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OZET

Koku ve tat maddeleri, 6zellikle gida ve ila¢ sanayi basta olmak iizere birgok
alanda kullammakta ve diinya capmda biiyiikk bir pazar olusturmaktadr. Uretimleri
genelde kimyasal sentez yOntemleriyle olmakta, fakat tiiketiciler dogal tat maddelerini
yapay olanlara oranla tercin etmektedir. Dogal bir liretim yontemi olarak kabul edilen
biyoteknolojik siirecler ve oOzellikle mikrobiyal transformasyon tepkimeleri son yillarda
biyik Onem kazanmstr. Terpenler aroma maddelerinin i¢inde bulundugu dogal
bilegiklerin en genis smiftr. Bunun i¢in yeni tat maddelerinin biyoteknolojik olarak
tiretiminde Onciil molekiil olarak kullanilmaktadirlar.

Bu c¢ahsmada terpen Cj3 Vyapismda olan p-iyonol asetatm 19 farkh
mikroorganizma ile On  biyotransformasyon ¢ahsmalari  gergeklestirildi.  S-iyonol
asetatm Fusarium solani ile biyotransformasyonu sonucu metabolitler irettigi GK/KS
analizleri ile belirlendi. Biyotransformasyon deneyi preparatif Olgekte tekrarlandi
Olusan metabolit karisimlar1i kolon kromatografisi yardmmyla saflastrildi. ~ Saflagtrma
sonucunda verimleri %3,3 (M3), %4,5 (M2) ve %10,5 (Ms) olan ti¢ farkli metabolit elde
edildi. Metabolitlerin yapisi spektroskopik yontemler kullanilarak aydmlatildi.

Anahtar Kelimeler: Aroma maddeleri, p-iyonol asetat, biyoteknoloji, mikrobiyal

transformasyon, terpenler



Vi

SUMMARY

Flavor and fragrance compounds have a wide range of use, in food, beverage,
pharmaceutical industries and create a world wide market. Their productions are mostly
based on chemical synthesis, but consumers prefer the natural flavor compounds.
Biotechnological processes assumed as a natural way of production, especially
microbiological trasformation reactions gained importance in recent years. Terpenes are
a wide class of compounds showing aroma properties. Therefore they are used as a

starting material for biotechnological production of new flavor compounds.

In this study, pre-biotransformation of a terpene, S-ionol acetate, was carried out
with 19 different microorganisms. It was found out that biotransformation of A-ionol
acetate with Fusarium solani resulted in producing metabolites based on GC/MS
analysis. The same biotransformation experiment was repeated on preparative scale.
The formed metabolites were purified by column chromatography with 3,3% 4,5% and
10,5% vyield, respectively. Metabolite structures were elucidated by using spectroscopic

methods.

Keywords: ~ Aroma  compounds, f-ionol acetate, biotechnology,  microbial

transformation, terpenes
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BOLUM 1: GIRIS VE AMAC

Koku ve tat alma duyular1 kullanilarak algilanan ugucu ve koku veren 6zellikteki
kimyasallar aroma maddeleri olarak adlandirilir. Keskin kokuya sahip bu bilesikler
genellikle yiyecek ve igeceklerde katki maddesi olarak kullanilirlar. Koku ve tat
maddeleri ya burundaki reseptorler ya da dildeki tat bolgeleri tarafindan algilanan

maddelerdir (Sell, 2006).

Koku ve tat maddelerinin kullanim alanlar1 olduk¢a genistir ve diinyadaki
toplam pazari en az 15 milyar Euro olarak tahmin edilmektedir (Berger, 2007).
Uretimleri  ¢esitli  yollarla gerceklesmektedir. Ana kaynak olarak bitkiler
kullanilmaktadir fakat bitkilerden tiretimleri oldukg¢a zor, verimi diisik ve maliyeti
yiiksektir. Bundan dolay1 kimyasal sentezle elde edilen aroma maddelerinin kullanimi
zamanla artmistir. Fakat tiiketicilerin dogal maddeye olan ilgisi ve yapay maddelerin
insan saglig1 ve diinya ekosistemini bozan tehlike unsuru olarak goriilmelerinden 6tiirii
aroma endistrisinin de bakis agis1 degismistir. Son yillarda dogal aroma maddesi
tiretimi 6nem kazanmis ve bir ¢ok bilimsel ¢aligmaya konu olmustur (Soares, et al.,

2000; Aran, 2010).

