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Gıda Maddelerine çeşitli fonksiyonel özelliklerini modifiye etmek ve raf 

ömürlerini arttırmak için çeşitli gıda katkı maddeleri kullanılmaktadır. 

Uçucu yağlarda katkı maddesi olarak çeşitli gıdalara konulmaktadır. 

Son yıllarda tüketicilerin doğal ürünlere olan talebi giderek 

artmaktadır. Biyoteknolojik yöntemlerden olan biyotransformasyon ile elde 

edilen ürünlerde doğal olarak kabul edilmektedir. Günümüzde bakteri, 

maya ve küflerin kullanıldığı biyotransformasyon işlemlerinde elde edilen 

maddelerin insan sağlığına zarar vermediği bilinmekt.f:dir. Bu yüzden 

biyotransformasyon ile pek çok gıda katkı maddesinin üretimi sağlanabilir. 

Ancak Türkiye' de bu konuda yapılan çalışmalar yeterli düzeyde değildir. 

Bu çalışmada öncelikle, başlangıç maddesi menton, mentol, limonen ve 

nane yağları olan ortamlarda mikroorganizmalar ile biyotransformasyon 

işlemi gerçekleştirilmeye çalışılmıştır. 

Biyotransformasyon işleminde 18 mikroorganizmadan 10 tanesinin 

biyotransformasyon yaptığı saptanmıştır. Bu mikroorganizmalar ile elde 

edilen ürünlerden M 1 ve M2 metabolitleri elde edilmiştir. Ancak bu 

metabolider tanımlanamamıştır. Aspergillus niger tarafından mentondan 

mentofuı·an elde edilmiştir. İzolat S ile mentondan mentol elde edilebilmiştir. 

Uçucu yağiann kullanıldığı biyotransformasyon çalışmalarında sonuç 

alınamamıştır. 

Anahtar Kelimeler: Biyotransformasyon, terpen, uçucu yağ, aroma, mentol .. 
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Various additives are used in food substances iıı order to modify 

their functional properties and to make them long lived. Volatile oils are also 

used as additives in various food substances. 

In rcccnt ye~~·s, the demand of consumers for natur::!.! 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 }hat 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 us ing 

microorganisms and it is determined that ten microorganisms out of eighteen 

did biotransformation. M1-Mıı 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, terpcne, volatile oils, flavour, menthol 
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ı GİRİŞ 

Mikroorganizmalar veya enzimler tarafından katalizlenen kimyasal 

dönüşümlere biyotransformasyonlar adı verilmektedir. Biyotransformasyon, canlı 

organızma veya enzimierin katalizör olarak kullanılmasıyla, kimyasal 

dönüşümlerin gerçekleştirilmesi ve yararlı ürünlerin elde edilmesi olup 

biyoteknoloji çalışmalarının da temelini oluşturmaktadır [1]. 

Biyoteknolojinin en eski kullanım alanlarından birisi gıda endüstrisidir. 

Alkollü içecekler, sirke ve fermente süt üretiminde mikroorganizmalardan 

yararlanılması insanlık tarihi kadar eskidir. Ancak bugüne kadar gelinen aşamada 

biyoteknolojik uygulamalar deneysel çalışmalardan ileriye gidememiştir [1 ,2]. 

Gıda ürünlerine gerek onların çeşitli fonksiyonel özelliklerini modifiye 

etmek, gerek raf ömürlerini uzatmak amaçları ile katılan maddeler " Gıda Katkı 

Maddeleri" olarak adlandırılmaktadır. Asitliği düzenleyiciler, topaklanım:yı 

önleyiciler, antioksidanlar, aroma maddeleri, tatlandırıcılar, bo yalar, 

antimikrobiyal maddeler, stabilizörler, v.b bu sınıfa girmektedir [2]. 

Tad ve koku maddelerinin gıda katkı maddeleri arasında önemli bir yeri 

vardır. Tad ve koku maddeleri süt ürünleri, düşük kalorili yağlar, toz haline 

getirilmiş gıdalar, içecekler, ekmek ve hamur işlerinde, diyetürünler ve imitasyon 

ürünlerinde, baharatlar, soslar ve çorbalarda, işlenmiş et ürünlerinde, önceden · 

hazırlanmış yemekler ve donmuş yiyeceklerde, draje, tabJet ve şurup halindeki 

bazı ilaçlarda, çok yaygın olarak kullanılmaktadır. Gıda ve ilaç sanayileri dışında 

güzellik bakımı ve cildiye, parHimeri ve sabunlarda, diş macunları, tozlar ve 

sigaralarda kullanılmaktadır. Son yıllarda ise tüketicilerin arasında gözlenen doğal 

ürünlere yönelik bariz eğilim, sentetik tad ve koku maddeleri yerine, doğal ve 

doğala özdeş bileşikleri tercih edilir kılmıştır. Mikrobiyal transformasyon ile 

üretilen maddeler de doğal olarak kabul edilmektedir. Bu yüzden gıda katkı 

maddelerinin biyotransformasyonla elde edilmesinin önemi daha da artmaktadır 

[3,4]. 

Eski dönemlerden beri, aroma maddeleri çoğunlukla bitkisel 

kaynaklardan ve genellikle de ferınantasyonla elde edile gelmiştir. Ancak, son 

yarım yüzyılda yapılan çalışmalarla, bileşenlerin yapıları belirlendikten sonra, 

aroma maddelerinin yapay olarak üretilmesi hedeflenmiş ve başarılı sonuçlar elde 

,. 
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edilmiştir. Bununla birlikte, son yıllarda tüketicilerde doğal ürünlere hızlı bir 

dönüş gözlenmekte ve bu duruma doğal olmayan kimyasalların, sağlığa olumsuz 

etkilerinin saptanması ve bu yönde yapılan yayınların etkili olduğu 

düşünülmektedir. Sonuçta, marketlerde yer alan 'doğal aroma' etiketli gıdalar 'iyi 

ve güvenli' ile eş anlamlı alınarak , bu ürünlerin satışında gözle görülür artışlar 

izlenmektedir. Özellikle gelişmiş ülkelerde , tamamı doğal olan ürünler, diğer 

katkı ürünlere göre daha fazla pazar ve fiyat bulmaktadır. Doğal katkı ürün 

fiyatının fazla olması ; doğal aramaların genellikle bitkisel kaynaklardan ekstrakte 

edilmesi ve bitkisel materyallerin istenilen aroma bileşenlerini çok küçük 

konsantrasyonlarda içermelerinden kaynaklanmaktadır. Ayrıca hammaddenin 

mevsimlere ve iklim koşullarına bağlı olması da fiyatı etkilemektedir [3,4]. 

Uçucu yağların tad ve aroma maddelerini üretiminde önemli bir yeri 

vardır. Nane ise turunçgillerden sonra en fazla uçucu yağ elde edilen bitkidir. 

Türkiye' de, birçok Mentha türü ve varyetesi, değişik bölgelerde yabani olarak 

yetişmcktedir. Ülke genelinde ekonomik değeri b.:::.kımındsn fazla gdişemerniştir. 

Her yıl yüzlerce ton uçucu yağ ve mental çeşitli amaçlar için ithal edilmektedir. 

Türkiye' de nane baharat olarak oldukça yaygın bir kullanıma sahiptir. Uçucu 

yağları ve mental, çiklet, şekerleme, likör gibi gıda ve ilaç sanayiinde yaygın 

olarak kullanılmaktadır [5]. Bakteri, maya ve küflerden doğal olarak elde . 

edilebilen ve insan sağlığına zarar vermediği belirlenen tüm aroma maddeleri 

günümüzde beğeni görmekte ve tercih edilmektedir. .Bu nedenle çalışmamızda 

ticari olarak önem taşıyan mentolün biyotransformasyon ile elde edilmesine 

çalışılmıştır [3]. 

1.1. BİYOTEKNOLOJİ VE FERMANTASYON 

Biyoteknoloji, canlı hücreler veya serbest hücre enzimleri ile yürütülen 

biyolojik reaksiyonları kapsamaktadır. Biyoteknoloji, bir yandan bazı maddeleri 

elde etmek için, diğer taraftan da arzu edilmeyen maddeleri ortamdan 

uzaklaştırmak ve zararsız hale getirmek için uygulanan teknikleri de içermektedir. 

Enzimierin mikroorganizmalardan veya hücre kültürlerinden üretimi tamamen 

biyoteknolojik bir süreçte gerçekleştirilmektedir [ 4,6]. 
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Biyoteknolojinin en eski kullanım alanlarından birisi gıda endüstrisidir. 

Gerek alkollü içecekler ve sirke, gerek fermente süt ürünleri üretiminde 

mikroorganizmalardan süt, et ve unlu mamullerin elde edilmesinde Lactobaciller, 

Pediococcuslar ve Lueconostoclar dan yararlanılmaktadır {Çizelge 1.1.) [7]. 

Mayaların ise fermente içeceklerin aroma gelişimine yardımcı olduğu 

bilinmektedir. Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Neurospora, Monascus veya 

Fusarium küflerinin içerdikleri zengin proteolitik ve amilolitik enzimler, et, 

tavuk, balık, baklagil, ve tahılların fermente edilmelerinde asıl etken olduğu 

bildirilmiştir [8]. Trichoderma ve Kluyveromyces gibi mikroorganizmalar tad ve 

aroma elde edilmesinde kullanılmaktadır [9]. 

Çizelge 1. 1. Bazı Gıda Maddeleri ve Gıda Katkı Maddelerinin Üretiminde Kullanılan 
Mikroorganizmalar [7]. 

-----
ET ÜRÜNLERİ 
Lübnan Salamı Pediococcus cerevisiae ve Lactobacillus plantarZj}!_~, kar_ı_ş_ıl!l_l _____ 
Yaz salamı P. cerevisiae 
Yaz salamı P.cerevisiae ve L. Planlarum karışımı 
Domuz sosisi P. cerevisiae 
Biberli sosis Pediococcus cerevisiae ve Lactobacillus plantarum, karışımı 
Kurutulmuş sosis P.cerevisiae 
Avrupa sosisi (kurutulmuş) Micrococcus species 
Sal am Aficrococcus species ve Lactobacillus species 
Sal am L. plantarımı 
Sert salam türleri Micrococcus species, Pediococcus cerevisiae ve Lactobacillus 

species türlerinin karışımları. 
Snack salamlar P. cerevisiae 
Bacon Laktik asit bakterileri 
Bacon L. [J_/antarum 
Konserve iambon P. cerevisiae 
Frankfurter sosisi Micrococcus species; Vibrio species 
Taze etler (biftek) Streptococcus lactis ve Leuconostoc citrovorum 
Taze etler (biftek) S. diaceti!actis ·-
Taze etler (biftek) Lactobacillus bulgaricus; L. Lactis; P. Cerevisiae; L. brevis 
Yarı kutulmuş Ti.irk sucuğu Pediococcus cerevisiae 
Kurutulmuş Türk sucuğu P. cerevisiae 
Kurutulmuş Türk sucuau P. cerevisiae ve Lactobacil/us plantarımı karışımı 
Tütsülenmiş, vakum ambalajlanmış et P. cerevisiae 
ürünleri 
Tavuk ve diğer kümes P. cerevisiae ve/ veya L.plantarum 
hayvanlarından elde edilen et ürünleri 
SÜT ÜRÜNLERİ 
Permesan ve Roınano peyniri Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermophi!us 

karışımı 

Çedar ve Colby peyniri S. la ct is; S. eremor is 
Emmental peyniri L. bulgaricus ve S. Thernıophilus ve Propionibacterium 

shermanii 
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Tablo 1.1. (Devam) Bazı Gıda Maddeleri ve Gıda Katkı Maddelerinin Üretiminde Kullan 
Mikrooraanizınalar 

Provolone peyniri Isıya dirençli Lactobacillus species ve S. Thernıophilus 
Karnem b ert J2eyniri Penicillium camemberti 
Munster peyniri S. thermophilus ve Lactobacillus 0l_ecies 
Mozzerella peyniri Isıya dirençli Lactobacillus species ve S. Thermophilus 
Krem peynirler S. lactis ; S. cremoris karışıını 

Ayran tipi ferınente sütler L. bul9;aricus; L. Acidophilus 
Yoğurt L. bulgar i cu s ve S. thermqphilus kar~ımı 
Taze süt S. diacetilactis; L. acidophilus 
Tereyağı S. diacetilactis 

SEBZE VE MEYVE ÜRÜNLERİ 
Havuç turşusu Lactobacillus plantarum, L. brevis, Leuconostoc mesenteroides 

ve Pediococcus cerevisiae karışımiarı 
Salatalık turşusu Lactobacillus plantarum, L. brevis, Leuconostoc mesenteroides 

ve Pediococcus cerevisiae karışımiarı 
Dilimlenrniş ve kübik doğranmış L.plantarum 
salatalık turşusu 

Biber ve domates (karışık turşular) L.plantarum 
Zeytin türleri L.plantarum 
Lahana turşusu L.plantarum 
Şarap türleri Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces species, 

Lactobaci !!us hi l ;z:ardi i. 
HUBUBUBATLAR 
B ira (ınalt; mısır, Ririn ve arpa dan) Saccharomycess carlsber;;;ensis; S. Cerevisiae 
Sake (pirinç) Aspergillus oryzae, Endomycopsis burtonii 
Fermente yerfıstığı sütü Lactobacillus sp_ecies, Pediococcus cerevisiae 
Soya sosu Aspergil!us 01yzae, Saccharomyces rouxii ve Lactabacil!us 

delbrueckii 
Ekmek ve çeşitleri S. cerevisiae, Streptococcus la ct is ve SaccharoJ?]l_Ces rouxii 

Doğal aroma maddelerinin elde edilmesi, herhangi bir ürünün kavurma, · 

ısıtma veya enzimatİk tepkimelere uğratılması ile sağlanabilmektedir. Bu ürünler, 

baharatlar, meyve veya meyve suları, sebze veya sebze- suları, süt ve süt ürünleri, 

su veya kümes hayvanları ve fermantasyon ürünleri olabilmektedir. Üretimi 

gerçekleştiren bu aroma bileşikleri temel yağ, oleorezin, öz veya protein 

hidrolizatı olup, ekstraksiyon veya damıtma ile elde edilebilmektedirler [10]. 

