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URETIMI
- MESUT KAPLAN
Anadolu Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof.Dr. Merih KIVANC
2001, 60 sayfa

Gida Maddelerine cesitli fonksiyonel 6zelliklerini modifiye etmek ve raf
Omiirlerini arttirmak icin cesitli gida katki maddeleri kullamilmaktadir.
Ugucu yaglarda katki maddesi olarak cesitli gidalara konulmaktadir.

Son yilarda tiiketicilerin dogal iiriinlere olan talebi giderek
artmaktadir. Biyoteknolojik yontemlerden olan biyotransformasyon ile elde
edilen iiriinlerde dogal olarak kabul edilmektedir. Giiniimiizde bakteri,
maya ve kiiflerin kullanildig1 biyotransformasyon islemlerinde elde edilen
maddelerin insan saghgma zarar vermedigi bilinmektedir. Bu yiizden
biyotransformasyon ile pek cok gida katki maddesinin iiretimi saglanabilir. |
Ancak Tiirkiye' de bu konuda yapilan calismalar yeterli diizeyde degildir.

Bu ¢ahiymada dncelikle, baslangic maddesi menton, mentol, limonen ve
nane yaglari olan ortamlarda mikroorganizmalar ile biyotransformasyon
islemi gerceklestirilmeye ¢alisilmistir.

Biyotransformasyon isleminde 18 mikroorganizmadan 10 tanesinin
biyotransformasyon yaptigi saptanmistir. Bu mikroorganizmalar ile elde
edilen iiriinlerden M; ve M, metabolitleri elde edilmistir. Ancak bu
metabolitler tanmmlanamamustir. Aspergillus niger tarafindan mentondan
mentofuran elde edilmistir. Izolat 5 ile mentondan mentol elde edilebilmistir.
Ugucu yaglarin kullanildigr biyotransformasyon c¢alismalarinda sonug

allmamamistir.

Anahtar Kelimeler: Biyotransformasyon, terpen, ucucu yag, aroma, mentol
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

PRODUCTION OF FOOD ADDITIVE BY MICRIBIOL
TRANSFORMATION METHOD

MESUT KAPLAN

Anadolu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Program

Supervisor: Prof. Merih KIVANC
2001, 60 pages

Various additives are used in food substances ir order to modify
their functional properties and to make them long lived. Volatile oils are also
used as additives in various food substances.

In recent years, the demand of consumers for natura! products has
been increasing. Biotransformation one of the methods of biotechnology is
considered as a natural product. Substances produced from
biotransformation process, in which the bacteria, yeast and moulds are used,
are known as harmless for the human health. For this reason, it can be said
that the production of many food additive substances can be done by
biotransformation. However, it can also be said that the studies done in
Turkey and also in the world about this subject are not enough.

In this study, mainly biotransformation process is tried by using
microorganisms and it is determined that ten microorganisms out of eighteen
did biotransformation. M;-M;; metabolites are produced with the products
produced from these microorganisms. However, these are not defined.
Menthofurane is produced from Menthone by using Aspergillus niger.
Menthole is produced from Menthone by using Penicillium expensum-2.

Biotransformation did not take place when the volatile oils are used.

Keywords: Biotransformation, terpene, volatile oils, flavour, menthol
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1 GIRIS

Mikroorganizmalar veya enzimler tarafindan Kkatalizlenen kimyasal
doniigiimlere biyotransformasyonlar adi verilmektedir. Biyotransformasyon, canli
organizma veya enzimlerin katalizor olarak kullanilmasiyla, kimyasal
dontstimlerin  gerceklestirilmesi ve yararhh {rlinlerin elde edilmesi olup
biyoteknoloji ¢alismalarinin da temelini olusturmaktadir {1].

Biyoteknolojinin en eski kullanim alanlarindan birisi gida endiistrisidir.
Alkolli igecekler, sirke ve fermente siit lretiminde mikroorganizmalardan
yararlanilmasi insanlik tarihi kadar eskidir. Ancak bugline kadar gelinen agamada
biyoteknolojik uygulamalar deneysel calismalardan ileriye gidememistir [1,2].

Gida triinlerine gerek onlarin cesitli fonksiyonel 6zelliklerini modifiye
etmek, gerek raf émiirlerini uzatmak amaglar ile katilan maddeler ¢ Gida Katkz
Maddeleri” olarak adlandiriimaktadir.  Asitligi diizenleyiciler, topaklanmayt
Onleyiciler,  antioksidanlar, aroma maddeleri, tatlandiricilar, boyalar,
antimikrobiyal maddeler, stabilizorler, v.b bu sumifa girmektedir [2].

Tad ve koku maddelerinin gida katki maddeleri arasinda 6nemli bir yeri
vardir. Tad ve koku maddeleri stit trtinleri, diistik kalorili yaglar, toz haline
getirilmig gidalar, icecekler, ekmek ve hamur islerinde, diyet iirlinler ve imitasyon
Uriinlerinde, baharatlar, soslar ve corbalarda, iglenmis et iirtinlerinde, dnceden
hazirlanmis yemekler ve donmus yiyeceklerde, draje, tablet ve surup halindeki
bazi ilaglarda, cok yaygin olarak kullanilmaktadir. Gida ve ilag sanayileri disinda
giizellik bakimi ve cildiye, parfiimeri ve sabunlarda, dis macunlari, tozlar ve
sigaralarda kullanilmaktadir. Son yillarda ise tiiketicilerin arasinda gézlenen dogal
triinlere yonelik bariz egilim, sentetik tad ve koku maddeleri yerine, dogal ve
dogala 6zdes bilesikleri tercih edilir kinustir. Mikrobiyal transformasyon ile
tretilen maddeler de dogal olarak kabul edilmektedir. Bu ytizden gida katki
maddelerinin biyotransformasyonla elde edilmesinin 6nemi daha da artmaktadir
[3,4].

Eski doénemlerden beri, aroma maddeleri c¢ogunlukla bitkisel
kaynaklardan ve genellikle de fermantasyonla elde edile gelmistir. Ancak, son
yarim ylizyilda yapilan calismalarla, bilesenlerin yapilari belirlendikten sonra,

aroma maddelerinin yapay olarak liretilmesi hedeflenmis ve basarili sonuglar elde




edilmistir. Bununla birlikte, son yillarda tiiketicilerde dogal iiriinlere hizli bir
doénils gézlenmekte ve bu duruma dogal olmayan kimyasallarin, saghiga olumsuz
etkilerinin saptanmasi ve bu yonde yapilan yaymlarin etkili oldugu
diistiniilmektedir. Sonucta, marketlerde yer alan ‘dogal aroma’ etiketli gidalar ‘iyi
ve giivenli’ ile es anlamli alinarak , bu trtinlerin satisinda gézle gérilir artiglar
izlenmektedir. Ozellikle gelismis tilkelerde , tamam: dogal olan firtinler, diger
katk: tirlinlere gore daha fazla pazar ve fiyat bulmaktadir. Dogal katki {irlin
fiyatinin fazla olmasi ; dogal aromalarin genellikle bitkisel kaynaklardan ekstrakte
edilmesi ve bitkisel materyallerin istenilen aroma bilesenlerini ¢ok kiiclik
konsantrasyonlarda igermelerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica hammaddenin
mevsimlere ve iklim kosullarina bagli olmasi da fiyat: etkilemektedir [3,4].
Ugucu yaglarin tad ve aroma maddelerini liretiminde Onemli bir yeri
vardir. Nane ise turuncgillerden sonra en fazla ugucu yag elde edilen bitkidir.
Tirkiye® de, bircok Mentha tirii ve varyetesi, degisik bolgelerde yabani olarak
vetismektedir. Ulke genelinde ekonomik degeri bakiminden fazla gelisememistir.
Her yil ylizlerce ton ugucu yag ve mentol ¢esitli amaclar i¢in ithal edilmektedir.
Tiirkiye’ de nane baharat olarak oldukc¢a yaygin bir kullamima sahiptir. Ugucu
yaglari ve mentol, ciklet, sekerleme, likér gibi gida ve ilag sanayiinde yaygin
olarak kullamilmaktadir [5]. Bakteri, maya ve kiiflerden dogal olarak elde
edilebilen ve insan sagligina zarar vermedigi belirlenen tiim aroma maddeleri
gliniimiizde begeni gérmekte ve tercih edilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda
ticari olarak ©nem tasiyan mentoliin biyotransformasyon ile elde edilmesine

calisilmistir [3].

1.1. BIYOTEKNOLOJI VE FERMANTASYON

Biyoteknoloji, canli hiicreler veya serbest hiicre enzimleri ile ylrtitiilen
biyolojik reaksiyonlar1 kapsamaktadir. Biyoteknoloji, bir yandan bazi maddeleri
elde etmek i¢in, diger taraftan da arzu edilmeyen maddeleri ortamdan
uzaklastirmak ve zararsiz hale getirmek i¢in uygulanan teknikleri de icermektedir.
Enzimlerin mikroorganizmalardan veya hiicre kiltlirlerinden iiretimi tamamen

biyoteknolojik bir siirecte gergeklestirilmektedir [4,6].



(5

Biyoteknolojinin en eski kullanmim alanlarindan birisi gida endistrisidir.
Gerek alkollii icecekler ve sirke, gerek fermente stit Uriinleri Uretiminde
mikroorganizmalardan siit, et ve unlu mamullerin elde edilmesinde Lactobaciller,
Pediococcuslar ve Lueconostoclar dan yararlanilmaktadir (Cizelge 1.1.) [7].
Mayalarin ise fermente igeceklerin aroma geligimine yardime1l  oldugu
bilinmektedir. Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Neurospora, Monascus veya
Fusarium kiiflerinin icerdikleri zengin proteolitik ve amilolitik enzimler, et,
tavuk, balik, baklagil, ve tahillarin fermente edilmelerinde asil etken oldugu
bildirilmistir [8]. Trichoderma ve Kluyveromyces gibt mikroorganizmalar tad ve

aroma elde edilmesinde kullanilmaktadir [9].

Cizelge 1.1.  Bazi Gida Maddeleri ve Gida Katki Maddelerinin Uretiminde Kullamlan
Mikroorganizmalar [7].

ET URUNLERI

Litbnan Salamt Pediococcus cerevisiae ve Lactobacillus plantarum, karigimi

Yaz salanmu F.cerevisiae

Yaz salami P.cerevisiae ve L. Plantarum karisimi

Domuz sosisi P.cerevisiae

Biberli sosis Pediococcus cerevisiae ve Lactobacillus plantarum, karnsimi

Kurutulmus sosis P.cerevisiae

Avrupa sosisi (kurutulmus) Micrococcus species

Salam Micrococcus species ve Lactobacillus species

Salam L. plantarum

Sert salam turleri Micrococcus species, Pediococcus cerevisiae ve Lactobacillus
species tiirlerinin karisunlari.

Snack salamlar P.cerevisiae

Bacon Laktik asit bakterileri

Bacon L. plantarum

Konserve jambon P.cerevisiae

Frankfurter sosisi Micrococcus species; Vibrio species

Taze etler (biftek) Streptococcus lactis ve Leuconostoc citrovorum

Taze etler (biftek) S.diacetilactis

Taze etler (biftek) Lactobacillus bulgaricus; L. Lactis; P. Cerevisiage; L. brevis

Yar1 kutulmus Tiirk sucugu Pediococcus cerevisiae

Kurutulmus Tiirk sucugu P. cerevisiae

Kurutulmus Tiirk sucugu P. cerevisiae ve Lactobacillus plantarum karisimt

Tttstilenmis, vakum ambalajlanmis et | P. cerevisiae

Uriinleri

Tavuk ve diger kiimes P. cerevisiae ve/ veya L.plantarum

hayvanlarindan elde edilen et iiriinleri

SUT URUNLERI

Permesan ve Romano peyniri Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermophilus
karisimi

Cedar ve Colby peyniri S. lactis; S.cremoris

Emmental peyniri L. bulgaricus ve S. Thermophilus ve Propionibacterium
shermanii




Tablo 1.1. (Devam) Bazi Gida Maddeleri ve Gida Katki Maddelerinin Uretiminde Kullan
Mikroorganizmalar

Provolone peyniri Isiva direncli Lactobacillus species ve S. Thermophilus
Kamembert peyniri Penicillium camemberti

Munster peyniri S. thermophilus ve Lactobacillus species

Mozzerella peyniri Istya direncli Lactobacillus species ve S. Thermophilus
Krem peynirler S. lactis ; S. cremoris Karigimi

Avyran tipi fermente siitler L. bulgaricus; L. Acidophilus

Yogurt L.bulgaricus ve S.thermophilus karisimi

Taze siit S. diacetilactis; L.acidophilus

Tereyagi S. diacetilactis

SEBZE VE MEYVE URUNLERI]

Havug tursusu Lactobacillus plantarum, L. brevis, i.euconosioc mesenteroides

ve Pediococcus cerevisiae karigumlari

Salatalik tursusu Lactobacillus plantarum, L.brevis, Leuconostoc mesenteroides

ve Pediococcus cerevisiae karigimlari

Dilimlenmis ve kiibik dogranmis L.plantarum
salatalik tursusu

Biber ve domates (karisik tursular) L.plantarum

Zeytin tiirleri L.plantarum

Lahana tursusu L.plantarum

Sarap tiirleri Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces species,
Lacrobacillus hilgardii.

