. Ancak mutant türde bulunan koniferil aldehit 

dehidrogenaz enzimi ilerleyen süreçte oluĢan vanilin'i okside etmiĢ ve vanilin 

üretiminde rol alan vanilin dehidrogenaz aktivitesini etkisiz hale getirmiĢtir (Priefert 

vd., 2001). 
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Ġzoöjenol'de yine öjenol'de olduğu gibi doğal, çevre dostu ve yenilenebilir bir 

kaynağının olması nedeniyle biyodönüĢüm yolu ile doğal vanilin üretiminde 

yararlanılan önemli bir prekursördür. ÇeĢitli mikroorganizmalar tarafından tolere 

edilebildiği ve vanilin'e biyodönüĢümünün gerçekleĢtirildiği rapor edilmiĢtir. 

Aspergillus niger, Klebsiella, Enterobacter, Serretia, Rhodococcus rhodocrous, 

Bacillus subtilis, Bacillus fusiformis, Bacillus pumilis, Pseudomonas nitroreducens, 

Pseudomonas putida, Pseudomonas chloraphis ve Nocardia iowensis gibi 

mikroorganizmaların izoöjenol'ün vanilin'e biyodönüĢümünü gerçekleĢtirebildiği 

bildirilmiĢtir (Ashengroph, 2012).  

 

ġekil 2.8. Ġzoöjenol'ün kimyasal yapısı (Gusevskaya vd., 2012) 

 

Öncül madde olarak izoöjenol'ün kullanıldığı çalıĢmalarda umut vaat edici 

sonuçlar elde edilmiĢtir. Bacillus subtilis kültürü kullanılarak izoöjenol'den 0.9 g/L 

vanilin üretilirken; Pseudomonas putida IE27 kullanılarak gerçekleĢtirilen izoöjenol'den 

vanilin üretiminde % 71 molar verimle 16 g/L vanilin üretilmiĢtir (Shimoni vd., 2000; 

Yamada vd., 2007). Zhao ve ark. (2005) tarafından yapılan çalıĢmada ise biyokatalist 

olarak Bacillus fusiformis kullanılmıĢ ve 72 saatlik biyodönüĢüm denemesinde 32.5 g/L 

düzeyinde vanilin üretilmiĢtir. 

 

 

ġekil 2.9. Ġzoöjenol'ün vanilin'e mikrobiyal biyodönüĢümü (Kasana vd., 2007) 
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2.6.3.3. Aromatik amino asitlerin biyodönüĢümü 

 

Fenilalanin; bitkilerde flavonoid, kumarin, stilben ve lignin biyosentezinde 

baĢlangıç noktası olarak bilinmektedir. L-fenilalanin metabolizması, Proteus vulgaris 

ve fenilalanin amonia liyaz aktivitesine sahip beyaz kök mantarlarında incelenmiĢtir. 

ÇalıĢmalar,  Proteus vulgaris'in metoksitirozin'in fenilpirüvik aside deaminasyonunu 

gerçekleĢtirdiğini ortaya koymuĢtur. Elde edilen fenilpirüvik asit, seyreltik NaOH 

uygulaması ile vanilin'e dönüĢtürülmüĢtür (Priefert vd., 2001).  

 

2.6.3.4. Glikoz'un vanilin'e biyodönüĢümü 

 

E. coli suĢları, aromatik bileĢiklerin üretim potansiyelinin arttırılması için genetik 

olarak modifiye edilebilmektedir (Priefert vd., 2001).  Bu kapsamda modifiye E. coli 

KL7 glikozun vanilik aside biyodönüĢümü için kullanılmıĢtır. Üretilen vanilik asit 

biyodönüĢüm ortamından alınmıĢ ve N. crassa'dan elde edilmiĢ aril aldehit 

dehidrogenaz enzimi vasıtasıyla enzimatik olarak vanilin'e dönüĢtürülmüĢtür (Li ve 

Frost, 1998). Ancak kateĢol-O-metiltransferaz aktivitesinin yetersiz kalması nedeniyle 

fermentasyonda baskın ürün olarak prokateĢuik asit oluĢmuĢtur. Dahası, kateĢol-O-

metiltransferaz'ın çok seçici olmaması yan ürün olarak izovanilin oluĢumuna da yol 

açmıĢtır (Priefert vd., 2001).  

  

2.7. Mikrobiyal BiyodönüĢüm Yolu Ġle Aroma Maddesi Üretiminin Eksik Yönleri, 

KarĢılaĢılan Güçlükler ve Çözüm Yolları 

 

BiyodönüĢümün sürecinin iĢleyebilmesi için en önemli parametreler kültürün 

sahip olduğu enzim sistemi ve çevresel koĢullardır. Bazı mikroorganizma kültürleri tek 

aĢamada istenilen biyodönüĢümü gerçekleĢtirirken bazı kültürlerin biyodönüĢümü tek 

aĢamada gerçekleĢtirmede yetersiz olduğu görülmüĢtür. Bu tip çalıĢmalarda 

biyodönüĢümün gerçekleĢtirilebilmesi için birden fazla kültür kullanılmıĢ ve kademeli 

olarak biyodönüĢüm iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir (Meessen vd., 1996). BiyodönüĢümün 

çok aĢamalı olarak gerçekleĢmesi süre ve maliyet açısından dezavantajı da beraberinde 

getirmektedir  
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BiyodönüĢüm iĢleminin mantığına uygun olarak tek kademeli biyodönüĢüm süreci 

gerçekleĢtiren biyokatalistlerin keĢfine ihtiyaç duyulmaktadır. Ġzoöjenol'den vanilin 

üretimi çalıĢmalarında çoğunlukla Bacillus ve Pseudomonas cinslerine ait türler 

kullanılmaktadır (Zhao vd., 2005; Zhang vd., 2006; Hua vd., 2007; Kasana vd., 2007; 

Ashengroph vd., 2011; Vasudevan ve Bhat, 2011). Bu türlerin tercih edilmesindeki en 

büyük sebep enzim sistemlerinin oldukça zengin olmasıdır (Muratoğlu vd., 2011). 

Enzim sistemlerinin çok çeĢitli olmasında bu cinslerin sahip olduğu biyoçeĢitlilik 

önemli rol oynamaktadır. BiyodönüĢüm verimi açısından bakıldığında suĢ düzeyinde 

bile farklılıklar görülebilmektedir. Bu nedenle her ne kadar Bacillus ve Pseudomonas 

türleri ile ilgili biyodönüĢüm çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢ olsa da denenmemiĢ yeni 

suĢlar üzerinde çalıĢılmaya ihtiyaç vardır. 

BiyodönüĢüm çalıĢmalarında çeĢitli bitkisel uçucu yağlardan sıklıkla 

faydalanılmaktadır. Ancak bitkisel uçucu yağlar apolar nitelikte olup su bazlı besiyeri 

ortamlarında homojen olarak çözünmemektedir. Dolayısıyla biyodönüĢüm 

çalıĢmalarında kültürün yağ fazı ile temas yüzeyini arttırmak amacıyla Tween, gliserol 

di metil sülfooksit ve çeĢitli organik çözücülerin kullanımına ihtiyaç duyulmaktadır 

(Kasana vd., 2007; Yamada vd., 2007). Emülgatör ve yüzey aktif madde kullanımı 

özellikle biyodönüĢüm çalıĢmalarında birtakım sorunları da beraberinde getirmektedir: 

 

 DüĢük miktarda emülgatör kullanımında stabil bir emülsiyon elde 

edilemeyebilmektedir. 

 Yüksek oranda yüzey aktif madde kullanımının esansiyel yağların antimikrobiyal 

etkinliğini düĢürdüğü bilinmektedir (Mondello vd., 2009). Bu duruma benzer bir 

etki biyodönüĢüm verimi için de söz konusudur. Yüksek miktarda emülgatör 

kullanımında, emülgatör yağ fazını sararak mikroorganizma ile doğrudan temas 

alanını kısıtlamaktadır. Doğrudan temasın kesilmesi sonucu mikroorganizma 

prekursör maddeye eriĢememekte ve biyodönüĢüm verimi olumsuz 

etkilenmektedir.   

 Emülgatör kullanılarak elde edilen emülsiyonlarda, su fazı içinde dağılan yağ 

fazının yüzey alanının artmasına bağlı olarak sitotoksik etki görülebilmektedir. 

 

Emülsiyon oluĢturularak yapılan çalıĢmalarda karĢılaĢılan sorunları ortadan 

kaldırmak için çift fazlı biyodönüĢüm çalıĢmalarına ihtiyaç duyulmaktadır. Zhao ve ark. 



31 

 

(2005) tarafından Bacillus fusiformis kullanılarak gerçekleĢtirilen izoöjenol'den 

vanilin'e biyodönüĢüm çalıĢmasında % 2 izoöjenol konsantrasyonundan baĢlayarak % 

100'e kadar çıkılmıĢtır. Ġlk baĢta su içinde yağ fazı bulunurken, artan konsantrasyon ile 

birlikte yağ fazı çözücü konumuna gelmiĢtir. 

BiyodönüĢüm ortamına verilen öncül maddenin biyodönüĢümü gerçekleĢtirecek 

kültür üzerinde sitotoksik etki göstermesi de üretimi sınırlayıcı bir faktördür (Yamada, 

2007). Çift fazlı biyodönüĢüm denemelerinde kültür su fazı içerisinde dağılmıĢ 

bulunmaktadır. Herhangi bir anda su içerisinde dağılan yağ miktarı belli sınırlar 

içerisinde kalmaktadır (Zhao vd., 2005). Dolayısıyla biyokatalist ile prekursör teması 

kısıtlandığından yüksek prekursör dozlarında bile herhangi bir sitotoksik etki 

görülmeyebilmektedir. Ayrıca yüksek miktarlarda öncül kullanımı, besleme olmaksızın 

uzun süreli biyodönüĢüm gerçekleĢtirilmesine imkan sağlamaktadır. 

Bazı çalıĢmalarda biyodönüĢüm sonucu üretilen vanilin kültür tarafından bir ara 

ürün gibi kullanılarak ileri degredasyon gerçekleĢmektedir. Bu durum son ürün 

veriminde ciddi düĢüĢlere sebep olmaktadır (Hua vd., 2007; Yamada vd., 2007). 

Yapılacak çalıĢmalarda son üründe degredasyona sebep olmayan suĢların tespitine veya 

vanilin inhibisyonu engelleyecek tedbirlere ihtiyaç duyulmaktadır. 

Tüm bunlara ek olarak vanilin üretiminin endüstriyel bir proses olduğu gerçeği de 

göz önünde bulundurulmalı; buna bağlı olarak çalıĢılan suĢun biyodönüĢüm ortamındaki 

çalıĢmasını etkileyecek parametrelerin optimize edilmesi gerekmektedir. Özellikle 

biyodönüĢüm verimi üzerine etkili olduğu bilinen sıcaklık, pH, havalandırma ve öncül 

madde konsantrasyonu gibi değiĢkenler bu açıdan öne çıkmaktadır. Ayrıca yapılan 

çalıĢmalar incelendiğinde biyodönüĢüme baĢlangıç için öncül maddenin ortama ilave 

edileceği zaman aralığının tespiti henüz net bir Ģekilde ortaya konulmamıĢtır. 