Fermantasyon ilk zamanlardan beri gıda biliminde sürekli kullanılan bir 

yöntemdir. Aynı zamanda , organik asitlerin , antibiyotiklerin , aınino asitlerin ve 

nükleik asit türevlerinin üretimi için de uygun bir teknolojidir. Bu teknikle , ucuz 

karbon ve azot kaynaklan kullanılarak amaçlanan ürün, mikroorganizmaların 

karmaşık metabolik etkilerine dayanan fermantasyon olayı sonucu elde 

edilmektedir. Bakterilerin , mayaların ve küflerin karmaşık bazı aroma 

maddelerini sentezleyebilme yeteneğinde oldukları bildirilmiştir [11,12]. 

1 

i 
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Bazı bakteri türlerinin belirli aroma maddelerini ürettikleri bilinmektedir. 

Örneğin fermente ürünlerde, fermentasyonda etken olan mikroorganizmaların 

varlığı ile elde edilen metabolitler , o gıdalarda belirlenmiş karakteristik aromayı 

oluşturmaktadır. Böylece , farklı cins ve türden bakteriler süt, et veya undan 

yapılan klasik fermente gıdaların üretiminde önemli rol oynamaktadırlar. Uçucu 

aroma maddelerinin oluşumu , doğrudan mikrobiyal bir metabolit veya 

mikrobiyal etki ile meydana gelen kimyasal parçalanma ile gerçekleşebilmektedir. 

Fermantasyanda kullanılan bakterinin metabolik yolla oluşturduğu aroma 

maddelerinin oluşum aşaması izlenerek, bazı aroma bileşenleri elde 

edilebilmektedir [ 13,14]. 

Bakteriyel metabolitler arasında bulunan aroma bileşenlerinin en 

önemlileri ise diasetil ve asetoindir. Bu maddeler glikoz veya sitrik asit yıkımı ile 

meydana gelen, sekonder metabolitlerdir. Bu iki ürünün en fazla kullanıldığı alan , 

tereyağı üretimi ile peynirierin olgunlaştınlmasıdır. Endüstriyel diasetil üretimi , 

bakterilerin biyoteknolojik olarak kullanımlarına iyi bir örnektir. Mikrobiyel 

diasetil oluşumu , laktik asit bakterileri tarafından , sitrat metabolizmasının bir 

gereği olarak , öncelikle Lactococcus, Diacetylactis ve bazı Leuconostoc türleri 

tarafından gerçekleştirile bilmektedir [ 15, 16]. 

Küfler kullanılarak mantar benzeri tat ve koku, uçucu bileşenler ve · 

laktonlar elde edilmektedir. Bunlar mantar benzeri tad ve koku, uçucu bileşenleri 

ve laktonlardır [ 1 7]. 

Mikroorganizmalar ve enzimler kullanarak üretilen aroma maddeleri iki 

genel başlık altında incelenebilmektedir. Bunlardan ilki geleneksel fermente gıda 

ürünlerinin karakteristik aramalarını oluşturan çok bileşenli aroma karışımlarıdır. 

Peynir ve şarapların kendilerine özgü tad ve kokularını veren bileşiklerin 

oluşturduğu sistemler bu gruba girmektedir. Süt yağının enzimler ile lipolizi 

sonucu açığa çıkan serbest yağ asitlerinin göreceli oranları çeşitli peynirierin 

karakteristik tadlarını oluşturmaktadırlar. İkincisi ıse bireysel aroma 

karışımlandır. Bireysel aroma maddelerinin başlıcaları ıse esterler, laktonlar, 

terpenler, pirazinler, aldehitler gibi kimyasal yapıları kesin tespit edilebilen ve 

herhangibirinin kendisine özgü karakteristik özelliği bulunan bileşiklerdir. 

Üretimleri de çeşitli biyokatalistlerden yararlanarak spef.ifık biyodönüşüm 



6 

sistemleri ile gerçekleştirmektedir. Bu oluşum mekanizmaları; Biyosentez, direkt 

enzimatik, dalaylı enzimatİk ve pirolik sistemler olarak bildirilmiştir. Bu 

sistemlerden bir veya birkaçının kullanılması mümkün olabilmektedir [3, 18, 19]. 

Son zamanlarda bitkisel kaynaklardan doğal aroma maddelerinin 

üretiminde, daha ekonomik olması nedeniyle mikrobiyel ve enzimatİk yöntemler 

kullanılmaya başlanmıştır [ 12, 15, 16]. 

Mikrobiyal sentezle üretilebilecek katkı maddelerinin hemeri hemen 

sınırsız olmasına karşın, bu alandaki teknik uygulamalar oldukça kısıtlı olup, 

günümüzde ticari açıdan önem taşıyanlar sadece bazı amino ve organik asitlerdir 

[4,5]. 

1.2. BiYOLOJiK TÜREVLERiN ELDE EDiLMESi 

Biyolojik türevlerin elde edilmesi çeşitli yöntemler ile 

sağlanabilmektedir. 

Mikrobiyal transformasyon; Uygun bir besi oıiamında 

mikroorganizmaların geliştirildiği ve daha sonra ortama bir başlangıç maddesinin 

ilave edilerek biyodönüşümlerin sağlandığı reaksiyonlardır. En kolay ve yaygın 

olarak kullanılan bir yöntemdir [20,21]. 

Prekürsörler tarafından yönlendirilmiş biyosentez; Biyosentetik 

prekürsörlerin analogları besi ortamına eklenerek sekonder metabolider elde 

edilmektedir. Penisilin ve antibiyotiklerin endüstriyel üretiminde kullanılan bu 

yöntemin uygulanabilmesi için organizmanın iyi tanınması ve biyosentezin her 

aşamasının iyi bilinmesi gerekmektedir [20,21]. 

Enzimatİk olmayan biyotransformasyon; Sekonder metabolitlerin 

oluşumunda, enzimierin rol almadığı biyosentetik basamaklardır. Bu 

reaksiyonlarda ısı, ışık gibi fiziksel etkenler veya kimyasal maddeler katalizör 

görevini görmektedir [21]. 

Metabolik manipülasyon; Sıcaklık ve pH değişimi, kültür ortamına 

farklı kimyasal maddelerin ilavesi, çalkalama hızı ve şekli gibi kültür şartlarının 

belli parametrelerinin değiştirilmesi ile reaksiyon ürünlerinin değişip, farklı 

maddelerin oluşumunu sağlayan yöntemdir [21 ,22]. 
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Enzim inhibisyonu; Biyosentetik reaksiyonlarda büyümekte olan hücre 

kültürüne spesifik bir enzim inhibitörü ilave edilmesidir. Reaksiyonun bloke 

edilmesi ve böylece farklı ürünler elde edilmesidir [21 ,22]. 

Mutasentez; Kimyasal bir madde veya U.V. radyasyonu ile biyosentetik 

reaksiyonların mutasentezi sonucu enzimierin daha önce spesifik özellikteki 

maddeler yerine farklı maddeleri oluşturması sağlanır [19,20]. 

Genetik Mühendisliği~ Genetik manipülasyonlar sonucu biyösentetik 

yolların değişimi sağlanarak yeni ürünlerin elde edilmesidir. Son yıllarda hibrit 

antibiyotiklerin üretimi bu yolla sağlanmaktadır [21,22]. 

1.3. BİYOTRANSFORMASYON 

Mikroorganizmalar veya enzimler tarafından katalizlenen kimyasal 

dönüşümlere mikrobiyal transformasyonlar (biyotransformasyonlar) adı 

verilmektedir. Biyotransformasyon, canlı organizma veya .enzimlerin katalizör 

olarak kullanılmasıyla, kimyasal dönüşümlerin gerçekleştirilmesi ve yararlı 

ürünlerin elde edilmesi olup biyoteknoloji çalışmalarının da temelini 

oluşturmaktadır [19,20,21]. 

Gıda, ilaç ve koku alanlarında biyotransformasyon çalışmaları hızlı bir 

artış göstermektedir. Ayrıca endüstriyel atık maddelerin geri kazanılması gibi 

alanlarda da kullanım olanakları bulunabilmektedir [20]. 

Çizelge 1.2. Biyotransformasyon amaçlı, aroma eldesinde kullanılan mikroorganizmalardan 
bazıları [8,9]. 

Mikroorganizma Kimyasal Adı Tat ve lezzetin türü 

Ceratocytis sp. ve Leuconostoc ceromans Sitranellol Meyveı11Si tat 

Streptococcus lactis Diasetil Tereyağı lezzeti 

Sporobolomyces odarum Gama delaktan Şeftali lezzeti 

Ceratocystis moniliformis 3-Metilbutil asetat Muz lezzeti 

Pseudomonas sp. Yağ asidi esterleri Meyve lezzeti 

Lentinus lepideus ve Bacil/us subtilis Seskiterpenler Meyve lezzeti 

Trichoderma viride 6-Pentil-2-piren r-ı indistan cevizi lezzeti 
.. 

C01ynobacterium glutaenicum Tetrameti l pirazi n Fındık lezzeti 
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Biyotransformasyon yöntemleri kullanarak mikroorganizmalar yardımı 

ile meyve lezzeti, hindistan cevizi lezzeti gibi bir çok tat ve aroma maddesi elde 

edilmektedir (Çizelge 1.2) [8,9,20]. Bu tad ve lezzetlerin elde edilmesinde 

kullanılan biyotransformasyon yöntemlerinde alkoller, asitler, şekerler, amino 

asitler, doymamış yağ asitleri, terpenler gibi çeşitli başlangıç maddeleri 

kullanılmaktadır (Çizelge 1.3) [8]. 

Çizelge 1.3. Biyotransformasyonda kullanılan bazı başlangıç maddeleri ve ürünler [8] 

Ürünler Başlangıç Materyali Ajanlar 

Esterler: Alkoller+ asitler Enzim: Lipaz 
Şekerler+ amino Strainler: Bakteriler ( Pseudomonas, Streptococcus, 
asitler (malt) Laktobacillus) 

Laktonlar Doymamış yağ asitleri Strains: Mayalar (Candida, Saccharomyces, 
Tyromyces). 
Fungi: ( Cladosporium, Polyporus, Poria, 
Trichoderma) 

"l Terpenik alkoller: Terpenler, Strains:Mayalar: (Kluyveromyces), 
Şeker!er+ amino Bakteri: (Pseudomonas), 
asitler Fungi: (Ceratocystium, Lentinus, Penicillium, 

Phe!linus, Pleurotus, Trametes, Asperf!.illus) 
Pirazinler: Amino asitler Strains: Bakteriler: Bacillus, CoiJ'nebacterium, 

Pseudomonas) 
Alkol, aldehit ve Şekerler, Direkt Fermentasyon. 
asitler: Amino asitler, Enzim: (Kloroperoksidaz) 

Alkoller 

1.3.1 BİYOKATALİZÖRLER 

Biyotransformasyon reaksiyonlarında, mikromganizmalar, canlı bitkiler, 

bitki doku ve kültürleri, canlı hayvanlar, hayvan doku ve kültürleri, insan 

metabolizması gibi bütün hücre sistemleri ve enzimler biyokatalizör olarak rol 

almaktadır [20,22]. 

Biyotransformasyonda mikroorganizmaların, bitki hücrelerine nazaran 

belirgin üstünlükleri bulunmaktadır. Mikroorganizmaların çoğalması 20-40 

dakika kadar sürerken, bitki hücreleri 20-300 saat kadar sürebilınektedir. Bu 

durum biyotransformasyon zamanını uzatmaktadır. Mikroorganizmalar ile yapılan 

biyotransformasyonların verimi çok yüksektir. Biyotransformasyonda fare, 

tavşan, rat ve solucan gibi canlı hayvanlar kullanılabilmektedir. Bitki hücrelerinin 

kullanımında meydana gelen olumsuzluklar, hayvan hücreleri içinde söz konusu 

olmaktadır. Bazı reaksiyonların kullanımında enzimierin çok ıyı sonuç 
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verebilmesi ve birçok kez kullanılabilir olması gibi nedenlerle son yıllarda 

üzerinde önemle durulan konuların başında gelmektedir [ı9,22,23,24]. 

1.3.2 BİYOTRANSFORMASYONDA REAKSiYON TİPLERİ. 

Biyotransformasyon işlemlerinde, mikroorganizmaların meydana 

getirdikleri reaksiyonlar şu şekilde sıralarunaktadır (Çizelge ı .4) [ı 9,22,23,24]. 