HUBUBUBATLAR

Bira (malt; musir, pirin ve arpa dan) Saccharomycess carlsbergensis; S. Cerevisiae

Sake (piring) Aspergillus oryzae, Endomycopsis burtonii

Fermente yerfisti31 siitii Lactobacillus species, Pediococcus cerevisiae

Soya sosu Aspergillus oryzae, Saccharomyces rouxii ve Lactabacillus
delbrueckii

Ekmek ve cesitleri S.cerevisiae, Streptococcus lactis ve Saccharonyces rouxii

Dogal aroma maddelerinin elde edilmesi, herhangi bir {iriintin kavurma, -
1sitma veya enzimatik tepkimelere ugratilmasi ile saglanabilmektedir. Bu iiriinler,
baharatlar, meyve veya meyve sulari, sebze veya sebze sulari, siit ve siit iiriinleri,
su veya kiimes hayvanlari ve fermantasyon tiriinleri olabilmektedir. Uretimi
gerceklestiren bu aroma bilesikleri temel yag, oleorezin, 6z veya protein
hidrolizat1 olup, ekstraksiyon veya damitma ile elde edilebilmektedirler [10].

Fermantasyon ilk zamanlardan beri gida biliminde siirekli kullanilan bir
yontemdir. Ayni zamanda , organik asitlerin , antibiyotiklerin , amino asitlerin ve
niikleik asit tiirevlerinin tretimi i¢in de uygun bir teknolojidir. Bu teknikle , ucuz
karbon ve azot kaynaklari kullamilarak amaglanan {irtin, mikroorganizmalarin
karmasik metabolik etkilerine dayanan fermantasyon olayr sonucu elde
edilmektedir. Bakterilerin , mayalarin ve kiiflerin  karmagik bazi aroma

maddelerini sentezleyebilme yeteneginde olduklari bildirilmistir [11,12].




Bazi bakteri tiirlerinin belirli aroma maddelerini tirettikleri bilinmektedir.
Ornegin fermente {iriinlerde, fermentasyonda etken olan mikroorganizmalarin
varlig ile elde edilen metabolitler , o gidalarda belirlenmis karakteristik aromay1
olusturmaktadir. Boylece , farkli cins ve tlirden bakteriler stit, et veya undan
yapilan klasik fermente gidalarmn iiretiminde 6nemli rol oynamaktadirlar. Ugucu
aroma maddelerinin olusumu , dogrudan mikrobiyal bir metabolit veya
mikrobiyal etki ile meydana gelen kimyasal parcalanma ile gerceklesebilmektedir.
Fermantasyonda kullamlan  bakterinin metabolik yolla olusturdugu aroma
maddelerinin  olusum asamasi izlenerek, bazi aroma bilesenleri elde

edilebilmektedir [13,14].

Bakteriyel metabolitler arasinda bulunan  aroma bilesenlerinin en
Onemlileri ise diasetil ve asetoindir. Bu maddeler glikoz veya sitrik asit yikimi ile
meydana gelen, sekonder metabolitlerdir. Bu iki tirlintin en fazla kullanildig: alan ,
tereyag: lretimi ile peynirlerin olgunlastirilmasidir. Endtistriyel diasetil {iretimi ,
bakterilerin biyoteknolojik olarak kullanimlarina 1yi bir ornektir. Mikrobiyel
diasetil olusumu , laktik asit bakterileri tarafindan , sitrat metabolizmasimn bir
geregi olarak , 6ncelikle Lactococcus, Diacetylactis ve bazi Leuconostoc tiirleri
tarafindan gerceklestirilebilmektedir [15,16].

Kiifler kullanilarak mantar benzeri tat ve koku, wugucu bilesenler ve
Jaktonlar elde edilmektedir. Bunlar mantar benzeri tad ve koku, ugucu bilesenleri
ve laktonlardir [17].

Mikroorganizmalar ve enzimler kullanarak {iretilen aroma maddeleri iki
genel baslik altinda incelenebilmektedir. Bunlardan ilki geleneksel fermente gida
Urlinlerinin karakteristik aromalarini olusturan ¢ok bilesenli aroma karisimlarndir.
Peynir ve saraplarin kendilerine 6zgii tad ve kokularint veren bilesiklerin
olusturdugu sistemler bu gruba girmektedir. Siit yaginin enzimler ile lipolizi
sonucu agiga ¢ikan serbest yag asitlerinin.géreceli oranlar1 ¢esitli peynirlerin
karakteristik  tadlarim  olusturmaktadirlar.  Ikincisi ise bireysel aroma
karigimlaridir. Birevsel aroma maddelerinin baslicalari ise esterler, laktonlar,
terpenler, pirazinler, aldehitler gibi kimyasal yapilar1 kesin tespit edilebilen ve
herhangibirinin kendisine ©6zgii karakteristik ozelligi bulunan bilesiklerdir.

Uretimleri de c¢esitli biyokatalistlerden yararlanarak spesifik biyoddniisiim



sistemleri ile gerceklestirmektedir. Bu olusum mekanizmalari; Biyosentez, direkt
enzimatik, dolayli enzimatik ve pirolik sistemler olarak bildirilmistir. Bu
sistemlerden bir veya birka¢inin kullanilmasi miimkiin olabilmektedir [3,18,19].

Son zamanlarda bitkisel kaynaklardan dogal aroma maddelerinin
iiretiminde, daha ekonomik olmasi nedeniyle mikrobiyel ve enzimatik yontemler
~ kullanilmaya baglanmigtir [12,15,16].

Mikrobiyal sentezle iretilebilecek katki maddelerinin hemen hemen
smirsiz olmasina karsin, bu alandaki teknik uygulamalar olduke¢a kisitli olup,
giiniimiizde ticari ag¢idan 6nem tasiyanlar sadece bazi amino ve organik asitlerdir

[4,5].
1.2. BIYOLOJIK TUREVLERIN ELDE EDILMESI

Biyolojik  tlirevlerin  elde  edilmesi  ¢esitli  yOntemler ile
saglanabilmektedir.

Mikrobiyal  transformasyon; Uygun bir besi  ortaminda
mikroorganizmalarin gelistirildigi ve daha sonra ortama bir baslangic maddesinin
ilave edilerek biyodoéniistimlerin saglandigi reaksiyonlardir. En kolay ve yaygin
olarak kullanilan bir yéntemdir [20,21].

Prekiirsorler tarafindan yonlendirilmis biyosentez; Biyosentetik
prekiirsorlerin analoglari besi ortamina eklenerek sekonder metabolitler elde‘
edilmektedir. Penisilin ve antibiyotiklerin endiistriyel iiretiminde kullanilan bu
yontemin uygulanabilmesi i¢in organizmanin iyl tanlglmam ve biyosentezin her
asamasinin iyi bilinmesi gerekmektedir [20,21].

Enzimatik olmayan biyotransformasyon; Sekonder metabolitlerin
olusumunda, enzimlerin rol almadigi biyosentetik basamaklardir. Bu
reaksiyonlarda 1s1, 151k gibi fiziksel etkenler veya kimyasal maddeler katalizor
gorevini gérmektedir [21].

Metabolik manipiilasyon; Sicaklik ve pH degisimi, kiiltlir ortamina
farkli kimyasal maddelerin ildvesi, ¢alkalama hizi ve sekli gibi kiiltiir sartlarinin
belli parametrelerinin degistirilmesi ile reaksiyon lriinlerinin degisip, farkl

maddelerin olusumunu saglayan yontemdir [21,22].



Enzim inhibisyonu; Biyosentetik reaksiyonlarda biiylimekte olan hiicre
kiiltlirtine spesifik bir enzim inhibit6rii ildve edilmesidir. Reaksiyonun bloke
edilmesi ve boylece farkli tirtinler elde edilmesidir [21,22].

Mutasentez; Kimyasal bir madde veya U.V. radyasyonu ile biyosentetik
reaksiyonlarin mutasentezi sonucu enzimlerin daha once spesifik 6zellikteki
maddeler yerine farklt maddeleri olusturmasi saglanir [19,20].

Genetik Miihendisligi; Genetik manipiilasyonlar sonucu biyosentetik
yollarin degisimi saglanarak yeni tirtinlerin elde edilmesidir. Son yillarda hibrit

antibiyotiklerin tiretimi bu yolla saglanmaktadir [21,22].

1.3. BIYOTRANSFORMASYON

Mikroorganizmalar veya enzimler tarafindan katalizlenen kimyasal
dontistimlere  mikrobiyal transformasyonlar  (biyotransformasyonlar) —ad:
verilmektedir. Biyotransformasyon, canli organizma veya enzimlerin katalizor
olarak kullamilmasiyla, kimyasal doéntsiimlerin gerceklestirilmesi ve vyararli
irlinlerin elde edilmesi olup biyoteknoloji ¢alismalarinin  da temelini
olusturmaktadir [19,20,21].

Gida, ila¢ ve koku alanlarinda biyotransformasyon calismalart hizli bir
artis gostermektedir. Ayrica  enddistriyel atik maddelerin geri kazanilmasi gibi

alanlarda da kullanim olanaklar1 bulunabilmektedir [20].

Cizelge 1.2. Biyotransformasyon amagli, aroma eldesinde kullanildn mikroorganizmalardan
bazilar1 [8,9].

Mikroorganizma Kimyasal Ad: Tat ve lezzetin titrii
Ceratocytis sp.ve Leuconostoc ceromans | Sitranellol Meyvemsi tat
Streptococcus lactis Diasetil Tereyagi lezzeti
Sporobolomyces odorum Gama delakton Seftali lezzeti
Ceratocystis moniliformis 3-Metilbutil asetat Muz lezzeti
Pseudomonas sp. Yag asidi esterleri Meyve lezzeti

Lentinus lepideus ve Bacillus subtilis Seskiterpenler Meyve lezzeti
Trichoderma viride 6-Pentil-2-piren Hindistan cevizi lezzeti
Corynobacterium glutaenicum Tetrametil pirazin Findik lezzeti




Biyotransformasyon yontemleri kullanarak mikroorganizmalar yardimi
ile meyve lezzeti, hindistan cevizi lezzeti gibi bir ¢ok tat ve aroma maddesi elde
edilmektedir (Cizelge 1.2) [8,9,20]. Bu tad ve lezzetlerin elde edilmesinde
kullanilan biyotransformasyon yontemlerinde alkoller, asitler, sekerler, amino
asitler, doymamis yag asitleri, terpenler gibi ¢esitli baslangic maddeleri

kullamilmaktadir (Cizelge 1.3) [8].

Cizelge 1.3. Biyotransformasyonda kullanilan bazi baslangi¢ maddeleri ve tiriinler [8]

Uriinler Baslangic Materyali | Ajanlar
Esterler: Alkoller+ asitler Enzim: Lipaz
Sekerler+ amino Strainler: Bakteriler ( Pseudomonas, Streptococcus,
asitler (malt) Laktobacillus)
Laktonlar Doymamis yag asitleri | Strains:  Mayalar  (Candida,  Saccharomyces,
Tyromyces).
Fungi: (Cladosporium, Polyporus, Poria,
Trichoderma)
Terpenik alkoller: | Terpenler, Strains:Mayalar: (Kluyveromyces),
Sekerler+ amino Bakteri: (Pseudomonas),
asitler Fungi:  (Ceratocystium,  Lentinus,  Penicillium,
Phellinus, Pleurotus, Trametes, Aspergillus)
Pirazinler: Amino asitler Strains:  Bakteriler:  Bacillus, Corynebacterium,
Pseudomonas)
Alkol, aldehit ve | Sekerler, Direkt Fermentasyon.
asitler: Amino asitler, Enzim: (Kloroperoksidaz)
Alkoller

1.3.1 BIYOKATALIZORLER

Biyotransformasyon reaksiyonlarinda, mikroorganizmalar, canli bitkiler,
bitki doku ve kiltiirleri, canli hayvanlar, hayvan doku ve kiiltiirleri, insan
metabolizmas: gibi biitiin hiicre sistemleri ve enzimler biyokatalizdr olarak rol
almaktadir [20,22].

Biyotransformasyonda mikroorganizmalarin, bitki hiicrelerine nazaran
belirgin isttinliikleri bulunmaktadir. Mikroorganizmalarin ¢ogalmas: 20-40
dakika kadar siirerken, bitki hiicreleri 20-300 saat kadar siirebilmektedir. Bu
durum biyotransformasyon zamanini uzatmaktadir. Mikroorganizmalar ile yapilan
biyotransformasyonlarin verimi ¢ok yiiksektir. Biyotransformasyonda fare,
tavsan, rat ve solucan gibi canli hayvanlar kullanilabilmektedir. Bitki hiicrelerinin

kullaniminda meydana gelen olumsuzluklar, hayvan hiicreleri iginde séz konusu

olmaktadir. Bazi reaksiyonlarin kullamiminda enzimlerin ¢ok 1yl sonug




verebilmesi ve bir¢ok kez kullanilabilir olmasi gibi nedenlerle son yillarda

izerinde 6nemle durulan konularin basinda gelmektedir [19,22,23,24].

1.3.2 BIYOTRANSFORMASYONDA REAKSIYON TIPLERI.

Biyotransformasyon

islemlerinde, mikroorganizmalarin

meydana

getirdikleri reaksiyonlar su sekilde siralanmaktadir (Cizelge 1.4) [19,22,23,24].

1. Oksidasyon (Hidroksilasyon, Epoksidasyon, Dehidrojenasyon, Baeyer' Villiger

Oksidasyonu, Kismi oksidatif degradasyon),

2. Rediiksiyon (Ketonlarin, Aldehitlerin, Karboksilik asitlerin, Hetero atomlarin

indirgenmesi, Cifte baglarin hidrojenasyonu),

3. Hidrolitik Reaksiyonlar (Esterlerin, C-N ve epoksitlerin hidrolizi, C=C

baglanma su girisi, N-demetilasyon),

4, Katiim ve Kondensasyon (Ester ve amit baglarmin olusumu, Asikloin

kondensasyonu, C=C baglanma amonyak ilavesi, kupling reaksiyonlar1),

5. Izomerizasyon,

6. Yeni C-C baglarinin olusumu,

7. Yeni hetero atomlarin ildvesi.

Cizelge 1.4. Biyotransformasyon yapan mikroorganizmalarin, reaksiyon 6zellikleri [22].