 

2.7.1. Besleme noktasının tespiti 

 

Mikroorganizma popülasyonundaki sayıca artıĢ geliĢme olarak adlandırılır. 

GeliĢme periyodu sırasında ortama besin maddesi ilave edilmezse ve atık maddeler 

alınmazsa bu tip geliĢmeye durgun veya kesikli kültür adı verilir. Eğer saf bir 

mikroorganizma sıvı besiyerine ekildikten sonra uygun Ģartlarda inkübasyona bırakılırsa 
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belirgin dönemler gösterir. Bu dönemler lag fazı, logaritmik çoğalma dönemi, 

duraklama dönemi ve ölüm fazıdır. 

 

 Lag fazı (Bekleme evresi): Bu dönemde belirgin bir kitle artıĢı görülmez. Kültür 

yeni aktarıldığı ortama uyum sağlamaya çalıĢmaktadır. Lag fazı içerisinde 

hasarlı hücrelerin onarımı ve bölünme için gerekli enzim sentezi gibi hazırlıklar 

gerçekleĢtirilir (Adams ve Moss, 2008). 

 Logaritmik çoğalma dönemi: Üssel artıĢ evresinde bölünme hızı sabit ve 

maksimum seviyededir. Hücre sayısı artarken, besin maddeleri azalır ve 

metabolizma ürünleri ortamda birikmeye baĢlar (Pamir, 1985). Logaritmik artıĢ 

evresindeki hücreler çoğunlukla ısı, düĢük pH ve antimikrobiyal gibi stres 

faktörlerine karĢı durağan fazdaki hücrelere göre daha duyarlıdır (Adams ve 

Moss, 2008). 

 Duraklama dönemi: Üssel artıĢ evresindeki geliĢmenin bir sonucu olarak besi 

ortamındaki değiĢimler çoğalma evresinin sonlanmasına neden olur. Besin 

kaynaklarının tükenmesi veya inhibitör metabolitlerin birikimi duraklama fazına 

girilmesinin baĢlıca nedenidir (Adams ve Moss, 2008).  Mikroorganizma depo 

maddelerinden ve proteinlerden faydalanabildiği sürece canlı kalır. Çok hassas 

hücreler ise ölür (Pamir, 1985). 

 Ölüm fazı: Ortam Ģartlarının elveriĢsiz hale gelmesiyle canlı hücre sayısında 

logaritmik olarak bir azalma görülür (Pamir, 1985). 

 

ġekil 2.10. Statik bir kültürde mikroorganizmaların geliĢim eğrisi (Pamir, 1985) 
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Öncül madde ile besleme zamanı biyodönüĢüm araĢtırmalarında önemli bir 

parametredir. Ġzoöjenol'ün toksik etkisinden dolayı doğrudan olgunlaĢmamıĢ hücreler 

üzerine ilavesi tavsiye edilmemektedir (Ashengroph vd., 2011). Bu tür durumlarda son 

ürün verimi düĢük kalmaktadır. Diğer taraftan, geç kalınması durumunda da yaĢlanan 

kültür metabolik aktivitesini kaybetmeye baĢlayacağından verimde ciddi düĢüĢ 

gözlenmektedir (Ashengroph vd., 2010). BiyodönüĢüm için en uygun zamanın 

popülasyonun en yüksek seviyeye ulaĢtığı geç dönem çoğalma fazı (late-exponential 

phase) veya dengeye ulaĢtığı duraklama dönemi olduğu kabul edilmektedir. Bu nedenle 

besleme noktasının tespiti etkin bir üretim için önem arz etmektedir. 

 

2.7.2. Optimum biyodönüĢüm sıcaklığının tespiti 

 

Sıcaklık mikrobiyal geliĢmeyi etkileyen en önemli faktörlerden biridir. 

Mikroorganizmalar çok değiĢik sıcaklıklarda geliĢebilmektedir. Doğada -8 
o
C ve 90 

o
C 

gibi çok uç noktalarda bile geliĢebilen mikroorganizmaların varlığından söz 

edilmektedir. Her mikroorganizma geliĢebildiği bir minimum, optimum ve maksimum 

sıcaklık değerine sahiptir. Mikroorganizmalar sıcaklık gereksinimlerine göre psikrofil, 

mezofil ve termofil olarak üç gruba ayrılırlar. Çizelge 2.7.'de sıcaklık gereksinimine 

göre mikroorganizma grupları ve geliĢme sıcaklıkları verilmiĢtir (Ünlütürk vd., 2003). 

 

Çizelge 2.7. Sıcaklık gereksinimine göre mikroorganizma grupları ve geliĢme 

sıcaklıkları (Ünlütürk vd., 2003) 
 

Grup 
Sıcaklık 

Minumum Optimum Maksimum 

Psikrofil (Zorunlu) (-15) – 5 15 – 20 20 – 30 

Psikrofil (Fakültatif) (-5) – 7 20 – 30 30 – 40 

Mezofil 5 – 25 30 – 40 40 – 50 

Termofil (Fakültatif) 35 – 40 45 – 55 60 – 80 

Termofil (Zorunlu) 40 – 45 55 – 65 70 – 90 

 

Pseudomonas spp. psikrofil bir bakteridir ve 20-30 
o
C arasında optimum geliĢme 

gösterir (Ünlütürk vd., 2003). Farklı Pseudomonas türlerinin 5 ile 37 
o
C'ler arasında 

geliĢme gösterdikleri bilinmektedir (Kasana vd., 2007). Sıcaklık 50 
o
C'ye çıktığında ise  
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biyokatalist olarak kullanılan Pseudomonas putida kültürü vanilin üretimi aktivitesini 

tamamen yitirmektedir (Yamada vd., 2007).  

Mikroorganizmalar için bu geliĢme sıcaklıkları her zaman sabit olmayıp, suĢ 

farklılıkları ve çevre faktörlerine göre değiĢkenlik gösterebilmektedir (Ünlütürk vd., 

2003). Daha önce gerçekleĢtirilen biyodönüĢüm çalıĢmaları incelendiğinde yeterince 

sıcaklık denemesi yapılmadığı; yapılan çalıĢmalarda ise gerek kullanılan biyokatalist 

türünün gerekse biyodönüĢüm ortamlarının birbirinden çok farklı olduğu görülmüĢtür. 

Dolayısıyla, biyodönüĢüm çalıĢmasında mikroorganizmanın optimum etkinlik 

göstereceği geliĢme sıcaklığının tespit edilmesi elzemdir.  

 

2.7.3. Optimum pH değerinin tespiti 

 

Mikrobiyal geliĢim, fiziksel etkiler ve çevre Ģartlarına oldukça bağlıdır (Ünlütürk 

vd., 2003). Dolayısıyla çevresel faktörler ve besi ortamı bileĢimindeki değiĢim 

biyodönüĢüm verimini de etkilemektedir. BiyodönüĢüm çalıĢmalarında özellikle 

durağan faz içerisindeki hücrelerin kullanımı oldukça yaygındır. Durağan fazdaki 

hücrelerin geliĢimi için tampon çözelti ortamları tercih edilmektedir. Bu amaçla 

biyodönüĢüm çalıĢmalarında sıklıkla sodyum veya potasyum hidrojen fosfat tuzları 

kullanılmaktadır. Tampon çözelti içerisindeki bileĢenlerin oransal olarak değiĢtirilmesi 

ile tampon çözeltinin baĢlangıç pH'ı standardize edilebilmektedir. 

Pseudomonas chlororaphis'in pH 5 ile 10 arasında geliĢme kaydedebileceği 

belirtilmiĢtir. Bu değerlerin altında ve üstünde ise mikrobiyal geliĢim 

gözlenmemektedir. (Kasana vd., 2007). P. aeruginosa ise pH 4-11 arası geliĢme 

gösterebilmektedir (Ashengroph vd., 2011). GeçmiĢ biyodönüĢüm çalıĢmalarında 

kullanılacak ortam için farklı formülasyonlardan yararlanılmıĢtır. Ancak P. putida 

kültürünün hangi formülasyonda daha iyi vanilin üretimi gerçekleĢtireceği henüz 

denenmemiĢtir. Daha etkin bir vanilin üretimi için farklı oranlarda potasyum hidrojen 

fosfat tuzları kullanılarak biyodönüĢüm ortamında pH ayarlaması ve optimizasyona 

ihtiyaç duyulmaktadır. 
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2.7.4. BiyodönüĢüm ortamının havalandırılması 

 

Pseudomonas putida, aerobik bir bakteri olduğundan besiyeri ortamında geliĢme 

gösterebilmek için oksijene ihtiyaç duyar (Molina vd., 2013; Anonim, 2014b). Ancak 

biyodönüĢüm çalıĢmalarında kültür geliĢimi üzerine etkili olduğu bilinen birtakım 

parametrelerin değiĢtirilmesiyle kültürün durağan faz içerisinde mümkün olduğunca 

uzun kalması sağlanmaya çalıĢılmaktadır. Durağan fazın uzatılması ile biyodönüĢüm 

veriminin arttırılabileceği düĢünülmektedir. Havalandırmanın durdurulması ve oksijen 

alımının kısıtlanmasının biyodönüĢüm verimi üzerine nasıl bir etki yapacağı Ģu ana 

kadar çalıĢılmamıĢ bir konudur. Yarı havalandırmalı ve havalandırmasız ortamlar 

kıyaslanarak, bundan sonraki biyodönüĢüm çalıĢmaları için de yol gösterici verilerin 

ortaya konmasına ihtiyaç vardır. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1. Bakteri kültürü 

 

Denemelerde, Pseudomonas putida HUT 8100 kodlu bakteri kültürleri kullanılmıĢ 

olup HUT (Hiroshima, Japonya) kültür koleksiyonundan temin edilmiĢtir. Stok bakteri 

kültürleri gliserol ortamında -22 
o
C'de dondurulmuĢ ve daha sonra Nutrient Broth 

ortamında aktifleĢtirmesi gerçekleĢtirilmiĢtir. Aktif hale gelen kültürler, IFO 802 kodlu 

(10 gr pepton, 2 gr maya ekstraktı, 1 gr MgSO4.H2O, 15 gr agar ve 1 litre distile su) 

tanımlı besiyerlerine tek koloni düĢürme yöntemiyle ekim yapılarak 28 
o
C'de 24 saat 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Bu yöntemle elde edilen kültürler bir sonraki denemelerde 

kullanılmak üzere +4 
o
C'de yatık agar içerisinde muhafaza edilmiĢtir.  

 

3.1.2. Besiyerleri ve kimyasallar 

 

Bakterileri aktif hale getirmek için kullanılan Nutrient Broth Sigma-Aldrich (St. 

Louis, ABD) firmasından temin edilmiĢtir.  