ı. Oksidasyon (Hidroksilasyon, Epoksidasyon, Dehidrojenasyon, Baeyer V illiger 

Oksidasyonu, Kısmi oksidatif degradasyon), 

2. Redüksiyon (Ketonlann, Aldehitlerin, Karbaksilik asitlerin, Hetero atomların 

indirgeru11esi, Çifte bağların hidrojenasyonu), 

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

bağlanma su girişi, N-demetilasyon), 

4. Katılım ve Kondensasyon (Ester ve amit bağlarının oluşumu, Asikloiıı 

kondensasyonu, C=C bağlaruna amonyak ilavesi, kupling reaksiyonları), 

5. İzomerizasyon, 

6. Yeni C-C bağlarının oluşumu, 

7. Yeni hetero atomların ilavesi. 

Çizelge 1.4. Biyotransforınasyon yapan mikroorganizmaların, reaksiyon özellikleri [22]. 

Prokaryotlar: 
B acil/us 
Cornynebacterium 
Mycobacterium 
Pseudomonas 
Streptonıyces 

Ma yalar: 
Candida, Hansenula 
Rhodutorula 
Saccharonıvces 

Yüksek Fungi 
Absidia 
A !ginomonas 
Aspergi!!us 
BotJytis cinerea 
Chaetomiımı 

C/adosporiumDip/odia 
Fusarium 
Gibbere//a 
Mu c or 
Penici/lium 

. 
Hidroksilasyon, dioller, razematların rezülüsyonu 
Hidroksilasyon 
Oksidasyon, razematların rezülüsyonu 
Oksidatif parçalanmanın tüm çeşitleri 
Hidroksilasyon, epoksidasyon siklizasvon 

Razematların rezülüsyonu, stereoselektif redüksiyon, 
C-C bağlarının formasyonu 

Razematların rezülüsyonu, hidroksilasyon 
Razematların rezülüsyonu, hidroksilasyon 
Oksidatif parçalanmanın tüm çeşitleri 
Oksidatifpathwayler 
Di o !ler 
Hidroksilasyon, epoksidasyon, dioller 
H id ratasyon 
Razematların rezi.ili.isyonu, hidroksilasyon 
Epoksidasyon, redoks reaksiyonları 
Epoksidasvon, hidroksilasyon 

Anadolu Unıvcrsites 
Merkez Kütüphane 
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1.3.3. BİYOTRANSFORMASYON TEKNİKLERİ 

Büyüyen Hücreler İle Biyotransformasyon; Mikroorganizmalar için en 

uygun besiortamı tespit edildikten soma mikroorganizma bu ortamda geliştirilir. 

Daha soma ortama biyotransformasyona uğratılacak madde ilave edilir 

[20,23,24]. 

Stasyoner Hücreler ile Biyotransformasyon; Bu yöntemde 

mikroorganizmanın geliştirilmesi ve biyotransformasyon ayrı ayrı yapılmaktadır. 

Mikroorganizmalar uygun besi ortamında üretilmekte ve uygun teknikler 

kullanılarak ortamdan uzaklaştırılmaktadır. Biyotransformasyon sırasında 

ortamdaki hücre sayısı sabit tutulabilmektedir [20,23,24]. 

Sporlar ile Biyotransformasyon Biyotransformasyonda 

mikroorganizmaların sporlarından yararlanılmaktadır. Uygun besiortamlarında 

geliştirilen mikroorganizmalar misellerinden ayrılmakta ve sporlar muhafaza 

edilmektedir. Biyotransformasyon işlemi sırasında kullanılan sporlar defalarca 

kullanılabilmektedir [20,23,24]. 

İmmobilize Hücreler ile Biyotransformasyon; Mikroorganizmalar 

poliakrilamid, kappa-karragenan, alginat, selüloz, nişasta gibi ortamlarda 

immobilize hale getirilir. İmmobilize hücreler istenildiği anda ortamdan 

uzaklaştırılabilir ve yeniden kullanılabilir [20,23,24]. 

Serbest ve İmmobilize Enzimler ile Biyotransformasyon; Enzimler 

pahalı maddeler olduğundan, serbest enzimierin yerine immobilize enzimlerde 

kullanılabilmektedir. Enzimler saf halde kullanıldıklarında ortamda istenmeyen 

maddeler oluşmaması nedeniyle son yıllarda tercih edilen bir yöntemdir 

[20,23,24]. 

1.4. DOGAL KOKU VE TAT MADDELERİ 

"Doğal Koku ve Tat Maddeleri" nin tanımı Amerikan Federal İlaç ve 

Gıda İdaresi (FDA) yönetmeliklerine göre; uçucu yağ, oleorezin, esans veya 

ekstre, hidrolize protein, gıda değerinden çok gıdalarda koku ve tat fonksiyonu 

olan kavrulmuş, ısıtılmış, enzimatİk faaliyet sonucu elde edilmiş veya türetilmiş 

baharat, meyve, meyve suyu, yenilebilir mantar/maya, ot, kabuk, tomurcuk, kök, 

yaprak veya benzer bir bitkisel materyal, et, deniz ürünü, kümes hayvanı, 
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yumurta, süt ürünü veya bunların fermantasyon ürünleri olarak verilmektedir 

[20,26]. 

Bu tanım hayvansal ve bitkisel ürünlerin yanında enzimatİk ve 

fermantasyon ürünlerini de kapsamaktadır. Bir bileşiğin doğal kabuİ edilebilmesi 

için doğal bir başlangıç maddesinden üretilmesi ve üretimde hiçbir sentetik 

maddenin rol almamış olması gerekir. Dolayısıyla kimyasal reaksiyonla elde 

edilen madde doğal olarak nitelendirilemezken, biyotransformasyon ile elde 

edilen madde yönetmeliklere göre doğal olarak kabul edilebilir. Sentezler ile elde 

edilen ürünler ise "suni tatlandırıcılar" olarak adlandırılmaktadır. Bu uygulama 

benzer bir şekilde Avrupa da kabul görmektedir. Ancak aynı tanım bitkisel doku 

hücreleriyle yapılan biyotransformasyon ve ürünleri için henüz tam olarak açık 

değildir [21 ,25 ,26]. 

Tat ve lezzet maddeleri gıda katkı maddelerinin miktar olarak% 10-15' 

ini ve parasal değer olarak ta % 25' ini oluşturmaktadır. Tat ve lezzet maddeleri 

Dünya ticaretinde yılda % 30' lara varan bir artış göstermektedir. Yirmibirinci 

yüzyılda tat ve lezzet maddelerinin hızlı bir şekilde artış göstereceği 

bildirilmektedir. Son yıllarda yapılan çalışmalarda 5000 ile 10000 arasında tat ve 

lezzet maddesinin bulunduğu ve bunlardan sadece 4300' tanesini 

tanımlanabildiği bildirilmiştir [26,27]. 

Doğal ürünlere olan aşırı talepten dolayı, doğal ürün olarak tad ve lezzet 

bileşiklerinin biyotransformasyon ile üretilmesi, son yıllarda araştırmaların 

yoğunlaştığı alanlardan olmuştur . Aroma biyoteknolojisi adı altında yeni bir 

terim ve araştırma alanı gelişmiştir. Henüz verimler ve ürün çeşitleri istenen 

boyutlara ulaşmamıştır, ancak vanilin gibi ekonomik değeri yüksek ürünler 

üzerinde optimizasyon çalışmaları ve bir çok terpenik madde ile de araştırmalar 

sürmektedir [28]. 

Flavour ifadesi; Bir maddenin kokusu yanında, tadı ve tekstürel yapısını 

da kavramaktadır (Şekil 1.1 ). Burun ile algılanan koku, dil ile algılanan tat 

(tatlılık, acılık, keskin tad, tuzluluk, ekşi, v.b.) ve dokunma duyusu olan deri ile 

algılanan tekstürel yapıların bir bütünüdür [9,29,30]. 



FLAVOUR 
(TADVEKOKU 
MADDELERİ) 

Tekstür, sıcaklık ve diğer 
fiziksel faktörler 

Şekil 1.1. Flavour ifadesinin ana hatları (9]. 
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Aroma: koku alma gücü ile algılanan uçucu 
yağlarv.b 

.,, 
Ağız ile algılanan: 
Uçucu olamayan yağlar,organik asitler, 
şekerler, karbaksilik asitler, proteinler, alkoller, 
acılık ve tuzluluk gibi hisleri veren maddeler. 

Bitkiler besin öğeleri olmaları yanında flavour maddesi olarakta 

kullanılmaktadır. Bazı bitkiler ise çok iyi aroma verme özelliğindedir. Bitkilerde 

bulunan tad ve lezzet maddeleri hem uçucu hemde uçucu olmayan özellikte, 

duyusal özellikte, flavor profillerini içine almaktadır. Acı, tatlı, gibi duyusal 

özellikteki olguların şiddet ve kalitesi bitkinin tür ve özelliklerine göre 

değişmektedir. Bu tad ve aroma özelliklerini ifade etmek tanımlamak ve şiddetini 

ifade etmek oldukça güçtür. Etki özelliklerine göre tad ve aroma maddelerini 

sınıflamak mümkündür. Uygun fiziksel, enzimatİk veya mikrobiyolojik 

yöntemlerle bitkisel veya hayvansal kaynaklardan elde edilen , aroma özelliği 

taşıyan maddelere doğal aroma vericiler, kimyasal yollarla sentezlenen veya izole 

edilen, kimyasal yapı olarak doğal aramalar ile aynı olan maddelere doğala özdeş 

aroma vericiler, kimyasal yollarla sentezlenen ancak kimyasal yapısı doğal 

aramalardan farklı olan maddelere yapay aroma vericiler adı verilmektedir 

[31,32]. 

Aroma maddesi hayvansal kaynaklı ise hangi hayvana ait olduğu üretici 

tarafından belgelenrnek zorundadır. Türk Gıda Kodeksi' nde aroma maddesinin 

etiketinde "doğal" ifadesi veya aynı anlama gelen bir başka ifade, aroma maddesi 

bünyesinde sadece doğal aroma vericiler ve/veya aroma karışımlarını içeriyorsa 

kullanılabileceği bildirilmiştir. Doğal bir aroma maddesinin adı "Doğal Çilek 

Aroması" ifadesinde olduğu gibi bir gıda maddesine veya bir aroma kaynağına 
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referans oluşturuyorsa, bu aromanın tamamının uygun fiziksel, enzimatİk veya 

mikrobiyolojik yollarla bu gıdadan veya kaynaktan elde edilmesi zorunludur. Aksi 

durumda "doğal" ifadesi kullanılamaz, ifadesi yer almaktadır [33]. 

Yapılarındaki kimyasalların özellikleri bakımından tad ve aroma 

maddeleri, bir başlangıç maddesi yardımıyla, çevresel etkiler ile beraber, bitki 

yapısında fiziksel, kimyasal ve biyolojik dönüşüm içinde bulunmaktadır. Tad ve 

aroma oluşumu bitkinin yetişme koşullarına bağlı olarak gelişmektedir.· Ürünün 

işlenmesi sırasın da bu maddelerin korunması istenmektedir. Bu arada bazı 

maddelerin tad ve aramaları istenmeyen özellikler de olabilmektedir. Tad ve 

lezzet maddelerinin organik yapıları incelendiğinde; terpen, oksijene edilmiş 

terpenik bileşikler, benzen ve türevi maddelerden oluştuğu görülmektedir [34,35]. 

1.4.1. NANE (Mentlıa) 

A1entha türü ve varyetesinin yaprakları, taze veya kurutulmuş olarak 

baharat şeklinde tüketilmekte ve uçucu yağ üretiminde kullanılmaktadır. Nane 

vanilya ve turunçgillerden sonra, dünyada en çok kullanılan aroma kaynağıdır. 

Nane bitkisinde, çevre faktörleri, yetiştirme ve hasat gibi pekçok etken nedeniyle, 

renk, görünüş, koku, lezzet, uçucu yağ verimi ve bileşimi, aynı tür veya varyete 

için de bile oldukça büyük farklılık gösterebilmektedir. Kullanılan bitkiler 

ülkeden ülkeye, bölgeden bölgeye değişmektedir. Mentlıa piperita L.(Bahçe 

Nanesi, Biberi nane,Tıbbi Nane, Peppermint, M Aquatica L. İle M Spicata L:' 

nin melezi), Mentlıa spicata L. (Yeşil Nane, Sivri Nane, Kıvırcık Nane, Başak 

Nane, Rumi Nane, Spearmint), Mentlıa arvensis L. (Tarla Nanesi, Corn Mint, 

Fielt Mint ), Mentlıa pulegium L. (Yarpuz, Filiskin, Habak, European 

Pennyroyal ), Mentlıa aquatica L. (Su Nanesi), Mentlıa longifolia L. Huds. ( 

Tüylü Nane, Uzun Nane), Mentlıa rotundifolia L. (Küt Nane): ( M.suaveolens 

Ehrh., Apple Mint) en yaygın olarak bulunanlardır. Mentha' nın başlıca 

bileşenleri, terpenik bileşenlerden mentol, menton, limonen, mentil asetat, 

piperiton, pulegon ve karvondur. Bu bileşerrlerin oranları tür özelliklerine göre 

değişmektedir [5,35]. 
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1.4.2. TERPENLER 

Terpenler; uçucu yağların en önemli bileşik grubunu oluşturmaktadır. 