Prokaryotlar: -

Bacillus Hidroksilasyon, dioller, razematlarin reztiliisyonu
Cornynebacterium Hidroksilasyon

Mycobacterium Oksidasyon, razematlarin reziiliisyonu
Pseudomonas Oksidatif pargalanmanin tiim gesitleri

Streptomyces Hidroksilasyon, epoksidasyon, siklizasyon
Mayalar:

Candida, Hansenula Razematlarin reziilisyonu, stereoselektif rediiksiyon,
Rhodutorula C-C baglarinmn formasyonu

Saccharomyces

Yiiksek Fungi

Absidia

Alginomonas
Aspergillus

Botrytis cinerea
Chaetomium
CladosporiumDiplodia
Fusarium

Razematlarin reziiltisyonu, hidroksilasyon
Razematlarm reziiliisyonu, hidroksilasyon
Oksidatif pargalanmanm tiim ¢esitleri
Oksidatif pathwayler

Dioller

Hidroksilasyon, epoksidasyon, dioller
Hidratasyon

Gibberella Razematlarn reziiliisyonu, hidroksilasyon
Mucor Epoksidasyon, redoks reaksiyonlari
Penicillium Epoksidasyon, hidroksilasyon

Anadoiu Ymversites
Markez Kiltliphane



1.3.3. BIYOTRANSFORMASYON TEKNIKLERI

Biiyiiyen Hiicreler ile Biyotransformasyon; Mikroorganizmalar icin en
uygun besiortami tespit edildikten sonra mikroorganizma bu ortamda gelistirilir.
Daha sonra ortama biyotransformasyona ugratilacak madde ilave edilir
[20,23,24].

Stasyoner Hiicreler ile Biyotransformasyon; Bu yontemde
mikroorganizmanin gelistirilmesi ve biyotransformasyon ayri ayri yapilmaktadir.
Mikroorganizmalar uygun besi ortaminda tUretilmekte ve uygun teknikler
kullanilarak  ortamdan uzaklastirilmaktadir. Biyotransformasyon sirasinda
ortamdaki hiicre sayis1 sabit tutulabilmektedir [20,23,24].

Sporlar  ile  Biyotransformasyon ; Biyotransformasyonda
mikroorganizmalarin sporlarindan yararlanilmaktadir. Uygun besiortamlarinda
gelistirilen mikroorganizmalar misellerinden ayrilmakta ve sporlar muhafaza
edilmektedir. Biyotransformasyon islemi swrasinda kullanilan sporlar defalarca
kullanilabilmektedir [20,23,24].

Immobilize Hiicreler ile Biyotransformasyon; Mikroorganizmalar
poliakrilamid, kappa;karragenan, alginat, selliloz, nisasta gibi ortamlarda
immobilize hale getirilir. Immobilize hiicreler istenildigi anda ortamdan
uzaklastirilabilir ve yeniden kullanilabilir [20,23,24].

Serbest ve Immobilize Enzimler ile Biyotransformasyon; Enzimler
pahali maddeler oldugundan, serbest enzimlerin yerine immobilize enzimlerde
kullanilabilmektedir. Enzimler saf halde kullamldiklarinda ortamda istenmeyen
maddeler olugsmamas: nedeniyle son yillarda tercih edilen bir yontemdir

[20,23,24].
1.4. DOGAL KOKU VE TAT MADDELERI

"Dogal Koku ve Tat Maddeleri" nin tammi Amerikan Federal Ila¢ ve
Gida Idaresi (FDA) y&netmeliklerine gore; ugucu yag, oleorezin, esans veya
ekstre, hidrolize protein, gida degerinden ¢ok gidalarda koku ve tat fonksiyonu
olan kavrulmus, 1sitilmis, enzimatik faaliyet sonucu elde edilmis veya tiiretilmis
baharat, meyve, meyve suyu, yenilebilir mantar/maya, ot, kabuk, tomurcuk, kok,

yaprak veya benzer bir bitkisel materyal, et, deniz {iriinii, kiimes hayvani,
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yumurta, siit tiriinii veya bunlarin fermantasyon iriinleri olarak verilmektedir
[20,26].

Bu tanim hayvansal ve bitkisel {iirlinlerin yaninda enzimatik ve
fermantasyon {iriinlerini de kapsamaktadir. Bir bilesigin dogal kabul edilebilmesi
icin dogal bir baglanglc;' maddesinden iiretilmesi ve tiretimde hi¢bir sentetik
maddenin rol almams olmasi gerekir. Dolayisiyla kimyasal reaksiyonla elde
edilen madde dogal olarak nitelendirilemezken, biyotransformasyon ile elde
edilen madde yoénetmeliklere gbre dogal olarak kabul edilebilir. Sentezler ile elde
edilen trtinler ise "suni tatlandiricilar" olarak adlandirilmaktadir. Bu uygulama
benzer bir sekilde Avrupa da kabul gérmektedir. Ancak ayni tanmim bitkisel doku
hiicreleriyle yapilan biyotransformasyon ve {riinleri i¢in hentiz tam olarak acik
degildir [21,25,26].

Tat ve lezzet maddeleri gida katki maddelerinin miktar olarak % 10-15
ini ve parasal deger olarak ta % 25 ini olusturmaktadir. Tat ve lezzet maddeleri
Diinya ticaretinde yilda % 30’ lara varan bir artis gostermektedir. Yirmibirinci
yiizyilda  tat ve lezzet maddelerinin hizli bir gsekilde artis gosterecegi
bildirilmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda 5000 ile 10000 arasinda tat ve
lezzet maddesinin  bulundugu ve Dbunlardan sadece 4300’ tanesini
tanimlanabildigi bildirilmistir [26,27].

Dogal iirtinlere olan asir1 talepten dolayi, dogal iiriin olarak tad ve lezzet
bilesiklerinin biyotransformasyon ile tiretilmesi, son yillarda arastirmalarin
yogunlastigi alanlardan olmustur . Aroma biyoteknolojisi adi altinda yeni bir
terim ve arastirma alani geligmistir. Hentiz verimler ve lriin ¢esitleri istenen
boyutlara ulagmamistir, ancak vanilin gibi ekonomik degeri yiiksek iiriinler
izerinde optimizasyon ¢aligmalari ve bir ¢ok terpenik madde ile de arastirmalar
stirmektedir [28].

Flavour ifadesi; Bir maddenin kokusu yaninda, tadi ve tekstiirel yapisini
da kavramaktadir (Sekil 1.1). Burun ile algilanan koku, dil ile algilanan tat
(tatlilik, acilik, keskin tad, tuzluluk, eksi, v.b.) ve dokunma duyusu olan deri ile

algilanan tekstiirel yapilarin bir biittintidiir [9,29,30].
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FLAVOUR

(TAD VE KOKU
.
MADDELERI) —_—>

Aroma: koku alma gici ile algilanan ugueu
yaglar v.b

Agiz ile algilanan:

Tekstis klik ve diger Ugucu olama}{ap yaglar,orga}nik asitler,
© sﬁuzri,k::l:afakltérler & sekerler, karboksilik asitler, proteinler, alkoller,

acihik ve tuzluluk gibi hisleri veren maddeler.

Sekil 1.1. Flavour ifadesinin ana hatlar [9].

Bitkiler besin &geleri olmalari yaninda flavour maddesi olarakta
kullanilmaktadir. Bazi bitkiler ise ¢ok iyi aroma verme 6zelligindedir. Bitkilerde
bulunan tad ve lezzet maddeleri hem ugucu hemde ugucu olmayan &zellikte,
duyusal &zellikte, flavor profillerini i¢ine almaktadir. Aci, tatli, gibi duyusal
Ozellikteki olgularin siddet ve kalitesi bitkinin tlir ve &zelliklerine gore
degismektedir. Bu tad ve aroma 6zelliklerini ifade etmek tanimlamak ve siddetini
ifade etmek oldukc¢a giictiir. Etki 6zelliklerine gore tad ve aroma maddelerini
simiflamak miimkiindtir. Uygun fiziksel, enzimatik veya mikrobiyolojik
yontemlerle bitkisel veya hayvansal kaynaklardan elde‘ edilen , aroma 6zelligi
tastyan maddelere dogal aroma vericiler, kimyasal yollarla sentezlenen veya izole
edilen, kimyasal yap1 olarak dogal aromalar ile ayn: olan maddelere dogala 6zdes
aroma vericiler, kimyasal yollarla sentezlenen ancak kimyasal yapisi dogal
aromalardan farkli olan maddelere yapay aroma vericiler adi verilmektedir
[31,32].

Aroma maddesi hayvansal kaynakli ise hangi hayvana ait oldugu {iretici
tarafindan belgelenmek zorundadir. Tiirk Gida Kodeksi’ nde aroma maddesinin
etiketinde "dogal" ifadesi veya ayni anlama gelen bir baska ifade, aroma maddesi
biinyesinde sadece dogal aroma vericiler ve/veya aroma karisimlarini igeriyorsa
kullamlabilecegi bildirilmistir. Dogal bir aroma maddesinin adt “Dogal Cilek

Aromasi1” ifadesinde oldugu gibi bir gidda maddesine veya bir aroma kaynagina
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referans olusturuyorsa, bu aromanin tamaminin uygun fiziksel, enzimatik veya

mikrobiyolojik yollarla bu gidadan veya kaynaktan elde edilmesi zorunludur. Aksi

durumda “dogal” ifadesi kullanilamaz, ifadesi yer almaktadir [33].

Yapilarindaki kimyasallarin  6zellikleri bakimindan tad ve aroma
maddeleri, bir baslangic maddesi yardimiyla, ¢evresel etkiler ile beraber, bitki
yapisinda fiziksel, kimyasal ve biyolojik doniisiim i¢inde bulunmaktadir. Tad ve
aroma olusumu bitkinin yetisme kosullarina bagh olarak gelismektedir. Uriintin
islenmesi sirasin da bu maddelerin korunmasi istenmektedir. Bu arada bazi
maddelerin tad ve aromalar: istenmeyen oOzellikler de olabilmektedir. Tad ve
lezzet maddelerinin organik yapilar1 incelendiginde; terpen, oksijene edilmis

terpenik bilesikler, benzen ve tlirevi maddelerden olustugu gorilmektedir [34,35].

1.4.1. NANE (Mentha)

Mentha tirii ve varyetesinin vapraklari, taze veya kurutulmus olarak
baharat seklinde tiiketilmekte ve ugucu yag iretiminde kullanilmaktadir. Nane
vanilya ve turunggillerden sonra, diinyada en ¢ok kullanilan aroma kaynagidir.
Nane bitkisinde, ¢evre faktorleri, yetistirme ve hasat gibi pek¢ok etken nedeniyle,
renk, goriints, koku, lezzet, ugucu yag verimi ve bilesimi, ayni tiir veya varyete
icin de bile olduk¢a biiyiik farklilik gosterebilmektedir. Kullanilan  bitkiler
tilkeden iilkeye, bolgeden bolgeye degismektedir. Mentha piperita L.(Bahge
Nanesi, Biberi nane,Tibbi Nane, Peppermint, M. Aquatica L. lle M. Spicata L:’
nin melezi), Mentha spicata L. (Yesil Nane, Sivri Nane, Kivircik Nane, Basak
Nane, Rumi Nane, Spearmint), Mentha arvensis L. (Tarla Nanesi, Corn Mint,
Fielt Mint ), Mentha pulegium L. (Yarpuz, Filiskin, Habak, European
Pennyroyal ), Mentha aquatica 1. (Su Nanesi), Mentha longifolia L. Huds. (
Tiylli Nane, Uzun Nane), Mentha rotundifolia L. (Kiit Nane): ( M.suaveolens
Ehrh., Apple Mint) en yaygin olarak bulunanlardir. Mentha’ nin  baslica
bilesenleri, terpenik bilesenlerden mentol, menton, limonen, mentil asetat,
piperiton, pulegon ve karvondur. Bu bilesenlerin oranlar tiir 6zelliklerine gore

degismektedir [5,35].
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1.4.2. TERPENLER
Terpenler; ugucu yaglarin en 6nemli bilesik grubunu olusturmaktadir.
(CsHg)n formiiliine uyan bu hidrokarbonlardan “terpen” (CjoHj¢), iki izopren

113

(CsHs) molekiliintin birlesmesiyle olusmustur ve “ monoterpen” olarak da
bilinmektedir. Buna goére; CjsHys “seskiterpen”, CyoHs "‘diterpen”,
CsoHyg triterpen” ve (CjoHje) “politerpen” adimm almaktadir. Ucgucu yaglarda
monoterpenler ile bazi seskiterpen bilesikleri bulunmaktadir. Digerleri ise ugucu

olmadiklar i¢in, ugucu yaga gegememektedirler (Sekil 1.2) [5,36].

CH CH3
’ | H,
CH 2 C /CH ~ 7~ C N
Nen CHZ/ \(I;H CHIZ/ CIH (|3H2
l |
CH C—CH
c CH CH HCx MH ~ 3
SN Sen” CH™ ~c
CH3 CH 2 I l H
CH CH
0N
CHy”  CH, CHjy CHj
izopren dipenten kadinen
(Hemiterpen) (monoterpen) (seskiterpen)

Sekil 1.2. Ugucu yagin bilesiminde bulunan bazit maddeler [5,36,37].