Tek koloni düĢürmek için kullanılan IFO No: 802, kültürün geliĢtirilmesi için 

kullanılan Glucose Yeast Ekstrakt Peptone Broth (GYP) besiyerleri ile biyodönüĢüm 

ortamındaki tampon çözelti içerisinde yer alan bileĢenlerden glikoz, pepton, agar, 

magnezyum sülfat, potasyum di hidrojen fosfat ve di potasyum hidrojen fosfat trihidrat 

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) firmasından temin edilirken,  granül maya ekstraktı ise 

Merck (Darmstadt, Almanya) firmasında temin edilmiĢtir.  

Ayrıca biyodönüĢüm için gerekli izoöjenol ve vanilin'in tespitinde faydalanılacak 

vanilin standardı ile mikrobiyal canlılığın kontrolünde kullanılan iyodonitrotetrazolyum 

klorit (INT) de Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD) firmasından temin edilmiĢtir.  

Ekstraksiyon aĢamasında kullanılan % 96'lık teknik etanol Tekkim (Bursa, 

Türkiye) firmasından alınmıĢ olup; kromatografik analizlerde kullanılan % 99.9'luk 

metanol Sigma-Aldrich (Louis, ABD), asetik asit ise Carlo Erba (Milano, Ġtalya) 

firmasından temin edilmiĢtir. Besiyeri hazırlamada kullanılan saf su ve kromatografik 

analizlerde kullanılan ultra saf su bölümdeki cihazlardan temin edilmiĢtir. 
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3.1.3. Alet, Ekipman ve Cihazlar 

 

Bu çalıĢma kapsamında çalkalamalı inkübatör (Sartorius), laminer akıĢlı ekim 

kabini (Esco), soğutmalı santrifüj (Thermo Scientific SL 16R), otoklav (Nüve), etüv 

(Nüve), vorteks (Heidolph), ısıtıcılı manyetik karıĢtırıcı (Velp), pHmetre (Hanna 

pH211) ve hassas terazi (Ohaus PA214C) kullanılmıĢtır. 

Kromatografik analizler ise Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (Shimadzu 

HPLC) ve Gaz Kromatografisi-Kütle Spektrofotometresi (Shimadzu GC-MS) cihazları 

kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. GC-MS analizinde TRB-WAX kolon (Teknokroma, 60 

mt x 0.5 µm x 0.25 mm) kullanılırken; HPLC analizlerinde C18 kolon (HICROM 

LiCrospher RP18-5, 5 µm partikül çapı, 0.25 mt x 6.35 mm x 4.60 mm) kullanılmıĢtır. 

 

3.2. Yöntem 

 

BiyodönüĢüm çalıĢması için öncelikli olarak kültürün geliĢim kinetiği ortaya 

konmuĢ ve çoğaltılan hücreler geliĢim ortamından alınarak biyodönüĢüm ortamına 

aktarılmıĢtır. BiyodönüĢüm ortamında verim üzerine etkili olabileceği düĢünülen çeĢitli 

parametreler incelenerek her bir parametre istatistiksel olarak yorumlanmıĢtır. 

Optimizasyon denemesinde 'Aynı anda tek değiĢken' tekniği kullanılmıĢ; tüm 

ortam değiĢkenleri sabit tutulurken sadece bir etken değiĢtirilerek üretilen vanilin 

miktarı üzerine etkisi araĢtırılmıĢtır. 120 saatlik denemeler sonucunda en yüksek vanilin 

miktarının elde edildiği parametre sabit tutularak bir sonraki denemeye geçilmiĢtir. 

Her bir deneme en az 3 tekerrür halinde gerçekleĢtirilmiĢ ve sonuçlar 3 tekerrürün 

ortalaması baz alınarak değerlendirilmiĢtir. 

 

3.2.1. Kültürün geliĢtirilmesi 

 

IFO yatık agar içerisinde +4 
o
C'de muhafaza edilen kültürler, loop öze yardımıyla 

250 ml'lik erlenler içerisinde 50 ml GYP Broth içeren sıvı besiyeri ortamına alınmıĢtır. 

Kültür, 28 
o
C ve 180 rpm'de 48 saat boyunca geliĢmeye bırakılmıĢtır. 

IFO agar besiyeri HUT kültür koleksiyonun tavsiye ettiği Ģekilde hazırlanırken; 

GYP Broth, Zhao ve ark. (2005) belirttiği Ģekilde (bkz. Çizelge 3.1.) hazırlanmıĢtır. 
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Çizelge 3.1. Besiyeri bileĢimleri (Anonim, 2014a
1
; Zhao vd., 2005

2
) 

IFO No: 802
1
 GYP Broth

2
 

BileĢen 
Miktar 

(g/L) 
BileĢen 

Miktar 

(g/L) 

Pepton 10 Glikoz 5 

Maya Ekstraktı 2 Maya Ekstraktı 5 

MgSO4.7H2O 1 Pepton 5 

Agar 15 K2HPO4.3H2O 15 

Distile Su 
1 L'ye 

tamamla 
KH2PO4 5.2 

  MgSO4.7H2O 1 

  Distile Su 
1 L'ye 

tamamla 

 

3.2.2. Hücrelerin durağan faza hazırlanması 

 

50 ml GYP broth içerisinde 28 
o
C'de 48 saat geliĢtirilen kültürlerden 40 ml 

alınarak 3600 x g kuvvet ile 4 
o
C'de 15 dk santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj sonrasında 

supernatant kısmı uzaklaĢtırılarak ortalama 0.63 gr yaĢ ağırlığa sahip (0.12 gr kuru 

ağırlığa denk) biyokütle elde edilmiĢtir.  Biyokütle 20 ml'lik biyodönüĢüm ortamı ile 

süspanse edilerek 250 ml'lik erlenlere alınmıĢtır. BiyodönüĢüm ortamı denemeler 

sırasında farklı oranlarda  hazırlanan K2HPO4.3H2O, KH2PO4 ve izoöjenol'den 

oluĢmaktadır (Zhao vd., 2005). 

 

 

ġekil 3.1. GeliĢme ortamı için kullanılan GYP besiyeri ve biyodönüĢüm ortamı 
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BiyodönüĢüm çalıĢmalarında kullanılacak izoöjenol, 0.20 µm'lik steril filtrelerden 

geçirilerek +4 
o
C'de muhafaza edilmiĢtir. 

 

 

ġekil 3.2. Filtre edilerek steril hale getirilmiĢ izoöjenol 

 

3.2.3. BiyodönüĢüm ortamından örneklerin alınması 

 

Erlen içerisindeki 20 ml biyodönüĢüm ortamı 50 ml'lik falkon tüpü içerisine 

alınmıĢ ve üzerine 20 ml % 96'lık etil alkol ilave edilmiĢtir. KarıĢım 1 dk boyunca 

vortekslenerek etil alkol ve biyodönüĢüm ortamının iyice karıĢması sağlanmıĢtır. 

Ardından örnekler 3600 x g kuvvet ile 4 
o
C'de 15 dk boyunca santrifüj edilmiĢ ve falkon 

tüpünün üst kısmında yer alan sıvı kısım behere alınmıĢtır. Falkon tüpü içerisinde kalan 

biyokütle çökeltisi üzerine 7.5 ml daha % 96'lık etil alkol ilave edilerek 3600 x g kuvvet 

ile 4 
o
C'de bu kez 5 dk boyunca santrifüj edilmiĢtir. Bu iĢlem 2 kez tekrar edilmiĢtir.   

 

 

ġekil 3.3. BiyodönüĢüm ortamından alınan ekstrakt 
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Elde edilen supernatant ilk santrifüj sonrası elde edilen kısım ile birleĢtirilerek 

biyokütleden arındırılmıĢ; izoöjenol ve vanilin içeren biyodönüĢüm ekstraktı elde 

edilmiĢtir. 

 

3.2.4. Kromatografik analizler 

 

Vanilin tespiti GC-MS'de, miktar tayini ise HPLC cihazında gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Alkolle muamele sonrası elde edilen örneklerden 100 µL alınarak 3.9 mL saf su 

ile seyreltilmiĢ ve vial içersine alınmıĢtır. Vial içi sıcaklık 45 
o
C olacak Ģekilde 15 dk 

ısıtma yapıldıktan sonra vial tepe boĢluğuna DRB-CAR-PDMS yapıdaki fiber 

daldırılmıĢtır. 30 dk boyunca tepe boĢluğundan örnekleme yapılmıĢtır. Örnekleme 

sonrası fiber 5 dk boyunca 260 
o
C'deki enjeksiyon bloğunda tutularak uçucu aroma 

maddeleri GC-MS'e verilmiĢtir. Arayüz sıcaklığı 250 
o
C iken, iyon kaynağı 200 

o
C'dir. 

Analiz sırasında sıcaklık programlaması ilk 3 dk boyunca 60 
o
C, sonrasında 20 

o
C/dk 

artıĢ ile 250 
o
C'ye tırmanıĢ ve bu sıcaklıkta 10 dk bekleme Ģeklindedir. Helyum gazının 

sürükleyici gücü (1.5 ml/dk; split oranı 75:1) ile TRB-WAX kolon (60 m x 0.25 mm x 

0.25 µm) içerisinde sürüklenen uçucu bileĢenler alıkonma sürelerine göre farklı 

sürelerde pikler halinde tespit edilmiĢtir. Wiley, Nist, FFNSC kütüphaneleri, alıkonma 

indeksi ve iyon dağılım spektrumları incelenerek; elde edilen piklerin ait olduğu 

bileĢiğin tanımlaması gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Miktar tayininde kullanılacak izoöjenol ve vanilin'e ait pikler ise ters faz HPLC 

sistemi ile elde edilmiĢtir. Bölüm 3.2.3.'de anlatıldığı gibi hazırlanan ekstraktlar 0.45 

µm'lik naylon filtreden geçirildikten sonra 1.5 ml'lik HPLC vialleri içerisine alınmıĢtır. 

Örnekler viallerden 20 µL enjeksiyon ile alınarak C18 kolon içerisine verilmiĢtir. Analiz 

süresi boyunca kolon sıcaklığı 30 
o
C'de tutulmuĢ, mobil faz 1 mL/dk hızla akıtılmıĢtır. 

% 0.01 asetik asitli ultra saf su çözeltisi (A) ve % 99.9 metanol (B) solventlerinden 

oluĢan mobil fazın sürükleyici gücü ile ilerleyen bileĢikler PDA dedektör tarafından 270 

nm'de pikler halinde tespit edilmiĢtir. Solvent yürütme programı için Li ve ark. (2004) 

metodu modifiye edilerek kullanılmıĢtır.  
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Çizelge 3.2. HPLC solvent yürütme programı
1
 

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 

 

Ġzoöjenol ile vanilin standartları içeren ve içermeyen çözeltilere ait 

kromatogramlar kıyaslanarak izoöjenol ve vanilin'in pik verdiği dakikalar tespit 

edilmiĢtir. Konsantrasyonu bilinen standart çözeltilere ait kalibrasyon eğrisi 

oluĢturularak örneklerde bulunan vanilin ve izoöjenol konsantrasyonları hesaplanmıĢtır. 

