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OZET

Aroma, yani koku ve tat maddeleri gida, i¢ecek, kozmetik, deterjan, kimya ve
ilag sektorlerinde yaygin kullanim alani olan katki maddeleridir. Genelde dogal
kaynaklardan veya kimyasal sentez yoluyla iiretilmektedir. Aroma maddelerinin
bitkilerden saflastirilmalar1 genelde pahali bir siiregtir. Kimyasal sentez ise yaygin
kullanilan iyi bir alternatif olmakla birlikte kimyasal iiriinlerin insan saglhigini ve gevreyi
tehdit etmesi ve tiiketicilerin dogal Triinleri tercih etmeleri, kullanimlarini
azaltmaktadir. Bu durum ¢evreye uyumlu ve dogal iiriin {iretimine yonelik talebi
artirmig ve son Yyillarda biyoteknolojik yontemlerin kullanimi 6nem kazanmustir.
Biyoteknolojik yontemlerde elde edilen aroma maddesi iiretimi, giiniimiizde sadece

diisiik diizeyde gergeklesmektedir.

Bu c¢alismada terpen yapisinda olan a-iyonol bilesiginin 19 farkli
mikroorganizma ile 6n denemeleri yapildi. Bu calismalar sonucunda a-Iyonoliin A.
Niger ve F  culmarum ile biyotransformasyonlari sonucu olusan metabolit
karisimlarinin aroma 6zelligi gosterdigi belirlendi. S6z konusu biyotransformasyon
tepkimeleri preparatif 6lgekte tekrarlandi. Elde edilen metabolitler kolon kromatografisi
ile saflastirild1 ve yapilari GK-KS, 1D ve 2D NMR teknikleri ile aydinlatildi. Her iki
biyotransformasyon sonucu verimleri % 6,6 (A. niger) ve % 15,3 (F. culmarum) olan

ayni metabolit elde edildi.

Anahtar Kelimeler: Aroma maddeleri, biyoteknoloji, mikrobiyal transformasyon, o-

iyonol, terpen



Vi

SUMMARY

Aroma compounds are flavour and fragrance which are highly important
ingredients commonly used in many industries such as food, beverage, cosmetics,
detergents and pharmaceuticals. Most of these compounds are produced by either
chemical synthesis or extraction from plant sources. Obtaining aroma compounds from
plants is expensive due to their isolation difficulties. Chemical synthesis serve as a good
alternative for the production of aroma substances however they are not preferred due to
harmful effects to the health and environment and the consumer’s preference for natural
products. This urged the need for the development of new environmentally friendly
processes. In recent years, the utilisation of biotechnological processes for the
production of aroma compounds appeared to be an important choice, however, still low
percentages of are derived from bioprocesses.

In this study, pre-biotransformation of a terpene, a-ionol, was carried out by 19
different microorganisms. As a result it was found out that exract obtained from
biotransformation of a-ionol with A. niger and F. culmorum showed aroma properties.
These biotransformation reactions were repeated on preparative scale. The metabolites
were purified by column chromatography and their structures were elucidated by using
GC-MS, 1D and 2D NMR spectra. Both biotransformation reactions produced the same
metabolite with % 6,6 (A. niger) and % 15,3 (F. culmorum) yield, respectively.

Keywords: Aroma compounds, biotechnology, microbial transformation, a-ionol,

terpene
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BOLUM 1: GIRIS VE AMAC

Koku ve tat yani aroma maddeleri burun yoluyla ve agizdayken geniz yoluyla
algilanan ugucu, alifatik ve aromatik yapisinda kimyasal bilesiklerdir. Bu bilesikler
gidalarda ¢ok sayida ve diisik miktarda (nanogram ile mg arasinda) bulunmalarina
ragmen gidanin kendine 6zgili duyusal 6zelligini belirlerler. Gidalarin aromas: aldehitler,
alkoller, ketonlar, esterler, laktonlar, terpenler, pirazinler, ugucu fenoller, kiikiirtlii

bilesikler vb. gibi gesitli kompleks madde ve gruplardan olusmaktadir (Reineccius, 2006).

Koku ve tat maddeleri geleneksel olarak bitkisel kaynaklardan elde edilmektedir.
Uriin veriminin havanin etkisi ve bitki hastaliklar1 gibi etkilere baglilig1 ve bu etkilerin
kontrol edilmesinin gii¢liigii alternatif kaynak arayislarina yoneltmistir. Bunun sonucu
olarak kimyasal sentezler 6n plana ¢ikmistir. Dogal maddelerden ekstraksiyon ile aroma
tiretimi devam etmekle birlikte mevcut aroma bilesiklerin ¢ogu (%84) kimyasal sentez
yoluyla iretilmektedir. Fakat kimyasal sentezle elde edilen maddelerin tiiketiciler
goziinde saglik agisindan zararlar1 oldugu algisi, pahali olmasina ragmen dogal kdkenli
aroma maddelerine ilgiyi artirmistir (Janssesns et al., 1992). Bu kapsamda biyoteknolojik
bir yontem olan mikrobiyal prosesler dogal kabul edilmis ve son donemde Onem

kazanmustir (Soares et al., 2000).

Biyoteknolojik yaklasim, dogal kaynaklardan ekstraksiyon ile aroma iiretimi
yontemlerine gore ek avantajlar saglamaktadir. Bunlar; iklim, tarimsal hastalik, ziraii ilag
ve giibre kullanimindan bagimsiz olmasi, endiistriyel dlgekte tiretim i¢in miihendislik
kullanilmasi, esnek tepkime kosullar1, diisiik maliyet ve ¢evre dostu teknoloji olmalari
olarak siralanabilir (Xu et al., 2007; Krings and Berger, 1998).



Bu tez ¢alismasi kapsaminda terpenoit yapisi olan a-iyonol molekiiliiniin 19 farklh
mikroorganizma ile mikrobiyal transformasyonu sonucu yeni dogal aroma maddelerinin

eldesi amaglanmigtir.

[k béliimde tezin amaci tanimlanmus, ikinci béliimde tez konusuyla ilgili literatiir
aragtirmalariyla ilgili aciklayic1 bilgilere yer verilmistir. Uciincii bdliimde arastirma
sirasinda yapilan deneysel bilgiler yer almaktadir. Dordiincii boliimde deneysel sonuglar

raporlanmis, sonuglar yorumlanmis ve gerekli dnerilere yer verilmistir.



BOLUM 2: KOKU VE TAT MADDELERI

2.1. Giris

Aroma maddeleri, gida ve beslenme {irlinlerinin igeriklerine ilave edilen onemli
bilesiklerdir. Sozkonusu maddelerin birinci amaci gida maddesine lezzet vermektir.
Aromalar gida maddelerinin icerisine ¢ok az miktarlarda ilave edilerek kullanilirlar
(Krings and Berger, 1998).

Tek baslarina lezzetleri olmamalarina ragmen, katildiklari gida maddelerinin
lezzetlerini arttirmaktadir. Cok az miktarlarda kullanildiklar1 zaman bile etkileri fazladir.
Bu maddelerin dildeki tat alma reseptorlerinin hassasiyetlerini arttirarak lezzeti
zenginlestirdigi veya tiikriikk salgisini arttirarak bu islevi yaptigi disiliniilmektedir. Bu
maddeler et, balik, sebze, meyve, tahil, sivi yag ve kabuklu yemislerde kullanilmaktadir
(htpp://www.zootekni.org.tr/upload/File/Gida%20Katki%20Maddeleri.pdf).

Aromalarin ve hos kokularin gida, kozmetik, kimyasal ve ilag sektorii gibi genis
uygulama alanlari mevcuttur. Marketlerde satilan birgok {irtinde aroma maddesi kimyasal
sentezle tiretilmis ya da bitkisel ve hayvansal kaynaklardan ekstre edilmistir (Vandamme,
2003). Aromalar; dogal ve sentetik olarak iiretilen aromalar olmak tizere iki ana gruba

ayrilmistir.

Amerika Birlesik Devletleri’nde aroma maddeleri dogal ve yapay olarak ikiye
ayrilmigtir. Dogal aroma maddeleri “Ugucu yaglar, yagl re¢ineler, protein hidrolizatlari,
baharat, meyve suyu, sebze veya sebze suyu, yenilebilir maya (ekmek ve bira mayasi),

bitki tomurcuk, kabuk, kok ve yapraklari, et, deniz iirlinleri, kiimes hayvanlari, yumurta



ve sut Urtinlerinin kizartilmasi, 1sitilmasi ve enzimle muamele edilmesinden sonra elde
edilen distilatlar1 veya esas islevi aroma vermek olan fermentasyon iriinleri’” seklinde
tanimlanmistir.  Avrupa Birligi Mevzuati’nda ise dogal aroma maddeleri, “ bitkisel veya
hayvansal kaynaklardan uygun fiziksel, enzimatik veya mikrobiyolojik yollarla elde
edilen aroma verici madde veya madde karisimlar1’’ olarak ifade edilmistir (Vandamme

and Soetaert, 2002).