(C5H8)n formülüne uyan bu hidrokarbonlardan "terpen" (C 1 oHı6), iki izopren 

(C5H8) molekülünün birleşmesiyle oluşmuştur ve " monoterpen" olarak da 

bilinmektedir. Buna göre; C15H24 "seskiterpen", C2oH32 "diterpen", 

C30H48"triterpen" ve (CıoHı6) "politerpen" adını almaktadır. Uçucu yağlarda 

monoterpenler ile bazı seskiterpen bileşikleri bulunmaktadır. Diğerleri ise uçucu 

olmadıkları için, uçucu yağa geçememektedirler (Şekil 1.2) [5,36]. 

izopren 
(Hemiterpen) 

dip en ten 
(monoterpen) 

Şekil 1.2. Uçucu yağın bileşiminde bulunan bazı maddeler [5,36,37]. 

k ad inen 
(seskiterpen) 

Terpen hİdrokarbonlar uçucu yağlarda önemli miktarlardaysa da, koku 

özellikleri zayıftır. Bu bileşikler genellikle kolay uçucudurlar. Uçucu yağ 

soğutulduğunda sıvı halde kalırlar. Hava ile tefuasta kolayca polimerize 

olmaktadırlar [5,36,37]. 

Monoterpenler, asiklik (alifatik), monosiklik ve bisiklik yapıda 

olabilirler. Asiklik (alifatik) monoterpenler üç çift bağ içermektedirler (Şekil 1.3). 

Asiklik monoterpenlerin alkol, ester veya aldehit grubu taşıyan oksijenli türevleri 

bulunmaktadır (Şekil 1.4.) [ 5 ,36,3 7]. 



Mirsen Osimen 

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

OH 

Sitronellol Linalol Linalil asetat Sitral (neral) 

Şekil1.4. Asiklik monoterpenlerin alkol, ester veya aldehit grubu taşıyan oksijenli türevleri 

monoterpenler (5,36,37). 
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Monosİklik monoterpenlerde iki çift bağ bulunmaktadır (Şekil 1 .5). 

Monosiklik monoterpenlerin oksijenli türevleri alkol, ester, keton, epoksit ve 
. 

peroksit grubu taşıyabilmektedirler (Şekil 1.6). [5,36,37]. 

Limonen Terpinalen alfu-terpinalen beta terpinalen gama terpinalen 

Şekil 1.5. Monosİklik Monoterpenler [5,36,37] 
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o 

OH 

Mentol Mentil asetat Karvon Ökalipto~ Askaridol 

Şekil 1.6. Monosİklik monoterpenlerin oksijenli, alkol, ester, keton, epoksit, ve peroksit grubu 

türevleri [5,36,37] 

Bisiklik monoterpenler bir çift bağ içerirler (Şekil ı. 7). Bisiklik 

monoterpenlerin alkol,ester,veya ketonlu türevleri bulunmaktadır (Şekil ı .8) 

[5,36,37]. 

S ab inen K aren Aifu-pinen Beta-pinen K arnren 

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

Sabinol sabinol asetat Kafur 

Şeki11.8. Bisiklik monoterpenlerden alkol, ester ve ketonlu türevleri [5,39,40] 
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alfa-bizabolen aifu-simen 

Şekil1.9. Bazı seskiterpenler [5,36,37] 

Seskiterpenler, asiklik, monosİklik ve bisiklik yapıda 

olabilmektedirler. Seskiterpenlerin oksijenli türevleri (alkol ve keton) yaygın 

olarak bulunmaktadır. Bunlar: Farnesol, Zingiberol, Kadinol, Turmeron, Alfa­

iyonon ve a-İron' dur (Şekil 1. 9) [ 5,3 6,3 7]. 

Anizol, anefol, tirnal gibi bazı aromatik maddeler uçucu yağların tad ve 

koku açısından çok önemli, belirgin fizyolojik özelliklere sahip bileşenleridir. Bu 

aromatik maddeler, terpenler gibi doğrudan bitki metabolizmasıyla ilgili 

biyokimyasal reaksiyonlar sonucu oluşmuş bileşenlerdir (Şekil 1.1 O) [5,36,37] 

OCH3 

Ane to! Timıl 

Şekil 1.10. Uçucu yağlarda bulunan aroınatik maddelerden bazıları [5,36,37] 
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1.4.3. MENTOL 

L-mentol (1-Metil-4 izopropil siklohegzan-3-ol), C1oH2oO molekül 

yapısına sahip, monoterpen yapısında olan parfüm ve gıda sanayiinde kullanılan 

organik bir maddedir (Çizelge 1.5). Mentel özellikle nane yağında bulunan kristal 

alkol, keskin ko ku ve serinieti ci özelliktedir (Şekil 1.11 ). Tad ve lezzet maddesi 

olarak tüketici beğenisi bulunan mentolün kulamın alanları giderek artmaktadır 

[ 40]. Adams ve arkadaşları tarafından yapılan açıklamalara göre; Mentolün 

1982 yılında yıllık kullanım hacmi 44.440 kg iken, 1987 yılında 54.400 kg. olarak 

belirlemniştir. Mentolün monosiklik monoterpenler içinde kullanım oranının en 

yüksek olduğu çizelge 1.6 ' de görülmektedir. Mentel nane bitkisinden ve sentetik 

olarak üretilebilmektedir [26,38,41]. 

Şekil 1.11. Mentel (1-Metil-4 izopropil siklohegzan-3-ol )'ün molekül yapısı 

Çizelge 1.5. Mentolün fiziksel ve kimyasal bazı özellikleri [41,42] 

Ürün adı Mentol 

Diğer adı 1-Metil-4 izopropil siklohegzan-3-ol 

Formülü CıoHıoO 

Molekül ağırlığı 156.27 

Çözün ür lüğü Alkelde çözünür 

Erime noktası 42-44 derece 

Optik retasyon derecesi -49, -50° 

Uçucu olmayan madde %0.05 

Saflık derecesi Mentel% 99.7 den fazla 



Tablo1.6. Substutie monosİklik mentol türevlerinin kullanım oranları [26]. 
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2 d-neo-Mentol (2666) 20752-34-5 0.1 140 

3 Menton (2667) 89-80-5 7530 13.300 

4 DL-izo-Menton 491-07-6 19 0.5 
(3460) 

5 Mentil asetat (2668) 16409-45-3 2180 2940 

6 Mentil izo valerat 16409-46-4 140 0.3 
(2669) 

7 1-Mentillaktat (3748) 59259-38-0 --- 0.5 

8 p-Ment-1-en-3-ol 491-04-3 o .ı <0.01 
(3179) 

9 d-Piperiton (291 O) 6091-50-5 5 50 
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I 2-diol (3784) 
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• FEMA: Maddenin GRAS listesindeki genel numarası 

ı. CAS NO: Chemical Abstract Search 

1.4.3.1. Mentolün Mentlıa sp. den Elde Edilmesi 
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Mentol, Mentha sp. den üç farklı yöntemle elge edilmektedir. 
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>10.000 ' 
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---

Su destilasyonu: Bu yöntemde bitki materyali yavaş hareket eden bir 

karıştırıcı ile donatılmış çift cidarlı bir imbiğe doldurulmakta, üzerine su 

konularak kaynama noktasına getirilmektedir. Tüm uçucu yağlar ayrılıncaya kadar 

damıtınaya böylece devam edilmekte ve yoğunlaşan su sürekli olarak imbiğe geri 

dönmektedir [43,44]. 

Su ve buhar destilasyonu: Bu yöntemde bitki materyali buhar boruları 

vasıtası ile kaynama noktasına getirilen suyun hemen üst kısmına yerleştirilmiş bir 

ızgaraya yüklenmektedir. Bu teknik yeşil yapraklı materyalin (nane) 

damıtılmasında büyük ölçüde kullanılmaktadır [43,44]. 

Bulıar destilasyonu : Bu yöntemde bitki materyali, buharın tabandan 

püskürtüldüğü uygun bir imbiğe yerleştirilınektedir. Kondens suyunun yeniden 
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dolaşımını sağlamak için yeniden kaynatma ünitesi imbiğe monte edilmektedir. 

İmbik gövdesinin şekli, besleme materyalinin doğasına bağlıdır. Örneğin ABD' 

nin, batı eyaletlerinin çoğunda nanenin damıtılması,doğrudan t;;,rlalardan yüklenen 

kamyonların arka kısmında yapılan imbikler içinde yürütülmektedir. Bu 

kamyonlar doğrudan bir imbik sistemi bulunan merkeziere götürülmektedir. Statik 

buhar imbikleri uzun olmakta ve genellikle homojen bir yüklemenin sağlanması 

amacıyla bir ızgara ile içten bölümlendirilmektedir. Bu işlernde temizleme, 

öğütme, doldurma ve boşaltma gibi bazı ön çalışmalar yapılmaktadır [ 43,44]. 

1.4.3.2. Mentolün Sentetik Yolla Üretilmesi: 

Mentolün sentetik olarak üretilmesinde gıda sanayiinde en çok timol 

kullanılmaktadır (Şekil 1. 12). Timol tarafından katalitik hidrojenasyon sonucu 

mentol enantiyomerleri elde edilmektedir. Bu enantiyomer maddelerden, 

distilasyon, rezulüsyon, hidroliz gibi işlemler sonunda teknolojik öneme sahip 

L-Mentol elde edilebilmektedir [ 45]. 

H2 

katalizör 

OH OH 

ın-Krosel 

Timol Mentel lzoınerleri l)Distilasyon 

3)ilidroliz 

Q'""';,_,oo 
~ OH 

OH 

~ 
SafÜıiiıı D-Mcııtol 

Şekil 1.12. Timol' den L-Mentol' un sentetik olarak sentez [45] 
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1.4.3.3. Mentolün, Biyotransformasyon İle Elde Edilmesi 

Doğal olarak kabul edilen biyotransformasyon ürünleri arasında mentel 

ve türevlerinin elde edilmesinin önemli olduğu bildirilmiştir [ 46]. Mentolün 

biyolojik transformasyonu için bir çok çalışmalar yapılmıştır. Pseudomonas 

putida ve Rhodotorula minuta ile yapılan çalışmalarda saflık derecesi çok 

yüksek olan ürünler elde edilmiştir. Biyotransforınasyon aşamalarının özeti şekil 

ı. ı 3' de verilmiştir [ 46]. 

d,l-mentil asetat 

o-c-cH3 
o 

mikroorganizma 

I-Mento! d-Mentil asetat 

Şekil 1.13. Mentil asetat' ın L-Mentol' e biyolojik dönüşümü [46] 

Doğal L-mentol Mentha sp. den ve nane yağının kristalizasyonundan 

çeşitli yollarla elde edilebilmektedir. Benzoik asidin parçalanması ile rasemik d-1-

mentol çeşitli aşamalardan geçerek oluşturulabilir. Bazı mikroorganizmalar 

yardımıyla d,l-mentil asetat dan, 1-mentol elde edilebilmektedir. Bu oluşumun 

sağlanabilmesi, ekonomik aç ıdanda çok önemlidir (Şekil ı. ı 4) [ 46]. 

Pcııicilliuın digıtutum 
Pulego i 

ıy., 95 

MENTOL 
Sitronellal 

011 

Şekil 1.14. Sitranollol ' dan mentolun biyotransformasyonu [48]. 
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Babicka ve arkadaşları Şekil 1. ı5' de gösterildiği gibi Penicillium 

digitatum ile sitronellol un siklizasyonu sonucunda pulegol, izoplegol elde 

etmişlerdir. Araştırmacılar reaksiyonun devamında ise % 95 verimle mentole 

dönüşüm sağlandığını bildirmişlerdir [ 48,52,53]. 

Rhodotorula mucilaginosa nın besiortamında biyotransformasyonunda 

24 saat inkübasyonu sonucunda % 4.4 oranında saf (-)-mental, % 3 oranında 

mentil asetat elde edildiği bildirilmiştir [ 46]. Fukui ve arkadaşları tarafından 

yapılan bir çalışmada ise Rhodotorula minula uygun besi ortamında geliştirilmiş, 

başlangıç materyali olarak D,L-Mentil süksinat kullanılarak hazırlanan besi 

ortamından% 7ı oranında L-Mentol elde edilmiştir (Şekil 1. ı 5) [ 48,46]. 
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Rhodotorıt!a minuta 

D,L-mentil süksinat L-mentol D-mentil süksinat 

Şekil 1.15. D-L-Mentil süksinat tan L-Mentol' ün biyotransformasyonu [48]. 

1.4.4. MENTON 

Menton, monoterpen yapısına sahip orgap.ik bir moleküldür. Nane 

yağlarında tür özelliklerine göre farklı oranlarda bulunmaktadır. 

Biyotransformasyonda genellikle ara bileşik olarak oluşmaktadır. Menton geranil 

difosfattan enzimatİk yolla mental elde edilmesinde, 7. Basamakta elde 

edilmektedir (Şekil ı. ı 6). Bu basamaktan sonra mental ve neomental 

oluşmaktadır. Mentonun ekonomik değerinin fazla olmamasına rağmen, mentolün 

önemi daha fazladır. Türkiye' de yetişen nane türlerinde menton oranının oldukça 

fazla olduğu bilinmektedir [5]. 
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Şeldl 1.16. Nanede Monoterpenlerin Biyosentez Aşamaları: Grenil difosfat sentetaz (!), (4S)-(-)­
limonen sentaz (2), Si tokrom P450 (-)-liınonen -3- hİdroksilaz (3 ), (-)-trans­
izopiperitenol dehidrogenaz (4), (-)-izopiperitenon redüktaz (5), (+)- cis-izopulegon 
izomeraz (6), (+)-pulegon redüktaz (7) ve (-)-ınenton redüktaz (8) [39]. 
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1.4.5. LİMONEN 

Limonen ( 4-izopropil-1-metil-siklohegzan), monosİklik monoterpen 

yapısında olup çok yaygın bulunan bir monoterpen maddedir. Çok sayıda bitkiden 

elde edilebilir. Limonen turunçgillerden elde edilen uçucu yağl('!rın en büyük 

bileşenidir. Limonen, mentol ve karvon yapısındaki aroma, lezzet ve tad veren bir 

maddedir [53,55]. 