 

ġekil 3.4. HPLC standart madde kalibrasyon grafiği 

 

HPLC için örnek hazırlama basamakları genel hatları ile ġekil 3.5.'te verilmiĢtir. 

                                                      
1
 Solvent A: % 0.01 Asetik asitli su, Solvent B: % 99.9 Metanol 
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ġekil 3.5. HPLC için örnek hazırlama basamakları 

 

3.2.5. Kültürün geliĢim kinetiğinin belirlenmesi  

 

IFO agar üzerinde +4 
o
C'de muhafaza edilen, tek koloni düĢürülmüĢ kültürlerden 

öze ile bir loop alınarak 250 ml'lik erlenler içerisinde yer alan 50 ml GYP broth sıvı 

besiyerlerine inokülasyon yapılmıĢtır. Çalkalamalı etüv içerisinde 28 
o
C ve 180 rpm'de 

geliĢmeye bırakılan kültürlerden belirli saatlerde örnekler alınmıĢtır. Bu örneklerden 8.5 

g/L NaCl içeren Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) çözeltisi ile seri dilüsyonlar 

oluĢturulmuĢtur. Elde edilen dilüsyonlardan 100 µL alınarak IFO agar üzerine yayma 

yöntemi ile ekim yapılmıĢtır. 28 
o
C'de 24 saat bekletilen petriler üzerinde tespit edilen 

opak beyaz zonlar Pseudomonas putida kolonisi olarak değerlendirilmiĢtir. 10-200 arası 

koloni içeren petriler sayım için kabul edilmiĢ ve sonuç kob/mL cinsinden ifade 

edilmiĢtir. 
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3.2.6. Sıcaklığın vanilin üretimi üzerine etkisi 

 

Pseudomonas putida için optimum geliĢme sıcaklığı 26-30 
o
C olarak belirtilmiĢtir 

(Anonim, 2014a; Anonim, 2014b; ġeker vd., 2007). Belirtilen sıcaklık değerine 

istinaden her deneme öncesi GYP ortamında yapılan kültür çoğaltma iĢlemi 28 
o
C'de 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Kültürün geliĢtirilmesi iĢlemine müteakip 3.2.2.'de belirtilen Ģekilde santrifüj 

iĢlemi uygulanarak kültür biyodönüĢüm ortamına alınmıĢtır. 

Optimizasyon çalıĢması kapsamında kültürün optimum geliĢme sıcaklığı olan 28
 

o
C dıĢında; 24 ve 32

 o
C'lerde de 120 saat boyunca denemeler gerçekleĢtirilmiĢ ve 

biyodönüĢüm etkinliğinin ne Ģekilde değiĢtiği araĢtırılmıĢtır. 

 

3.2.7. pH'ın vanilin üretimi üzerine etkisi 

 

Yapılan çalıĢmalarda farklı Pseudomonas türlerinin pH 5 ile 10 arasında geliĢme 

gösterebildiği, bu değerler dıĢında ise geliĢme olmadığı tespit edilmiĢtir (Kasana vd., 

2007). Denemelerde, Zhao ve ark. (2005) belirttiği gibi 14 g/L K2HPO4 ve 5.2 g/L 

KH2PO4 içeren biyodönüĢüm ortamı esas alınmıĢtır. Belirtilen biyodönüĢüm ortamının 

pH değerinin 7.30 olduğu tespit edilmiĢtir. 

pH denemelerinde, farklı miktarlarda potasyum hidrojen fosfat kullanılarak 

hazırlanan biyodönüĢüm ortamları kullanılmıĢtır. Kullanılan biyodönüĢüm ortamlarına 

ait bileĢim ve pH değerleri Çizelge 3.3.'te verilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.3. BiyodönüĢüm ortamı bileĢimleri ve pH değerleri 

BiyodönüĢüm 

Ortamı (pH) 

K2HPO4 

(g/L) 

KH2PO4 

(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. Havalandırmanın vanilin üretimi üzerine etkisi 

 

50 ml GYP broth ortamında 48 saat geliĢtirilen kültürlerden 40 ml alınarak 

santrifüj iĢlemi ile çöktürülmüĢ ve sıvı kısım ise biyokütleden uzaklaĢtırılmıĢtır. Elde 

edilen biyokütle son hacim 20 ml olacak Ģekilde tampon çözelti ile tekrar süspanse 

edilmiĢtir. BiyodönüĢüm ortamına % 1 (w/v) oranında izoöjenol ilave edilerek yarı 

havalandırmalı ve havalandırmasız ortamlarda denemeler gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Yarı havalandırmalı biyodönüĢüm denemeleri 250 ml'lik steril erlenler içerisinde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Erlenlerin ağzına kapatılan pamuklar ile 20 ml'lik biyodönüĢüm 

ortamının kısmen havalandırılması gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Havalandırmasız biyodönüĢüm denemelerinde ise 250 ml'lik ĢiĢeler içerisine 1 dk 

boyunca 0.20 µm'lik steril filtreden geçirilmiĢ azot gazı verilmiĢtir. Böylece ĢiĢe 

içerisinde yer alan atmosferik oksijenin uzaklaĢtırılması sağlanmıĢtır. Azot ile muamele 

sonrası ĢiĢe kapakları sıkıca kapatılmıĢ ve ĢiĢeler parafilmlenerek hava ile teması 

kesilmiĢtir. Bu sayede kültürün, sadece tampon çözelti içerisinde çözünmüĢ halde 

bulunan sınırlı miktardaki oksijeni kullanması sağlanmıĢtır. 

 

ġekil 3.6. Havalandırmasız ortamda gerçekleĢtirilen biyodönüĢüm denemesi 
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3.2.9. Ġzoöjenol konsantrasyonun vanilin üretimi üzerine etkisi 

 

48 saat boyunca GYP ortamında geliĢtirilerek santrifüjle çöktürülmüĢ kültürden 

sıvı besiyeri uzaklaĢtırılmıĢ ve biyokütle tampon çözelti ile tekrar süspanse edilmiĢtir. 

Optimizasyon parametrelerin araĢtırılmasında tercih edilen % 1 izoöjenol 

konsantrasyonunun yanı sıra % 5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60'lık (w/v) izoöjenol 

konsantrasyonları da denenmiĢtir. Kullanılan izoöjenol ve tampon çözeltinin toplam 

hacmi 20 ml olacak Ģekilde biyodönüĢüm ortamı ayarlanmıĢtır. 

120 saatlik biyodönüĢüm süresi sonunda toplam vanilin üretimi açısından en etkili 

oluğu düĢünülen konsantrasyon optimum prekursör miktarı olarak kabul edilmiĢtir. 

Molar verim ise aĢağıdaki verilen formüle göre hesaplanmıĢtır (Wangrangsimagul vd., 

2012): 

 

Molar Verim (%) = 
Üretilen  vanilin  miktar ı  gr x Ġzo öjeno l′ün molek ül ağırl ığı  gr 

Tüketilen  izo öjenol  miktar ı  gr  x Vanili n ′in  molek ül ağırl ığı  gr 
 x 100 

 

3.2.10. Kuru biyokütle değiĢiminin incelenmesi 

 

250 ml'lik erlenler içerisinde 50 ml GYP broth ortamına tek koloni olarak inoküle 

edilen Pseudomonas putida HUT 8100 kültürü 28 
o
C'de ve 180 rpm'de geliĢtirilmiĢtir.  

48 saat sonunda her bir erlenden 40 ml besiyeri darası alınmıĢ steril falkon tüplerine 

transfer edilmiĢtir. Falkon tüpleri, 3600 x g'de ve +4 
o
C'de 15 dk boyunca santrifüj 

edilmiĢtir. Santrifüj sonrası elde edilen sıvı kısım falkon tüpünden uzaklaĢtırılmıĢ ve 

hassas terazide yaĢ ağırlık tartılmıĢtır. Elde edilen tartım sonucundan, falkon tüpünün 

darası düĢülerek yaĢ ağırlık belirlenmiĢtir. 

Sıvısı uzaklaĢtırılmıĢ biyokütle üzerine son hacim 20 ml olacak Ģekilde belirli 

oranlarda tampon çözelti ve izoöjenol ilavesi yapılmıĢtır. Her 24 saat sonunda erlenlere 

% 96'lık etil alkol ilave edilerek örnek aynı koĢullarda tekrar santrifüjlenmiĢtir. Santrifüj 

sonrasında etil alkol-tampon çözelti karıĢımı bir beher içerisine alınmıĢtır. Geriye kalan 

biyokütle tekrar tartılarak 24 saat aralıklarla biyodönüĢüm ortamında ulaĢılan yaĢ ağırlık 

miktarları tespit edilmiĢtir. 
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Kuru hücre ağırlığı, yaĢ biyokütleden 80 
o
C'de yaklaĢık 24 saat boyunca suyun 

uçurulması sonucunda gravimetrik olarak hesaplanmıĢtır (Sen ve Dastidar, 2010). GYP 

ortamından alınan 40 ml'lik kültür santrifüj edildikten sonra steril bir Ģekilde tampon 

ortamına alınmaktadır. Sterilite bozulmaması gerektiğinden kuru ağırlık tayini için 

ayrıca bir kalibrasyon eğrisi oluĢturulmuĢtur. BiyodönüĢüm denemelerinde kullanılacak 

kültürler ile aynı Ģekilde geliĢtirilen kültürlerden 10, 20, 30, 40 ve 50 ml'lik miktarlar 

falkon tüplerine alınarak yine 3600 x g'de ve +4 
o
C'de 15 dk boyunca santrifüj 

edilmiĢtir. Santrifüj sonrası sıvı kısımlar uzaklaĢtırılarak falkon tüpü içerisinde sadece 

biyokütle bırakılmıĢtır. Daha önceden 102 
o
C'de sabit tartıma getirilmiĢ alüminyum 

kaplar içerisine biyokütle alınmıĢtır. Falkon tüpü içerisine 1 ml saf su ilave edilerek 

çalkalanmıĢ ve tüpte kalan kısım da yıkanarak alüminyum kap üzerine aktarılmıĢtır. 

Örnekler sabit tartım ağırlına gelinceye kadar 80±1 
o
C'de sabit suyu uçurulmuĢtur.  Elde 

edilen son ağırlıktan kabın darası çıkarılarak kuru örnek ağırlığı bulunmuĢtur. 

Her bir örnekten (10, 20, 30, 40 ve 50 ml besi ortamından alınmıĢ kültürler) 3 

paralel hazırlanarak bunların yaĢ ve kuru ağırlıkları kaydedilmiĢtir. 3 paralelin 

ortalaması alınarak yaĢ ağırlığa karĢılık elde edilen kuru ağırlık miktarı grafiğe 

geçirilmiĢtir. 

 

ġekil 3.7. YaĢ ve kuru biyokütle arasındaki bağıntıyı gösteren kalibrasyon grafiği 
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3.2.11. pH değiĢiminin incelenmesi 

 

BiyodönüĢüm baĢlangıcında ve belirli saatlerde alınan örneklerin alkolle 

ekstraksiyonundan önce pH değerleri kontrol edilmiĢtir. Böylece biyodönüĢüm sırasında 

pH'ın ne Ģekilde değiĢtiği tespit edilmiĢtir.  

pH ölçümleri pHmetre'de gerçekleĢtirilmiĢ olup, okumalar 24±1 
o
C'de yapılmıĢtır. 