Terpen hidrokarbonlar ugucu yaglarda 6nemli miktarlardaysa da, koku
Ozellikleri zayiftir. Bu bilesikler genellikle kolay ugucudurlar. Ugucu yag
sogutuldugunda sivi halde kalirlar. Hava ile tefmasta kolayca polimerize
olmaktadirlar [5,36,37].

Monoterpenler, asiklik (alifatik), monosiklik ve bisiklik yapida
olabilirler. Asiklik (alifatik) monoterpenler {i¢ ¢ift bag icermektedirler (Sekil 1.3).
Asiklik monoterpenlerin alkol, ester veya aldehit grubu tasiyan oksijenli tiirevleri

bulunmaktadir (Sekil 1.4.) [5,36,37].
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2 &

Mirsen Osimen

Sekil 1.3. Asiklik (alifatik) monoterpenler [5,36,37]

OH -CO-CH 5
| o
CH,OH l CHO

Sitronello] Linalol Linalil asetat Sitral (neral)

Sekil 1.4. Asiklik monoterpenlerin alkol, ester veya aldehit grubu tastyan oksijenli tiirevleri

monoterpenler (5,36,37).

Monosiklik monoterpenlerde iki c¢ift bag bulunmaktadir (Sekil 1.5).
Monosiklik monoterpenlerin oksijenli tiirevleri alkol, ester, keton, epoksit ve

peroksit grubu tasiyabilmektedirler (Sekil 1.6). [5,36,3.7].

R

Limonen Terpinolen alfa-terpinolen beta terpinolen gama terpinolen

Sekil 1.5. Monosiklik Monoterpenler [5,36,37]
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sNelegoNa

Mentol Mentil asetat Karvon Okalipto! Askaridol
Sekil 1.6. Monosiklik monoterpenlerin oksijenli, alkol, ester, keton, epoksit, ve peroksif grubu
tiirevleri [5,36,37]
Bisiklik monoterpenler bir cift bag icerirler (Sekil 1.7). Bisiklik

monoterpenlerin alkol,ester,veya ketonlu tiirevleri bulunmaktadir (Sekil 1.8)

[5,36,37].

Sobdde

Sabinen Karen Alfa-pinen Beta-pinen Kamfen

Sekil 1.7. Bisiklik monoterpenler [5,36,37]

Kafur

Sabinol sabinol asetat

Sekill.8. Bisiklik monoterpenlerden alkol, ester ve ketonlu tiirevleri [5,39,40]
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alfa-bizabolen alfa-simen

Sekill.9. Baz1 seskiterpenler [5,36,37]

Seskiterpenler, asiklik, = monosiklik  ve  bisiklik yapida
olabilmektedirler. Seskiterpenlerin oksijenli tlirevleri (alkol ve keton) yaygin
olarak bulunmaktadir. Bunlar: Farnesol, Zingiberol, Kadino{, Turmeron, Alfa-
iyonon ve o-Iron’ dur (Sekil 1.9) [5,36,37].

Anizol, anefol, timol gibi bazi aromatik maddeler ugucu yaglarin tad ve
koku ac¢isindan ¢ok dnemli, belirgin fizyolojik 6zelliklere sahip bilesenleridir. Bu
aromatik maddeler, terpenler gibi dogrudan bitki metabolizmasiyla ilgili

biyokimyasal reaksiyonlar sonucu olugmus bilesenlerdir (Sekil 1.10) [5,36,37]

5 &

OCH3
Anizol Anetol Timol

Sekil 1.10. Ucucu yaglarda bulunan aromatik maddelerden bazilari [5,36,37]



1.4.3. MENTOL

L-mentol (1-Metil-4 izopropil siklohegzan-3-ol), CjoH20O molekiil
yapisina sahip, monoterpen yapisinda olan parfiim ve gida sanayiinde kullanilan
organik bir maddedir (Cizelge 1.5). Mentol 6zellikle nane yaginda bulunan kristal
alkol, keskin koku ve serinletici 6zelliktedir (Sekil 1.11). Tad ve lezzet maddesi
olarak titketici begenisi bulunan mentolin kulamm alanlart giderek artmaktadir
[40]. Adams ve arkadaslar1 tarafindan yapilan agiklamalara gore; Mentoliin
1982 yilinda yillik kullanim hacmi 44.440 kg iken, 1987 yilinda 54.400 kg. olarak
belirlenmistir. Mentoliin monosiklik monoterpenler icinde kullanim oraminin en
yitksek oldugu ¢izelge 1.6 ° de goriilmektedir. Mentol nane bitkisinden ve sentetik

olarak tiretilebilmektedir [26,38,41].

Sekil 1.11. Mentol (1-Metil-4 izopropil siklohegzan-3-ol )’ tin molekiil yapis

»~

Cizelge 1.5. Mentolin fiziksel ve kimyasal baz1 6zellikleri [41,42]

Uriin ad: Mentol
Diger adi 1-Metil-4 izoprobil siklohegzan-3-ol
Formiilii CioHa00
Molekiil agirhig: 156.27
Cozunurligh Alkolde ¢6ziiniir
Erime noktas1 42-44 derece
Optik rotasyon derecesi -49, -50°
Ugucu olmayan madde % 0.05
Saflik derecesi Mentol % 99.7 den fazla
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Tablol1.6. Substutie monosiklik mentol tiirevlerinin kullanim oranlar [26].

o - - < o 24
> o o =< 2 Z -
ag S .8 w3 |53% |ELEE2 |E-
ol - - SC0 1520 |22 |<2g%5lEzZ
z| 2% i DEZ |2EZ |B<dn |[2RZ2z=|EZ
== o =9 =9 <38 |[E2R%37|2°
2 2 TE 382 5T
1 | Mentol (2665) 89-78-1 44.400 | 54.400 2300 At 4
2 | d-neo-Mentol (2666) | 20752-34-5 0.1 140 595 + ' —
3 | Menton (2667) 89-80-5 7530 13.300 70 +++ 8
4 | DL-izo-Menton 491-07-6 19 0.5 600 + >10.000
(3460)
5 | Mentil asetat (2668) | 16409-45-3 | 2180 2940 55 + 5
6 |Mentil 1izo valerat| 16409-46-4 140 03 25 + >1.000
(2669)
7 {1-Mentil laktat (3748) | 59259-38-0 --- 0.5 800 - -
8 | p-Ment-1-en-3-ol 491-04-3 0.1 <0.01 15 + >10.000
(3179)
9 | d-Piperiton (2910) 6091-50-5 5 50 40 -+ >10
10 | 3-1-Mentoksipropan- | 87061-04-9 | 2150 - 4000 - -
1,2-diol (3784)

! FEMA: Maddenin GRAS listesindeki genel numaras:
% CAS NO: Chemical Abstract Search

1.4.3.1. Mentoliin Mentha sp. den Elde Edilmesi

Mentol, Mentha sp. den li¢ farkli yontemle elde edilmektedir.

Su destilasyonu: Bu yontemde bitki materyali yavas hareket eden bir
karistiric1 ile donatilmis ¢ift cidarli bir imbige doldurulmakta, tizerine su
konularak kaynama noktasina getirilmektedir. Tiim ugucu yaglar ayrilincaya kadar
damitmaya boylece devam edilmekte ve yogunlagan su stirekli olarak imbige geri
dénmektedir [43,44].

Su ve buhar destilasyonu: Bu yontemde bitki materyali buhar borulart
vasitasl ile kaynama noktasina getirilen suyun hemen {iist kismina yerlestirilmis bir
1zgaraya yliklenmektedir. Bu teknik yesil yaprakli materyalin (nane)
damitilmasinda biiytik 6l¢iide kullanilmaktadir [43,44].

Bular destilasyonu : Bu yontemde bitki materyali, buharin tabandan

puskirtildigi uygun bir imbige yerlestirilmektedir. Kondens suyunun yeniden
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dolagimin saglamak i¢in yeniden kaynatma iinitesi imbige monte edilmektedir.
Imbik gévdesinin sekli, besleme materyalinin dogasina baglidir. Ornegin ABD’
nin, bat1 eyaletlerinin ¢ogunda nanenin damitilmasi,dogrudan tarlalardan yiiklenen
kamyonlarin arka kisminda yapilan imbikler i¢inde yliriitiilmektedir. Bu
kamyonlar dogrudan bir imbik sistemi bulunan merkezlere gotiiriilmektedir. Statik
buhar imbikleri uzun olmakta ve genellikle homojen bir yiiklemenin saglanmasi
amaciyla bir 1zgara ile icten bolimlendirilmektedir. Bu islemde temizleme,

6giitme, doldurma ve bosaltma gibi bazi &n ¢alismalar yapilmaktadir [43,44].

1.4.3.2. Mentoliin Sentetik Yolla Uretilmesi:

Mentoliin sentetik olarak tretilmesinde gida sanayiinde en ¢ok timol
kullamlmaktadir (Sekil 1.12). Timol tarafindan katalitik hidrojenasyon sonucu
mentol enantiyomerleri  elde edilmektedir. Bu enantiyomer maddelerden,
distilasyon, rezuliisyon, hidroliz gibi islemler sonunda teknolojik Gneme sahip

L-Mentol elde edilebilmektedir [45].

Propilen H2
mm———————-- ——
Al katalizor
OH OH
m-Krosel

Timol Mentol Izomerleri 1)Distilasyon

2)Benzoat ile resdlusyon

3)didroliz

seengl)]

N

OH H OH OH

rekristalizasy on

Saf Uriin L-mentol D-Mentol

Sekil 1.12. Timol’ den L-Mentol’ un sentetik olarak sentez [45]
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1.4.3.3. Mentoliin, Biyotransformasyon ile Elde Edilmesi

Dogal olarak kabul edilen biyotransformasyon triinleri arasinda mentol
ve tirevlerinin elde edilmesinin 6nemli oldugu bildirilmigtir [46]. Mentoliin
biyolojik transformasyonu igin bir cok calismalar yapilmistir. Pseudomonas
putida ve Rhodotorula minuta ile yapilan ¢aligmalarda saflik derecesi ¢ok
yiiksek olan triinler elde edilmistir. Biyotransformasyon asamalarinin 6zeti sekil

1.13" de verilmisgtir [46].

il

mikroorganizma

— K
0—C——CHs ; Io—c—CHs
0 0

I-Mentol

d,l-mentil asetat d-Mentil asetat

Sekil 1.13. Mentil asetat’ i L-Mentol’ e biyolojik dontiisiimii [46]

Dogal L-mentol Mentha sp. den ve nane yafinin kristalizasyonundan
cesitli yollarla elde edilebilmektedir. Benzoik asidin par¢calanmast ile rasemik d-1-
mentol c¢esitli asamalardan gegerek olusturulabilir. Bazi mikroorganizmalar
yardimiyla d,l-mentil asetat dan, l-mentol elde edilebilmektedir. Bu olusumun

saglanabilmesi, ekonomik agidanda ¢ok 6nemlidir (Sekil 1.14) [46].

Hs
Hy Ha
OH
CHO

Penicillium digitatum
Pulegol
‘—

Hs
) MENTOL
Sitronellal
on

izopulagol

L J—

OH

Sekil 1.14. Sitranollol © dan mentolun biyotransformasyonu [48].



22

Babicka ve arkadaglar1 Sekil 1.15° de gosterildigi gibi Penicillium
digitatum ile sitronellol un siklizasyonu sonucunda pulegol, izoplegol elde
etmislerdir. Arastirmacilar reaksiyonun devaminda ise % 95 verimle mentole

doniistim saglandigini bildirmiglerdir [48,52,53].

Rhodotorula mucilaginosa nin besiortaminda biyotransformasyonunda
24 saat inkiibasyonu sonucunda % 4.4 oraninda saf (-)-mentol, % 3 oraninda
mentil asetat elde edildigi bildirilmistir [46]. Fukui ve arkadaglari tarafindan
yapilan bir calismada ise Rhodotorula minuta uygun besi ortaminda gelistirilmis,
baslangic materyali olarak D,L-Mentil siiksinat kullanilarak hazirlanan besi

ortamindan % 71 oraninda L-Mentol elde edilmistir (Sekil 1.15) [48,46].

CH, CH4 CH,
7 i
5 _! e coon Rhodotorula minz{tg OH * O—C— g__ S— COOH
Hy M /\ N 2 M2
HaC CH, HsC CH4 HC CHj
D,L-mentil siiksinat L-mentol D-mentil siiksinat

Sekil 1.15. D-L-Mentil siiksinat tan L-Mentol’ iin biyotransformasyonu [48].

1.4.4. MENTON

Menton, monoterpen yapisina sahip orgapik bir molekiildir. Nane
yaglarinda  tiir  Ozelliklerine  gore  farklh  oranlarda  bulunmaktadir.
Biyotransformasyonda genellikle ara bilesik olarak olusmaktadir. Menton geranil
difosfattan enzimatik yolla mentol elde edilmesinde, 7. Basamakta elde
edilmektedir (Sekil 1.16). Bu basamaktan sonra mentol ve neomentol
olusmaktadir. Mentonun ekonomik degerinin fazla olmamasina ragmen, mentoliin

Onemi daha fazladir. Tiirkiye’ de yetisen nane tiirlerinde menton oraninin olduk¢a

fazla oldugu bilinmektedir [5].



izopentil difosfat

Sekil 1.16.