Lİmonenin biyotransformasyonunda monoterpen yapısına sahip olan 

maddelerin oluşumunda aşağıdaki maddelerin meydana geldiği gözlenmiştir: 

-Alillik oksidasyon tarafından cis ve trans karveollerin oluşumu. 

-Metil sübstütüsyon ile perilla maddelerinin oluşumunun oksidasyonu 

-~ 8,9-çift bağı dan alfa-terpineolün redüktif epoksidasyonu 

-Çift bağlı bileşiklerden oluşan diollerin epoksidasyonu [53,55]. 

Lunone n 
4-izopropeııil-1-nıetilsiklolıegzan 

Şekil 1.17. Limonen' in organik yapısı 

Dhavlikar ve arkadaşları limoneni başlangıç materyali olarak kullanan 

300 ün üstünde mikroorganizmanın olduğunu bildirmiştir (Şekil1.18) [58]. 

Diplodia gossypina A TCC 10936 ve Corynespora cassicola DSM 

62475' nin kullanıldığı biyotransformasyonlarda limonen başlangıç materyalinden 

(1 R,2R,4S)-8-p-Menten-1 ,2-diol oluştuğu bildirilmiştir (Şekil 1.18) [ 48]. 
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Şekil 1.18. Limonen' in biyotransformasyonu [48]. 
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Şekil 1.19. Limonen' in Cladosporium tarafından biyotransformasyonu [56]. 
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Şekil 1.20. Penicillium digitatum tarafından Iimonen in biyotransformasyonu [56]. 
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Penicillium digitatum ile limonen başlangıç maddesinden % 46 saflıkta 

alfa terpineel elde edilmiştir (Şekil 1.20) [56]. 

-
x:.OH 

C01ynesporacassiicola V 

(R)-( + )-Lirnonen (1 S,'S,4R)-p-Ment-8-en-1,2-dioı 

Şekil 1.21. Corynespora cassiicola tarafından (R)-(+) Iimonen in biyotransformasyonu [56]. 

HOÖ_, ..... -OH 
Corynespora cassiicola 

--------------~ ~ 

(S)-(-)-Limonen (ı R2R,4S)-p-Ment-8-en- ı ,2-diol 

Şekil 1.22. Corynespora cassiicola tarafından (S)-(-) Iimonen in biyotransformasyonu [56]. 

Lİmonenin başlangıç materyali olarak kullanıldığı biyotransformasyon 

reaksiyonları ile bir çok metabolit elde edilebilmiştir. Lİmonenin mikrobiyal 

transformasyonu hakkında bugüne kadar beş değişik yol bildirilmiştir 
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(Şekil 1.23). Pseudomonas putida, Penicillium digitatum, Yarrow lipolitica 1 nolu 

yolu izleyerek lİmonenden 3-izopropenil-pimelil-CoA ya, Aspergillus cellulose 2 

nolu yolu izleyerek limoneni, karvon ve dihidroksikarvona indirgediği, 

Rhodococcus erytropolis' in 3 nolu yolu izleyerek 3-izopropenil-6-okzo 

heptanol-CoA ya indirgediği ve Aspergillus cellukıse ise 4 nolu yolu izleyerek 

limoneni izopiperitona indirgediği bildirilmiştir. 

Lİmonenin Pseudomonas sp. ve Aspergillus niger ile meydana gelen 

biyotransformasyonlarında yüksek substrat uçuculuğu ve toksisitenin önüne 

geçilebildiği bildirilmiştir. [3 3]. 

Chaetomium sp tarafından limonenin biyotransformasyonunda (6S)- ve 

(6R)-karveol oluşmaktadır. Aspergillus cellulosae limoneni karbon kaynağı olarak 

kullanarak izopiperiton, cis-karveol, ve peril alkol oluşturmaktadır. Çizel ge 1. 7' 

de Basidiomycetes lerin (+) lİmonenden karveolün izomerlerini biyotransforme 

etme oranları verilmiştir [33,56]. 

Çizelge 1.7. Basidiomycetes ler tarafından saflimonenin biyotransformasyo:mnda karveolün 
izomerlerinin oluşumu (33]. 

Species/Substrat Ürün 

(+)-Iimonen ( + )-cis-karveol (-)-cis-ka rveo I (+)-trans-karveol (+)-trans-karveol 

Ganoderma applanatum 35.4 18.4 25.8 20.3 

Afarasmius alliaceus 22.3 29 30 18.6 

Pleurotus sapidus 10.5 23.2 36.4 29.9 -

(-)-limonen (+)-cis-karveol (-)-cis-karveol (+)-trans-karveol (+)-trans-karveol 

G .applanatuın 11.7 17.3 33.6 38.6 

Malliaceus 15.3 21.8 27.3 33.5 

-· 



l.yol 2.yol 3.yol 4.yol 

Limon en 

!
Liınoııen 7-mono 
oksigenaz 

~OH X Poilolkol 

HO 

Limon en 

Limonen 6-
monooksigenaz 

Karveol 

Perilalkol dehidrogenaz karveol dehidrogenaz 

HO 

Q 
A 

liınoneıı 1,2-
monooksigenaz 

( 4R)-Liınonen 
-ı ,2-epoksit 

Limonen-1, 
2-epoksit 
hidrolaz 

o '((" 

3-izopropeııil 

pinıci ii-CoA 

~ 1 S,2S,.1R)-Liınoııeıı­
~,2-diol 

Liıııonen-1,2-d 

iol-dehidrogen 
az 

cr : (:,4R)-ı-Hidrok 
§ si-2-okzoliınonen 

A 

ı -hidroksi-2-okzol im 
onen-I ,2-ınoııooksige 
n az 

-/ L!H 
v~3R)-3-izopropen 

~ il-6-okzolıeptoııat 

A 
3 -izopropeıı i 1-6-okzolı ep 
taııol-CoA seııtctaz 

SCoA 

(3:)-3-izopropeııil-
~ 6-okzohcptaııoi-CoA 

A 
Şekil 1.23. Liınonen' nin biyotransformasyonu 

Limonen 

liınonen 3-­
monooksigenaz 

izopiperitenol 

izopiperitenoldehidrogenaz 

28 

5.yol 

Limon en 

alfa-terpineol 



29 

2 MATERYAL VE METOD 

2.1.MATERYAL 

2.1.1. STANDART MADDELER 

Çizelge 2.1' de standart olarak kullanılan maddeler ve temin edildiği 

yerler verilmiştir. 

Çizelge 2.1. Kullanılan başlangıç maddeleri ve temin edildikleri yerler. 

--
No İsim Markası 

ı ( + )-Menthol1
'
2 63658-Fluka 

2 (-)-Menthol1
'
2
'
3 M-2258-Sigma 

3 Neo menthol1
'
2 63658-Fluka 

4 (-)-Linalool 6139-Fluka 

5 Limoncne1
'
2 

ı 8,316-4-Sigma 

6 Isomenthol 1
'
2 63658-Fluka 

7 ( + )-Menthofurane1
'
2 63661-Fluka 

8 (-)-Menthone1
'
2 82569-Fluka 

9 (+)-Menthone1
'
2 63675-Fluka 

10 Neo Menthone1
'
2 63675-Fluka 

ı ı Iso menthone1
'
2 63675-Fluka 

12 Menthyl acetate1
'
2 45985-Fluka 

·-
13 Piperitone1 ----------
14 Mentha piperita1 uçucu yağı ----------

15 Mentha arvensis1 uçucu yağı ----------

16 Mentha speciate1 uçucu yağı ----------

17 Terpinolene2 86485-Fluka 

18 Terpinolene2 86485-Fluka 

19 (+ )-Pulegone2 82569-Fluka 

20 (-)-Pulegone2 63675-Fluka 

1 
: Fim1enich (Firıninich SA, Ro u te Des Jeuııes ı CH_ ı2 ı 1 GENEVE) den temin edildi. 

2
: Piyasadan temin edildi 

3
: Mentol kristali ESSENCE NATURAL PRODUCTS(P) LTD.(Hindistan)' den temin edilmiştir. 
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2.1.2. KULLANILAN MiKROORGANiZMALAR 

Araştırmamızda kullandığımız mikroorganizmalar; l)SDA United States 

Department of Agriculture, Agriculturel Research Service, Midwest Area, Peoria, 

Illinois (ABD)' den temin edilmiştir (Çizelge 2.2). Diğer suşlar ise A.Ü. Fen 

Fakültesi, Biyoloji Bölümü, Mikrobiyoloji Laboratuvarı ve naneden 

laboratuvarlarımızda izole edilerek kullanılmıştır (Çizelge 2.3 ve 2.4.). 

Çizelge 2.2. United States Department of Agriculture (USDA), 
Agricultural Research Service, Midwest Area' dan temin 
edilerek kullanılan mikroorganizmalar. 

NO MiKROORGANiZMALAR 

ı Agrobacterium tumefaciens NRRL B-36 

-· 
2 Pseudonıonas 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 nıonospora NRRL Y-1484 

9 Ambrosiozynıa cicatricosa NRRL Y -17,594 

Çizelge.2.3 A.Ü. Biyoloji Bölümü Mikrobiyoloji Laboratuvnrından 
Temin Edilen Mikroorganizmalar. 

No MiKROORGANiZMA 

ı Aspergillus niger 

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

No MiKROORGANiZMA 

ı Penicillium verrucosum var. cyclopium 

2 Penicillium expensum -1 

3 Penicillium expensum -2 
-

4 Cladosporium herbarum 

5 İzolat-1 

6 İzolat-2 

2.1.3. STANDART MİKROORGANİZMALARl CANLANDIRMAK İÇİN 

KULLANILAN BESiYERLERİ 

2.1.3.1. PDA Besiyeri: 

Agar.................................................................. ı3 g 
Maya Ozütü................................... .... ..... .. ........ ı .5 g 
KH2P04 ............................................................ 2 g 
MgS04 .............................................................. 0.5 g 

Yukarıdaki maddeler ı litrelik balon içerisine alınıp saf su ile ı litreye 

tamamlanarak pH asitliği 6 olacak şekilde 0.1 N KOH ve O. ı N HCI ile 

ayarlandıktan soma otoklavda ı21 °C' de ı5 dakika st€ril edilmiştir [28,29]. 

2.1.3.2. Nütrient Broth 

Glikoz.... ... ...................................... .... ..... ..... .. .. 2.5 g 
Maya Ozütü...................................................... ı2.5 g 
KHıP04........... ......... ..... .. .... ........ ... .... .. ..... .. ..... 2,5 g 
MgS04.............................................................. 0.5 g 

Yukarıdaki maddeler 1 litrelik balon içerisine alınıp saf su ile ı litreye 

tamamlanarak pH asitliği 7 olacak şekilde 0.1 N KOH ve 0.1 N HCl ile 

ayarlandıktan soma otoklavda 121 °C' de 15 dakika steril edilmiştir [56,57]. 
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2.1.4. BİYOTRANSFORMASYONDA KULLANILAN BESiYERLERİ 

2.1.4.1.Genel Besiyeri 

Sakkaroz..................................... .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15 g 
NaN03 .............................................................. 0.1 g 
KCL .................................................................. 0.025 g 
MgS04.7HzO .................................................... 0.002 g 
CaS04............................................................... 10.1 g 

Yukarıdaki maddeler ı litrelik balon içerisine alınıp saf su ile ı litreye 

tamamlanarak pH asitliği 6 olacak şekilde O. ı N KOH ve 0.1 N HCl ile 

ayar landıktan sonra otoklavda ı 2 ı 0C' de ı 5 dakika steril edilmiştir [28,29 ,57]. 

2.1.4.2.Alfa-medyum Besiyeri 

Glikoz ............................................................... 20 g 
Pepton ............................................................... 5 g 
Y east ekstresi............................... .. . . . . . . . . . . . . . . . .. . 5 g 
NaCL ................................................................ 5 g 
Na2HP04 ........................................................... 5 g 

Yukarıdaki maddeler ı litrelik balon içerisine alınıp saf su ile ı litreye 

tamamlanarak pH asitliği 7 olacak şekilde O. ı N KOH ve O. ı N HCl ile 

ayarlan dıktan sonra otoklavda ı21 °C' de ı5 dakika steril edilmiştir [28,29]. 

2.1.4.3.Czapek Pepton Besiyeri 

Glikoz .............................................................. ı5 g 
Sakkaroz...... .. . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ı5 g 
Pepton ............................................................... 5 g 
MgS04.1HzO.................................................... ı g 
KCL.................................................................. ı g 
KzHP04 ............................................................ ı g 
FeS04.7HzO..................................................... 0.01 g 

Yukarıdaki maddeler ı litrelik balon içerisine alınıp saf su ile ı litreye 

tamamlanarak pH asitliği 7 olacak şekilde 0.1 N KOH ve 0.1 N HCl ile 

ayarlandıktan sonra otoklavda 121 °C' de ı5 dakika steril edilmiştir [28,29,57]. 