 

3.2.12. Mikrobiyal canlılığın kontrolü 

 

Her bir denemede, negatif kontrol ve pozitif kontrol için erlenler hazırlanmıĢtır. 

Negatif kontrol erleninde steril tampon çözelti ve izoöjenol bulunurken; erlene kültür 

ilavesi yapılmamıĢtır. Pozitif kontrol erlenine ise birebir biyodönüĢüm koĢulları 

uygulanmıĢtır.  

Canlılığın kontrolünde Al-Bayati (2008) 'in kullandığı yöntem modifiye edilerek 

kullanılmıĢtır. Erlenlerden biyodönüĢüm baĢlangıcında ve 120 saat sonunda 3'er ml 

örnek alınarak, örnekler ağzı pamuklu steril deney tüplerine aktarılmıĢtır. Deney 

tüplerinde bulunan örnekler üzerine 100 µL iodonitrotetrazolium chloride (INT) 

indikatör çözeltisi damlatılmıĢtır. 30 dk 28 
o
C'de bekletilen tüplerin üst kısmında 

kırmızı/pembe halka oluĢanlarda mikrobiyal canlılığın var olduğu sonucuna varılmıĢtır. 

 

 

ġekil 3.8. INT ile yapılan mikrobiyal canlılık kontrolü 
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ÇalıĢmada kullanılan INT, saf su içerisinde 0.2 mg/mL olarak hazırlanmıĢ ve 

güneĢ ıĢığı almayacak Ģekilde +4 
o
C'de muhafaza edilmiĢtir. 

 

3.2.13. Ġstatistiksel analizler 

 

Tüm analizler üç tekerrür olarak yapılmıĢtır. Analiz sonuçları ortalama ve ± 

standart sapma olarak grafiklerde belirtilmiĢtir. Ġstatistiksel analizde 'SPSS 16.0 for 

Windows' programı kullanılmıĢtır. BiyodönüĢüm verimi üzerine etkili parametreler için 

elde edilen analiz sonuçları arasındaki farkların önem düzeyi One Way ANOVA testi ve 

Duncan post testiyle belirlenmiĢtir. Farklı grupların istatistiksel olarak önem düzeyleri 

1, 2, 3... Ģeklinde sınıflandırılarak gösterilmiĢtir. Bu harflerin sayısı Duncan testinde 

oluĢan grup sayısına göre, en düĢük değerden en yüksek değere doğru belirlenmiĢtir. 

Ġstatistik verilerin değerlendirmesinde 0.05'lik önem düzeyi esas alınmıĢtır. Elde edilen 

istatistik tabloları 7. EKLER bölümünde verilmiĢtir. 
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4. ARAġTIRMA BULGULARI VE TARTIġMA 

 

4.1. Kromatografik Analizler 

 

GC-MS ile gerçekleĢtirilen bileĢen tanımlama iĢlemlerinde izoöjenol ve vanilin 

NIST ve FFNSC kütüphaneleri ile tespit edilmiĢtir. Ġzoöjenol cis- ve trans- formlara 

sahip olduğundan iki farklı noktada pik elde edilmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.1. Ġzoöjenol ve vanilin'e ait GC-MS pik profilleri 

 

GC-MS kütüphaneleri dıĢında temel iyon dağılımları da kontrol edilerek piklerin 

doğrulaması gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġzoöjenol'ün her iki izomerinde de 164 m/z'ye sahip 

iyon, temel iyon pikini oluĢturmaktadır. 

Vanilin'in kütle spektral dağılımı incelendiğinde 151 m/z'ye sahip iyon temel iyon 

olarak görülmektedir. Ayrıca kütle spektrumu içerisinde daha önce Vasudevan ve Bhat 

(2011) tarafından da belirtilen 137, 123, 109, 81, 65 ve 53 m/z'ye sahip iyonlar olduğu 

da görülmektedir. Elde edilen kütle spektral dağılımı biyodönüĢüm sonucunda oluĢan 

bileĢiklerin içerisinde vanilin de olduğunu doğrular niteliktedir. 

Ayrıca GC-MS'te tespit edilen piklere ait alıkonma indeksi (retention index, RI) 

literatür ile kıyaslanarak piklerin hangi bileĢiklere ait olduğu kesinleĢtirilmiĢtir. 

Ġzoöjenol izomerlerine ait RI değerleri 2239 ve 2332 olarak bulunmuĢtur.  Vanilin'in ise 

RI değeri 2547 olarak tespit edilmiĢtir. Kovats alıkonma indeksleri incelendiğinde 

izoöjenol için RI değeri 2365, vanilin için RI değeri 2589 olarak belirlenmiĢtir 

(Anonim, 2016b). 
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a) Ġzoöjenol 

 

b) Vanilin 

 

ġekil 4.2. Kütle spektral dağılımları 

 

Ġzoöjenol, aynı kütle spektral dağılımlara sahip cis- ve trans- izomerlere sahip 

olduğundan, GC-MS kullanılarak miktar tayini yapılması çok tatmin edici sonuçlar 

vermemektedir (Wang ve Sung, 2011). Bu nedenle GC-MS tanımlama için uygun iken 

HPLC miktar tayini için daha güvenilir sonuçlar vermektedir. 

Ġzoöjenol ve vanilin standartları kullanılarak 270 nm'de gerçekleĢtirilen HPLC 

denemelerinde vanilin 3.9 dk'da gelirken izoöjenol 10.9 dk'da gelmiĢtir. Elde edilen 

sonuçlar Li ve ark. (2004) tarafından yapılan çalıĢma ile de uyum göstermektedir. 

 

ġekil 4.3. Ġzoöjenol ve vanilin standartlarına ait HPLC kromatogramı 
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Negatif kontrol denemeleri biyodönüĢüm denemeleri ile birebir aynı Ģekilde 

gerçekleĢtirilmiĢ ancak negatif kontrol erlenlerine kültür inokülasyonu yapılmamıĢtır. 

HPLC ile gerçekleĢtirilen miktar tespit analizlerinde negatif kontrol erlenlerinde vanilin 

tespit edilmemiĢtir. Bu sonuç izoöjenol'ün vanilin'e abiyotik olarak dönüĢümünün 

gerçekleĢmediğine kanıt olarak kabul edilmiĢtir (Ashengroph vd., 2012).  

 

4.2. Kültürün GeliĢim Kinetiğinin Belirlenmesi 

 

BiyodönüĢüm çalıĢmalarının verimli bir Ģekilde yürütülebilmesi için kültürün geç 

dönem geliĢme fazının (late-exponential phase) içinde bulunduğu an ya da duraklama 

fazının baĢlangıç anının tespiti büyük önem taĢımaktadır. 

GYP sıvı besiyeri içerisinde geliĢtirilen kültürlerden belli aralıklarla örnekler 

alınmıĢ ve yapılan sayım sonuçları logaritmik olarak grafiğe geçirilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.4. GeliĢim süresi boyunca canlı hücre sayısı 

 

GYP sıvı besiyeri ortamına öze ile bir loop kültür alınarak yapılan inokülasyon 

sonucu ilk anda ortamda 1.9x10
6
 kob/ml (≈6.3xlog10) olduğu tespit edilmiĢtir. Yapılan 

istatistik değerlendirmeleri sonucunda 0. ve 12. saatlerde koloni miktarları açısından 

önemli düzeyde bir fark olmadığı görülmüĢtür. Buna göre ilk 12 saatlik süre içerisinde 
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kültürün ortama adaptasyonun gerçekleĢtiği lag fazı içerisinde olduğu sonucuna 

varılmıĢtır. 

 24. saatte yapılan sayımda ise kendisinden önceki ve sonraki sayımlara göre 

anlamlı bir fark oluĢtuğu belirlenmiĢtir. ġekil 4.1 incelendiğinde kültürün 24. saatte 

logaritmik artıĢ evresinde olduğu tespit edilmiĢtir.  

36. saat ve bunu izleyen saatlerde ise önemli düzeyde bir değiĢiklik tespit 

edilememiĢtir. Canlı hücre sayısının durağanlaĢtığı bu evrenin duraklama fazı olduğu 

sonucuna varılmıĢtır.    

168 saatlik geliĢim süresi boyunca en yüksek canlı hücre sayısına 48. saatte 

ulaĢılmıĢ ve 6.8x10
8
 kob/ml (≈8.8xlog10) düzeyine ulaĢılmıĢtır. Bu saatten itibaren canlı 

hücre sayısı aynı logaritmik değer içerisinde kalmıĢ ve kayda değer bir inhibisyon 

gözlenmemiĢtir. 

BiyodönüĢüm çalıĢmalarında geç dönem logaritmik faz veya duraklama evresi 

baĢlangıcındaki kültürler tercih edilmektedir (Ashengroph vd., 2011).  Çünkü lag fazı 

içerisinde hücreler henüz geliĢim ve adaptasyon süreçlerini tamamlamamıĢtır. Öncül 

geç ilave edilmesi durumunda ise hücrelerin metabolik faaliyetlerini kaybetmeye 

baĢlamaları nedeniyle etkin bir üretim gerçekleĢtirilememektedir. Yapılan çalıĢmalar, 

öncül ile besleme zamanının vanilin verimi üzerine büyük etkisi olduğunu ortaya 

koymuĢtur (Ashengroph vd., 2010). Nitekim elde ettiğimiz sonuçlara göre logaritmik 

fazın bittiği ve hücrelerin duraklama evresine girdiği dönem olarak tespit edilen 48. saat 

besleme zamanı olarak seçilmiĢtir. Ayrıca bu sürede popülasyonun nicel olarak en 

yüksek seviyeye ulaĢtığı görülmektedir.  

 

4.3. Sıcaklığın Vanilin Üretimi Üzerine Etkisi 

 

Sıcaklığın mikroorganizma geliĢmesinde en önemli parametrelerden biri olduğu 

bilinmektedir. Mikroorganizmanın en iyi geliĢme gösterdiği optimum sıcaklık değerinin 

aynı zamanda biyodönüĢüm çalıĢması için de geçerli olup olmayacağı yapılan sıcaklık 

denemeleri ile belirlenmiĢtir. 

26-30 
o
C kültür için belirlenen optimum geliĢme sıcaklığıdır (Anonim, 2014a; 

Anonim, 2014b; ġeker vd., 2007). Bu noktadan hareketle belirtilen değerlerin altındaki 

ve üstündeki sıcaklıklarda vanilin üretiminin ne Ģekilde etkilendiği araĢtırılmıĢtır. 
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ġekil 4.5. incelendiğinde gerek 24 gerekse 32 
o
C'de üretilen vanilin miktarının 28 

o
C'ye göre nispeten düĢtüğü görülmektedir. Literatürde de 20 

o
C'de vanilin oluĢumunun 

yavaĢladığı belirtilmiĢtir. Ayrıca vanilin oluĢumunda 30 
o
C'de % 28, 40 

o
C'de % 30 ve 

50 
o
C'de % 100 kayıp olduğu ortaya konulmuĢtur (Yamada vd., 2007). 