Her iki tanimda da bahsedildigi gibi aroma maddelerinin dogal olarak
adlandirilmasi i¢in elde edildigi hammaddenin de (substrat veya on bilesik) dogal olmasi
gerekmektedir (Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi, 1997). Birgok Avrupa iilkesinde dogal
ve yapay aroma maddelerinin yaninda dogala 6zdes aroma maddeleri ayr1 bir sinif olarak
kabul edilmektedir. Kimyasal yollarla sentezlenen bu bilesikler, dogal formlariyla ayni
ozellikleri gosterirler (Vandamme and Soetaert, 2002; Janssens et.al.,1992). Tiirk Gida
Kodeksi yonetmeligine goére aroma maddeleri, dogal aroma maddeleri, dogala 6zdes
aroma maddeleri, yapay aroma maddeleri, aroma karigimlari, tepkime aromalar1 ve tiitsii

aromalar1 olarak siniflandirilirlar (Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi, 1997).

2.2. Biyoteknolojik Yontemlerle Aroma Uretimi

Eski zamanlardan beri, kompleks karigimlardan tek {irinlere kadar lezzet
bilesikleri bitkisel kaynaklardan elde edilmis veya fermentasyon ile iretilmistir.
Bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasiyla, daha fazla sentetik tatlar kullanilabilir hale
gelmistir. Bu ilerlemelere ragmen, bir¢ok lezzet bilesikleri hala ekonomik nedenler ve
tiketicinin dogal triin tercih etmeleri sebebiyle bitkisel kaynaklardan elde edilmektedir
(Dziezak, 1986). Son yillarda, piyasada var olan ve kullanilan sentetik aroma

maddelerinin zehirli etkileri gz Oniinde bulunduruldugunda, dogal olmayan aroma



maddelerinin kullanimin1 kisitlamis ve dogal aroma maddelerine olan talebi artirmistir

(Tyrrell, 1990).

Bitkilerden ekstraksiyon yoluyla dogal firiinler elde etmek zorlu bir siireci
icermektedir. Bu yoOntemde karsilagilan giicliikler arasinda; tarima bagimlilik ve
cevresindeki tiim faktorler (iklim, mevsim, sosyal ve siyasi durum), hammaddelerin
azalan kaynaklari, daha yiiksek verimde iiriin elde etmek igin yliksek biitceli harcamalar,
olusan {rlinlerin miktar degiskenligi ve kalitesini saglamada yasanilan sorunlar

bulunmaktadir. Mentol molekiiliindeki kiralite Sekil.2.1’de gosterilmistir. (Welsh et. al.,

1989).
""’///oH i ('/,////OH % K2 OH i YoH

////
OH OH OH Y OH

L-mentol

Sekil 2.1 Mentol molekiiliindeki kiralite

ABD ve Avrupa'da mevzuat uyarinca, biyoteknolojik yontemlerle aroma
maddelerinin iiretimi ¢ok cazip bir alternatif yontemdir. Buna ek olarak kimyasal
sentezle karsilagtirildiginda biyoteknolojik yaklasim, sonraki ayirma basamaklarini

ortadan kaldirarak kiralitenin etkisiyle koku algisini gelistirerek dogada oldugu gibi



kararli enantiyomerik karisimlar sunmaktadir (Berger et. al., 2002). Ornegin 8 tane

izomerik formdan sadece L-mentol karakteristik nane aromasin1 verir.

Biyoteknoloji; tek basamakli biyotransformasyon ve mikroorganizmalarin, bitki
hiicrelerinin ve enzimlerin de novo sentezi gibi yontem segenekleri sunmaktadir. (Bkz.
Sekil 2.2.) Izole edilmis enzimlerle tek adimli islemler yiiriitmek miimkiin iken, tam
hiicreler tirlin karisimlart ve kompleks hedefler i¢in kullanilmaktadir. (Krings and Berger,
1998; Lindsay and Willis, 1989; Knorr, 1987).

BiYOTEKNOLOJI

BIYOTRANSFORMASYON

DE NOVO SENTEZI

GENETiIK MUHENDISLIGI

Mikroorganizmalar

Sekil 2.2. Biyoteknoloji ve aroma tiretimi

Mikrobiyal yaklagim tarafindan sunulan segenekler; de novo sentez ve
biyodoniisiim/ biyotransformasyon tepkimeleridir (Krings and Berger 1998). De novo
sentezinde makro molekiiller (karbonhidrat, yag ve proteinlerin) katabolize edilerek

yikim driinleri olusur. Daha sonra bu molekiiller mikroorganizmalarin ikincil



metabolizmalar1  sonucunda daha karmasik aroma molekiillerine  doniistiiriiliir

(Rodriguez-Bustamante and Sanchez, 2007).

Fermentasyon ve mikrobiyal biyodoéniisiimlerin genel 6zellikleri Cizelge 2.1°de

sunulmustur (Winterhalter and Schrier, 1993).

Cizelge 2.1. Fermentasyon ve mikrobiyal biyodoniisiimlerin genel dzellikleri

Ozellik Fermentasyon Mikrobiyal Biyodoniisiim

Mikroorganizmalar | Cogalan hiicreler Cogalma  evresindeki  ve
durgun evredeki hiicreler

Tepkime Karmagsik tepkimeler Basit (tek veya birkag
basamakl1) katalitik
tepkimeler

Tepkime stiresi Uzun Kisa

Substrat Ucuz karbon ve azot kaynaklar1 | Spesifik

Uriin Dogal Dogal veya yapay

Uriin miktar1 Az Yiiksek

Uriin saflagtirmas1 | Zor Kolay

Gida, ilag ve parfiim endiistrisinde sik¢a kullanilan, biyoteknolojik yolla iiretilen
baz1 aroma maddeleri ve bunlari iireten mikroorganizmalarin adlarimi Cizelge 2.2°de

sunulmustur (Berger, 2009; Krings and Berger, 1998).



Cizelge 2.2. Biyoteknolojik yolla iiretilen bazi aroma maddeleri

Aroma Maddesi Mikroorganizma Kaynak
Vanilin Pycnoporous cinnabarinus Falconnier et al.,
1994
Benzaldehit Ischnoderma benzoinum Fabre et al., 1996
4-Metoksibenzaldehit Ischnoderma benzoinum Fabre et al., 1996
Metil salisilat Phellinus sp. Welsh, 1994;
Manley, 1994

Metil benzoat, Etil benzoat
2-Feniletanol

Polyporus tuberaster, Phellinus

sp.

Kawabe and Morita,
1993

Lenthionin Ascoidea hylecoeti Berger, 1995

Citronellol Lentinus edodes Yasumoto et al.,
1994

Linalol Mycena pura Krings et al., 1995

Metil ketonlar

Pleuroutus euosmus

Berger, 1995

Kumarinler Wolfiporia cocos Krings et al., 1995

Pirazinler Aspergillus niger, Hagedorn and
Penicillium sp., Kaphammer, 1994;
Aureobasidium pullulans, Armstrong and
Pseudomonas sp., Brown, 1994;

Manley, 1994

Laktonlar Aspergillus sp. Seitz, 1994

Uzun zincirli yag asit | Pseudomonas sp. Feron, et.al.,1996

esterleri

Kiikiirt iceren maddeler

Rhizopus arrhizus

Armstrong and
Brown, 1994

Furaneol

Marasmius alliaceus

Rapior et al., 1997

Makrolit laktonlar

Zygosaccharomyces rouxii

Hecquet et al., 1996

Feniletanol ve Esterler

Torulopsis bombicola

Jeffcoat and Willis,
1998

Geraniol

Kluyveromyces sp.

Welsh, 1994

Kisa zincirli yag asitleri

Acetobacter aceti
Gluconobacter oxydans,
Propionibacterium sp.,
Clostridium sp.,
Fusarium sp.

Sharpell and
Stemann, 1979

2-Asetil-1-pirolin

Bacillus cereus

Romanczyk et al.,
1995

Nootkaton

Toprak bakterileri

Latrasse et al., 1985




2.2.1. Fermentasyon

Biitiin hiicre sistemleri karbonhidratlarin, yaglarin ve aminoasitlerin yikimini
gergeklestirir ve elde ettikleri son yikim iiriinlerini baslangic maddesi olarak kullanarak
kompleks aroma molekiillerine dontistiiriirler. (Bkz. Cizelge 2.3) Bu yontem fermente
edilmis gida maddeleri ile ¢esitli aroma kimyasallarinin {iretimi sirasinda geleneksel
olarak kullanilan bir 6zelliktir (Engels and Visser 1994; Imhof and Bosset 1994; Jeon
1994; Pinches 1994; Hamada et al., 1991; Maarse 1991). Ortak maya kiiltiirleri 6nemli
Ol¢iide primer metabolit lretirler fakat bunun yaninda kisa zincirli alkoller, ketonlar,
metil ketonlar, aldehitler, pirazinler ve laktonlar gibi kiigiik miktarlarda aroma 6zeligi

gosteren ugucu bilesikler de tretirler (Cogan 1995; Imhof and Bosset 1994).