(+)-izomenton (+)-pulegon

(i————»g "
-
; %,
H o] : oh : ///oh

X P X

(-)- menton (-)-mentol

/\/\OPP - = \ OPP

1
l dimetilallil difosfat
OPP

A

Geranil pirofosfat

3 4
—_—————_——~ ., —_—
"o 0

23

(-)-izopiperitonenon

-J-Limonen -)-trans-izopiperitonal
¥ pIp

G

(+)-cis~izopulegon

e

(+)-Neomentol

Nanede Monoterpenlerin Biyosentez Asamalari: Grenil difosfat sentetaz (1), (4S)-(-)-

limonen sentaz (2), Sitokrom P450 (-)-limonen -3- hidroksilaz (3),

(-)-trans-

izopiperitenol dehidrogenaz (4), (-)-izopiperitenon rediiktaz (5), (+)- cis-izopulegon

izomeraz (6), (+)-pulegon rediiktaz (7) ve (-)-menton rediktaz (8) [39].
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1.4.5. LIMONEN

Limonen (4-izopropil-1-metil-siklohegzan), monosiklik monoterpen
yapisinda olup ¢ok yaygin bulunan bir monoterpen maddedir. Cok sayida bitkiden
elde edilebilir. Limonen turunggillerden elde edilen ugucu yaglarin en biiyiik
bilesenidir. Limonen, mentol ve karvon yapisindaki aroma, lezzet ve tad veren bir
maddedir [53,55].

Limonenin biyotransformasyonunda monoterpen yapisina sahip olan
maddelerin olusumunda asagidaki maddelerin meydana geldigi gdzlenmistir:
-Alillik oksidasyon tarafindan cis ve trans karveollerin olusumu.

-Metil stibstlitiisyon ile perilla maddelerinin olusumunun oksidasyonu
-A 8,9-¢ift bag1 dan alfa-terpineoliin rediiktif epoksidasyonu
-Cift bagl bilesiklerden olusan diollerin epoksidasyonu [53,55].

Limonen
4-izopropenil- 1 - metilsiklohegzan

Sekil 1.17. Limonen’ in organik ydpisi

Dhavlikar ve arkadaglar1 limoneni baslangic materyali olarak kullanan
300 iin Gstlinde mikroorganizmanin oldugunu bildirmistir (Sekil 1.18) [58].

Diplodia gossypina ATCC 10936 ve Corynespora cassicola DSM
62475’ nin kullanildig1 biyotransformasyonlarda limonen baslangi¢ materyalinden

(1R,2R,4S)-8-p-Menten-1,2-diol olustugu bildirilmistir (Sekil 1.18) [48].
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_____ P o H
Dipladia gossypina ATCC 10936
Cornynespora cacsiicala DSM 62475
OH OH H
..... DM 0 e OH
Diplodia gossypina ATCC 10936
Cormymespora cacsiicola DSM 62475 ~
Ho0H
. e .--OH
Diplodia gassypina ATCC 10936 N
Cornynespora cacsiicola DSM 62475

OH

(S)<-}-Limonen

alfa terpinen

guma-terpinen

Diplodia gossypina ATCC 10936
+

Corynespora cacsiicola DSM 62475

(R)-(+)-Limonen (18,2R4R}-8-p-Menten- 1, 2-dio}

Sekil 1.18. Limonen’ in biyotransformasyonu [48].

HoOH OOH
Nocardinsp.M 137 .
17721 160 . & ng . 8oy
gumaslerpinen
OOH
Pseodommus § 449 86
s0pn 19g
prsimen proumik uxit

Cladosporium spec,

OH

(+)-(R)-Limonen (+)-4(R)-alfa-terpinent

Sekil 1.19. Limonen’ in Cladosporium tarafindan biyotransformasyonu [56].
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(5 Penicillium digitatum (5
OH

+)-Li
(+)-Limonen Alfa-terpineol

Sekil 1.20. Penicillium digitatum tarafindan limonen in biyotransformasyonu [56].

Penicillium digitatum ile limonen baglangic maddesinden % 46 saflikta

alfa terpineol elde edilmistir ( Sekil 1.20) [56].

_-OH
OH
Corynespora cassiicola

(R)-(+)-Limonen (18,'S,4R)-p-Ment-8-en-1,2-diol

Sekil 1.21. Corynespora cassiicola tarafindan (R)-(+) limonen in biyotransformasyonu [56].

(5 Corynespora cassiicola
1

(S)-(-)-Limonen (1R2R,48)-p-Ment-8-en-1,2-diol

Sekil 1.22. Corynespora cassiicola tarafindan (S)-(-) limonen in biyotransformasyonu [56].

Limonenin baslangic materyali olarak kullanildig1 biyotransformasyon
reaksiyonlar: ile bir cok metabolit elde edilebilmistir. Limonenin mikrobiyal

transformasyonu hakkinda bugiine kadar  bes degisik yol bildirilmistir
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(Sekil 1.23). Pseudomonas putida, Penicillium digitatum, Yarrow lipolitica 1 nolu
yolu izleyerek limonenden 3-izopropenil-pimelil-CoA ya, Aspergillus cellulose 2
nolu  yolu izleyerek limoneni, karvon ve dihidroksikarvona indirgedigi,
Rhodococcus erytropolis’ in 3 nolu yolu izleyerek 3-izopropenil-6-okzo
heptanol-CoA ya indirgedigi ve Aspergillus cellulase ise 4 nolu yolu izleyerek
limoneni izopiperitona indirgedigi bildirilmistir.
| Limonenin Pseudomonas sp. ve Aspergillus niger ile meydana gelen
biyotransformasyonlarinda yiiksek substrat ucuculugu ve toksisitenin Oniine
gecilebildigi bildirilmistir. [33].
Chaetomium sp tarafindan limonenin biyotransformasyonunda (6S)- ve
(6R)-karveol olusmaktadir. Aspergillus cellulosae limoneni karbon kaynagi olarak
kullanarak izopiperiton, cis-karveol, ve peril alkol olusturmaktadir. Cizelge 1.7°

de Basidiomycetes lerin (+) limonenden karveoliin izomerlerini biyotransforme

etme oranlar1 verilmistir [33,56].

Cizelge 1.7. Basidiomycetes ler tarafindan saf limonenin biyotransformasyouunda karveoliin
izomerlerinin olusumu [33].

Species/Substrat Uriin
(+)-limonen (+)-cis-karveol | (-)-cis-karveol | (+)-trans-karveol | (+)-trans-karveol
Ganoderma applanatum 354 18.4 258 203
Marasmius alliaceus 223 29 30 18.6
Pleurotus sapidus 10.5 23.2 . 36.4 29.9
(-)-limonen (+)-cis-karveol | (-)-cis-karveol | (+)-trans-karveol | (+)-trans-karveol
G.applanatum 11.7 17.3 33.6 38.6
M alliaceus 15.3 21.8 273 335
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2 MATERYAL VE METOD

2.1.MATERYAL

2.1.1. STANDART MADDELER

Cizelge 2.1° de standart olarak kullamlan maddeler ve temin. edildigi

yerler verilmistir.

Cizelge 2.1. Kullanilan baslangi¢c maddeleri ve temin edildikleri yerler.

No Isim Markasi

1 (+)-Menthol™* 63658-Fluka
2 (-)-Menthol"** M-2258-Sigma
3 Neo menthol”? 63658-Fluka
4 (-)-Linalool 6139-Fluka
5 Limonene'? 18,316-4-Sigma
6 Isomentho!™” 63658-Fluka
7 (+)-Menthofurane? 63661-Fluka
8 (-)-Menthone™? 82569-Fluka
9 (+)-Menthone'* 63675-Fluka
10 Neo Menthone'”’ 63675-Fluka
11 Iso menthone'” 63675-Fluka
12 Menthyl acetate™” 45985-Fluka
13 Piperitone’ 0 |-

14 Mentha piperita' ugucu yagi | ----- e

15 Mentha arvensis' ugucu yagl | —--mmmmev

16 Mentha speciate' ugucu yagi | ---eeeemev

17 Terpinolene® 86485-Fluka
18 Terpinolene’ 86485-Fluka
19 (+)-Pulegone’ 82569-Fluka
20 (-)-Pulegone® 63675-Fluka

! : Firmenich (Firminich SA, Route Des Jeunes 1 CH_1211 GENEVE ) den temin edildi.
2: Piyasadan temin edildi
3: Mentol kristali ESSENCE NATURAL PRODUCTS(P) LTD.(Hindistan)' den temin edilmistir.



2.1.2. KULLANILAN MIKROORGANIZMALAR
Arastirmamizda kullandigimiz mikroorganizmalar; USDA United States
Department of Agriculture, Agriculturel Research Service, Midwest Area, Peoria,
Illinois (ABD)’ den temin edilmistir (Cizelge 2.2). Diger suslar ise A.U. Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Bolimii, Mikrobiyoloji Laboratuvar1 ve naneden
laboratuvarlarimizda izole edilerek kullanilmustir (Cizelge 2.3 ve 2.4.).
Cizelge 2.2. United States Department of Agriculture (USDA),

Agricultural Research Service, Midwest Area’ dan temin
edilerek kullanilan mikroorganizmalar.

NO MIKROORGANIZMALAR

1 Agrobacterium tumefaciens NRRL B-36

2 Pseudomonas citronellolis NRRL B-2504
3 Aspergillus putida NRRL 252

4 Penicillium digitatum NRRL 786

5 Diplodia gossypina NRRL 13607

6 Culvalaria lunata NRRL 25754

7 Rhodotorula minuta NRRL-Y-1589

8 Ambrosiozyma monospora NRRL Y-1484
9 Ambrosiozyma cicatricosa NRRL Y-17594

Cizelge.2.3 A.U. Biyoloji Bsliimii Mikrobiyoloji Laboratuvarindan
Temin Edilen Mikroorganizmalar.

No MIKROORGANIZMA

1 Aspergillus niger

2 Penicillium sp.
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Cizelge 2.4.  Nane bitkisinden izole elde edilen mikroorganizmalar

No MIKROORGANIZMA

Penicillium verrucosum var. cyclopium

Penicillium expensum -1

Penicillium expensum -2

Cladosporium herbarum

zolat-1

AN | R W N =

zolat-2

2.1.3. STANDART MIKROORGANIZMALARI CANLANDIRMAK ICIN
KULLANILAN BESIYERLERI

2.1.3.1. PDA Besiyeri:

PN . | SO USSP USRS 13 ¢
Maya OZUt.......ovoveeeeeeeeeeeee e, 1.5¢g
1502 120 T 2¢g

MESO ueiieiiieerieciieeie et 05¢g

Yukaridaki maddeler 1 litrelik balon icerisine alinip saf su ile 1 litreye
tamamlanarak pH asitlifi 6 olacak sekilde 0.1 N KOH ve 0.1 N HCI ile
ayarlandiktan sonra otoklavda 121 °C’ de 15 dakika steril edilmistir [28,29].

2.1.3.2. Niitrient Broth

GlKOZ. oo 25¢g
Maya OZ{tH........c..coeveveriereeereeeeee e 125¢
KHoPO s 25¢g
MESO e 05¢g

Yukaridaki maddeler 1 litrelik balon igerisine alinip saf su ile 1 litreye
tamamlanarak pH asitligi 7 olacak sekilde 0.1 N KOH ve 0.1 N HCI ile
ayarlandiktan sonra otoklavda 121 °C’ de 15 dakika steril edilmistir [56,57].
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2.1.4. BIYOTRANSFORMASYONDA KULLANILAN BESIYERLERI
2.1.4.1.Genel Besiyeri

SAKKATOZ...vecvveeveeereerieeeeeeee e 15¢g
NANO3. oottt 0.1g
KCLo ettt 0.025¢g
MESO4.7TH20.....cceieieieiceeeeereeeieeir e 0.002 g
CASO ittt 10.1g

Yukaridaki maddeler 1 litrelik balon igerisine alinip saf su ile 1 litreye
tamamlanarak pH asitligi 6 olacak sekilde 0.1 N KOH ve 0.1 N HCI ile
ayarlandiktan sonra otoklavda 121 °C’ de 15 dakika steril edilmistir [28,29,57].

2.1.4.2.Alfa-medyum Besiyeri

GlHKOZ..ove et 20g
Pepton.....ceeeiiiieieiie e S5¢g
Yeast eKStresT. o nneriinierienieieeceecrceecre e S5¢
NACL.oiie et S5¢g
NazHPO 4o S5¢g

Yukaridaki maddeler 1 litrelik balon igerisine alimip saf su ile 1 litreye
tamamlanarak pH asitligi 7 olacak sekilde 0.1 N KOH ve 0.1 N HCI ile
ayarlandiktan sonra otoklavda 121 °C’ de 15 dakika steril edilmigtir [28.,29].

2.1.4.3.Czapek Pepton Besiyeri

GHKOZ v 15¢
SaKKAIOZ. . eeveenieiieeieciee e 15¢
Pepton....cccceiiiiieee 5¢g
MgSO4.7H20 .................................................... 1 g
KCL e lg
KoHPO i lg
FeSO4.7THoO oot 001g

Yukaridaki maddeler 1 litrelik balon igerisine alinip saf su ile 1 litreye
tamamlanarak pH asitligi 7 olacak sekilde 0.1 N KOH ve 0.1 N HCI ile
ayarlandiktan sonra otoklavda 121 °C’ de 15 dakika steril edilmistir [28,29,57].



33

2.1.4.4.Giberella Iz Element Soliisyonlu Besiyeri

GIUKOZ. oottt 100 g
KH2P04 ............................................................ 2 g
MgSO4. TH20 ..t 4¢g
KCL oo 2g
GlISIN it eeeire et 4¢g
Gibberella iz element solusyonu

CONOS )2 veereenrerieieeeientee e %0.01(w/v)
FeSO47TH2O oo % 0.1
CuSO4.5H0. oo % 0.1
ZnSO4.TH2O oo % 0.161
MnSO4HO i % 0.01
Mn(NO3)2.4H20.c...coviiiicece % 0.01
DISHIE SUeuvererererireieeieeieieieeeeeeee e sieeve e 100 ml

Gibberella iz element soliisyonu’ nundan belirtilen miktarlarda alimnan
maddeler 100 ml destile su icerisine karistirlir. Bu karisimdan 4 ml alinir ve ana
besiyerindeki bilesenler ile beraber 2 litre distile su ile karistirilir. PH 6 olacak

sekilde asitligi ayarlandiktan sonra 121 °C’ de sterilize edilmistir [28,29,56].