Ġstatistiksel olarak 120 saat sonunda vanilin düzeyleri arasında anlamlı bir fark 

oluĢmadığı belirlenmiĢtir. BiyodönüĢüm süresince en yüksek vanilin üretimi 718.8 

mg/L ile 28 
o
C'de elde edilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.5. Farklı sıcaklık değerlerinde tutulan biyodönüĢüm ortamlarında vanilin 

miktarındaki değiĢim 

 

Endüstriyel açıdan bakıldığında vanilin üretimi yanı sıra izoöjenol tüketimi de 

önem arz etmektedir. Sıcaklık denemelerinde biyodönüĢüm ortamına % 1 izoöjenol 

ilave edilmiĢ ve meydana gelen değiĢim 24 saatlik aralıklarla 120 saat boyunca 

incelenmiĢtir.  

ġekil 4.6.'ya bakıldığında 120 saat sonunda en az izoöjenol tüketiminin 28 
o
C'de 

olduğu görülmektedir. 28 
o
C'de gerçekleĢtirilen biyodönüĢümün ilk günlerinde hızlı bir 

izoöjenol tüketimi olmasına rağmen ilerleyen saatlerde tüketim hızının yavaĢladığı 120. 

saatin sonunda biyodönüĢüm ortamında 6443.8 mg/L izoöjenol kaldığı tespit edilmiĢtir. 

Yine de denemesi yapılan sıcaklık değerlerinde izoöjenol tüketimi açısından önemli 

düzeyde bir fark olmadığı saptanmıĢtır.  
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Sıcaklık etkisiyle oluĢan vanilin ve tüketilen izoöjenol miktarlarında farklılık 

görülmesi, izoöjenol'ü indirgeyen enzim aktivitesinin sıcaklıktan etkilenmesine 

bağlanmaktadır (Yamada vd., 2007). 

 

 

ġekil 4.6. Farklı sıcaklık değerlerinde tutulan biyodönüĢüm ortamlarında izoöjenol 

miktarındaki değiĢim 

 

Molar verimin en üst seviyede tutulabilmesi adına vanilin üretiminin yüksek 

izoöjenol tüketiminin düĢük olduğu değer olan 28 
o
C biyodönüĢüm için optimum 

sıcaklık değeri olarak kabul edilmiĢtir. 

BiyodönüĢüm süresince ortamın pH değerlerinde önemli bir değiĢiklik 

gözlenmemiĢtir. Bu sonuçtan hareketle üretilen ve ortama bırakılan metabolitlerin pH 

değerlerinin, besiyeri pH'ından çok da farklı olmadığı sonucuna varılmıĢtır. 
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ġekil 4.7. Farklı sıcaklıklarda biyodönüĢüm süresi boyunca meydana gelen pH değiĢimi 

 

Tek karbon kaynağı olarak kullanılan izoöjenol, hücreler tarafından biyodönüĢüm 

ile vanilin'e dönüĢtürülürken aynı zamanda hücrenin ihtiyaç duyduğu enerji gereksinimi 

karĢılanmaktadır. Dolayısıyla biyodönüĢüm oranının en yüksek olduğu koĢullarda 

biyokütle artıĢının da en yüksek olması beklenmektedir. BiyodönüĢüm sırasında 

biyokütlede en fazla ağırlık artıĢı 28 
o
C'de gerçekleĢirken; en az değiĢim 24 

o
C'de 

görülmüĢtür. Ġzoöjenol'den en fazla yararlanılan sıcaklık değerinin 28 
o
C,  bu düĢünceyi 

ispatlar niteliktedir. 

 

Çizelge 4.1. Ortam sıcaklığının biyokütle artıĢı üzerine etkisi 

Sıcaklık (
o
C) 

BaĢlangıç Kuru 

Biyokütle (gr) 

120. Saat Sonunda 

Kuru Biyokütle (gr) 
% ArtıĢ 

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 

 

Tüm sıcaklık değerlerinde INT indikatör kontrolü (+) sonuçlar vermiĢtir. Bu da 

kültürün, diğer Pseudomonas putida suĢlarında olduğu gibi aromatik hidrokarbonları 

tek karbon kaynağı olarak kullanabildiği kanıtlanmıĢtır (Simon vd., 2014). 

 

 

7,22

7,24

7,26

7,28

7,30

7,32

7,34

7,36

0 24 48 72 96 120

24 C

28 C

32 C

BiyodönüĢüm Süresi (Saat)

B
iy

o
d

ö
n

ü
Ģü

n
 O

r
ta

m
 p

H
'ı



56 

 

4.4. pH'ın Vanilin Üretimi Üzerine Etkisi 

 

Sıcaklık denemelerinde durağan fazda tutulacak hücrelerin oluĢturulması için 

Zhao ve ark. (2005) tarafından tanımlanan 14 g/L K2HPO4 ve 5.2 g/L KH2PO4 içeren 

tampon çözelti kullanılmıĢtır. Bu biyodönüĢüm ortamının pH'ı 7.30 olarak saptanmıĢtır. 

GeçimiĢ çalıĢmalarda ise kültürün optimum geliĢme göstediği pH değeri 6.80 olarak 

belitilmiĢtir. (ġeker vd., 1997).  K2HPO4 ve KH2PO4 miktarlarında yapılan 

değiĢikliklere bağlı olarak biyodönüĢüm ortamındaki pH değerleri değiĢtirilmiĢ ve 

kültürün mevcut durumda vanilin üretim kapasitesinde değiĢiklik olup olmadığı 

incelenmiĢtir.   

ġekil 4.8.'den de anlaĢıldığı üzere, vanilin üretiminde pH 5.30 ve 7.30'da birbirine 

yakın değerler elde edilirken; pH 8.30'da vanilin üretiminin önemli düzeyde azaldığı 

görülmüĢtür. Buna sebep olarak yüksek pH'ın mikrobiyal aktivite üzerine olumsuz etki 

yaptığı düĢünülmektedir. pH 6.30'da ise diğer pH değerlerine nazaran anlamlı bir artıĢ 

tespit edilmiĢtir. % 1 (w/v) izoöjenol konsantrasyonuna sahip pH 6.30'luk ortamda 120 

saatte 877.9 mg/L vanilin elde edilmiĢtir. Bu miktar kültür pH 8.30'luk ortamda 

geliĢtirildiğinde 613.2 mg/L'ye düĢmektedir. Deneme sonuçlarına dayanılarak kültürün 

hafif asidik ortamlarda daha etkin biyodönüĢüm gerçekleĢtirdiği sonucuna varılmıĢtır. 

En iyi geliĢme gösterdiği pH değerine yakın bir noktada daha iyi biyodönüĢüm etkinliği 

göstermesi enzimatik metabolizmanın bir sonucudur.  

 

 

ġekil 4.8. BiyodönüĢüm ortam pH'ının vanilin üretimi üzerine etkisi 
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BiyodönüĢüm çalıĢmalarında pH'ın vanilin verimine etkisi üzerine kapsamlı bir 

çalıĢma yapılmamıĢtır. Ashengroph ve ark. (2010) yaptıkları çalıĢmada potasyum fosfat 

tuzlarının üretilen vanilin miktarı üzerine önemli düzeyde etki yaptığını saptamıĢlardır. 

Elde edilen deneme sonuçlarına göre potasyum tuzlarının ve dolayısıyla pH'ın vanilin 

verimi üzerine etkili olduğu doğrulanmıĢtır. 

Farklı pH değerlerinde tutulan kültürler arasında izoöjenol tüketimi açısından pH 

6.30 ve 8.30'da anlamlı bir fark olduğu görülmüĢtür. pH 8.30'da diğer deneme 

ünitelerine nazaran daha az izoöjenol tüketimi gerçekleĢmiĢtir. pH 6.30'da ise diğer pH 

değerlerine oranla izoöjenol tüketiminin yüksek olduğu görülmektedir. pH 6.30'da 

tüketilen izoöjenol miktarının yüksek olması üretilen vanilin miktarında da artıĢla 

sonuçlanmıĢtır. Bu duruma kültürün hafif asidik koĢullarda daha iyi geliĢim 

göstermesinin sebep olduğu düĢünülmektedir. pH 8.30 ise kültür yüksek pH değerinden 

etkilenmiĢ ve biyodönüĢüm etkinliği önemli düzeyde azalmıĢtır.  

 

 

ġekil 4.9. BiyodönüĢüm ortam pH'ının izoöjenol tüketimi üzerine etkisi 

 

24 saatlik ara ile yapılan pH ölçümleri sonucu ortam pH'ının 6.30-7.30 değerleri 

arasına ilerlediği görülmüĢtür. Bu duruma mikroorganizma tarafından üretilen ve 

ortama bırakılan metabolitlerin sebep olduğu; bu metabolitlerin ise 6.30-7.30 pH 

değerlerinde bulunduğu düĢünülmektedir. 
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ġekil 4.10. BiyodönüĢüm süresince ortam pH'ında görülen değiĢim 

 

Farklı pH değerlerinde gerçekleĢtirilen denemelerde elde edilen biyokütle 

ağırlıkları içinde en fazla artıĢ pH 6.30'da gerçekleĢirken, en az artıĢ pH 8.30'da 

gerçekleĢmiĢtir. Nitekim vanilin ile biyokütle ağırlığı arasında doğrudan bir korelasyon 

bulunmamakla birlikte, izoöjenol'ün tüketiminin biyokütle artıĢı ile bağlantılı olduğu 

bilinmektedir (Zhao ve ark., 2005).  

BiyodönüĢüm ortamında izoöjenol dıĢında baĢka bir karbon kaynağı bulunmayıĢı, 

kültürü izoöjenolden faydalanmaya yöneltmiĢtir. Dolayısıyla izoöjenol tüketiminin 

yüksek olduğu pH değerlerinde elde edilen kuru biyokütle artıĢı da fazla olmuĢtur. 

Kültür geliĢiminin daha iyi olduğu koĢullarda izoöjenol tüketiminin yüksek olacağı ve 

buna bağlı olarak da vanilin üretiminin artacağı sonucuna ulaĢılmıĢtır. 

 

Çizelge 4.2. Ortam pH'ının biyokütle artıĢı üzerine etkisi 

 

Pseudomonas türlerinin pH 5.0 ile 10.0 arası gibi geniĢ bir yelpazede 

geliĢimlerine devam ettikleri bilinmektedir (Kasana vd., 2007; Ashengroph vd., 2011). 
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% ArtıĢ 

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 
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120 saat boyunca mikroorganizmalar pH 5.30 ile 8.30 arasında değiĢen biyodönüĢüm 

ortamlarında tutulmuĢlardır. INT ile gerçekleĢtirilen canlılık kontrollerinde 

biyodönüĢüm süresince hücrelerin canlılıklarını korudukları tespit edilmiĢtir. Canlılığın 

korunmasında biyodönüĢüm ortam pH'ının ekstrem noktalara gitmemesi ve kültürün 

izoöjenol'den faydalanabilmesi en önemli etkenlerdir. 