Fermentasyon yoluyla aroma maddelerinin iiretiminde verim genellikle
diistiktiir. Son yillarda genetik miihendisliginin sagladigi olanaklar sayesinde
fermentasyon i¢in kullanilan mikroorganizmalar ve fermentasyon ortami gelistirilip {irlin

verimi arttirilmistir (Reineccius, 2006).

Cizelge 2.3. Fermentasyonla iiretilen bazi aroma maddeleri

Mikroorganizma Aroma Maddesi | Olusan Koku Kaynak
Yarrowia lipolytica y-Dekalakton Seftali Neto et al., 2004
Kluyveromyces marxianus | Feniletanol Giil Vandamme, 2003
Williopsis saturnus [zoamil asetat Muz Janssens et al.,1987
Pichia anomala Etil asetat Meyvemsi Vanderhaegen et al,
Sporobolomyces odorus | y-Dekalakton Seftali il?e?g etal., 2004
Trichoderma sp. 6-Pentil-a-piron | Hindistan cevizi | Rocha-Valadez etal.,

2006
Corynebacterium Pirazin Pismis gida Deetae et al., 2007
glutamicum
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2.2.2. Biyotransformasyon

Biyotransformasyon biyolojik sistemlerin veya izole enzimlerin katalizor olarak
kullanilarak kimyasal molekiillerin yapisal degisiklige ugratilmalar1 olarak tanimlanabilir.
Biyotransformasyonda hedeflenen {iriin yani metabolit i¢in substrat ile arasindaki
doniisimde enzimler ya da biitiin hiicreler kullanilmaktadir (Oreste and Hans-Peter,
2010).

Mikroorganizmalar ¢ok farkli tipteki substratlari metabolize edebilmektedirler
(Arnold, 2000; Loughlin, 2000). Bitki hiicreleri ile Kkarsilastirildiginda,
mikroorganizmalar daha kolay gelisir. Hizli biiylime oranlari, fizyolojik kontrol ve
genlerin manipiilasyonu ile mikrobiyal hiicreler biyotransformasyon igin en uygun

katalizor olarak kabul edilmektedir (Omelianski, 1923).

Canlilar hayatlarinin  belirli donemlerinde ksenobiyotik olarak adlandirilan
yabanci kimyasal maddelere maruz kalmaktadir. Bu maddelerin {izerinde enzimler veya
enzimleri i¢eren hiicre, doku, organ kiiltiirleri, mikroorganizmalar ya da mikroorganizma
sporlar1 yoluyla meydana getirilen kimyasal degisikliklere de biyotransformasyon adi
verilir. Bu tip biyotransformasyonlarin ¢ogu sitokrom P450 enzimleri ile
gerceklesmektedir (Onat vd., 2002; Yilmazer, 2005). Bu enzimlerin etkisi neticesinde
genelde daha polar bilesiklere (metabolitler) doniisen yabanci bilesikler viicudu daha
kolay terkeder. Bu tiir tepkimelerin mikroorganizmalar araciligiyla bilinen substratlardan
yola ¢ikarak, laboratuvar kosullarinda yeni metabolitlerin sentezlenmesine ‘’Mikrobiyal

Transformasyon’’ ad1 verilmektedir (Roberts, 1992).

Biyotransformasyon tepkimelerinin kimyasal tepkimelere kars1 bircok istiinligii

vardir (Krings and Berger, 1998). Bunlar;
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» kiral molekiiller olusturmasi veya korunmasi,
» kimyasal olarak inert olan karbon atomlarina fonksiyonel grup ilavesi,
» islevsel molekiillerin fonksiyonel gruplarinin se¢ici modifikasyonu

» kararli rasemiklerin olusmasi olarak siralanabilir.

Mikrobiyal biyotransformasyonda verim fermentasyonla iiretime gore genelde
daha yiiksektir. Mikrobiyal biyotransformasyon tepkimeleri; yiiksek substrat segiciligi,
az miktarda yan iirlin olusumu ve asil {iriiniin kolay izole edilmesi ve saflastirilmasi gibi
onemli avantajlara sahip olmasi nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir. Bu yontem
aroma maddelerinin yaninda bazi katki maddelerinin endiistriyel 6lgekli iiretimlerinde de

siklikla kullanilmaktadir (Peddie, 1990).

Biyotransformasyon tepkimeleri 6nemli terapotik bilesikler (dogada heniiz
bulunmayan) olusturmak igin bir arag¢ olarak kullanilmaya baslanmistir (Ji-Hua and Bo-
Yang, 2010). Biyotransformasyon, fitokimyasallarin kimyasal sentez yoluyla
degistirilemeyen kisimlarinda degisiklikler yaparak onlarin analoglarint meydana getirir.
Icerdigi tepkime tiirleri; hidroksilasyon, glikosilasyon, oksidorediiksiyon, hidrojenasyon,
hidroliz, metilasyon, asetilasyon ve izomerizasyondur (Ishihara et al., 1996; Giri et al.,
2001).

Biyotransformasyon tepkimeleri; sadece kullanilan mevcut fitokimyasallarin diger
tiirevlerini elde etmesi yaninda mevcut molekiillerin tiirevlendirilmesiyle analoglarinin
sentezini gergeklestirerek mevcut molekiillerin etkilerini artirmayr amaglar. Bu tiir
tepkimeler bitki hiicreleri ve canli kiiltiirlerin katalizi ile elde edilen analoglarin
kiitiiphanelerini olustururlar ve ayn1 zamanda mevsimsel dalgalanmalar ve patolojik
kisitlamalardan bagimsiz belirli kiiltiir kosullarinda kaynaklarin siirdiiriilebilirligini
saglarlar. Elde edilen bilesikler dogal molekiillerin goze carpan karakteristiklerine,

gelistirilmis secicilik, glivenli fizikokimyasal 6zellikler, terapdtik bilesikler i¢cin daha az
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toksisite gibi 6zellikler saglarlar. Biyotransformasyon tepkimeleri; terapotik bilesiklerin
ve ticari olarak avantajli fitomolekiillerin elde edilmesinde en etkili yontemlerden biri
olarak kabul edilmektedir.  Kimyasal sentezde kullanilan tehlikeli kimyasallarin
kullanimini azaltip yesil kimyaya katki sagladigi igin de biiyiik ilgi gormektedir (Banerjee
et al., 2012). Her gegen giin daha fazla ilgi ¢eken biyotransformasyon tepkimeleri; ilag
aktif maddeleri, esans maddeleri, gida katki maddeleri, enerji liretimi, antibiyotik liretimi
ve amino asit elde edilmesinde kullanildig1 gibi toksik endiistriyel atiklarin yikimi, atik
sularin temizlenmesi ve geri kazanilmasi gibi c¢evre ile ilgili konularda da
kullanilmaktadir. Biyotransformasyon tepkimelerinin 6zellikleri Sekil 2.3°te sunulmustur.

(Loughlin, 2000)

Biyotransformasyon Tepkimelerinin Ozellikleri

: Enzim tek bir biyotransformasyon
Tepkime Spesifikligi tepkimesi gergeklestirir ve yan
tepkimeler olusmaz

Eger substrat molekiiliinde esdeger birkag

Bolgesel Spesifiklik grup (keton gibi) bulunuyor ise enzim
belirli bir bolgeyi katalizler.

Enzim aktif merkezi asimetrik ¢evre
saglar. Bu da rasemik substratlarin
enantiyomerleri arasinda ayrim yapmaya
izin verir. Boylece sadece bir ya da tercih
edilen enantiyomerlerden en az olani
katalizlenir

Stereospesifiklik

Tepkime oda sicakliginda, nétral pH ve
normal basing altinda gerceklesmektedir.
Hatta kararsiz molekiiller diger yan
tepkimeler ya da arzu edilmeyen
bozunmalar olmaksizin ger¢eklesmektedir

(Loughlin, 2000)

Ilhman Tepkime Kosullar:

Sekil 2.3. Biyotransformasyon tepkimelerinin 6zellikleri



13

2.3. Biyotransformasyon Yontemiyle Elde Edilen Aroma Maddeleri

Vanilin, diinyada en ¢ok talep edilen aroma maddesidir ve esas olarak vanilya
orkide ailesine mensup vanilya bitkisinden (Vanilla planifolia) elde edilmektedir. Tiim
diinyadaki yillik tiretimi 12000 tondur. Bunun sadece % 0,2 bitkisel kaynaklardan elde
edilir, diger kisim kimyasal kaynaklidir (Berger, 1995).

Vanilin {iretiminde alternatif yollardan biri de mikrobiyal biyoddniigimdiir.
Mikroorganizmalar &jenol ve ferulik asidi substrat olarak kullanmaktadirlar. Ojenol
karanfil yaginin aromatik bilesenlerinden biri olup, piyasa degeri 5 $/kg diizeyindedir.
Ferulik asit ise bir¢ok hububatta hiicre duvari bileseni olarak bulunur. Ferulik asit hiicre
duvarinda karbonhidratlarla esterlesmis bir bi¢imde bulunmakta ve enzimatik
uygulamalarla ayrilmaktadir (Walton et al., 2000). Melas ve bugday kepegindeki ferulik
asit, spesifik ferulik asit esterazlarla takviye edilmis enzim karigimlariyla serbest hale
getirilmekte ve Basidiomycetes grubundan olan Pycnoporus cinnabarinus’un farkli
kiilttirleri kullanilarak ferulik asit vaniline dontstiiriilmiistiir.(Bkz. Sekil 2.4) (Thibault et
al., 1998).