Dogal aroma maddeleri Avrupa Birligi mevzuatiyla uyumlu Tiirk Gida Kodeksi
Yonetmeligine gore; “bitkisel ve hayvansal kaynaklardan uygun fiziksel, enzimatik
veya mikrobiyolojik yollarla elde edilen aroma verici madde veya madde karisimlar1”
olarak tanimlanmistir (Aran, 2010; TGKY, 1997). Son donemlerde dogal bir yontem
olarak kabul edilen mikrobiyal transformasyon tepkimeleri, aroma maddelerinin

tiretiminde siklikla kullanilmaya baslanmistir (Soares, et al., 2000; Aran, 2010).



Bu tez calismasinda terpen yapisinda olan S-iyonol asetatin 19 farkli maya ve
fungus ile mikrobiyal transformasyonu sonucu yeni dogal aroma maddelerinin eldesi

amaglanmistir.

[lk bolimde tezin amaci tanimlanmis, tezin konusu olan tat maddeleri ve
biyoteknolojik yontemler ile iligkili detayl bilgiler ikinci boliimde verilmistir. Deneysel
calismalarda kullanilan meteryaller ve metod ii¢ilincii boliimde agiklanmistir. Elde edilen

sonuclar ve bu sonuglar hakkindaki tartisma ve Oneriler dordiincii boliimde sunulmustur.



BOLUM 2: AROMA MADDELERI

2.1. Koku ve Tat Maddeleri

Bir maddenin koklanmasi ile alinan duyuya koku denir. Uriin agizdayken
algilanan koku duyusuna aroma, dilde alinan duyuya tat denir. Tat, gesitli kimyasal ve
fizikokimyasal 6zelliklere sahip ¢ogu ucucu ve ugucu olmayan bilesenlerin kompleks
halindeki varliginin bir sonucudur. Ugucu olmayan bilesikler maddenin esas olarak
tadin1 etkilerken, ugucu olanlar hem tadin1 hem de aromasim etkilemektedir. Koku ve
tat maddelerine bu 6zelligi veren bilesikler alkol, aldehit, ester, dikorbonil, metil keton,
lakton, terpen, fenolik bilesik ve kiikiirt iceren bilesik yapisinda olabilirler. Koku
maddeleri ucucu olup genellikle parfiim ve kozmetik alanlarinda kullanilir. Tat

maddeleri ise gida sanayisinde kullanilir (Janssens, et. al., 1992; Urbach, 1997; Gatfield,

1988; Longo and Sanroman, 2006; http://www.zootekni.org.tr/upload/File
/IGIDA%20KATKI%20MADDELERI.pdf).

Koku ve tat maddeleri kullanimi insan tarihi kadar eskidir. Aroma maddelerinin
ilk kullanim alan1 kokudur. Giiniimiizde koku olarak kullandigimiz parfiim, Latince olan
‘per fumum’ kelimesinden tiiretilmistir. Bu kelimenin anlami duman yoluyla veya
kokulu duman anlamima gelmektedir. Yakin zamanda arkeologlar Kibris’da 4000 yil
Oncesine ait antik bir parfimeri kesfetmislerdir. Ayrica aroma maddeleri eski
zamanlarda tibbi amaglar ve yiyeceklerde lezzet olusturma amagli kullanilmiglardir

(Sell, 2006; http://news.nationalgeographic.com/news/2007/03/070329-oldest-
perfumes.html).

Kullanim1 bu kadar eskiye dayanan, koku ve tat maddeleri bitkisel ve hayvansal

kaynaklardan fiziksel yontemler ile elde edilirdi. Fakat bu yontemlerle aroma maddesi


http://www.zootekni.org.tr/upload/File%20/GIDA%20KATKI%20MADDELERI.pdf
http://www.zootekni.org.tr/upload/File%20/GIDA%20KATKI%20MADDELERI.pdf
http://news.nationalgeographic.com/news/2007/03/070329-oldest-perfumes.html
http://news.nationalgeographic.com/news/2007/03/070329-oldest-perfumes.html

iretiminde bircok zorlukla karsilasildig1 i¢in farkli yontemler aranmaya baslanmistir

(Rodriguez and S anchez, 2007).