 

4.5. Havalandırmanın Vanilin Üretimi Üzerine Etkisi 

 

Anaerobik koĢullarda izoöjenol'den vanilin'e biyodönüĢüm gerçekleĢmediği 

bilinmektedir (Furukawa vd., 2003). Ancak oksijenin kısıtlandığı ve havalandırmanın 

kesildiği durumlarda biyodönüĢüm veriminin nasıl etkileneceğine dair herhangi bir 

araĢtırma bulunmamaktadır. 

BiyodönüĢüm ortamı içerisine azot gazı verilerek atmosferik oksijen 

biyodönüĢüm ortamından uzaklaĢtırılmıĢtır. Ayrıca biyodönüĢüm ortamının hava ile 

teması tamamen kesilmiĢtir. Bu sayede kültürün, tampon çözelti içerisinde çözünmüĢ 

oksijeni kullanarak biyodönüĢüm faaliyetine devam etmesi sağlanmıĢtır. 

Yapılan denemeler sonucunda biyodönüĢüm ortamında oksijen miktarının 

azaltılması ve havalandırmanın kısıtlanması ile vanilin miktarında ciddi bir düĢüĢ 

olduğu tespit edilmiĢtir. Yarı havalandırmalı ortamda 877.9 mg/L vanilin elde 

edilmiĢken; havalandırmasız ortamda 198.7 mg/L düzeyinde vanilin elde edilebilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.11. BiyodönüĢüm ortamında havalandırmanın vanilin üretimi üzerine etkisi 
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Havalandırmanın kısıtlandığı ortamda izoöjenol tüketiminin de oldukça azaldığı 

belirlenmiĢtir. Aynı zamanda sadece izoöjenol tüketimi ve vanilin üretimi azalmakla 

kalmamıĢ; kültürün birim izoöjenol'den yararlanma oranı da düĢmüĢtür. BiyodönüĢüm 

ortamında kültür tarafında kullanılan izoöjenol miktarı baz alındığında yarı 

havalandırmalı ortamda molar verim % 25.0 iken havalandırmasız ortamda molar verim 

% 10.4'te kalmıĢtır.  

 

 

ġekil 4.12. BiyodönüĢüm ortamında havalandırmanın izoöjenol tüketimi üzerine etkisi 

 

Buna göre havalandırmanın kısıtlanması mikroorganizmanın metabolik 

faaliyetlerini yavaĢlattığı; dolayısıyla hem molar verimin hem de vanilin miktarının 

anlamlı derecede düĢtüğü saptanmıĢtır. Özellikle izoöjenol'ün degredasyonunun 

oksidatif reaksiyonlarla gerçekleĢtiği ve ortamdaki oksijenin kısıtlanmasıyla vanilin 

üretiminde düĢüĢün kaçınılmaz olduğu düĢünülmektedir (Furukawa vd., 2003). 

Havalandırmanın kısıtlandığı ortamda yarı havalandırmalı ortama göre önemli bir 

pH değiĢimi görülmemiĢtir. Bunun nedeni Bölüm 4.4.'te açıklandığı gibi 

mikroorganizma tarafından üretilen metabolitlerin 6.30-7.30 arası pH değerlerinde 

olmasıdır. Ortam pH'ının da 6.30 seviyesinde olması nedeniyle üretilen metabolit 

miktarındaki değiĢimlere rağmen ortam pH'ı etkilenmemiĢtir. 
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ġekil 4.13. Havalandırmanın biyodönüĢüm ortam pH'ı üzerine etkisi 

 

Yarı havalandırmalı ortamda, havalandırmasız ortama göre nispeten daha yüksek 

biyodönüĢüm gözlenmesi biyokütle de daha fazla artıĢa sebep olmuĢtur. 

Havalandırmasız ortamda % 10.5 oranında kuru ağırlık artıĢı tespit edilirken bu oran 

yarı havalandırmalı ortamda % 39'a çıkmıĢtır. Bu durum yarı havalandırmalı ortamda 

biyodönüĢümle izoöjenol'den daha fazla yararlanmanın doğal bir sonucudur. 

 

Çizelge 4.3. Havalandırmanın biyokütle artıĢı üzerine etkisi 

 

Havalandırmasız ortamda oksijen sadece biyodönüĢüm ortamı atmosferinden 

uzaklaĢtırılmıĢ olup, tampon çözelti içerisindeki çözünmüĢ oksijene müdahale 

edilmemiĢtir. Ayrıca denemelerin gerçekleĢtiği 250 ml'lik ĢiĢeler içindeki atmosferik 

oksijen uzaklaĢtırıldıktan sonra ĢiĢelerin kapakları sıkıca kapatılmıĢ ve hava ile teması 

tamamen kesilmiĢtir. INT indikatörü ile yapılan kontrollerde aerobik bir bakteri olan 

Pseudomonas putida'nın oksijeni sınırlandırılmıĢ ortamda 120 saat boyunca canlılığını 

koruyabildiği ortaya konmuĢtur. 
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4.6. Ġzoöjenol Konsantrasyonunun Vanilin Üretimi Üzerine Etkisi 

 

BiyodönüĢüm için optimum sıcaklık, pH ve havalandırma durumu belirlendikten 

sonra izoöjenol miktarının arttırılması ile toplam vanilin üretimi ve molar verimin hangi 

konsantrasyona kadar artacağı araĢtırılmıĢtır. Denemelerde % 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 

60'lık (w/v) izoöjenol konsantrasyonları kullanılmıĢtır. 120 saat sonunda elde edilen 

sonuçlar ġekil 4.14.'te verilmiĢtir. 

Analiz sonuçlarına göre 120 saat sonunda % 40 izoöjenol içeren biyodönüĢüm 

ortamında 9.14 g/L ile en yüksek vanilin miktarına ulaĢılmıĢtır. % 50'den itibaren 

vanilin miktarında önemli düzeyde bir düĢüĢ olduğu görülmektedir. Zhao ve ark. (2005) 

tarafından Bacillus fusiformis kültürü kullanılarak gerçekleĢtirilen benzer bir çalıĢmada 

% 60 (v/v) izoöjenol içeren ortamda en yüksek vanilin üretimine ulaĢılmıĢ, daha yüksek 

konsantrasyonlarda ise vanilin miktarında azalma görülmüĢtür. Dolayısıyla çift fazlı 

sistem denemelerinde belli bir substrat oranına kadar vanilin üretiminin arttığı ancak bir 

noktadan sonra etkinliğin düĢmeye baĢladığı görülmektedir. Bu düĢüĢe sebep olarak 

yüksek izoöjenol konsantrasyonlarında dispers olan prekursör miktarının arttığı; buna 

bağlı olarak da mikroorganizmalar üzerinde inhibisyon görülmeye baĢladığı 

düĢünülmektedir. Zhao ve ark. (2005) tarafından elde edilen sonuçlar da denememizde 

ulaĢılan sonucu ve görüĢleri destekler niteliktedir. 

 

 

ġekil 4.14. Farklı izoöjenol konsantrasyonlarının vanilin üretimi üzerine etkisi 
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Ġzoöjenol kullanım miktarları incelendiğinde % 40'lık prekursör konsantrasyonuna 

kadar izoöjenol tüketiminin de arttığı ancak daha yüksek miktarlarda ise tüketilen 

izoöjenol miktarının azaldığı görülmektedir. % 40'lık konsantrasyonların üzerine 

çıkıldıkça öncül maddenin sitotoksik etkisine bağlı olarak izoöjenol'den faydalanma 

oranının da azaldığı sonucuna varılmıĢtır. Bu bağlamda elde edilen sonuçlar vanilin 

üretimi ile paralellik göstermektedir. GeçmiĢ çalıĢmalar da en yüksek vanilin seviyesine 

ulaĢıldıktan sonra artan prekursör konsantrasyonuna rağmen izoöjenol tüketiminde bir 

miktar düĢüĢ olduğunu göstermiĢtir (Zhao ve ark., 2005). 

 

 

ġekil 4.15. Farklı izoöjenol konsantrasyonlarının izoöjenol tüketimi üzerine etkisi 

 

BiyodönüĢüm ortamında izoöjenol miktarındaki artıĢa bağlı olarak ortam pH'ında 

önemli bir değiĢim olmadığı tespit edilmiĢtir. Bunda biyodönüĢüm ortamı ile ortama 

bırakılan hücresel metabolitlerin pH'ları arasında önemli düzeyde bir farklılık olmadığı 

sonucuna varılmıĢtır. 
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ġekil 4.16. Farklı izoöjenol konsantrasyonlarında ortam pH'ında görülen değiĢim 

 

BiyodönüĢüm ortamına alınmıĢ hücreler canlılığını sürdürebilmek ve geliĢebilmek 

için izoöjenol'ü tek karbon kaynağı olarak kullanmak zorundadırlar. Buna bağlı olarak 

izoöjenol tüketiminin fazla olduğu konsantrasyonda daha fazla biyokütle oluĢumu 

beklenir. Çizelge 4.4. incelendiğinde yüzdesel olarak en fazla biyokütle artıĢının % 40 

izoöjenol içeren ortamda gerçekleĢtiği görülmektedir. Daha yüksek konsantrasyonlarda 

ise öncül maddenin sitotoksik etkisine bağlı olarak geliĢim hızı yavaĢlamaya 

baĢlamıĢtır.  

 

Çizelge 4.4. Farklı izoöjenol konsantrasyonlarının biyokütle miktarı üzerine etkisi 

 

ġekil 4.14. ve ġekil 4.15.'ten artan izoöjenol konsantrasyonunun % 40'dan sonra 

toksik etki yapmaya baĢladığı görülmektedir. INT ile yapılan canlılık kontrolünde ise 

120 saatlik süreçte % 60 prekursör konsantrasyonuna kadar kültürün tam olarak (% 

100) inhibe olmadığı anlaĢılmıĢtır.  
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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 
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5. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

  

Bu çalıĢmada Pseudomonas putida kültürü kullanılarak izoöjenol'den doğal 

vanilin üretimi gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilecek vanilin miktarının arttırılması için 

yapılan denemelerle biyodönüĢüm üzerine etkili olduğu düĢünülen parametrelerin 

optimizasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Kromatografik analizlerde kültür içermeyen biyodönüĢüm ortamında vanilin 

tespit edilemezken; ortama kültür inoküle edildiğinde vanilin oluĢumu görülmüĢtür. Bu 

durum abiyotik olarak vanilin oluĢumu gerçekleĢmediği ve oluĢan vanilin'in biyokatalist 

tarafından üretildiğine kanıt kabul edilmiĢtir. 

Kültürün geliĢim kinetiği incelendiğinde 36. saate kadar hızlı bir geliĢim 

gözlenirken bu saatten sonra populasyonda önemli düzeyde bir değiĢiklik 

görülmemiĢtir. Populasyon en üst noktaya 6.8x10
8
 kob/ml ile 48. saatte ulaĢmıĢtır. Canlı 

hücre sayısının en üst düzeye ulaĢtığı 48. saatte durağan faz içerisindeki hücrelerin 

biyodönüĢüm denemelerinde kullanılması kararlaĢtırılmıĢtır. 