( N
CO,H
COLH CHO
—_—
—
OCH
3 OCH3 OCH3
OH
OH OH
Ferulik asit Vanilik asit Vanilin
L J

Sekil 2.4. Ferulik asitten biyotransformasyonla vanilin tiretimi
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Benzaldehit vanilinden sonra ikinci énemli aroma bilesenidir. Dogal benzaldehit,
amigdalinden (meyve ¢ekirdeklerinde bulunan siyanogenik glikozittir) elde edilir. Kiraz
ve diger dogal meyve lezzetleri vermede 6nemli bir bilesen olarak kullanilir (Krings and

Berger, 1998).

Baz ciiriikgiil kiifler fermentasyon ve biyodoniisiim yoluyla benzaldehit {iretirler
(Lamascolo et al.,1999 a). Pseudomonas putida susu kullanilarak mandelik asitten
benzaldehit iretilmektedir. (Bkz. Sekil 2.5.) Sonuglara gére bu donisiimdeki verim %
85’dir (Simmonds and Robinson, 1997). Pycnoporus cinnabarinus kullanilarak L-
fenilalanin’den 100 mg/L. diizeyinde benzaldehit iiretilmis ve olusan aromanin
ekstraksiyonunda ortama stiren divinilbenzen kopolimer tiirii bir regine eklendiginden
benzaldehit tiretimi 8 kat (740 mg/L) artmustir (Lomascolo et al., 1999 b).

CO,H CO,H
OH o CHO
Mandelat Benzoil Format
Dehidrogenaz Dekarboksilaz
> )
Mandelik asit Benzoil formik asit Benzaldehit

Sekil 2.5. Pseudomonas putida tarafindan gergeklestirilen mandelik asit metabolizmasi

Laktonlar siklikla kullanilan ugucu aromalardir. Laktonlar arasinda yer alan 4- ve
5-alkanoitler, gida aromalar1 gibi karakteristik duyusal &zelliklere sahiptirler (Gatfield,

1996). 4-Dekanolit; cilek, seftali, kayis1 gibi ozellikler gosteren aroma bilesenidir.
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1980’lerin basinda biyoproseslerin kullanilmasiyla dogal 4-Dekanolit’in kg fiyat1 20,000
USD 1,200 USD diismiistiir (Feron et al., 1996). Genel olarak mikrobiyal laktonlar uzun
zincirli hidroksi yag asitlerin f-oksidasyonu ile iiretilmektedir (Krings and Berger, 1998).

Yarrowia lipolytica mayasi kullanarak hint yaginin 6nemli bir bileseni olan
risinoleik asitten y-dekalakton iiretimi yapilmaktadir. Risinoleik asit 4 f-oksidasyon
dongiistiyle 4-hidroksidekanoik asit’e pargalanmakta ve laktonize olarak diisiik pH’da y-
dekalakton’a doniismektedir. (Bkz. Sekil 2.6) Bu yontemle Yarrowia lipolytica’nin 75
saat i¢inde 9,5 g/L ve 12 g/L diizeyinde y-dekalakton iiretttigi belirtilmistir. Ayrica bu
mayanin y-dodekalakton, fy-nonalakton, oJ-lakton ve doymamis laktonlar1 {rettigi

belirlenmistir (Longo and Sanroman, 2006; Wache et al., 2003).

CH3(CH2)Y\—/ (CH5)7—COOH Risinoleik asit

B-oksidasyon dongiisii

WCOOH 4-hidroksidekanoik asit

OH

Laktonizasyon

v-dekalakton

\/\/\/\o/ \O

Sekil 2.6.Yarrowia lipolytica ile risinoleik asitin y-Dekalakton’a biyodoniisiimii
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Laktonlar arasinda diger 6nemli bilesik grubu ise Hindistan cevizinin bileseni olan
6-pentil-a-pirondur (Longo and Sanroman, 2006). Trichoderma cinsine ait tiirlerin
fermentasyon yolu ile 6-pentil-a-piron’u yiiksek verimde fiiretme yetenegine Sahip
olduklar1 belirtilmistir (Aran, 2010).

2.4. Terpenler

Insanlar, uzun yillardir bitkilerden organik bilesikler izole etmektedir. Bitkisel
hammadde distilasyon islemine tutuldugunda, ugucu yaglar olarak bilinen kokulu
bilesikler elde edilir (Solomons and Fryle, 2002). Ugucu yaglar parfiimeride yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ugucu yaglarin yapisinda ki bilesenlerin monoterpenler oldugu

gorilmiistir.

Terpenoitler olarak da bilinen terpenler 5 karbonlu izopren molekiillerinden
olusmuslardir (Sakar ve Tanker, 1990). Ugucu yaglarda bulunan C ve H igeren oksijensiz
terpenik maddelere hidrokarbon denilmektedir. Ayrica dogal olarak bulunan her tiir
terpenin oksijen igeren tiirleri de vardir ve bunlar temelde alkol, aldehit veya keton
formlaridir. Bunlar ya dallanmis zincir seklindedir, ya da siklik yapida bulunurlar
(Tanker and Tanker, 1990). Bugiin gerek agik zincirli gerekse halkali yapida olan gesitli
fonksiyonel gruplara sahip 20,000 den fazla terpen bulunmaktadir (Géren, 2002).

(CsHg), Formiiliine uyan terpenler ve oksijenli tiirevleri bitkisel ugucu yaglarin
belli basl: bilesiklerini olustururlar. Terpen iki izopren (2-metil-1,3-biitadien) (bkz.Sekil

2.7.) molekiiliiniin bas—kuyruk kondenzasyonu sonucu meydana gelir.
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CH,

H24C: gH——g:(ifB
kuyruk bag

Izopren (2-metil-1,3-biitadien)
1

Sekil 2.7. Terpen {initesi: izopren

Bu kurala gore izopren initelerindeki 1 no’lu karbon (dallanmis taraftaki) bas
olarak adlandirilirken, 4 no’lu karbon (dallanmanin olmadig: taraftaki) kuyruk olarak
adlandirilir. (Bkz. Sekil 2.7) Terpenlerin siniflandirilmast igerdikleri karbon sayisina gore
yapilmaktadir. Bundan dolay: iki izopren {initesinin biyosentezi yoluyla olusan 10
karbonlu molekiiller monoterpenler, 15 karbonlu molekiiller seskiterpenler ve 20
karbonlu molekiiller ise diterpenler olarak adlandirilir. Terpenlerin siniflandirilmasi

Cizelge 2.4’te verilmistir.

Cizelge 2.4. Terpenlerin siniflandirilmasi

Izopren Sayist Sinifi Karbon Sayisi

1 Hemiterpenler 5

2 Monoterpenler 10
3 Seskiterpenler 15
4 Diterpenler 20
5 Sesterterpenler 25
6 Triterpenler 30
8 Tetraterpenler 40
n Politerpenler 5)n
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Ugucu terpenler, su buhar1 destilasyonu ile siiriiklenebilen genelde kiigiik
molekiillii monoterpenler ve baz1 seskiterpenlerdir. Ucucu olmayan terpenler ise biiylik

molekdillii seskiterpenler, diterpenler, sesterterpenler, triterpenler ve politerpenlerdir.

Ugucu yaglarda monoterpen yapisinda olan maddelerle, bazi seskiterpenik
maddelere rastlanmaktadir. Bunlar ugucu yaglarin &6zsuyunda ve bazi bitkilerin
dokularinda bulunmaktadir. Bu yilizden ugucu yaglarin iginde erimis olarak bulunurlar,
ancak su buhari ile siiriiklenemediklerinden, distilasyon sirasinda ugucu yaga gegemezler.
Di- ve triterpenler bitki ve aga¢ sakiz ve reginelerinden elde edilir. Kauguk en ¢ok

bilinen politerpendir (Finar, 1975).

Mono ve seskiterpenler bitkilerde bulunurken, daha yiiksek karbonlu terpenler
hem bitkilerde hem de hayvanlarda bulunurlar ve her iki canl tiirlerinde de ¢ok biiyiik
biyolojik dneme sahiptirler. Ornegin, bir triterpen olan skualen steroit ve hormonlarin
yapiminda yapitasi iken, bir tetraterpen olan f-karoten ise A vitamininin temel kaynagidir
(Goren, 2002).

Terpenlerin olusumunda izopren birimleri tek basina yeterli degildir. Bundan
dolay1 izopren molekiilii terpenlerin yapisini olusturabilecek tepkime aktivitesine sahip
olan izopentenil pirofosfat halinde biyosenteze katilmaktadir. Bu olayda 6ncelikle Asetil-
KoA bikarbonat anyonu ile Malonil-KoA’y1 olustururken, iki Asetil-KoA molekiilii de
birbiriyle kondenzasyona ugrayarak Asetoasetil-KoA molekiiliinii  olustururlar.
Boylelikle Asetoasetil-KoA ve Malonil-KoA birbiri ile kondenzasyona ugrayarak ATP
esliginde izopentinil pirofosfat’t meydana getirirler (Bkz. Sekil 2.8) Elde edilen bu
izopentinil pirofosfat terpenlerin olusumunda rol oynar (Goéren, 2002; McMurry, 1986).