19. yiizyilin sonlarina dogru organik kimya gelismis ve yeni sentetik kokular
elde edilmistir. Aroma maddelerinin ana yapilarin1 olusturan bilesiklerin molekiil
yapilar1 belirlenmesinden sonra bir¢ok sentetik koku ve tat maddesi {iretilmeye
baslanmigtir. Bu sayede ivme kazanan aroma endiistrisinin altin ¢agi yasanmistir.
Benzaldehit ve sinnamaldehitin izolasyonu, kumarin iiretimi, vanilinin kimyasal sentezi
ve Uretiminin yapilmasi (Bkz. Sekil 2.1) aroma endiistrisinin gelismesini saglayan
onemli sentetik koku ve tat maddeleridir. Arastirmalarin artmasiyla meyve aromalari ve
renklendiriciler yapay olarak elde edilebilmistir. Aroma endiistrisin ilk Onciisi,
Vanilinin sentetik olarak {iretimi saglayan Haarmann & Reimer’dir. Aroma
endiistrisinde sentetik koku ve tat maddeleri 6nemli bir yer edinmistir. Giiniimiizde
aroma madde ihtiyacinin %84’#i sentetik maddelerle karsilanmaktadir (Berger, 2007;
Soares, et al., 2000; Armstrong and Yamazak, 1986). Aroma kimyasmin gelisim
kronolojisi Cizelge 2.1'de 6zetlenmistir (Sell, 2006).

(

Benzaldehlt Sinnamaldehit Kumarm Vanilin

Sekil 2.1. Aroma endiistrisinin ilk sentetik molekiilleri



Cizelge 2.1. Aroma kimyasimin gelisim kronolojisi (Sell, 2006)

Yil Kesif Ada Kesfeden Kisi

1701 Bazi ¢igeklerden buhar damitmasi ile saglanan Nicholas Lemery
ucucu yaglarin gézlemi

1759 Nitrik asit buhari ile amber yaginin reaksiyonu Berlin Akademi
sonucu bir misk kokusunun elde edilmesi

1800 Amber bilesenin kimya i¢indeki arastirmasi Dumas

1833 Anetol, borneol ve kafurun ampirik Dumas
formiillerinin bildirilmesi

1834 Sinamik aldehit izolasyonu Dumas, Peligot
Nitrobenzenin hazirlanmasi Mitscherlich

1837 Benzaldehit izolasyonu Liebig, Wohler

1843 Keklik iziimii yaginin ana bileseninin metil Cahours
salisilat oldugu belirlenmistir

1853 Benzil alkoliin hazirlanmasi Cannaizzaro
Alifatik aldehitlerin sentezi Piria

1856 Sinamik aldehit sentezi Chiozza

1859-1860 Salisilik asit’in biiyiik 6l¢ekte hazirlanmasi Kolbe

1863 Benzaldehit’in hazirlanmasi Cahours

1865 Benzen’in yapisinin belirlenmesi Kekule

1866 Sinamik asit yapis1 saptandi Erlenmeyer

1868 Kumarin sentezi Perkin

1869 Heliotropin’in kesfi Filtig, Mielk

1871 Heliotropin’in yapisi belirlendi Barth

1874 Gayakol’den vanilin sentezi Reimer, Tiemann

1876 Fenillaktetik aldehit’in kesfi Radziszewski

1875-77  Sinemik asit sentezi Perkin

1877 p-hidroksibenzaldehit’den anisaldehit {iretimi Tiemann, Herzfeld

1878 Terpin hidrat yapis1 belirlendi Tilden

1880 Kinolinler kesfedildi Skraup

1884 Limonen ve dipenten tespit edildi Wallach

1885 Terpinol’iin yapisi belirlendi Wallach, Tiemann

1888 Nitro misklerin kesfi Baur

1889 Sitronelal’in kesfi Dodge

1890 Safrolden heliotropin sentezi Eykmann




Cizelge 2.1. Aroma kimyasimnin gelisim kronolojisi (devam)