2.1.4.4.Giberella İz Element Solüsyonlu Besiyeri 

Glukoz.............................................................. ı 00 g 
KH2P04 ............. '.................... .. .. ... . . . . . . . . .. . . .. .. . . . . 2 g 
MgS04.7HzO .................................................... 4 g 
KCL .................................................................. 2 g 
Glisin................................................................ 4 g 
Gibberella iz element solusyonu 
Co(N03)z.......................................................... %O.Oı(w/v) 

FeS04.7HzO..................................................... %O. ı 
CuS04.5HzO ..................................................... % O.ı 
ZnS04.7H20 ..................................................... % O.ı6ı 
MnS04.H20 ...................................................... % O.Oı 
Mn(N03)2AH20............................................... % O.Oı 
Di stil e su........................................................... ı 00 ml 
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Gibberella iz element solüsyonu' nundan belirtilen miktarlarda alınan 

maddeler ı 00 ml destile su içerisine karıştırılır. Bu karışırndan 4 ml alınır ve ana 

besiyerindeki bileşenler ile beraber 2 litre distile su ile karıştırılır. PH 6 olacak 

şekilde asitliği ayarlandıktan sonra ı2ı 0C' de sterilize edilmiştir [28,29,56]. 

2.1.4.5. BAl Agar Besiyeri 

Sukroz ............................................................ . 
Agar. .............................................................. . 
6-Benzilaminpuran ......................................... . 

30 gr/L 
9 gr!L 
ı mg/L 

Yukarıdaki maddeler ı litrelik balon içerisine alınıp saf su ile ı litreye 

tamamlanarak pH asitliği 7 olacak şekilde O.ı N KOH ve O.ı N HCl ile 

ayarlandıktan sonra otoklavda ı21 °C' de ı5 dakika steril edilmiştir [28,29,56,57]. 
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2.2. METOD 

2.2.1. MİKROORGANİZMALARIN HAZlRLANMASI 

2.2.1.1. Naneden Kütlerin İzolasyonu Ve İzolatların Tanımlanması 

Bilecik ilinde, nanenin yetiştiği toprak, gövde ve yapraktan alınan 

örnekler steril erlerunayerlerde laboratuvara getirilmiş ve dilisyanları 

hazırlanmıştır. Hazırlanan ıo- 1 , ıo-2, 10-3 lük dilisyonlardan patates dekstroz agar 

( PDA) ve malt ekstrakt agar (MEA ) besiyerlerine ekim yapılarak 25 °C de 5 

gün inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda petri kutularında oluşan 

farklı koloniler ayrılarak saflaştırılmış ve yatık besiyerinde buzdolabında 

saklaıunıştır [58,59]. 

2.2.2. OPTİMUM KOŞULLARlN BELİRLENMESİ 

Araştırmada kullandığımız mikroorganizmaların en iyi geliştikieri 

sıcaklık, zaman, pH ve besiyerleri saptanmıştır. 

Optimum pH ve sıcaklığı belirlemek için PDA besiyerinin pH' sı 3.5, 4, 

5, 5.5, 6, 6.5' e ayarlanmış ve mikroorganizmalar ekilerek 20, 22, 24, 26, 28 ve 

30 °C de 2- 6 gün inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon süresince mikroorganizmaların gelişimi günlük olarak 

izlenmiş ve her çalışma üç paralel olarak yürütülmüştür. 

Biyotransformasyon için en uygun besi ortamının belirlenmesi amacıyla; 

Genel Besiyeri, Alfa medyum Besiyeri, Czapek Pepton Besiyeri, Giberella İz 

Element Solusyonlu Besiyeri ve BA ı Besiyeri kullanılmıştır. Besiortamları 100 

ml olacak şekilde 250 ml. lik edenlere dağıtılmış ve mikroorganizmalar ayrı ayrı 

ekilerek daha önce saptanan optimum pH ve sıcaklıkta inkübe edilmiştir. 

2.2.3. BİYOTRANSFORMASYON ÇALIŞMALARI 

Genel Besiyeri, Alfa medyum Besiyeri, Czapek Pepton Besiyeri, 

Giberella İz Element Solusyonlu Besiyeri, BAl besiortamları kullanılarak 250 ml 

lik edenlere 100 ml olarak dağıtılmış ve daha sonra 121 °C' de 15 dakika steril 

edilmiştir. Besi oıiamları üzerine laminer flow' da hücre kültüründen veya spor 

solüsyonundan ı ml olacak şekilde ilave edilmiştir. Edenler 140 rpm de 24-26 

°C' de 2 gün süre ile inkübe edilmiştir. Bu şekilde mikroorganizma gelişimi 
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sağlanan erieniere ayrı ayrı 25 ı-ıl mentol, menton, limonen ve nane uçucu yağları 

ilave edilerek aynı koşullarda inkübasyona devam edilmiştir. 

Erienierden her hafta örnek alınarak başlangıç maddelerinin tüketilip, 

tüketilmediği kontrol edilmiş ve azalan başlangıç maddesi biyotransformasyonun 

başladığının göstergesi olarak kabul edilmiştir. Başlangıç maddesi azaldıkça 

ortama ilave edilmiştir. Bu işlemler 5 hafta boyunca devam etmiştir. 

Tüm biyotransformasyon çalışmalarında kontrol olarak, aynı koşullarda 

hazırlanmış ve saklanmış üç erlen kontrol olarak kullanılmıştır. Kontroller; 

Besiyeri, Besiyeri + başlangıç maddesi, Besiyeri + mikroorganizma şeklinde 

yapılmıştır. Bu üç kontrol ile transformasyonun gerçekleştirildiği besiyeri 

karşılaştırılarak metabolitlerin gerçek mikrobiyal transformasyon ürünleri olup 

olmadığı belirlenmiştir. Çalışmalar ikişer paraleller halinde yapılmıştır. 

Biyotransforınasyon işleminin sona erdiği ve dönüşümlerin maksimuma 

ulaştığı İTK ve/veya GC sistemi ile tespit edildiğinde numuneler üzerine EtOAc 

ilave edilerek mikroorganizmaların canlılığına son verilmiş biyotransformasyon 

durdurulmuş, ekstraksiyon ve İzolasyon çalışmalarına geçilmiştir [56,60,61]. 

2.2.3.1. Metabolitlerin Ekstraksiyonu 

Metabolit oluşumunu izlemek amacıyla yapılan işlemdir. Steril koşullar 

altında, önceden 3-5 ml EtOAc ilave edilmiş deney tüplerine steril uçlu pipetörler 

ile biyotransforınasyon besi ortamından eşit miktarda aktarılmış, ı dakika varteks 

kullanarak karıştırılmıştır. EtOAc' lı üst faz, başka bir pipet ile susuz Sodyum 

sülfat tan geçirilerek bir numune kabına aktarılıp 40-·50°C' de çözücü 

uzaklaştırılmıştır. İTK veya GC sistemi ile kontrol edilmiştir [ 6 ı]. 
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2.2.4. UÇUCU YAG TAYİNİ VE ELDE EDiLMESi 

Yağ elde edilmek üzere toplanan nan e bitkisi, kurutulup, öğütüldükten 

sonra , 40-50 gr öğütülmüş örnek alınıp uygun hacimdeki bir balona konmuştur. 

Üzerine numuneyi tamamen ıslatacak kadar suyun biraz fazlası ilave edilmiştir. 

Aygıt şekil 2.2.' de görüldüğü gibi kurulmuştur. Uçucu yağın taksimatlı kısmına 

1 ml ksilen ilave edilmiştir. Soğutucu takılıp su musluğu açıldıktan sonra balon 

ceketli bir ısıtıcıda ısıtılmıştır. Yaklaşık 6 saatlik bir damıtmadan sonra; sabit bir 

okuma değerine ulaşıldığı zaman damıtınaya son verilmiştir. Taksimatlı bölmeden 

okunan yağ miktarından ksilen miktarı çıkarılarak hesaplama yapılmıştır [57]. Bu 

işlem sonucu elde edilen uçucu yağ biyotransformasyonda başlangıç maddesi 

olarak kullanılmıştır. 

Şekil 2.1. Uçucu yağ içeriğinin belirlenmesinde, toplayıcı büret kısmı; (A):Sudan hafifuçucu 
yağlar için, (B): Sudan ağır uçucu yağlar için. 
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2.2.5. KOLON KROMATOGRAFİSİ 

1:30-50 oranında silikajel ve hekzan ile yaş olarak hazırlanmış kolon 

(Şekil 2.3) içindeki silikajele emdirilerek ve/veya doğrudan uygulanmıştır. 

Hekzandan başlamak üzere, hekzan-dietileter,dietileter,aseton ve etilasetat ile 1 O 

ml' lik fraksiyonlar toplanmıştır (Şekil 2.4.). Kolon son olarak Metil alkol ile 

yıkanmıştır [62,63]. 

Şekil2.3. Silikajel ile kolon kromatografisinin hazırlanması 

Şekil 2.4. Kolon kromatografisi yönteminin uygulanması ve fraksiyonların toplanması 

Elde edilen fraksiyonlar rotavoporda uçucu maddelerden 

uzaklaştınldıktan sonra İTK ve GC' de tayin edilmeye çalışılmıştır. 
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2.2.6. İNCE TABAKA KROMOTOGRAFİSİ 

5x20, ı Ox20 ve 20x 20 e batlarında laboratuvarda hazırlanmış plaklar ve 

hazır plaklardan yararlanılmıştır. Laboratuvarımızda hazırlanan plaklar Şekil 2.ı' 

de görüldüğü gibi hazırlanmıştır. Şekil 2.2' de görüldüğü gibi tayin edilecek olan 

madde geliştirilme tankına alınmıştır. Çözücü sistemde sürüklenen numuneler 

kurutulduktan sonra UV ışık altında 254/364 nın dalga boylarında incelenmiştir 

(Şekil 2.3-2.4). UV absorbsiyonu olmayan maddelerin belirlenmesinde renk 

reaktifi olarak% 3 Vanilin - % ı H2S04, % 5 H2S04 + % 1 Vanilin reaktifi + ısı, 

anisaldehit /H2S04 +ısı veya iyot buharından yararlanılmıştır [62,63]. 

Şekil2.5. İnce Tabaka Kromatografisi (İTK) plakalarının hazırlanması. (A), cam levhalar, (B), 
silikajelin hazırlanması ve plakaların üzerine dökülmesi,(C), silikajelin plakalarda ince 
bir tabaka oluşturması,(D), hazırlanan plakaların alınarak etüvde kurutulması. 

Şekil 2.6. Elde edilen fraksiyonların İnce Tabaka Kromatografisinde tayin edilebilmesi için, 
silikajelli tabakalara uygulanması ve çözgen maddelerde yürütülmesi. 
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Şekil2.7. Elde edilen metabolitlerin U. V. Işık altında tespit edilmesi. 

2.2.7. GAZ KROMATOGRAFİSİ: 

Gaz Kromatografisi (Hewlett-Packard 6890 ), (Şekil 2.7.), innowax 

FSC kolon (30m x 19091 J-413, 0.25 mikrometre film kalınlığında) ile 

kullanılmıştır. Elde edilen sonuçlar, İnce Tabaka Kromatografısi (İTK) 

sonuçlarıyla karşılaştırılmıştır [58,62,63]. 

Şekil 2.8. Laboratuvarda kullanılan gaz kromatografisi cihazı (HP. 6890). 

D 
D 

Şekil2.9. Gaz Kroınatografisinin Aşamaları; !.Taşıyıcı gaz girişi, 2.Enjektör, 
3.Kolon, 4.Termostat fırın, 5.Dedektör, 6.Kayıt, yazıcı 

Gaz kromatografisi yönteminde kullanılan sıcaklık programlarından 

bazıları şunlardır: 

1.) 100 °C'de 5 dak, 200 °C' ye 20 °C/dak, 220 °C' de 11.5 dak. 
2.) 60 °C'de lO dak, 220 °C' ye 4 °C /dak, 220 °C de 10 dak, 240 °C' ye ı °C/dak 
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3. BULGULAR 

3.1. MiKROORGANiZMALARlN EN İYİ GELİŞTİGİ KOŞULLAR 

Biyotransformasyon çalışmalarında en yüksek verimi elde edebilmek için 

mikroorganizmaların gelişebileceği en uygun koşullar belirlenmiştir. 

Mikroorganizmaların en iyi geliştikieri sıcaklık, pH ve süre çizel ge 3 .ı' de 

verilmiştir. Optimum pH, sıcaklık ve süre mikroorganizmaya göre değişiklik 

göstermiştir. İnkübasyon sıcaklığı 24-34 °C arasmda değişmiştir. 

Mikroorganizmaların en iyi geliştikieri pH ise 5-6.5 arasında olmuştur. 

İnkübasyon süresi ise 2-6 gün arasında belirlenmiştir. 

Çizelge 3.1. Biyotransformasyonda Kullanılan Mikroorganizmaların en iyi geliştikieri ortam 
koşulları. 