Izopentenil pirofosfat bu haliyle de terpenlerin biyosentezine katilmak i¢in hazir
degildir. Bunun icin izopentenil pirofosfat bir enzim yardimiyla izomerizasyona

ugrayarak dimetil allil ester ile bir denge olusturur. Izomerizasyon izopentenil



19

pirofosfata Markownikoff kuralina gore proton katilmasiyla ve olusan karbokatyon ara

triiniiniin Zaitseff kuralina gore diizenlenmesi ile gergeklesir (Bruece-Yurkanis, 1998).

Terpenlerin biyosentezi Sekil 2.9’da gosterilmektedir.

o o 10)
QJ\)/_\ )J\ Claisen /S_(:.:\OA
HaC c

SCoA  H,C scon  —_Komdenzasyonu _ o .
+
Asetil-CoA Asetil-CoA anyonu H CoAS
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OH o 1. OMSCOA o o
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Sekil 2.8. Izopentenil pirofosfatin biyosentezi
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Sekil 2.9. Terpenlerin biyosentezi

.5. Megastigmanlar

Megastigmanlar 13 karbonlu bilesiklerden olusmustur ve nor-izoprenoitler olarak

da adlandirilmaktadirlar. Megastigman yapisi, f-Karoten ve absizik asit’in temel iskelet

yapist olan 2-biitil-1,1,3-trimetilsiklohekzan’dir. Onemli koku ve tat dzelliklerine sahip

bir megastigman olan p-Iyonon, tetraterpen olan S-Karotenin degradasyonu sonucu

olusmaktadir. Sekil 2.10°de p-Karoten’in degradasyonu ile olusan a-Iyonol yapist

gosterilmistir.

(Breitmaier, 2006; Rowe, 2005).

Sekil 2.11°de megastigman yapilarina 6rnek molekiiller gosterilmistir
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Tez ¢alismasinda kullanilan a-Iyonol molekiiliiniin ana iskelet yapis1 13 karbonlu
olup megastigman yapilarma benzemektedir. a-Iyonol molekiiliine ait kimyasal ve

fiziksel ozellikler 6zellikleri Cizelge 2.5°de gosterilmektedir.

p-Karoten

a—iyonol

Sekil 2.10. f-Karoten’in degradasyonu ile olusan a-iyonol yapisi

senlcealioan

Megastigman a - Iyonon Iyonon
[e] (0]
P
(o)
(-)-(5R,6S)-Epoksi- a -Dimaskon

7-megastigman-9-on

Sekil 2.11. Megastigman yapilarina 6rnek molekiiller



Cizelge 2.5. a-Iyonol’iin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

(http://www.chemicalbook.com/ChemicalProductProperty EN CB4177456.htm)

Molekiil yapist HC_  CHs o
N CH,
cH,

Adi a-Iyonol
Formiilii Ci5H220
JUPAC adlandirilmasi 4-(2,6,6-Trimetil-2-siklohekzenil)
-3-biiten-2-ol
Molekiil agirlig: 194,31
CAS numarasi 25312-34-9
Yogunlugu 0,918 g/ml 20 °C
Kaynama noktas1 127 °C 15 mm Hg
Parlama sicakligi 93,4 °C
Kirilma indisi n20/D 1,491
Gortinim Renksiz berrak sivi
Kategori Koku ve tat maddeleri
Koku tanimi Ciceksi koku




2.6. Terpenlerin Biyolojik Etkileri
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Canlilarin metabolizmasinda gesitli terpen yapilarini sekonder metabolit olarak

sentezlemektedirler. Sekonder metabolitler; primer metabolitler gibi canlilarin biiylime

iireme gibi temel

yasamsal faaliyetlerinde rol oynamazlar. Fakat organizmada

detoksifikasyon, savunma ve hiicreler arasi haberlesme gibi bir takim fonksiyonlarda

etkinlik gosterirler. Sekonder metabolitler biyosentezleri sirasinda sentezlendikleri

yerlerden farkli Ozellesmis doku organ veya sistemlerde depolanirlar. Mutasyona

ugrayabilen sekonder metabolitler antibiyotik, kemoterapotik, pestisid, immiinsiipresif ve

antilipolitik ajan, gibi ¢ok ¢esitli biyolojik aktivitelere sahiptir (Biiber ve Agan, 2004;

Oskay and Oskay, 2009). Cizelge 2.6’da Perilil Alkoliin biyolojik aktivitesi verilmistir.

Monoterpen

Biyolojik Aktivite

Kaynaklar

OH

Perilil Alkol

% Antiproliferatif aktivite
v Kemoterapotik aktivite
% Antikanser aktivite

% Antiplasmodif aktivite

Xanthakis et al., 2009
Matos et al., 2008
Roman et al., 2007

Olagnier et al., 2007

Cizelge 2.6. Perilil Alkol’iin biyolojik aktivitesi

Sekonder metabolit olan bazi terpen yapilar1 koku ve tat dzelligi gostermektedir.

Ugucu yaglarin bilesiminde Mono-, seksi- ve diterpen yapilarina rastlanmaktadir.
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Sekonder metabolitler basta koku ve aroma sanayisinde, ila¢ sanayinde ve birgok kimya

sektorinde kullanilmaktadir.

Farnesol, asiklik seskiterpendir. (Bkz. Sekil 2.12) Ambrette tohumlarinin yaginda
bulunur (Finar, 1975). Leylak kokusundadir. Farnesol ayni zamanda boceklerde hormon
gorevi goriir ve larva seklinden giive sekline doniisiimii baslatir (Solomons and Fryhle,
2002).

Farnesol

(& J

Sekil 2.12. Farnesol molekiilii

2.7. Terpenlerin Biyotransformasyonlari

Terpenlerin, koku ve aromalardan baslayan ve farmakolojik aktivitelere,
(antibakteriyel, antiviral ya da toksik ozellikler) kadar degisen genis kullanim alanlar
olmasindan dolayr son zamanlarda bu bilesiklere olan ilgi artmistir. Bu bilesiklerin
sentezlenen yeni tiirevleri gelismis 6zellikler gosterebilirler ya da asimetrik sentez icin
yeni yapitaglarinin  potansiyel kaynagi olabilirler. Bu anlamda, terpenlerin
biyodontisiimleri onemli bir rol oynar. Ciinkii kimyasal olarak ulasilmasi zor uzak

pozisyonlar, yiiksek regio ve stereoselektiflik ile biokatalitik olarak islevsellestirilebilir.
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Ornek olarak islevsel olmayan metilen gruplarinin hidroksilasyonu verilebilir (Simeé and
Sinisterra, 2009).

Terpen biyotransformasyonlarinda Kkarsilasilan bazi sorunlar vardir. Bunlar

(Krings and Berger, 1998) ;
1-Terpenoitlerin kimyasal kararsizliklari,
2-Terpen metaryallerinin sudaki az ¢6ziiniirlikleri,
3-Uriinlerin ve materyellerin yiiksek uguculuklari,
4-Uriinlerin ve dnciilerin yiiksek sitotoksisitesi,

5-Diisiik oranda transformasyon verimi.

Bircok arastirmaya konu olan terpenler ile c¢alismanin getirdigi sorun ve
olumsuzluklarin yaninda ticari olarak ilag, gida, koku ve kozmetik endiistrisinin ilgisini

cekmekte ve biiyiik bir ekonomik potansiyel olarak degerlendirilmektedir.

Farnesol ve tiirevleri, terpenoid biyosentezine katilan zincir bi¢giminde (asiklik)
seskiterpenlerdir. (Bkz. Sekil 2.13) Terpen hidrokarbonuna (tercihen alilik konumda)
oksijen ilavesiyle aroma maddesi olustugundan farnesen molekiiliine oksijen ilave eden
mikrobiyal kiiltiirler aragtirnllmiglardir. Baslica oksidasyon {diriini  olan  3,7,11
trimetildodeka-1,3(E),5(E)10-tetraen-7-ol, hos limonsu bir koku gostermistir. Olgiimler,
Gaz kromatografisi-olfaktotmeri araciligiyla yapilmistir. Ozellikle, mangodan izole bir
Aspergillus niger susu kayist benzeri kokusu ile yeni bir dogal bilesik olan iki
diastereomerik terpen alkoller, ment-1-en-3-[2-metil-1, 3-butadienil]-8-ol molekiiliinii

tiretmistir.
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o-Fernesen

Sekil 2.13. o-Farnesen molekiilii.