2.1.4.5. BA1 Agar Besiyeri

SUKIOZ. ..ot 30 gr/L
AGAT it 9 gr/L
6-Benzilaminpuran.......c.ceceveeveiercneceeneneene 1 mg/L

Yukaridaki maddeler 1 litrelik balon igerisine alinip saf su ile 1 litreye
tamamlanarak pH asitligi 7 olacak sekilde 0.1 N KOH ve 0.1 N HCI ile
ayarlandiktan sonra otoklavda 121 OC> de 15 dakika steril edilmistir [28,29,56,57].



2.2. METOD

2.2.1. MIKROORGANIZMALARIN HAZIRLANMASI
2.2.1.1. Naneden Kiiflerin izolasyonu Ve Izolatlarm Tanmmlanmas:

Bilecik ilinde, nanenin yetistigi toprak, gévde ve yapraktan alinan
ornekler steril erlenmayerlerde laboratuvara getirilmis ve dilisyonlan
hazirlanmistir. Hazirlanan 107, 107, 102 liikk dilisyonlardan patates dekstroz agar
( PDA) ve malt ekstrakt agar (MEA ) besiyerlerine ekim yapilarak 25 °C de 5
glin  inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda petri kutularinda olusan

farklt koloniler ayrlarak saflastirilmig ve yatik besiyerinde buzdolabinda

saklanmigtir [58,59].

2.2.2. OPTIMUM KOSULLARIN BELIRLENMESI

Arastirmada kullandigimiz mikroorganizmalarin en iyi gelistikleri
sicaklik, zaman, pH ve besiyerleri saptanmuistir.

Optimum pH ve sicaklif1 belirlemek i¢in PDA besiyerinin pH’ s13.5, 4,
5,5.5, 6, 6.5 e ayarlanmis ve mikroorganizmalar ekilerek 20, 22, 24, 26, 28 ve
30 °C de 2- 6 giin inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresince mikroorganizmalarin gelisimi giinliik olarak
izlenmis ve her ¢alisma li¢ paralel olarak yuriitilmiistir. |

Biyotransformasyon i¢in en uygun besi ortaminin belirlenmesi amaciyla;
Genel Besiyeri, Alfa medyum Besiyeri, Czapek Pépton Besiyeri, Giberella Iz
Element Solusyonlu Besiyeri ve BA1 Besiyeri kullanilmistir. Besiortamlar 100
ml olacak sekilde 250 ml. lik erlenlere dagitilmis ve mikroorganizmalar ayri ayri

ekilerek daha 6nce saptanan optimum pH ve sicaklikta inkiibe edilmistir.

2.2.3. BIYOTRANSFORMASYON CALISMALARI

Genel Besiyeri, Alfa medyum Besiyeri, Czapek Pepton Besiyeri,
Giberella Iz Element Solusyonlu Besiyeri, BA1 besiortamlari kullanilarak 250 ml
lik erlenlere 100 ml olarak dagitilmis ve daha sonra 121 °C’ de 15 dakika steril
edilmistir. Besi ortamlar tizerine laminer flow’ da hiicre kiiltiirinden veya spor
solisyonundan 1 ml olacak sekilde ilave edilmistir. Erlenler 140 rpm de 24-26

OC’ de 2 giin siire ile inkiibe edilmistir. Bu sekilde mikroorganizma gelisimi
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saglanan erlenlere ayri ayr1 25 pl mentol, menton, limonen ve nane ugucu yaglari
ilave edilerek ayni kosullarda inkiibasyona devam edilmistir.

Erlenlerden her hafta ornek alinarak baglangic maddelerinin tiketilip,
tilketilmedigi kontrol edilmis ve azalan baglangi¢c maddesi biyotransformasyonun
basladiginin gostergesi olarak kabul edilmistir. Baslangic maddesi azaldikca
ortama ilave edilmigtir. Bu islemler 5 hafta boyunca devam etmistir.

Tiim biyotransformasyon ¢alismalarinda kontrol olarak, ayni kosullarda
hazirlanmig ve ‘saklanmis t¢ erlen kontrol olarak kullanilmistir. Kontroller;
Besiyeri, Besiyeri + baslangic maddesi, Besiyeri + mikroorganizma seklinde
yaptmistir. Bu . ¢ kontrol ile transformasyonun gergeklestirildigi besiyeri
karsilagtirilarak metabolitlerin gercek mikrobiyal transformasyon {irlinleri olup
olmadig belirlenmistir. Calismalar ikiser paraleller halinde yapilnustir. -

Biyotransformasyon isleminin sona erdigi ve doniistimlerin maksimuma
ulastigy ITK ve/veya GC sistemi ile tespit edildiginde numuneler {izerine EtOAc
ilave edilerek mikroorganizmalarin canliligina son verilmis biyotransformasyon

durdurulmus, ekstraksiyon ve izolasyon ¢alismalarina gecilmistir [56,60,61].

2.2.3.1. Metabolitlerin Ekstraksiyonu

Metabolit olusumunu izlemek amaciyla yapilan islemdir. Steril kosullar
altinda, 6nceden 3-5 ml EtOAc ilave edilmis deney tiiplerine steril uglu pipetorler
ile biyotransformasyon besi ortamindan esit miktarda aktarilmis, 1 dakika vorteks
kullanarak karistirilmustir. EtOAc® 11 iist faz, baska bir pipet ile susuz Sodyum
stlfat tan gecirilerek bir numune kabma aktarihp 40-50°C' de c¢ozicl

uzaklastirtlmistir. ITK veya GC sistemi ile kontrol edilmistir [61].



36

2.2.4. UCUCU YAG TAYINI VE ELDE EDILMES]

Yag elde edilmek iizere toplanan nane bitkisi, kurutulup, égitiildiikten
sonra , 40-50 gr 6giitiilmiis 6rnek alinip uygun hacimdeki bir balona konmustur.
Uzerine numuneyi tamamen 1slatacak kadar suyun biraz fazlasi ilave edilmistir.
Aygrt sekil 2.2.” de goriildigu gibi kurulmustur. Ugucu yagin taksimatli kismina
1 ml ksilen ilave edilmistir. Sogutucu takilip su muslugu agildiktan sonra balon
ceketli bir 1siticida 1sitilmistir. Yaklasik 6 saatlik bir damitmadan sonra, sabit bir
okuma degerine ulasildig1 zaman damitmaya son verilmistir. Taksimatli b6lmeden
okunan yag miktarindan ksilen miktar1 ¢ikarilarak hesaplama yapilmigtir [57]. Bu
islem sonucu elde edilen ugucu yag biyotransformasyonda baslangic maddesi

olarak kullanilmigtir.
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Sekil 2.1. Ugucu yag igeriginin belirlenmesinde, toplaytci bitret kismi; (A):Sudan hafif ugucu
yaglar i¢in, (B): Sudan agir ugucu yaglar igin.



Petri kutularinda
besiyerinde gelistirilm,ig
mikroorganizma

Stok kiiltiir

Sivi besiyeri

250 m!” lik
erlenmayer

Calkaiamali etliv

Baslangig mm

menton, mentol, \

limonen v.s. Uygun gelisme
gosteren
mikroorganizma ve
besiyerine baslangi¢
maddesinin ilave
edilmesi

Inkiibasyonun ardindan
metabolitlerin elde edilmesi i¢in on
hazirliklarin yapilmasi

Sml

Ekstraksiyon ve diger
tanimlama islemleri ile
metabolitlerin tanimlanmasi
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2.2.5. KOLON KROMATOGRAFiSI

1:30-50 oraninda silikajel ve hekzan ile yas olarak hazirlanmis kolon
(Sekil 2.3) igindeki silikajele emdirilerek ve/veya dogrudan uygulanmustir.
Hekzandan baglamak tizere, hekzan-dietileter,dietileter,aseton ve etilasetat ile 10

ml’ lik fraksiyonlar toplanmustir (Sekil 2.4.). Kolon son olarak Metil alkol ile
yikanmistir [62,63].

Sekil 2.4. Kolon kromatografisi yénteminin uygulanmast ve fraksiyonlarin toplanmasi

Elde edilen fraksiyonlar  rotavoporda  ugucu  maddelerden

uzaklastirildiktan sonra ITK ve GC’ de tayin edilmeye ¢aligilmistir.
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2.2.6. INCE TABAKA KROMOTOGRAFISI

5x20, 10x20 ve 20x 20 ebatlarinda laboratuvarda hazirlanmis plaklar ve
hazir plaklardan yararlanilmistir. Laboratuvarimizda hazirlanan plaklar Sekil 2.1'
de goriildiigi gibi hazirlanmistir. Sekil 2.2' de goriildiigi gibi tayin edilecek olan
madde gelistirilme tankina almmagtir. Coziicti sistemde stiriiklenen numuneler
kurutulduktan sonra UV 1sik altinda 254/364 nm dalga boylarinda incelenmistir
(Sekil 2.3-2.4). UV absorbsiyonu olmayan maddelerin belirlenmesinde renk

reaktifi olarak% 3 Vanilin - % 1 H,SO4, % 5 HoSO4 + % 1 Vanilin reaktifi + 1s1,

anisaldehit /H,SO4 + 151 veya iyot buharindan yararlanilmistir [62,63].

Sekil 2.5. Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) plakalarimn hazirlanmasi. (A), cam levhalar, (B),
silikajelin hazirlanmasi ve plakalarin iizerine dokiilmesi,(C), silikajelin plakalarda ince
bir tabaka olusturmast,(D), hazirlanan plakalarin alinarak etiivde kurutulmast.

Sekil 2.6. Elde edilen fraksiyonlarin ince Tabaka Kromatografisinde tayin edilebilmesi icin,
silikajelli tabakalara uygulanmasi ve ¢6zgen maddelerde yiritiilmesi.
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Sekil 2.7. Elde edilen metabolitlerin U.V. Isik altinda tespit edilmesi.

2.2.7. GAZ KROMATOGRAFISI:

Gaz Kromatografisi (Hewlett-Packard 6890 ), (Sekil 2.7.), innowax
FSC kolon (30m x 19091 J-413, 0.25 mikrometre film kalmliginda) ile
kullamlmigtir. Elde edilen sonuglar, Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

sonugclariyla kar§11a$t1r11m1§f1r [58,62,63].

i

PO

Sekil 2.9. Gaz Kromatografisinin Asamalart; 1.Tastyict gaz girisi, 2.Enjektor,
3.Kolon, 4. Termostat firin, 5.Dedektor, 6.Kayit, yazici

Gaz kromatografisi yonteminde kullanilan sicaklik programlarindan
bazilar sunlardir:
1.) 100 °C’de 5 dak, 200 °C’ ye 20 °C/dak, 220 °C’ de 11.5 dak.
2.) 60 °C’de 10 dak, 220 °C’ ye 4 °C /dak, 220 °C de 10 dak, 240 °C * ye 1 °C/dak
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3. BULGULAR

3.1. MIKROORGANIZMALARIN EN iYi GELISTIGI KOSULLAR

Biyotransformasyon ¢aligmalarinda en yiiksek verimi elde edebilmek igin
mikroorganizmalarin  geligebilecegi en uygun kosullar  belirlenmistir.
Mikroorganizmalarin en iyi gelistikleri sicaklik, pH ve siire ¢izelge 3.1° de
verilmigtir. Optimum pH, sicaklik ve siire mikroorganizmaya gore degisiklik
gOstermigtir. Inkitbasyon —sicaklign 24-34 °C  arasinda degismistir.
Mikroorganizmalarin en 1yi gelistikleri pH ise 5-6.5 arasinda olmustur.

Inkiibasyon siiresi ise 2-6 giin arasinda belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Biyotransformasyonda Kullanilan Mikroorganizmalarin en iyi gelistikleri ortam

kosullar1.
Mikroorganizma Ad1 Inkiibasyon ' Inkiibasyon | Ortam Asitligi
zamam (Giin) | sicaklig (°C) {pH)

Agrobacterium tumefaciens NRRL B-36 2 30 6
Ambrosiozyma cicatricosa NRRL Y-17594 4 24 5
Ambrosiozyma monospora NRRL Y-1484 5 25 6
Aspergillus niger 3 28 6
Aspergillus sydowii NRRL 252 4 24 6
Cladoporium herbarum 6 26 6
Culvalaria lunata NRRL 25754 4 . 24 6
Diplodia gossypina NRRL 13607 5 24 5
Penicillium digitatum NRRL 786 4 24 6
Penicillium expensum-1 5 25 6
Penicillium expensum-2 4 24 6
Penicillium sp. 4 26 5.5
Penicillium verrucosum var cyclopium 5 25 5
Pseudomonas citronellolis NRRL B-2504 2 34 6.5
Rhodotorula minuta NRRL-Y-1589 4 24 6
Torulaspora delbrueckii NRRL Y-866 3 28 6
Izolat-1 4 28 6
Izolat-2 5 24 6
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Segilen mikroorganizmalarin biyotransformasyon ortamlarindaki gelisme

durumlan da farkliik gostermistir. Biyotransformasyon ortanu olarak bes farkh

besiyeri kullanmilmistir.