En yüksek vanilin üretimi 28 
o
C'de ve pH'ı 6.30 olan biyodönüĢüm ortamında elde 

edilmiĢtir. GeçmiĢ çalıĢmalarda bu değerler aynı zamanda kültürün optimum geliĢme 

koĢulları olarak belirlenmiĢtir. Dolayısıyla kültürün optimum geliĢme gösterdiği 

sıcaklık ve pH değerlerinde biyodönüĢüm etkinliği de yüksek olmaktadır. Diğer 

durumlarda metabolik faaliyetlerin yavaĢlamasına bağlı olarak vanilin üretim hızının da 

ivmesini kaybettiği düĢünülmektedir. 

Havalandırmanın kısıtlandığı durumda ise vanilin üretiminde ciddi oranda azalma 

kaydedilmiĢtir. Bu düĢüĢ, izoöjenol'ün hücrede oksidatif degredasyonla vanilin'e 

indirgenmekte olduğunu düĢündürmüĢtür.  

% 1'den % 60'a (w/v) kadar izoöejnol içeren ortamlarda kültürün biyodönüĢüm 

performansları araĢtırılmıĢtır. Denemeler sonucu % 40'a kadar vanilin üretimi ve 

izoöjenol tüketimi eĢ zamanlı olarak artarken; % 40'ın üzerine çıkıldıkça hem üretilen 

vanilin hem de tüketilen izoöjenol miktarları düĢümüĢtür. Bu düĢüĢe sebep olarak öncül 

maddenin P. putida kültürü üzerinde sitotoksik etki göstermeye baĢladığı 

düĢünülmektedir. % 40 izoöjenol konsantrasyonunda gerçekleĢtirilen 120 saatlik 

denemeler sonucunda % 12.0 molar verimle 9.14 g/L vanilin üretilmiĢtir.  
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Tüm denemelerde ortam pH'ının 6.30-7.30 arasında kalma eğiliminde olduğu 

görülmüĢtür. Dolayısıyla hücre tarafından ortama bırakılan metabolitlerin besiyeri 

pH'ını değiĢtirecek kuvvette olmadığı sonucuna varılmıĢtır. 

Ayrıca izoöjenol'ün vanilin'e biyodönüĢümü ile izoöjenol'ün P. putida tarafından 

tek karbon kaynağı olarak kullanılabildiği görülmüĢtür. Elde edilen kuru hücre ağırlığı 

ve tüketilen izoöjenol arasında bir iliĢki olduğu tespit edilmiĢtir. Ġzoöjenol tüketimi 

arttıkça elde edilen biyokütle miktarı da artmaktadır. Bu sonuçtan hücrenin, geliĢimi 

için gerekli enerjiyi biyodönüĢüm sayesinde temin ettiği değerlendirilmiĢtir. 

Günümüzde mikrobiyal yollarla vanilin üretimi çoğunlukla ferulik asidin 

biyodönüĢümü ile gerçekleĢtirilmektedir. Ma ve ark. (2014), Amycolatopsis sp. ile 

gerçekleĢtirdikleri çalıĢmada ferulik asitten 9.18 g/L vanilin elde etmeyi baĢarmıĢlardır. 

Endüstriyel açıdan düĢünüldüğünde daha yüksek kapasiteli prosesler geliĢtirilmeye 

çalıĢılmaktadır. Ġzoöjenol'ün biyodönüĢümü de ferulik asit biyodönüĢümüne alternatif 

olarak araĢtırması yapılan yollardan biridir. GeçmiĢ çalıĢmalar incelendiğinde 

izoöjenol'den üretilen vanilin miktarının çoğunlukla 2 g/L'nin altında olduğu 

görülmektedir. Zhao ve ark. (2005) diğer biyodönüĢüm denemelerinden farklı olarak 

çift fazlı sistem denemesi gerçekleĢtirmiĢ ve daha yüksek miktarda vanilin üretmeyi 

baĢarmıĢlardır. B. fusiformis 'in biyokatalist olarak kullanıldığı bu çalıĢmada % 60 (v/v) 

izoöjenol içeren biyodönüĢüm ortamında 72 saatte 32 g/L vanilin üretilmiĢtir. P. putida 

HUT 8100 kültürü ile yaptığımız 120 saatlik biyodönüĢüm denemesinde % 12.0 molar 

verimle 9.14 g/L vanilin elde edilmiĢtir. Bu miktar, mutant olmayan kültürlerle 

gerçekleĢtirilen izoöjenol'den vanilin'e biyodönüĢüm çalıĢmaları içerisinde elde edilen 

en yüksek 3. vanilin miktarıdır. 

DüĢük izoöjenol konsantrasyonlarında çalıĢıldığında prekursör, kültür tarafından 

yaklaĢık olarak 72 saatte tüketilmektedir. Ancak çift fazlı sistemde yüksek miktarda 

izoöjenol konsantrasyonu kullanılmıĢ ve herhangi bir anda su fazı içerisinde dispers 

olan yağ miktarı belli sınırlar içerisinde kalmıĢtır. Bu sayede hem yüksek dozların 

toksik etki göstermesi engellenmiĢ hem de besleme ihtiyacı ortadan kalkmıĢtır. 120. 

saatten sonra da vanilin'e biyodönüĢümün devam edeceği öngörülmektedir. 120. saatten 

sonra da her 24 saatte bir örneklemeye devam edilerek, kültürün biyodönüĢüme ne 

kadar devam edeceği tespit edilmelidir. 
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Endüstriyel uygulamalarda üretilen ürünün miktarı yanında verimlilik de ön plana 

çıkan parametrelerden biridir. BiyodönüĢüm etkinliğinin arttırılabilmesi için minimum 

izoöjenol sarfiyatı ile maksimum ürün alınması gerekmektedir. Kültürün zaman içinde 

yaĢlanmasına bağlı olarak ilerleyen süreçte etkinliğini kaybedeceği aĢikardır. Proses 

sonlandırıldığında biyodönüĢüm ortamında kalan izoöjenol'ün geri kazanımıyla molar 

verim endüstriyel açıdan arzu edilen seviyeye çıkarılabilir. Keza biyodönüĢüm 

ortamından alınan izoöjenol'ün tekrar tekrar kullanılabileceği bildirilmiĢtir (Zhao ve 

ark., 2006). Yoğunluk farkından yararlanılarak santrifüjleme ile veya kaynama noktası 

farkından yararlanılarak evaporasyon ile izoöjenol'ün geri kazanaılabileceği 

öngörülmektedir. 

BiyodönüĢüm iĢlemi sonunda vanilin'in saflaĢtırılması için en etkili yöntemin de 

belirlenmesine ihtiyaç vardır. Aromatik maddelerin eldesinde adsorbsiyon reçinelerinin 

kullanımı oldukça yaygındır. SaflaĢtırma için öncellikli olarak biyodönüĢüm 

denemesine uygun reçine türünün tespiti gerekmektedir. Reçinenin belirlenmesine 

müteakip saflaĢtırma basamaklarının da ortaya konulması ilerleyen çalıĢmalarda 

araĢtırılması gereken konulardandır. 
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7. EKLER 

 

EK-1. GeliĢim Kinetiği Üzerine 

Ġstatistik Verileri 

Logaritmik ArtıĢ 

Duncan    

saat N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

0 3 6,2633   

12 3 6,7200   

24 3  7,3533  

144 3   8,2233 

36 3   8,3700 

120 3   8,3967 

168 3   8,4633 

96 3   8,4700 

48 3   8,7167 

60 3   8,7167 

72 3   8,7200 

Sig.  ,055 1,000 ,067 

 

 

 

 

 
 
 

 

EK-2. Sıcaklığın BiyodönüĢüm Üzerine 

Etkisi Hakkında Ġstatistik Verileri 

 

a) Üretilen vanilin miktarı (mg/L)  

Duncan  

sıcaklık N 

Subset for 

alpha = 0.05 

1 

24 3 655,7167 

32 3 682,6697 

28 3 718,7800 

Sig.  ,134 

 

b) Kalan izoöjenol miktarı (mg/L) 

Duncan  

sıcaklık N 

Subset for 

alpha = 0.05 

1 

32 3 6205,1300 

24 3 6300,0900 

28 3 6443,7667 

Sig.  ,339 

 

EK-3. Besiyeri pH'sının BiyodönüĢüm Üzerine Etkisi Hakkında Ġstatistik Verileri 

 

a) Üretilen vanilin miktarı (mg/L) 

Duncan    

pH N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

8.3 3 613,17   

7.3 3  695,47  

5.3 3  741,69  

6.3 3   877,91 

Sig.  1,000 ,161 1,000 

 

b) Kalan izoöjenol miktarı (mg/L) 

Duncan   

pH N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

6.3 3 6205,4  

5.3 3 6411,1 6411,1 

7.3 3 6443,8 6443,8 

8.3 3  6880,5 

Sig.  ,334 ,077 
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EK-4. Havalandırmanın BiyodönüĢüm Üzerine Etkisi Hakkında Ġstatistik Verileri 

 

a) Üretilen vanilin miktarı (mg/L) 

Duncan        

havalan

dırma
2 N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 

124 3 20,2587       

148 3 42,4073       

172 3  99,5593      

196 3  102,05      

224 3  107,54      

1120 3   198,70     

248 3    248,28    

272 3     421,49   

296 3      600,87  

2120 3       877,91 

Sig.  ,172 ,635 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 

 

 

 

b) Kalan izoöjenol miktarı (mg/L) 

Duncan      

havalan

dırma N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

2120 3 6205,4     

296 3  6985,1    

1120 3   7938,0   

272 3   8153,1   

196 3   8207,4   

248 3    8874,2  

172 3    8925,8  

148 3     9562,5 

224 3     9612,4 

124 3     9689,2 

Sig.  1,000 1,000 ,116 ,744 ,451 

 

                                                      
2
 Parametrenin ilk hanesi havalandırma durumunu, ardından gelen haneler ise örnekleme süresini 

göstermektedir. Örneğin 2120 ifadesi yarı havalandırma denemesinde 120. saate ait değerdir. (1: 

havalandırmasız, 2: yarı havalandırmalı) 
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EK-5. Prekursör Konsantrasyonunun BiyodönüĢüm Üzerine Etkisi Hakkında Ġstatistik 

Verileri 

 

a) Üretilen vanilin miktarı (g/L) 

Duncan       

konsant

rasyon N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

1 3 ,8800      

5 3  2,7633     

10 3   4,7467    

20 3    7,0567   

60 3     7,7933  

50 3     7,9733  

30 3      8,6700 

40 3      9,1400 

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

  

 

 

b) Tüketilen izoöjenol miktarı (g/L) 

Duncan       

konsant

rasyon N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

1 3 3,7967      

5 3  10,3667     

10 3  14,8400     

20 3   26,7933    

60 3    57,4500   

50 3     65,0100  

30 3     67,8067  

40 3      82,0700 

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