Limberger ve arkadaslari a-bisabolol’in bisabolol-oksit B’ye Bipolaris
sorokiniana fungusu tarafindan etkin bir sekilde biyotransformasyonunu rapor
etmislerdir. (Bkz. Sekil 2.14) (Limberger et al., 2003). a-Bisabolol ¢igek kokusu ve
antiseptik 6zelliklerinden dolayr bir¢ok dogal {iriiniin 6ncii maddesidir. Bu yiizden ilag
sektoriinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Son yontemlerle yiiksek regio ve
stereoselektiflik gosteren tek diastereomer sentezinin verimi % 84 olarak gergeklesmekte
ve bu durum biyotransformasyon tepkimesini g¢ekici kilmaktadir. Diger yandan o-
bisabolol’iin klorobenzoik asit ile kimyasal oksidasyonu secici degildir ve tepkime

sonucu diisiik verimli epoksidasyon iiriinlerinin karisimlar: olusmaktadir.

L
Y

Bipolaris sorokiniana

Ol

y, ,, Wy
OH

Bisabolol oksit B

(-)-a-Bisabolol

& J

Sekil 2.14. (-)- a- Bisabolol’iin Bipolaris sorokiniana ile biyotransformasyonu
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O0desman, 4p

hidroksiodesman-1,6-dion, gibi seskiterpenlerin biyotransformasyonlar1 iizerine yogun

arastirmalar yapmislardir (Garcia-Granados et. al., 2001; Garcia-Granados et. al., 2000;

Garcia-Granados et. al., 1998)

Odesman seskiterpenleri dogada yaygin bir sekilde bulunurlar ve dnemli biyolojik

ozelliklere sahiplerdir (Sattar et. al., 1996; Rodriguez et. al., 1976). Antimikrobiyal,

antifeedant ve antimalarial etkileriyle hiicre biiyiime inhibisyonu ve bitki biiylime

diizenleyicisi olarak faaliyet gosterirler.

Gliocadium roseum adli ipliksi mantari

tarafindan gergeklestirilen biyotransformasyonlarin uzak konumlara hidroksil gruplarinin

ilavesi ile sonuglandigi rapor edilmistir. (Bkz. Sekil 2.15) (Orabi, 2000; Miyazawa et al.,

1997).

4B-Hidroksiddesman-1,6-dione

Ry

_————
Gliocadium roseum

HO Ri

(0]

R,=0, R,=OH, Ry=R,=H
R|=O, R2=R4=H, R3=OH
R,=0, R,=R;=OH,R,=H
R|=(XOH, R2=R4=H, R3=OH
R,=aOH, R,=R;=H, R,;=OH

4B-Hidroksiédesman-1,6-dion'un
Gliocadium roseum ile biyotransformasyonundan
izole edilen metabolitler

J

Sekil 2.15. 4p-Hidroksiodesman-1,6-dion’un G. roseum ile biyotransformasyonu
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BOLUM 3: MATERYAL, METOD VE DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Genel Deneysel Bilgiler

Biyotransformasyon c¢alismalarinda kullanilan besiyeri ve cam malzemelerin
sterilizasyonu Systec VE 65 marka otoklav ile gerceklestirildi. Kiiflerin inkiibasyonu ve
biyotransformasyon ¢aligsmalarinda kullanilan derin kiiltiir teknigi i¢in Gerhardt THO 500
Laboshake calkalamali inkiibator kullanildi. Kiiflerin aktarilma ve steril kosullarda ekim
islemleri Herasafe steril kabininde gerceklestirildi. Elde edilen ekstraktlar1 buharlastirip
¢oziicli fazindan ayirma islemleri ise Rotary Evaporatér RE 100 cihazi ile saglandi.
Kolon kromatografisi icin Merck (1.09385.1000) silika jel 60 (230-400 mesh), ITK
caligmalar1 i¢inse 0,25mm kalinliginda silika jel plakalar1 (Merck silika jel GF254)
kullanildi. Coziicii sistemi olarak etil asetat/n-hekzan (1:1) karisimi kullanildi. Kolon
kromatografisinden elde edilen spotlar, H,SO,4 (8 mL), anisaldehit (0,5 mL), metanol (85
mL) ve asetik asitten (10 mL) olusan belirteg ile renklendirildikten sonra 1sitilarak(110

°C) belirgin hale getirildi.

3.2. Materyaller, Kimyasal Maddeler, Mikroorganizmalar

Bu bolimde biyotransformasyon caligmalarinda kullanilan materyal, kimyasal

maddeler, ¢oziiciiler, aletler ve mikroorganizmalarla ilgili genel bilgiler verilmistir.

3.2.1. Materyal



a-Iyonol molekiilii, proje ortagi olan firma tarafindan temin edilmistir.

3.2.2. Kimyasal maddeler ve coziiciiler
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Mikrobiyal biyotransformasyon c¢alismalarinda kullanilan kimyasal maddeler ve

coziiciiler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

» n-Hekzan

 Metanol (MeOH)

 Aseton

* Susuz Sodyum Siilfat (Na;SO,)

* Dimetilsiilfoksit (DMSO)

« Etilasetat (EtOAC)

« Sodyum hidroksit (NaOH)

« Sulfuirik asit

« Petrol Eteri

« Hidroklorik asit (HCI)

(Merck 7731,4-40 mesh)

» D-Glukoz * Pepton

* Sodyum hipofosfat (Na;HPO,) « Etanol (EtOH)

» Maya ekstresi (Acumedia) * Anisaldehit

» Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) | ¢ Sodyum kloriir (NaCl)
(Acumedia/Oxoid)

« Patates Dekstroz Agar (PDA) « Hazir ITK plaklar:
(Acumedia/Oxoid)

« Silikajel 60G CDCl;

3.2.3. Mikroorganizmlar

Calismalarimizda kullanilan mikroorganizmalar Anadolu Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali ve Laboratuarimizda mevcut koleksiyondan

saglandi. Alinan kiiltiirler, +4°C’de muhafaza edildi. Cizelge 3.2'de tez calismasinda

kullanilan 19 farkli mikroorganizmanin adlar verilmistir.



Cizelge 3.2. Kullanilan mikroorganizmalar
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Corynespora cassiicola DSM 62475

Penicilium claviforme MR 376

Fusarium culmorum (AU Fen Fakiiltesi)

Phanerachaete chrysosporium (AU Fen
Fakiiltesi)

Aspergillus niger ATCC 10549

Mucor ramannianus ATCC 1839

Sporobolomyces pararoseus ATCC
11385

Neurospora crassa(wild type)

Alternaria alternata NRRL 20593

Aspergillus parasticus NRLL 2999

Hansenula anomala ATCC 20170

Aspergillus alliaceus NRLL 317

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763

Penicillium adametzii NRLL 317

Aspergillus niger NRRL 326

Penicillium chrysogenum NRLL 792

Tramates versicolor ATCC 200801

Fusarium soloni ATCC 1284

Fusarium moniliforme NRLL 2374

3.3. Biyotransformasyon Calismalari

3.3.1. Mikroorganizmalarin iiretimi ve ¢cogaltilmasi

Kiiltiir koleksiyonlarindan aliman mikroorganizmalar ilk etapta hazirlanan kati

yatik agar besi yerinde iiretildi. Daha sonra hazirlanan o-medium sivi besiyerinde

aktarilarak ¢ogaltild1 (Ozsen, 2011; Demirci, 2000).
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3.3.1.1. Yatik besi veri

Patates dekstroz agar 7890
Agar Agar 3849

Karisim distile su ile 200 mL’ye tamamlandiktan sonra kaynatilarak besi yeri
hazirlandi. Hazirlanan besi yeri sogumadan 19 adet patolojik siselere, sise basi ortama 8
mL ilave edildi, otoklavda 1.1 atmosfer basincinda, 121°C’de 20 dakika stre ile steril
edildi. Sterilizasyon isleminden sonra siseler icerisindeki erimis haldeki besi yerleri
donmadan 6nce 45°’ye yakin egim olusturacak sekilde steril kabinin igerisinde ve UV
15181 altinda sogumaya birakildi. Bu besi yeri biyotransformasyon tepkimelerinde
kullanilan mikroorganizmalarin stoklanmasinda ve sivi besi yerine ilave edilmeden Once

aktiflesmesini saglamak amaciyla kullanildu.

3.3.1.2. Siv1 besi veri

D-Glukoz 20,09
Pepton 509
Maya ekstresi 500
NaCl 5090
Na;HPO,4 509
Distile Su 1000 mL

Distile suda ¢oziilerek hazirlanan besi yeri, 250 mL’lik erlenlerin her birine 100
mL besi yeri olacak sekilde ilave edildi. Erlenlerin agizlari pamukla kapatildi ve
aliminyum folyo ile kaplandi. Otoklavda 1,5- 2 atmosfer basincinda, 121°C’de 20 dakika

stire ile steril edildi. Bu besi yeri biyotransformasyon tepkimeleri i¢in kullanildi.

Yatik besi yerindeki en taze alt kiiltiirdeki mikroorganizmalar, steril kabinde
hazirlanan 100 mL’lik s1v1 besi yerine her erlene bir 6ze ucu dolusu kadar ilave edildi.

Erlenlerde yeterli miktarda mikroorganizma olusabilmesi i¢in 2-3 giin boyunca
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calkalamal1 inkiibator tizerinde 25°C’de (120 rpm) pre-inkiibasyona birakildi.