Mikroorganizmalarin bu besiyerlerindeki

durumlar birbirleri ile kargilastirilarak kaydedilmistir (Cizelge 3.2).

gelisme

Agrobacterium tumefaciens NRRL B-36 ile Izolat 3, a- medyum besi

ortaminda ve BA-1 besi ortaminda Izolat 1 ise sadece BA-1 besi ortaminda

gelisememistir. Diger mikroorganizmalar ise besiyerlerinde az veya ¢ok gelisme

gostermislerdir.

Cizelge 3.2. Biyotransformasyonda Kullanilan Mikroorganizmalar ile Besiyerlerinin Arasmdaki

Gelisim liskisi

KULLANILAN BESIYERLER]
NO ‘ ‘KULLANILAN voe= B o g o =
MIKROORGANIZMALAR % % S g); % S _5% :ﬁ; %
S2Z|g*% |3 |f2 |2
1 Agrobacterium tumefaciens NRRL B-36 + ++ ++++ - -
2 Ambrosiozyma cicatricosa NRRL Y-17594 +++ +++ +++ -+ —
3 Ambrosiozyma monospora NRRL Y-1484 ++++ +++ ++ ++++ +
|4 Aspergillus niger o IS (RIS [ ++
5 Aspergillus sydowii NRRL 252 ++++ +++ ++ At ++
6 Cladosporium herbarum +++ 4+ -+ ot ++
7 Culvalaria lunata NRRL 25754 +4++ ++ + ottt 4
8 Diplodia gossypina NRRL 13607 et -t ++ -+ ++
9 Penicillium digitatum NRRL 786 -+ |+ ++ 4+ ++
10 Penicillium expensum-1 ++ ++ + ++ ++
11 Penicillium expensum-2 +++ +++ +++ +++ ++
12 Penicillium verrucosum var. cyclopium +++ ++t++ + - -
13 Penicillium sp. +++ o+ +++ - +
14 Pseudomonas citronellolis NRRL B-2504 + + ++++ + ++
15 Rhodotorula minuta NRRL-Y-1589 ++++ ++ + RIFRIEER +
16 Torulaspora delbrueckii NRRL Y-866 ++ -+ - ++ ++
17 Izolat-1 + ++ ++ ot -
18 Izolat-2 4+ + + ot +—+
DEGERLENDIRME
- :Cok iyi gelisme + :Diisiik derecede gelisme
s :yi gelisme - - :Geligme yok
- :Orta diizeyde gelisme
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3.2. BIYOTRANSFORMASYON YAPAN MIKROORGANIZMALAR

Segilen mikroorganizmalarin baglangi¢ materyali olarak menton, mentol,
limonen ve nane yaglarinin kullamldigi ortamlarda biyotransformasyon yapip
yapmadiklar gaz kromatografisi ile izlenmistir. Yapilan ¢aligmalarin sonuglari
cizelge 3.3” de verilmigtir.

Cizelge 3.3. Biyotransformasyon ¢alismalarinda kullanilan mikroorganizmalar ve
biyotransformasyon yapip, yapmadig1.

KULLANILAN MIKROORGANIZMALAR: BIYOTRANSFORMASYONUN OLUP
OLMADIGI
=~
=
2o
2z 3
58 |5 2
Z = 1Y
Z = = Z 2z
@) Z. o = bl
= o) B SRS = :
Z = < z Z
= £ = <2 1< R
= = = 28 |2 &
Agrobacterium tumefaciens NRRL B-36 - + - - -

Ambrosiozyma cicatricosa NRRL Y-17594 + - -

1
1

Ambrosiozyma monospora NRRL Y-1484 - - -
Aspergillus sydowii NRRL 252 - - - - -

Culvalaria lunata NRRL 25754 - + - - -
Diplodia gossypina NRRL 13607 - + + - -
Penicillium digitatum NRRL 786 - + + - -
Pseudomonas citronellolis NRRL B-2504 - - - - -
Rhodotorula minuta NRRL-Y-1589 - - - - - -

Torulaspora delbrueckii NRRL Y-866 - - - - -

Penicilliunm sp. - + + - -
Aspergillus niger + - - - -
[zolat-1 - - - - -
izolat-2 - - - - _
Penicillium:verrucosu var. cyclopium - + - - -

Penicillium expensum-1 - - - - -

Penicillium expensum-2 + + + - -

Cladosporium herbarum - + - - -
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Cizelge 3.4. Biyotransformasyonda metabolitlerin elde edildikleri haftalar.

< ||« | < |«
. . EE|E|EE
MIKROORGANIZMA < | < | {<|<
== |2 |5 |3
— (o] 2] hn w
Agrobacterium tumefaciens NRRL B-36 2
Ambrosiozyma cicatricosa NRRL Y-17594 1
Ambrosiozyma monospora NRRL Y-1484
Aspergillus niger 1
Aspergillus sydowii NRRL 252
Cladosporium herbarum 2
Culvalaria lunata NRRL 25754 2
Diplodia gossypina NRRL 13607 2,3
Penicillium digitatum NRRL 786 312
Penicillium expensum-1
Penicillium expensum-2 1 312
Penicillium verrucosu var. cyclopiuin 2 2
Penicillivnm sp. 23
Pseudomonas citronellolis NRRL B-2504
Rhodotorula minuta NRRL-Y-1589
Torulaspora delbrueckii NRRL Y-866
[zolat-1
izolat-2

1. Baglangig Maddesinin Menton Oldugu Durumda Biyotransformasyon Sirasinda Metabolit Eldesi
2. Baglangi¢ Maddesinin limonen Oldugu Durumda Biyotransformasyon Sirasinda Metabolit Eldesi
3. Baslangig Maddesinin Mentol Oldugu Durumda Biyotransformasyon Sirasinda Metabolit Eldesi

Biyotransformasyon calismalarinda  kullandigimiz 18 adet
mikroor:ganizmadan 10 tanesi biyotransformasyon yapmistir. Agrobacterium
tumefaciens NRRL, B-36, Culvalaria lunata NRRL 25754, Diplodia gossypina
NRRL 13607, Penicillium digitatum NRRL 786, Penicillium sp, Izolat 3,3,6
Limoneni baslangi¢ materyali olarak kullannuslardir.

Ambrosiozyma cicatricosa NRRL Y-17594, Aspergillus niger ve Izolat 5,
baslangi¢c maddesi olarak mentonu kullanmiglardir.

Diplodia gossypina NRRL 13607, Penicillium digitatum NRRL 786,
Penicillium sp. ve Penicillium expensum-2 baglangic maddesi olarak mentolii

kullanmiglardr.
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Nane yéglarmda ise mikroorganizmalarin higbiri ile biyotransformasyon
elde edilememistir.

Agrobacterium tumefaciens NRRL B-36 limonen: birinci haftada
biyotransformasyona ugratilirken, Izolat 3 ve 6 ikinci haftada, Diplodia
gossypina, Peniéz’llium sp., tarafindan t¢linct haftada, Culvalaria lunata NRRL
25754, Penicillium digitatum NRRL 786 ve izolat 5 ise dordiincii haftada
biyotransformasYona ugratmistir.

Mentonu biyotransformasyona ugratan mikroorganizmalar birinci haftada
biyotransformasyona ugratmislardir.

Mentolii baslangi¢ maddesi olarak kullanan mikroorganizmalardan elde

edilen metabolitler {iglincii haftada elde edilmislerdir (Cizelge 3.4).

33.INCE  TABAKA  KROMATOGRAFISINDE = KULLANILAN
COZUCULER VE ORANLARI

Biyotransformasyon  isleminin  durdurulmasi  sonucunda  kolon
kromatografisinde elde edilen metabolitler Ince Tabaka Kromatografisinde
tanimlanmaya ¢aligilmistir. Bu islem igin ¢ok farkl: ¢oziicliler denenmistir. Sonug

almabilen ¢oziicli ve oranlarindan bazilari ¢izelge 3.5 ¢ de verilmistir.

Cizelge 3.5. ITK’ da kullanilan ¢dziiciiler ve kullanim oranlari

No Coziiciiler A Oranlan
1 | Hekzan/Etil asetat 12/1
2 | Hekzan/Etil asetat 8/1
3 | Hekzan/Etil asetat/su 8/i/1
4 | Hekzan/Etil asetat/su 4/1/1
5 | Hegzan/aseton 2/1
6 | Hekzan/Dietileter 10/1
7 | Petrol eter/Etil asetat 4/1
8 | Petrol eter/Etil asetat 2/3
9 | Petrol eter/Etil asetat /1
10 | Petrol eter/Etil asetat 3/7
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3.4. MENTONUN BIYOTRANSFORMASYONU

Menton’ un biyotransformasyonu i¢in yapilan ¢aligmalarda 18
mikroorganizma kullanilmigtir. Biyotransformasyonda baslangi¢ maddesi olarak
kullamlan mentonun miktar1 her erlenmayer i¢in 25 pl dir. Bu
mikroorganizmaiardan Ambrosiozyma cicatricosa NRRL-Y 17594, Aspergillus
niger ve Izolat 5 biyotransformasyon yapabildigi gdzlenmistir. Bu maddelerden
mentol ve mentofuran ITK ve GC ile tamimlanabilmistir.

Cizelge 3.6’ da , menton un biyotransformasyon ¢alismalar1 sonunda
elde edilebilen metabolitler ve tayin yontemleri verilmistir.

Cizelge 3.6. Menton un biyotransformasyon iglemi sonuglari

KULLANILAN MIKROORGANIZMA METABOLIT TAYIN SEKLI
Ambrosiozyma cicatricosa NRRL-Y 17594 M, iTK, GC
Aspergillus niger MENTOFURAN, M, ITK, GC
Fzolat 5 MENTOL ITK, GC
100 -
| .5

e M

0 ISR VRIS | '4,‘\_,-1

12.0

Sekil 3.1.Biyotransformasyonda kullanilan standart maddelerden bazilarinin pik degerleri
2. Limonen, 3. Linalol, 4. Menton, 5. Mentol




0 he - e = e = e
I

i
12.0

I 71 N

I 1
18

Sekil 3.2. Mentondan elde edilen mentofuranin pik goriintimii

3.5. LIMONEN’ IN BIYOTRANSFORM

ASYONU
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Limonen’ in biyotransformasyonunda kullanilan 18 mikroorganizmanin

6 adetinin biyotransformasyon yaptigi bulunmustur. Bu metabolitlerin higbiri

tanimlanamamustir.

Tablo 3.7 Limonenin biyotransformasyon islemleri sonuglari

MiKRbORGANiZMA METABOLIT TAYIN
YONTEMI

Agrobacterium tumefaciens NRRL B-36 M;, ITK,GC
Culvalaria lunata NRRL 25754 M, ITK,GC
Diplodia gossypina NRRL 13607 M; ITK,GC
Penicillium digitatum NRRL 786 M, ITK,GC
Penicilliunm sp M-, Mg ITK,GC
Penicillivm verrucosu var. cyclopium Mo ITK,GC

3.6. MENTOL’ UN BIYOTRANSFORMASYONU

Mentol’ iin baslangic maddesi olarak kullanildigi biyotransformasyon

calismalarinda kullanilan 18 mikroorganizimanin 2 tanesinin biyotransformasyon

yaptigi bulunmustur. Bu doért adet mikroorganizmadan 2 adet metabolit elde

edilmistir.



Tablo 3.8.Mentoliin biyotransformasyon islemleri sonuglar:
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MIKROORGANIZMA METABOLIT TAYIN YONTEMI
Diplodia gossypina NRRL 13607 M, ITK,GC
Penicillium digitatum NRRL 786 My, ITK,GC

1 -
100 -
M35
M4 M7
i M9
Ml
-
. M6 M8
B M2
i M3
0 X A‘!L.-. S

I 1
12.0

3.7. 6-BENZILAMIN PURAN

‘ 18.0
Sekil 3.3. Biyotransformasyon sonucunda elde edilen metabolitlerin pik dzellikleri

iCEREN BESIYERI (BAl)
KULLANILDIGI BIYOTRANSFORMASYONU

Yapilan bu ¢alismalarda hi¢bir metabolit elde edilememistir.

NIN

3.8. NANE YAGLARININ KULLANILDIGI BESI ORTAMLARINDA

BIYOTRANSFORMASYONU

Yapilan bu ¢alismalarda hi¢bir metabolit elde edilememistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Biyoteknolojik yontemler, geleneksel ekstraksiyon yontemleriyle elde
edilen bitkisel materyallere kargt bircok avantajlara sahiptir. Yiiksek verim,
yiksek saflik, ve yiiksek giivenirlik diizeyi bu avantajlardan bazilaridir. Dogal
cesni maddelerinden en 6nemlileri, ucucu yaglar ve oleoresinlerdir. Ekstraksiyon,
destilasyon veya mekanik presyon ile dogrudan bitkilerden izole edilen ugucu
yaglar ¢ok eskiden beri kullamlmaktadir. Tad ve lezzet maddelerinin igerisinde
badem, anason, tar¢in, limon, vanilya ekonomik degeri en yiiksek olanlardir [9,
12, 59].

Mikrobiyal transformasyon ¢ok hizli bir gelisim i¢indedir. Ancak; gida
katki maddelerinin tretiminde heniiz yeterli bir biiylime yoktur. 2000° Ii yillarda
ozellikle tad ve koku maddelerinin ¢ok hizli bir sekilde biiyiiyecegi
bildirilmektedir [7, 9, 12, 59]. Monoterpenler bol miktarda ve ucuz olarak
bulundugu icin szellikle koku ve aroma maddelerinin sentezlerinde tercih edilen
baslangic maddeleridir [7, 9, 15, 59]..

Biyotransformasyon c¢alismalart giliniimiizde giderek 6nem tagimaktadir.
Bu konuda tilkemizde yapilan ¢alismalar hi¢ yok denecek kadar azdir.