Mikroorganizma Adı İnkübasyon İnkübasyon Ortam Asitliği 
zamanı (Gün) sıcaklığı (0C) (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 herbarımı 6 26 6 

Culvalaria lunata NRRL 25754 4 . 24 6 

Diplodia gossypina NRRL 13607 5 24 5 

Penicillium digitatum NRRL 786 4 24 6 

Penici!lium 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 minula NRRL-Y -1589 4 24 6 

Torulaspora delbrueckii NRRL Y -866 3 28 6 

İzolat- 1 4 28 6 

Izolat-2 5 24 6 
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Seçilen mikroorganizmaların biyotransforrnasyon ortamlarındaki gelişme 

durumları da farklılık göstermiştir. Biyotransforrnasyon ortamı olarak beş farklı 

besiyeri kullanılmıştır. Mikroorganizmaların bu besiyerlerindeki 

durumları birbirleri ile karşılaştırılarak kaydedilmiştir (Çizelge 3.2). 

gelişme 

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

ortamında ve BA-l besi ortarnında İzolat 1 ise sadece BA-l besi ortamında 

gelişememiştir. Diğer mikroorganizmalar ise besiyerlerinde az veya çok gelişme 

göstermişlerdir. 

Çizelge 3.2. Biyotransfonnasyonda Kullanılan Mikroorganizmalar ile Besiyerlerinin Arasındaki 
Gelişim ilişkisi 

NO 
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Penicillium verrucosum var. cyclopium 

Penicillium sp. 

Pseudomonas citronellolis NRRL B-2504 

Rhodotorula minuta NRRL-Y -1589 

Torulaspora delbrueckii NRRL Y -866 
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İzolat-2 
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3.2.BiYOTRANSFORMASYON YAPAN MiKROORGANiZMALAR 

Seçilen mikroorganizmaların başlangıç materyali olarak menton, mentol, 

limonen ve nane yağlarının kullanıldığı ortamlarda biyotransformasyon yapıp 

yapmadıkları gaz kromatografisi ile izlenmiştir. Yapılan çahşmaların sonuçları 

çizel ge 3.3' de verilmiştir. 

Çizelge 3.3. Biyotransfonnasyon çalışmalarında kullanılan mikroorganizmalar ve 
biyotransfonnasyon yapıp, yapmadığı. 

KULLANILAN MİKROORGANİZMALAR: BİYOTRANSFORMASYOl'\UN OLUP 
OLMADI Gl 
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;ı:: 
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~ ...ı -< -< o ;z: o --~ .... 

E-< o E-< ~;;;:; ~ ;z: 
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;z: ;z:kl ;z: 
~ ~ <~ -< ..... ·>-< 

~ ""' ...ı z:::::::. 2: 

Agrobacterium tumefaciens NRRL B-36 - + - -
Ambrosiozyma cicatricosa NRRL Y -17594 + - - -

Ambrosiozyma mono~pora 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 minula NRRL-Y-1589 - . - - -
Torulaspora delbrueckii NRRL Y-866 - - - -

Penicilliunm sp. - + + -
Aspergillus niger + - - -

İzolat-1 - - - -
İzolat-2 - - - -
Penicillium verrucosu var. cyclopiunı - + - -
Penicil!ium expensum-1 - - - -
Penicillium expensum-2 + + + -

Cladosporium herbarunı - + - -
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Çizelge 3.4. Biyotransfonnasyonda metabolitlerin elde edildikleri haftalar. 

~ ~ ~ ~ ~ 
E-< E-< E-< E-< E-< 

MiKROORGANiZMA 
~ ~ ~ ~ ~ 
~ ~ ~ ~ ~ 
=ı; :I: :I: :I: :I: 
..... ~ ~ ..,; ıri 

Agrobacterium tumefaciens NRRL B-36 2 

Ambrosiozyma cicatricosa NRRL Y-ı7594 ı 

Ambrosiozyma monospora NRRL Y-ı484 

Aspergillus niger ı 

Aspergillus sydowii NRRL 252 

Cladosporium herbarum 2 

Culvalaria lunata NRRL 25754 2 

Diplodia gossypina NRRL 13607 2,3 

Penicillium digitatunı NRRL 786 3 2 

Penicillium expensunı-1 

Penicillium expensunı-2 ı 3 2 

Penicillium verrucosu var. cyclopiunı 2 2 

Penicilliunm sp. 2,3 

Pseudomonas citronellolis NRRL B-2504 

Rhodotorula minuta NRRL-Y-ı589 

Torulaspora delbrueckii NRRL Y-866 

İzolat-ı 

İzolat-2 

1. Başlangıç Maddesinin Menton Olduğu Durumda Biyotransforınasyon Sırasında Metabolit Eldesi 
2. Başlangıç Maddesinin limon en Olduğu Durumda Biyotransformasyon Sırasında Metabolit Eldesi 
3. Başlangıç Maddesinin Mentol Olduğu Durumda B iyetransformasyon Sırasında Metabol it Eldesi 

Biyotransformasyon çalışmalarında kullandığımız 18 adet 
• 

mikroorganizmadan 1 O tanesi biyotransformasyon yapmıştır. Agrobacterium 

tumefaciens NRRL, B-36, Culvalaria lunata NRRL 25754, Diplodia gossypina 

NRRL 13607, Penicillium digitatum NRRL 786, Penicillium sp, İzolat 3,5,6 

Limoneni başlangıç materyali olarak kullanmışlardır. 

Ambrosiozyma cicatricosa NRRL Y-1 7594, Aspergillus niger ve İzolat 5, 

başlangıç maddesi olarak mentonu kullanmışlardır. 

Diplodia gossypina NRRL 13607, Penicillium digitatum NRRL 786, 

Penicillium sp. ve Penicillium expensum-2 başlangıç maddesi olarak mentolü 

kullanmışlardır. 
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Nane yağlarında ise mikroorganizmaların hiçbiri ile biyotransformasyon 

elde edilememiştir. 

Agrobacterium tumefaciens NRRL B-36 limonen?. birinci haftada 

biyotransformasyona uğratılırken, İzolat 3 ve 6 ikinci haftada, Diplodia 

gossypina, Penicillium sp., tarafından üçüncü haftada, Culvalaria lunata NRRL 

25754, Penicillium digitatum NRRL 786 ve izolat 5 ise dördüncü haftada 

biyotransformasyona uğratmıştır. 

Mentonu biyotransformasyona uğratan mikroorganizmalar birinci haftada 

biyotransformasyona uğratmışlardır. 

Mentolü başlangıç maddesi olarak kullanan mikroorganizmalardan elde 

edilen metabolitler üçüncü haftada elde edilmişlerdir (Çizelge 3.4). 

3.3. İNCE TABAKA KROMATOGRAFİSİNDE KULLANILAN 

ÇÖZÜCÜLER VE ORANLARI 

Biyotransformasyon işleminin durdurulması sonucunda kolon 

kromatografisinde elde edilen metabolitler İnce Tabaka Kromatografisinde 

tanımlanmaya çalışılmıştır. Bu işlem için çok farklı çözücüler denenmiştir. Sonuç 

alınabilen çözücü ve oranlarından bazıları çizel ge 3 .5 ' de verilmiştir. 

Çizelge 3.5. İTK' da kullanılan çözücüler ve kullanım oranları 

No Çözücüler Oranları . 
ı Hekzan!Etil asetat 12/1 

2 Hekzan/Etil asetat 8/I 

3 Hekzan!Etil asetat/su 8/i/1 

4 Hekzan/Etil asetat/su 4/111 

5 Hegzan/aseton 2/1 

6 Hekzan/Dietileter 10/1 

7 Petrol eter/Eti! asetat 4/1 

8 Petrol eter/Eti! asetat 2/3 

9 Petrol eter/Eti! asetat III 

IO Petrol eter/Eti! asetat 3/7 
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3.4. MENTONUN BIYOTRANSFORMASYONU 

Menton' un biyotransformasyonu için yapılan çalışmalarda 18 

mikroorganizma kullanılmıştır. Biyotransformasyonda başlangıç maddesi olarak 

kullanılan mentonun miktarı her erlenmayer ıçın 25 ı-tl dir. Bu 

mikroorganizmalardan Ambrosiozyma cicatricosa NRRL-Y 17594, Aspergillus 

niger ve İzolat 5 biyotransformasyon yapabildiği gözlenmiştir. Bu maddelerden 

mentel ve mentofuran İTK ve GC ile tanımlanabilmiştir. 

Çizelge 3.6' da , menton un biyotransformasyon çalışmaları sonunda 
elde edilebilen metabolitler ve tayin yöntemleri verilmiştir. 

Çizelge 3.6. Menton un biyotransfonnasyon işlemi sonuçları 

KULLANILAN MiKROORGANiZMA METABOLİT TAYİN ŞEKLİ 

Ambrosiozyma cicatricosa NRRL-Y 17594 Mı İTK, GC 

Aspergillus niger MENTOFURAN, M2 İTK, GC 

İzolat 5 MENTOL İTK, GC 

100 

-

.5 

4 

-

- 2l ı~ 1 3~. 

o - -~ 

l.l.._ __ j ~ "" 1.._ 
ı ı ı 

12.0 

Şekil 3. l.B iyotransforınasyonda kullanılan standart maddelerden bazılarının pik değerleri 
2. Limonen, 3. Linalol, 4. Menton, 5. Mentol 
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.1 
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ı ı ı ı o 

12.0 LH 
Şekil 3.2. Mentondan elde edilen mentofuranın pik görünümü 

3.5. LIMONEN' IN BIYOTRANSFORMASYONU 

Limonen' in biyotransformasyonunda kullanılan 18 mikroorganizmanın 

6 adetinin biyotransformasyon yaptığı bulunmuştur. Bu metabolitlerin hiçbiri 

tanımlanamamı ştır. 

Tablo 3.7.Limonenin biyotransformasyon işlemleri sonuçları 

MiKROORGANiZMA METABOLİT TAYİN 

YÖNTEMİ 

Agrobacterium tumefaciens NRRL B-36 M3. İTK,GC 

Culvalaria lunata NRRL 25754 M4 İTK,GC 

Diplodia gossypina NRRL 13607 M s İTK,GC 

Penicillium digitatum NRRL 786 M6 İTK,GC 

Penicilliunm sp M7, Ms İTK,GC 

Penicillium verrucosu var. cyclopium M9 İTK,GC 

3.6. MENTOL' ÜN BİYOTRANSFORMASYONU 

Mentel' ün başlangıç maddesi olarak kullanıldığı biyotransformasyon 

çalışmalarında kullanılan 18 mikroorganizmanın 2 tanesinin biyotransformasyon 

yaptığı bulunmuştur. Bu dört adet mikroorganizmadan 2 adet metabolit elde 

edilmiştir. 
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Tablo 3.8.Mentolün biyotransformasyon işlemleri sonuçları 

·-
MiKROORGANiZMA METABOLİT TAYİN YÖNTEMİ 

Diplodia gossypina NRRL 13607 Mıo İTK,GC 

Penicillium digitatum NRRL 786 Mı ı İTK,GC 

·-100 

M5 

M4 M7 

M9 

MI 

M6 M8 

M2 

M3 

12.0 18.0 
Şekil 3.3. Biyotransformasyon sonucunda elde edilen metabolitlerin pik özellikleri 

3.7. 6-BENZILAMIN PURAN İÇEREN BESIYERI (BAl)' NIN 

KULLANILDIGI BIYOTRANSFORMASYONU 

Yapılan bu çalışmalarda hiçbir metabolit elde edilememiştir. 

3.8. NANE YAGLARININ KULLANILDIGI BESI ORTAMLARlNDA 

BIYOTRANSFORMASYONU 

Yapılan bu çalışmalarda hiçbir metabolit elde edilememiştir. 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Biyoteknolojik yöntemler, geleneksel ekstraksiyon yöntemleriyle elde 

edilen bitkisel materyaliere karşı birçok avantajlara sahiptir. Yüksek verim, 

yüksek saflık, ve yüksek güvenirlik düzeyi bu avantajlardan bazılarıdır. Doğal 

çeşni maddelerinden en önemlileri, uçucu yağlar ve oleoresinlerdir. Ekstraksiyon, 

destilasyon veya mekanik presyon ile doğrudan bitkilerden izole edilen uçucu 

yağlar çok eskiden beri kullanılmaktadır. Tad ve lezzet maddelerinin içerisinde 

badem, anason, tarçın, limon, vanilya ekonomik değeri en yüksek olanlardır [9, 

12, 59]. 

Mikrobiyal transformasyon çok hızlı bir gelişim içindedir. Ancak; gıda 

katkı maddelerinin üretiminde henüz yeterli bir büyüme yoktur. 2000' li yıllarda 

özellikle tad ve koku maddelerinin çok hızlı bir şekilde büyüyeceği 

bildirilmektedir [7, 9, 12, 59]. Monoterpenler bol miktarda ve ucuz olarak 

bulunduğu için özellikle koku ve aroma maddelerinin sentezlerinde tercih edilen 

başlangıç maddeleridir [7, 9, 15, 59].. 

Biyotransformasyon çalışmaları günümüzde giderek önem taşımaktadır. 

Bu konuda ülkemizde yapılan çalışmalar hiç yok denecek kadar azdır. 

Çalışmalarımızda seçilen başlangıç maddelerini biyotransformasyona 

uğratan mikroorganizmalar belirlenmeye çalışılmıştır. Seçilen 18 

mikroorganizmadan 1 O tanesinin biyotransformasyon yaptığı belirlenmiştir. N ane 

bitkisinin yetiştiği topraktan ve bitkiden izole edilen izolat Penicillium 

verrucosum var. cyclopium, başlangıç maddesi limonen olduğunda, Penicillium 

expensum-2 ise başlangıç maddesi menton, limonen ve mental olduğunda 

biyotransformasyon yapmıştır. 