3.3.2. Substrat hazirlanmasi ve ilavesi

Daha oOnceki boliimde belirtildigi gibi ¢ogaltilan mikroorganizma igerisine
inkiibasyonun ikinci/tigiincii giiniinde; 6n deneme ¢alismalar1 igin her 15 mg veya 1,5 mL
substrat 2 mL asetonda ¢oziilerek erlen sayisina gore hazirlanip ilave edildi. Kolon
kromatografisi yapilmak i¢in hazirlanan biiyiik 6lgekli ¢alismalarda erlen basina 20 mg
(veya 2 mL) substrat 2 mL asetonda ¢oziilerek ilave edildi. Inkiibasyon oda sicakliginda
calisan dairesel calkalayici lizerinde 8 giin boyunca siirdiiriildii. Erlenler iizerine etil
asetat ilave edilerek biyotransformasyon sona erdirildi. Daha sonra ekstraksiyon ve

izolasyon agsamalarina geg¢ildi.

3.3.3. Metabolitlerin ekstraksiyonu

Sivi-sivi ekstraksiyon islemi uygulanarak metabolit olusumu izlendi. Deney
tiipiine steril uclu pipetor ile biyotransformasyon besi ortamindan 2 mL alind1 ve 3—5 mL
etil asetat (EtOAc) ilave edildi. Bir dakika siireyle vorteks kullanarak karistirildi. Etil
asetath iist faz, bagka bir pipet ile susuz Na;SOs’ta kurutulduktan sonra bir numune
kabina aktarildi ve azot gaz1 kullanilarak ¢oziicii uzaklastirildi. Olusan metabolitlerin

spotlar: etil asetat/n-hekzan(1:1) mobil fazi1 kullanilarak iTK ile kontrol edildi.

3.3.4. Metabolitlerin izolasyonu

Biyotransformasyon islemini durdurmak ve ekstraksiyonu baglatmak amaciyla
besiyerlerine 1/1 oraninda EtOAc ilave edildi. Besiyeri iyice c¢alkalandiktan sonra,
Buchner hunisinden vakum altinda siiziilerek mikrobiyal miseller uzaklastirildi. Elde
edilen s1vi kisim, ayirma hunisinde hacimlerinin yaklasik 2 kati EtOAc ile 3 kez ekstrakte

edildi. Toplanan ekstraktlar, susuz Na,SO4’ta kurutulduktan sonra yogunlasmaya
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birakildi. Elde edilen kalinti, kolon kromatografisi ile saflastirildi. Kolonda ¢oziicii
sistemi olarak, n-hekzan ve etil asetat kullanild: (artan gradient sistemi: %10 etil asetat/n-

hekzan karisimi ile baglayarak,%100 etil asetat ile sonlandirilir).

3.3.5. Metabolitlerin tanimlanmasi

Kolon kromatografisi yardimiyla saflagtirilan metabolitlerin yapilari, 'H-NMR,
BC-NMR, GKIKS gibi  spektroskopik  metotlar  kullanilarak  aydinlatildi.

Biyotransformasyon deneylerinde izlenen asamalar Sekil 3.1°de gosterilmektedir.

V' Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR)
IH NMR (500 Mhz) ve 13C NMR (125 Mhz) spektrumlari, Bruker DPX FT

NMR sistemi ile alinmastir.

v’ Gaz kromatografisi / kiitle spektrometrisi (GK/KS)

Mikrobiyal transformasyonda kullanilacak ugucu yag dahil tiim substratlarin ve
olusan metabolitlerin kiitle spektrumlarinin alinmasi icin kullanilmistir. Bu amagla
Shimadzu GC 2010 sistemi, CP-Sil 5 CB (25m x 0.25mm @, 0.25 um film kalinligr)
polar kolon ve tasiyict gaz olarak Helyum (1 mL/dak akis hiz1) kullanilmistir. Enjeksiyon
portu sicakligi 250°C’dir. 70eV elektron enerjisiyle, 35-450 m/z kiitle araligindaki
maddelerin analizleri gergeklestirilmistir. 60°C'de 10 dak, 4°C/dak artisla 260°C'ye
yiikseltilip 260°C'de 5 dak bekletilmistir, toplam 65 dakikalik sicaklik programi
uygulanmigtir. Tanimlamada, TBAM Ucucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi, Wiley ve
Adams LIBR (TP), MassFinder 3.1 Kiitliphane tarama yazilimlar1 kullanilmistir.
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Saflastirma

Metabolit

. &5 |
Evaporasyon
Ekstraksiyon

Substrat ilavesi

L

HERN

Sekil 3.1. Biyotransformasyon deneylerinde izlenen asamalarin sematik gosterimi
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BOLUM 4: SONUCLAR, TARTISMA VE ONERILER

4.1. On Deneme Sonuclari

19 farkli mikroorganizmayla yapilan 6n deneme sonuglar1 ve ITK ayrimlar

verileri Sekil 4.1a ve Sekil 4.1b’ de sunulmustur. a-Iyonol’iin;

(1) Corynespora cassiicola DSM 62475 ile biyotransformasyon ekstresi ITK ayrim,
(2) Fusarium culmorum ile biyotransformasyon ekstresi ITK ayrimu,
(3) Aspergillus niger ATCC 10549 ile biyotransformasyon ekstrakt ITK ayrima,

(4) Sporobolomyces pararoseus ATCC 11385 ile biyotransformasyon ekstresi ITK
ayrimi,

(5) Alternaria alternata NRRL 20593 ile biyotransformasyon ekstresi iTK ayrimu,

(6) Penicilium claviforme MR 376 ile biyotransformasyon ekstresi ITK ayrimu,

(7) Phanerachaete chrysosporium ME ile biyotransformasyon ekstresi ITK ayrimu,
(8) Mucor ramannianus ATCC 1839 ile biyotransformasyon ekstresi iTK ayrim,

(9) Neurospora crassa(wild type) ile biyotransformasyon ekstresi ITK ayrim,

(10) Aspergillus parasiticus NRLL 2999 ile biyotransformasyon ekstresi ITK ayrima,
(11) Hansenula anomala ATCC 20170 ile biyotransformasyon ekstresi ITK ayrimu,
(12) Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 ile biyotransformasyon ekstresi ITK ayrimu,
(13) Aspergillus niger NRRL 326 ile biyotransformasyon ekstresi iITK ayrima,

(14) Tramates versicolor ATCC 200801 ile biyotransformasyon ekstresi ITK ayrima,
(15) Aspergillus alliaceus NRLL 317 ile biyotransformasyon ekstresi iTK ayrim,
(16) Penicillium adametzii NRLL 317 ile biyotransformasyon ekstresi ITK ayrima,
(17) Penicillium chrysogenum NRLL 792 ile biyotransformasyon ekstresi iTK ayrim,
(18) Fusarium solani ATCC 1284 ile biyotransformasyon ekstresi iITK ayrima,

(19) Fusarium moniliforme NRLL 2374 ile biyotransformasyon ekstresi ITK
ayrimi,



36

(6) % ©) (10)

[1. spot: Standart madde (sol); 2. spot: Karisim maddesi (orta); 3. spot: Substrat (sag)]

1.Standart madde: Fungus metabolitleri
2.Karisim maddesi: Biyotransformasyon tepkimesi ektresi

3.Substrat

Sekil 4.1a. a-Iyonol’e ait 6n deneme ITK sonuglari
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(11) (12) (13) (14) (15)

(16) (17) (18) (19)

[1. spot: Standart madde (sol); 2. spot: Karisim maddesi (orta); 3. spot: Substrat (sag)]

Sekil 4.1b. a-Iyonol’e ait 6n deneme ITK sonuglar1 (devam)

ITK ¢aligmalarinda silika jel plakalar;; 1/1 oraninda etil asetat/n-hekzan
karisiminda vyiiriitiildii. Metabolit spotlar;, ITK plaklar1 iizerine H,SO,, anisaldehit,
metanol ve asetik asitten olusan reaktif karisimi plakalarin Gstiine piiskiirtiillmesi ve daha
sonra 110°C’de 1sit1lmasi sonucu belirgin hale getirildi. Yapilan 6n denemelerde tepkime
sonucu olusan metabolit karigimlarin GK/KS analizleri yapildi. Olusan metabolitlerin
kiitle spekturumlar1 Sekil 4.2.”de verilmistir.
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Sekil 4.2b. a-Iyonol’iin 6n deneme sonucunda olusan metabolitlerin(GK/KS)

kiitle spektrumlar1 (devam)
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kiitle spektrumlar1 (devam)
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kiitle spektrumlar1 (devam)
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spektrumlari (devam)
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Sekil 4.29. a-Iyonol ’iin 6n deneme sonucunda olusan metabolitlerin (GK/KS)

kiitle spektrumlar1 (devam)
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Sekil 4.2h. a-Iyonol’iin én deneme sonucunda olusan
metabolitlerin (GK/KS) kiitle spektrumlar1 (devam)
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Sekil 4.21. a-Iyonol’iin 6n deneme sonucunda olusan

metabolitlerin (GK/KS) kiitle spektrumlari (devam)
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Sekil 4.2i. o-Iyonol’iin 6n deneme sonucunda olusan
metabolitlerin (GK/KS) kiitle spektrumlari (devam)