Caligmalarimizda seg¢ilen baslangic maddelerini  biyotransformasyona
ugratan  mikroorganizmalar  belirlenmeye calistimigtir.  Secilen 18
mikroorganizmadan 10 tanesinin biyotransformasyon yaptigt belirlenmistir. Nane
bitkisinin yetistigi topraktan ve bitkiden izole edilen izolat Penicillium
verrucosum var. cyclopium, baslangic maddesi limonen oldugunda, Penicillium
expensum-2 ise baslangic maddesi menton, limonen ve mentol oldugunda
biyotransformasyon yapmuistir.

USDA kiiltiir kolleksiyonundan temin ettiimiz mikroorganizmalarin
hepsi daha  6nce  biyotransformasyon calismalarinda  kullamlmis
mikroorganizmalardan seg¢ilmigtir. Yapilan ¢esitli calismalarda farkh
mikroorganizmalarin, farkli baslangic materyallerini  biyotransformasyona
ugrattigum ortaya koymustur. Bu konuda ilk patent limonenden karvon elde
edilmesinde Corynebacteria cinsine ait mikroorganizmalara aittir. Daha sonra

monoterpenlerin  biyotransformasyonda Pseudomonas, Bacillus, Rhizopus,
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Trichoderma ve Candida cinslerine ait mikroorganizmalarin rol aldig: bildirilmis
ve patentleri ahnrrhs’ur [7,9, 15, 24, 59].

Spencer Vé arkadaglarlart [53], Agrobacterium tumefaciens kullanilarak
mentha tiirlerinden elde edilen yaglarda, invitro ortamlarda monoterpenlerin
biyosentezini, ge‘rgeklestirmislerdir. Mikroorganizmanin gelistigi en uygun
besiyerinde, inokulum gelistirilmis ve inkiibasyonun 22. ve 44. giinlerinde
biyotransformasyon {irlinlerinin maksimum tireme gosterdigi bildirilmistir.
Mentol iiretiminin en yiiksek oldugu zaman araligi ise 15. giin olarak tespit
edilmigtir [53,60] Bizim ¢aligmamizda kullandifimiz Agrobacterium
tumefaciens NRRL B-36 nin biyotransformasyon yaptig1 tespit edilmistir. 4.
tumefaciens NRRL B-36 tarafindan limonden ikinci haftada M; metaboliti elde
edilmistir.

Hanssen ve arkadaglar1 Ambrossiozyme cicatricosa CBS 6158 in ¢esitli
baslangic materyallerini ~ kullanarak ~ monoterpenleri  sentezleyebildigini
bildirmiglerdir [53]. Calismanizda Ambrossiozyme cicatricosa NRRL Y- 17594
mentonu baglangic maddesi olarak kullanmis ve ticlincii haftada Mj metabolit elde
edilmistir.

Hanssen ve  arkadaglart  tarafindan  yapilan = ¢alismalarda
biyotransformasyonda  kullanilan  mikroorganizmalardan, Ambrossiozynie
monospora CBS 2554 ve Aspergillus sydowii’ monoterpenlerin elde edilmesinde
kullanilabilecegi | bildirilmislerdir  [53].  Ancak - bizim kullandigimiz
mikroorganizmalar Ambrossiozyme monospora NRRL Y-1484 ve Aspergillus
sydowii NRRL 252 Dbiyotransformasyon yapamamugstir. Kullandigimiz
mikroorganizmamn biyotransformasyon yapabilecegi sicaklik, zaman, pH ve
besiortami gibi kosullarin saglanmasi durumunda biyotransformasyon yapmast
beklenebilir. Ancak bazi durumlarda ortam kosullari tam olarak saglansa dahi
kullanilan xnikaOI'ganizma susunun farkli olmasi durumunda
biyotransformasyonun gerceklesmedigi bildirilmistir [23,26],

Abraham wve arkadaslarinin yaptigi c¢alismalarda Diplodia gossypina
ATCC 10936, kullanarak asiklik monoterpenlerin, terminal izopropenil gruplar
ile (S)-2,3-dillidf0—2,3- diollere doniistiirdiigti bildirmektedirler. Ayrica D.

gossypina  L-Menthenin oksidasyonu ile 1,2-dihidro-1,2 trans diollere
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donistiirebilmekte ve asiklik izoprenoid maddelerin biyotransformasyonunu
meydana getirmektedir [53], Kieslich ve arkadaslar ise D, gossypina nin limonen,
o-terpinen, Y-terpinen, (R)-(+)-limonen, (R)-(-)-a-fenilandreni
biyotransformasyona ugrattigi bildirilmistir [48]. Calismamizda kullandigimiz
Diplodia gossypina NRRL 13607, limonen ve mentolli biyotransformasyona
ugratmistir. Ms ve Mo metabolitleri ticlincti haftada elde edilmistir. Ancak bu
metabolitlerde tarafimizdan tanimlanamamigtir [53].

Penicillium digitatum hakkinda ¢ok sayida calisma yapilmistir ve
biyotransformasyonda ¢ok basanli sonuglar alindig: bildirilmistir [26,53].
Kieslich ve arkadaslar tarafindan, Penicillium digitatum ile Sitranelloldan ¢nce
pulegon ve izopulegon elde edilmistir. Biyotransformasyonui: devaminda % 95
saflikta mentol elde edilebildikleri agiklanmistir[23]. Abraham ve arkadaglar ise
Penicillium digitatum’ un uygun besiortamlarinda, baslangic maddesi olarak (+)-
Limoneni kullanarak o-terpineoliin elde edildigini bildirmislerdir [53].
Calismamizda kullandigimiz Penicillium digitatum NRRIL 786 limonen ve
mentolil baglangic 1iladdesi olarak kullanabilmistir. Inkiibasyon siiresinin {i¢iincii
ve dordiincii haftalarinda Mg ve My; metabolitleri elde edilmistir.

Fuganti vez arkadaglar1 tarafindan yapilan calismalarda Rhodotorula
minuta monoterpen alkollerden timolii baslangic maddesi olarak kullanarak (-)-
mentol elde edilebilecegini bildirilmistir [23]. Bizim ¢alismamizda Rhodotorula
minuta NRRL Y-1589 kullamldigi ve bu mikroorganizmanin kullandigimiz
kosullarda biyotransformasyon yapmadigi ortaya ¢ikmustir. Yine P.citronellosis
NRRL B-2504, T orillaspora delbruechhii NRRL Y-866, Penicillium expensum-1,
ve Izolat 1 ile Izolat 2 nin kullanildigy biyotransformasyon ¢alismalarinda da
herhangibir  metabolit elde edilememistir.  Bu  mikroorganizmalarin
biyotransformasyon = yapmamasinin  nedeni  baglangic  maddesinin  ve
biyotransformasyon kosullarinin uygun olmamas: olabilir. Benzer olarak yapilan
caligmalarda biyotransformasyon kosullarinin mikroorganizmaya gore yeniden
diizenlenmesi ve baslangic maddesinin degistirilmesi durumunda kullamlan
mikroorganizma ile metabolit elde edilmesinin miimkiin olacagr bildirilmektedir

[52].
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Baslangi¢ materyali olarak menton kullamldifinda Aspergillus niger ile
mentofuran ve M, kodlu metabolit elde edilmistir. Nane bitkisinin yetistigi
topraktan ve bitki aksamindan izole edilen ve Penicillium expensum-2 olarak
isimlendirdigimiz mikroorganizma ile mentole déniistim saglanmigtir,

L—mentlol', sekerlemelerden, tibbi tiriinlere kadar ¢esiili alanlarda yaygin
olarak kullanilan monoterpen yapisina sahip organik bir maddedir. Uriinlere nane
tadr verir Qe sefinletici 6zelligi bulunmaktadir. Nane bitkisinde yag -olusumu,
ciceklenme baglénglg donemi ile tamamen cigeklenme arasindadir. Bu sirada
sadece L-mentolﬁn az bir miktar1 (%40), L-mentole ¢evrilirken, bliyitk bir kismi
ticari degeri disiik olan diger triinlere doniismektedir. L-mentoliin bitkiden en
yiksek seviyede ekstrakte edilerek daha sonra Pseudomonas putida gibi
mikroorganizmaiar1n dehidrogenaz aktivitesi yoluyla L-mentole
dontistiiriilebilecegi 5ne stirtilmiistiir [25,26].

Mentol farkli baslangic maddelerinden de biyotransformasyonla elde
edilmigtir. Sitranellol dan P. digitatum ile mentol elde edildigi bildirilmistir [25].
Mentondan mentol ve neomentoliin ayrilmasina sebep olan enzim (-)-mentol
rediiktaz enzimi' olarak bildirilmistir [53]. Sonu¢ olarak Izolat 5 bu enzimi
salgilayan bir mikroorganizma olabilir. Yine bizim yaptigimiz c¢aligmada (-)-
menton kullanilmistir. (+)-menton kullandigimiz ortam kosullarinda ise bu
doniistime rastlanamamigtir [50].

Menton‘ baslangic maddesi olarak kullanildigi biyotransformasyon
calismalarinda Aspergillus niger ile mentofuran elde edilmistir. Mentofuran ara
bir bilesik olmakla beraber sentetik olarak elde edilmis bir bilesik olarak
kullanilmaktadir.

Cahg,maﬁnzda kullamilan mikroorganizmalar daha Once daha &nce
biyotransformasyon c¢alismalarinda kullanimis olmasina karsin  mentoliin
biyotransformasybnunda ilk kez denenmistir.

Baslanglg materyali olarak limonen kullanildiginda A.tumefaciens,
C.lunata, D. Gossypina, P.digitatum, Penicillium sp., Penicillium verrucosum var.
Cyclopium, Penicillium expensum-2 ve Cladosporium herbarum kullanilarak
yapilan c;ahsmalafda sirasiyla, Ms, My, Ms, Mg, M7, Mg, Mo, My, My; kodlu

metabolitler elde edilmistir. Penicillium sp ile My ve Mg kodlu iki metabolit elde
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edilmistir.  Bu metabolitler kullandigimiz yontemler ile saptanamamustir.
Cahsmalarlmlzdé kullandigimiz  yontemler metabolitlerin tanimlanmasinda
olduk¢a yetersiz kalmistir. Metabolitlerin daha saglikli tespiti igin kiitle
spektroskopisi ve NMR teknigi gibi tekniklerin kullanilabilmesi gerekmektedir.
Headspace SPME (Kati faz mikroekstraksiyonu) nun iyi sonu¢ verdigi
bildirilmistir. Limonenin biyotransformasyonu hakkinda gok sayida calisma
yaptlmistir [25, j50, 51]. Metabolit elde ettigimiz calismalarda alfa. medyum
besiyerlerinde iyi sonuglar alinmustir. Kullanilan mikroorganizma diger besi
yerlerinde daha iyi gelismesine ragmen, metabolit elde edilememistir. Bu ytizden
calismalarda gelisme olan biitiin besiortamlar: kullanilmaisgtir.

Turner ve arkadaslari nane yagindan monoterpenlerin biyosentezi
calismasinda reaksiyonun 7. asamasinda (+)- pulegondan, pulegon rediiktaz
enzimi ile (-)- menton elde etmislerdir. Reaksiyonlarin devaminda (-)-mentondan,
menton rediiktaz énzimi ile (-)-mentol ve (+)-neomentol elde edildigi bildirilmistir
[39]. Yine Bouwmeester ve arkadaglarmin yaptiklarr bir  ¢aligmada,
biyotransforrnasybn da baslangi¢c maddesi olarak karbonhidratlar kullanildiginda,
izopentil difosfat (IPP), geranil difosfat (GPP)’ den (+)- Limonen sentetaz enzimi
ile limonen ve son olarak (+)-karvonun enzimatik biyotransformasyonla elde
edilmesinin gok; daha kolay oldugu bildirilmistir [53]. Bu caligmalarda
biyotransformasyon islemi mikroorganizmalar ile deil, enzimler ile
gergeklestirilmistir. Enzimler ile yapilan biyotransformasyon ¢alismalarinin daha
basarilt sonuglar \}erdigi bildirilmektedir. Bu yiizden gerek mikroorganizmalar ile,
gerekse enzimler ile meydana gelen biyotransformasyon caligmalarinda en iyi
sonug veren yontemin kullanilmasina ihtiya¢ oldugu bildirilmistir. Ayrica
antimikrobiyal etkinin mikroorganizmalarin gelisimine etki etmesi yiiziinden
s6zkonusu islem asamalarinda herhangi bir sonug¢ elde edilememistir. Ornegin
nanenin bilesiminde bulunan mentolin antimikrobiyal &zelligi oldugu
bilinmektedir [41].

Mikroorganizmalarm antimikrobiyal ozellikleri hakkinda yapilan
calismalarda bazi metabolitlerin, bu dzellikten dolay: olusumunun engellendigi

belirtilmistir. Bu sebeple biyotransformasyonda baslangic materyali ve beklenen
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biyotransformasyon iiriinlerinin 6zelliklerinin 1iyi bilinmesi ve antimikrobiyal
etkinin izlenmesi gerekmektedir [1,26,60].

Sonu¢ olarak, mikroorganizmalar tarafindan bu doniisimin saglanmis
olmas1 gelecek i¢in timit vadetmektedir. Clinkii Mentha piperita gibi bazi nane
tiirlerinde menton orami diger tiirlere gbére daha fazla, mentol orami daha azdir.
Bitkiden elde edilen mentonun donitisiimiiniin saglanmasi ekonomik olarak daha
fazla mentoliin gida, ilag ve koku sanayilerine kazandirilmasi séz konusudur.
Ayrica bu konuda calismalarin gelistirilmesi yeni tad ve koku maddelerinin

gelistirilmesine yardimect olacaktur.
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