USDA kültür kolleksiyonundan temin ettiğimiz mikroorganizmaların 

hepsi daha önce biyotransformasyon çalışmalarında kullanılmış 

mikroorganizmalardan seçilmiştir. Yapılan çeşitli çalışmalarda farklı 

mikroorganizmaların, farklı başlangıç materyallerini biyotransformasyona 

uğrattığını ortaya koymuştur. Bu konuda ilk patent lİmonenden karvon elde 

edilmesinde Corynebacteria cinsine ait mikroorganizmalara aittir. Daha sonra 

monoterpenlerin biyotransformasyonda Pseudomonas, Bacillus, Rhizopus, 
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Trichoderma ve Candida cinslerine ait mikroorganizmaların rol aldığı bildirilmiş 

ve patentleri alınmıştır [7, 9, 15, 24, 59]. 

Spencer ve arkadaşlarları [53], Agrobacterium tumefaciens kullanılarak 

mentha türlerinden elde edilen yağlarda, invitro ortamlarda monoterpenlerin 

biyosentezini, gerçekleştirmişlerdiL Mikroorganizmanın geliştiği en uygun 

besiyerinde, inakulum geliştirilmiş ve inkübasyonun 22. ve 44. günlerinde 

biyotransformasyon ürünlerinin maksimum üreme gösterdiği bildirilmiştir. 

Mentol üretiminin en yüksek olduğu zaman aralığı ise 15. gün olarak tespit 

edilmiştir [53,60] Bizim çalışmamızda kullandığımız Agrobacterium 

tumefaciens NRRL B-36 nın biyotransformasyon yaptığı tespit edilmiştir. A. 

tumefaciens NRRL B-36 tarafından limonden ikinci haftada M3 metaboliti elde 

edilmiştir. 

Hanssen ve arkadaşları Ambrossiozyme cicatricosa CBS 6158 in çeşitli 

başlangıç materyallerini kullanarak monoterpenleri sentezleyebildiğini 

bildirmişlerdir [ 53]. Çalışmamızda Ambrossiozyme cicatricosa NRRL Y- 17594 

mentonu başlangıç maddesi olarak kullanmış ve üçüncü haftada M 1 metabolit elde 

edilmiştir. 

Hanssen ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmalarda 

biyotransformasyonda kullanılan mikroorganizmalardan, Ambrossiozyme 

monospora CBS 2554 ve Aspergillus sydowii' monoterpenlerin elde edilmesinde 

kullanılabileceği bildirilmişlerdir [53]. Ancak · bizim kullandığımız 

mikroorganizmalar Ambrossiozyme monospora NRRL Y -1484 ve Aspergillus 

sydowii NRRL 252 biyotransformasyon yapamamıştır. Kullandığımız 

mikroorganizmanın biyotransformasyon yapabileceği sıcaklık, zaman, pH ve 

besiortamı gibi koşulların sağlanması durumunda biyotransformasyon yapması 

beklenebilir. Ancak bazı durumlarda ortam koşulları tam olarak sağlansa dahi 

kullanılan mik.worganizma suşunun farklı olması durumunda 

biyotransformasyonun gerçekleşmedi ği bildirilmiştir [23 ,26], 

Abraham ve arkadaşlarının yaptığı çalışmalarda Diplodia gossypina 

ATCC 10936, kullanarak asildik monoterpenlerin, terminal izopropenil grupları 

ile (S)-2,3-dihidro-2,3- diollere dönüştürdüğü bildirmektedirler. Ayrıca D. 

gossypina L-Menthenin oksidasyonu ile 1 ,2-dihidro-1 ,2 trans diollere 
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dönüştürebilmekte ve asiklik izoprenoid maddelerin biyotransformasyonunu 

meydana getirmektedir [53], Kieslich ve arkadaşları ise D, gossypina nın limonen, 

a-terpinen, y-terpinen, (R)-( + )-limonen, (R)-(-)-a-fenilandreni 

biyotransformasyona uğrattığı bildirilmiştir [ 48]. Çalışmamızda kullandığımız 

Diplodia gossypina NRRL 13607, limonen ve mentolü biyotransformasyona 

uğratmıştır. M 5 ve M 10 metabolitleri üçüncü haftada elde edilmiştir. Ancak bu 

metabolitlerde tarafımızdan tanımlanamamı ştır [ 5 3]. 

Penicillium digitatum hakkında çok sayıda çalışma yapılmıştır ve 

biyotransformasyonda çok başarılı sonuçlar alındığı bildirilmiştir [26,5 3]. 

Kieslich ve arkadaşları tarafından, Penicillium digitatum ile Sitranelloldan önce 

pulegon ve izopulegon elde edilmiştir. Biyotransformasyonun devamında % 95 

saflıkta mental elde edilebildikleri açıklanmıştır[23]. Abraham ve arkadaşları ise 

Penicillium digitatum' un uygun besi ortamlarında, başlangıç maddesi olarak ( + )­

Limoneni kullanarak a-terpineolün elde edildiğini bildirmişlerdir [53]. 

Çalışmamızda kullandığımız Penicillium digitatum NRRL 786 limonen ve 

mentolü başlangıç ıi1addesi olarak kullanabilmiştir. İnkübasyon süresinin üçüncü 

ve dördüncü haftalarında M6 ve Mıı metabolitleri elde edilmiştir. 

Fuganti ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmalarda Rlıodotorula 

minuta monoterpen alkollerden timolü başlangıç maddesi olarak kullanarak (-)­

mental elde edilebileceğini bildirilmiştir [23]. Bizim çalışmamızda Rlıodotorula 

minuta NRRL Y·1589 kullanıldığı ve bu mikroorganizmanın kullandığımız 

koşullarda biyotransformasyon yapmadığı ortaya çıkmıştır. Yine P.citronellosis 

NRRL B-2504, Torulaspora delbruechhii NRRL Y-866, Penicillium expensum-l, 

ve İzolat 1 ile İzolat 2 nin kullanıldığı biyotransformasyon çalışmalarında da 

herhangibir metabolit elde edilememiştir. Bu mikroorganizmaların 

biyotransformasyon yapmamasının nedeni başlangıç maddesinin ve 

biyotransformasyon koşullarının uygun olmaması olabilir. Benzer olarak yapılan 

çalışmalarda biyotransformasyon koşullarının mikroorganizmaya göre yeniden 

düzenlenmesi ve başlangıç maddesinin değiştirilmesi durumunda kullanılan 

mikroorganizma ile metabolit elde edilmesinin mümkün olacağı bildirilmektedir 

[52]. 
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Başlangıç materyali olarak menton kullanıldığında Aspergillus niger ile 

mentofuran ve M2 kodlu metabolit elde edilmiştir. Nane bitkisinin yetiştiği 

topraktan ve bitki aksamından izole edilen ve Penicillium expensum-2 olarak 

isimlendirdiğimiz mikroorganizma ile mentole dönüşüm sağlanmıştır. 

L-mentoi, şekerlemelerden, tıbbi ürünlere kadar çeşidi alanlarda yaygın 

olarak kullanılan monoterpen yapısına sahip organik bir maddedir. Ürünlerenane 

tadı verir ve serinletici özelliği bulunmaktadır. Nane bitkisinde yağ ·oluşumu, 

çiçeklenıne başlangıç dönemi ile tamamen çiçeklenme arasındadır. Bu sırada 

sadece L-mentolün az bir miktarı (%40), L-mentole çevrilirken, büyük bir kısmı 

ticari değeri düşük olan diğer ürünlere dönüşmektedir. L-mentolün bitkiden en 

yüksek seviyede ekstrakte edilerek daha sonra Pseudomonas putida gibi 

mikroorganizmaLarın dehidrogenaz aktivitesi yoluyla L-mentole 

dönüştürülebileceği öne sürülmüştür [25,26]. 

Mentol farklı başlangıç maddelerinden de biyotransformasyonla elde 

edilmiştir. Sitranellol dan P. digitatum ile mentol elde edildiği bildirilmiştir [25]. 

Mentondan mentol ve neomentolün ayrılmasına sebep olan enzim (-)-mentol 

redüktaz enzimi olarak bildirilmiştir [53]. Sonuç olarak İzolat 5 bu enzimi 

s algılayan bir mikroorganizma olabilir. Yine bizim yaptığımız çalışmada (-)­

menton kullanılmıştır. ( + )-menton kullandığımız ortam koşullarında ise bu 

dönüşüme rastlanamamıştır [50]. 

Menton başlangıç maddesi olarak kulla:ı:ı.ıldığı biyotransformasyon 

çalışmalarında Aspergillus niger ile mentofuran elde edilmiştir. Mentofuran ara 

bir bileşik olmakla beraber sentetik olarak elde edilmiş bir bileşik olarak 

kullanılmaktadır. 

Çalışmamızda kullanılan mikroorganizmalar daha önce daha önce 

biyotransformasyon çalışmalarında kullanılmış olmasına karşın mentolün 

biyotransformasyonunda ilk kez denenmiştir. 

Başlangıç materyali olarak limonen kullanıldığında A. tumefaciens, 

C.lunata, D. Gossypina, P. digitatum, Penicillium sp., Penicillium verrucosum var. 

Cyclopium, Peni'cillium expensum-2 ve Cladosporium herbarum kullanılarak 

yapılan çalışmalarda sırasıyla, M3, M4, M5, MG, M1, Ms, M9, Mıo, Mu kodlu 

metabolitler elde edilmiştir. Penicillium sp ile M4 ve Ms kodlu iki metabolit elde 
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edilmiştir. Bu metabolitler kullandığımız yöntemler ile saptanamamıştır. 

Çalışmalarımızda kullandığımız yöntemler metabolitlerin tanımlanmasında 

oldukça yetersiz kalmıştır. Metabolitlerin daha sağlıklı tespiti için kütle 

spektroskopisi ve NMR tekniği gibi tekniklerin kullanılabilmesi gerekmektedir. 

Headspace SPME (Katı faz mikroekstraksiyonu) nun iyi sonuç verdiği 

bildirilmiştir. Lİmonenin biyotransformasyonu hakkında çok sayıda çalışma 

yapılmıştır [25, 50, 51]. Metabolit elde ettiğimiz çalışmalarda alfa medyum 

besiyerlerinde iyi sonuçlar alımmştır. Kullanılan mikroorganizma diğer besi 

yerlerinde daha iyi gelişmesine rağmen, metabolit elde edilememiştir. Bu yüzden 

çalışmalarda gelişme olan bütün besiortamları kullanılmıştır. 

Turner ve arkadaşları nane yağından monoterpenlerin biyosentezi 

çalışmasında reaksiyonun 7. aşamasında ( + )- pulegondan, pulegon redüktaz 

enzimi ile (-)- menton elde etmişlerdir. Reaksiyonların devamında (-)-mentondan, 

menton redüktaz enzimi ile (-)-mentol ve ( + )-neomentol elde edildiği bildirilmiştir 

[39]. Yine Bouwmeester ve arkadaşlannm yaptıklan bir ç:::lıçmada, 

biyotransformasyon da başlangıç maddesi olarak karbonhidratlar kullanıldığında, 

izopentil difosfat (IPP), geranil difosfat (GPP)' den(+)- Limonen sentetaz enzimi 

ile limonen ve son olarak (+)-karvonun enzimatİk biyotransformasyonla elde 

edilmesinin çok daha kolay olduğu bildirilmiştir [ 5 3]. Bu çalışmalarda 

biyotransformasyon işlemi mikroorganizmalar ile değil, enzimler ile 

gerçekleştirilmiştir. Enzimler ile yapılan biyotransforlJlasyon çalışmalarının daha 

başarılı sonuçlar verdiği bildirilmektedir. Bu yüzden gerek mikroorganizmalar ile, 

gerekse enzimler ile meydana gelen biyotransformasyon çalışmalarında en iyi 

sonuç veren yöntemin kullanılmasına ihtiyaç olduğu bildirilmiştir. Ayrıca 

antimikrobiyal etkinin mikroorganizmaların gelişimine etki etmesi yüzünden 

sözkonusu işlem aşamalarında herhangi bir sonuç elde edilememiştir. Örneğin 

nanenın bileşiminde bulunan mentoliin antimikrobiyal özelliği olduğu 

bilinmektedir [ 41]. 

Mikroorganizmaların antimikrobiyal özellikleri hakkında yapılan 

çalışmalarda bazı metabolitlerin, bu özellikten dolayı oluşumunun engellendiği 

belirtilmiştir. Bu sebeple biyotransformasyonda başlangıç materyali ve beklenen 
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biyotransformasyon ürünlerinin özelliklerinin ıyı bilinmesi ve antimikrobiyal 

etkinin izlenmesi gerekmektedir [1,26,60]. 

Sonuç olarak, mikroorganizmalar tarafından bu dönüşümün sağlanmış 

olması gelecek için ümit vadetmektedir. Çünkü Mentha piperita gibi bazı nane 

türlerinde menton oranı diğer türlere göre daha fazla, mental oranı daha azdır. 

Bitkiden elde edilen mentonun dönüşümünün sağlanması ekonomik olarak daha 

fazla mentolün gıda, ilaç ve koku sanayilerine kazandırılması söz konusudur. 

Ayrıca bu konuda çalışmaların geliştirilmesi yeni tad ve koku maddelerinin 

geliştirilmesine yardımcı olacaktır. 
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