Elde edilen metabolitlerin kiitle (GK/KS) spekturumlarinin yorumlanmasi sonucu

olusan tahmini yapilar Sekil 4.3°te verilmistir.
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SUBSTRAT

HaC._CH, _  OH \

e
CHa

MW:194

\ /

TAHMINI YAPILAR
( \ ( \ ( HsC._CHs o] \ (Hsc CH3 H \

H4C . .CHy - OH HaC . CHa . oH N CH, N CH,
- GHy ﬂ@\/MCHJ o%
HO—L 0T Ao, ary CHy

-

 Mwato )L mwaos ) mw206 ) mware )
(H30 CHj o \ ( H3C._CHs OH \ ( HyC._CH, 0 \
N

A S
©\/\)‘\CH3 ii(\/\cm CH,0H
CHj CHgs 0

4 CHs
HsC._CHs OH

CHs
 Mwa92z ) CEC:/K  Mw2s )

\ MW:196 J

\\

or

Sekil 4.3. a-Iyonol’iin tahmini metabolitlerinin yapilar:

4.2. Preparatif Olcekte Cahsmalar

On denemeler sonucu a-fyonol’iin A. niger NRRL 326 ve F. culmarum
mikroorganizmalariyla biyotransformasyonu sonucu olusan metabolit karisimlart 6nemli
bulunmustur. Karisimdaki metabolit yapilarinin  tanimlanmasi1  amaciyla  1lgili

biyotransformasyon tepkimeleri preparatif 6lgekte yeniden galigilmustir.
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4.3. a-Iyonol’iin A. niger ve F. culmorum ile Biyotransformasyonu

Biyotransformasyon sonucu olusan karigimlara kolon  kromatografisi
uygulanarak saf metabolitler elde edildi. o-Iyonol’iin A. niger NRRL 326 ile
biyotransformasyonu sonucu elde edilen metabolit M1 ve F culmorum ile
biyotransformasyonu sonucu elde edilen metabolit N1 olarak adlandirildi. Metabolitlerin

saflastirma sonras1 ITK verileri Sekil 4.4.’de verilmistir.

Substrat Mikroorganizma| Elde edilen saflastirma sonras1 ITK’s1
o -Iyonol _ _
Std: Mikroorganizma
H.C CH, OH
3 K: Kolon karisimi
N Nen,
A. niger M; .44 mg %6.6
Mutos b NRRL 326 Muixe (karisik metabolit)
> " Mpix (karisik metabolit)
a. -Iyonol Std: Mikroorganizma
me O ™ F. culmorum K: Kolon karigimi
N N, >
CH,
Mw:194 N1:92 mg %15.3

Sekil 4.4. a-Iyonol’iin A. niger ve F.culmorum ile biyotransformasyonu sonucu elde
edilen ITK ve metabolit verileri
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M; molekiilii [44 mg (% 6.6)] kolonda % 40 etil asetat/n-hekzan ¢ozeltisi, Ny
molekiili [92 mg (% 15.3)] kolonda % 25 etil asetat/n-hekzan ¢ozeltisi kullanilarak

saflastirilmistir.

Olusan metabolitlerin yapilart spektroskopik yontemlerle aydinlatilmigtir. Yapilan
yorumlamalar sonucunda a-iyonol’iin A. niger NRRL 326 ile biyotransformasyonu
sonucu olusan metabolitin (M), a-iyonol’iin F. culmorum ile biyotransformasyonu

sonucu olugsan metabolit (N;) ile ayn1 yapida oldugu tespit edilmistir. (Bkz. Sekil 4.5)

OH

HaC CH, OH A.niger HaC. CH, 0 HiC CHs
N o NRRL 326 N o AN oy
F. culmorum
CHs S CHs g CHs
a-Iyonol M, metaboliti *M; metaboliti
MW:206

Sekil 4.5. a-Iyonol’iin A. niger NRRL 326 ve F.culmorum ile biyotransformasyonu

*Santez proje sonug raporunda ilgili molekiiliin ¢izimi sehven keton yenine alkol

olarak yazilmistir

M, metabolitine ait *H-NMR spektrumu Sekil 4.6a’da, **C-NMR spektrumu Sekil
4.6b’de ,DEPT spektrumu Sekil 4.6c’de, HMBC spektrumu Sekil 4.6d’de, kiitle

kromatogrami ve spekturumu Sekil 4.6e’de gosterilmektedir.
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1000¢

Sekil.4.6a. M; metabolitinin *H-NMR spektrumu

'H NMR (CDCl3): 6 1.01 (3H, s, H-11), 1.08 (3H, s, H-12), 1.89 (3H, s, H-13),
2.28 (3H, s, H-10), 2.71 (1H, d, J = 10 Hz, H-6), 5.98 (1H, br s, 4-H), 6.18 (1H, brs, J =
15 Hz, H-8), 6.60 (1H, m, H-7)

opm

Sekil.4.6b. M; metabolitinin **C-NMR spektrumu

3C NMR (CDCls): ¢ 198.3 (C-3), 197.5 (C-9), 159.1 (C-5), 143.6 (C-7), 133.8
(C-8), 127.0 (C-4), 55.5 (C-6), 47.4 (C-2), 36.7 (C-1), 27.9 (C-10), 27.6 (C-12), 27.3 (C-
11), 23.5 (C-13).
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Sekil.4.6d. M; metabolitinin HMBC spektrumu
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Sekil 4.6e. M; metabolitinin (GK/KS) kiitle kromotogrami ve spekturumu

4.4. Sonuclarin Degerlendirmesi ve Oneriler

Bu calismada elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

1) o-iyonol molekiiliiniin A. niger NRRL 326 ve F. culmorum
mikroorganizmalariyla yapilan Biyotransformasyon tepkimeleri sonucu
oncelikle hidroksil grubu ilavesi ve daha sonra bu hidroksil grubunun keton
yapisina  doniistiigii  gozlenmistir. Elde edilen metabolitin yapisi
spektroskopik  yontemlerle aydinlatilmis ve 3-0kso-a-iyonon olarak
isimlendirilmistir.



2)

3)

4)
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Cogunlukla birden fazla metabolit i¢ren karisimlar elde edilmis, bu durum
verimin diismesine ve saflastirmalarda zorluklar yagsanmasina neden olmustur.
Biyotransformasyon caligmalarinda mikroorganizmalar yerine izole enzim
sistemlerinin kullanilmasinin metabolit sayisin1 azaltacagi ve elde edilmesi
muhtemel farkli metabolitlerin verimini mim ylkseltilmesi miimkiin
olabilecektir.

Karigimdaki metabolitlerin polarite degerleri birbirine yakin oldugundan
beraber gelmis ve kolon kromatografisi ile saflastirmada saf metabolit
oranlarinin diismesine neden olmustur.

Literatiir arastirmasi sonucunda a-ionol molekiilii ile gergeklestirilen herhangi
bir biyotransformasyon deneyine rastlanmamistir.  Fakat o-Iyonon’un
Caragana chamlagu bitki hiicre kiiltiirti ile biyotransformasyonu sonucunda 3-
okso-a-iyonon molekiiliiniin elde edildigi belirtilmisti. Bu molekiile ait
verilen spektroskopik veriler;

(£)-3-0kso-a-iyonon: yagimst; [a]p: —4°(c 0.45, CHCI3); IR (CHCI3): v 1660,
1625 cm ™, *H NMR (CDCls): 6 1.01 (3H, s, H-11), 1.08 (3H, s, H-12), 1.89
(3H, s, H-13), 2.28 (3H, s, H-10), 2.71 (1H, d, J = 10 Hz, H-6), 5.98 (1H, br s,
4-H), 6.18 (1H, br s, J = 15 Hz, H-8), 6.60 (1H, q, J = 6, 10 Hz, H-7); *C
NMR (CDCls): 6 198.3 (C-3), 197.5 (C-9), 159.1 (C-5), 143.6 (C-7), 133.8
(C-8), 127.0 (C-4), 55.5 (C-6), 47.4 (C-2), 36.7 (C-1), 27.9 (C-10), 27.6 ( C-
12), 27.3 (C-11), 23.5 (C-13); HREIMS m/z: 206.1306 (Ci3H2s0; i¢in
hesaplanan: 206.1307) (Sakamaki et al., 2004). Makalede verilen bu degerler,

elde ettigimiz M; metabolitinin yapisin1 dogrulamaktadir.
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Oneriler:

1)

2)

Biyotransformasyon ¢alismalarinda mikroorganizmalar yerine izole enzim
sistemlerinin  kullanilmasi  durumunda, metabolit sayilarmin azalmasi
saglanabilir. Boylelikle tepkimelerin yiiksek verimde gergeklesmesi
saglanabilir.

Biyotransformasyon c¢aligmalari sonucunda polariteleri birbirine yakin
metabolitler elde edilmistir. Bu tiir metabolitlerin etkin bir sekilde
saflagtirilmas1 ve yiiksek verim alma amaciyla HPLC, UPLC, Flash Kolon

Kromatografisi gibi diger kromatografik yontemler kullanilabilinir.
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