Yil Kesif Adi Kesfeden Kisi
1891 Rhodinol kesfi Eckhart
1893 Iyonon’un sentezi Tiemann, Kruger
1894 a-pinen’in yapist belirlendi Wagner
1898 Keton miskinin kesfi Baur, Thurgau
1903 Metil heptin karbonat ve homologlarinin kesfi, Mourreau, Delange
Aromatiklik iizerinde yapilan temel ¢aligma Von Baeyer
1904 Muskon izolasyonu Walbaum
Aldehitlerin sentezlenmesinde glisidik metodu Darzens
1905 Sinnamik alkol’tin sentezi Leser, Barbier
1908 y-undekalakton’un kesfi Jukov, Schestakow
1913 Farnesol’iin kesfi Kerschbaum
1919 Siklamen aldehit’in kesfi Blanc
Linalol’tin sentezi Ruzicka, Fomasir
1923 a-amil sinamaldehit’in kesfi Lesech, Descollonges
Nerolidol’iin kesfi Ruzicka
1926 Muskon yapisinin belirlenmesi Ruzicka, Kerschbaum
1933 Jasmonen’in yapisinin belirlenmesi Treff, Werner
1934 Muskon sentezi Weber, Ziegler
1946 Terpenoitler igin Wallach’un izopren kuralinin Robinson
tamamlanmasi
1953 Linalol’tin yeni sentezi Caroll, Kimel
1970 a ve B-damaskonlar’in yeni sentezi Demole

Aroma maddeleri dogal ve yapay olmak tizere iki gruba ayrilmistir. Yapay olan
sentetik aroma maddelerinin pazar pay: hizla artmig olmasina ragmen tiiketicilerin dogal
iriinler tercih etmesi ve tabiata geri donme istegi, dogal koku ve tat maddelerinin
gelisimini saglamistir. Bu sayede dogal yollarla yeni aroma maddelerinin iiretim yollar
arastirilmaya baslanmistir (Berger, 1995; Armstrong and Yamazak, 1986).

Koku ve tat maddelerinin tahmini pazar payir 15 milyar Euro’dur. Bunun
yaklasik olarak 6,5 milyar Euro’sunu tat maddeleri, 8,5 milyar Euro’sunu ise koku

maddeleri olusturmaktadir. Koku ve tat maddelerinin diinyadaki Pazar pay: oranlari




Sekil 2.2'de gosterilmektedir. Bu maddelerin iiretiminde 8 6nemli kiiresel sirket diinya
pazarinin yaklagik %60’m1 elinde bulundurmaktadir. Bu sirketler; Givaudan,
International Flavors&Fragrances, Firmenich and Symrise, Quest International,
Takasago, T. Hasegawa, Sensient Technologies, Mastertaste, Danisco ve Mane’dir. ilk
ikisi endiistrinin en onemli sirketleri olup cirolar1 yaklasik 2 milyar Euro’dur (Berger,

2007).

1.Dilim= Avrupa, Afrika ve Orta
Dogu bolgesi

2.Dilim= Kuzey Amerika bélgesi

3.Dilim=Asya-Pasifik bolgesi

4.Dilim= Giiney Amerika bolgesi

Sekil 2.2. Koku ve tat maddelerinin boélgesel pazar pay1 oranlari

2.2. Dogal Koku ve Tat Maddeleri

Son yillarda tiiketiciler, sentetik iirlinlere oranla pahali olmasina ragmen dogal
rtinlerin kullanimina biiyilk 6nem vermektedir. Bu 6nem, kimyasal iirlinlerin insan
saghigina ve dogaya zarar vermesinden otiirii uluslararasi mevzuatlarda kullanimlarinin
kisitlanmasi, insanlarin saglikli  beslenme ve bilingli yasama egilimlerinden
kaynaklanmaktadir. Giiniimiizde yaklasik 10000 yapay koku maddesi bilinmekte ve
6400 dogal ugucu koku maddesi kullanilmaktadir (Aran, 2010; Hagedorn and
Kaphammer, 1994).

Dogal koku ve tat maddesinin tanimi uluslararast mevzuatlarda kapsamli bir

sekilde yer almaktadir. Aroma maddelerinin {iretildigi kaynaklar ¢ok cesitli ve farklidir.



Amerikan Federal ila¢ ve Gida Idaresi ydnetmeligine gore dogal koku ve tat maddeleri
su aralikta tanimlanmistir: ugucu yag; oleorezin; esans veya ekstre; hidrolize protein;
gida degerinden cok gidalarda koku ve tat fonksiyonu olan kavrulmus, isitilmas,
enzimatik faaliyet sonucu elde edilmis veya tiiretilmis baharat, meyve, meyve suyu,
yenilebilir mantar/maya, ot, kabuk, tomurcuk, kok, yaprak veya benzer bir bitkisel
materyal, et, deniz {riinii, kiimes hayvani, yumurta, siit {riinii veya bunlarin
fermentasyon triinleri. Avrupa Birligi mevzuatina gore ise; bitkisel ve hayvansal
kaynaklardan uygun fiziksel, enzimatik veya mikrobiyolojik yollarla elde edilen aroma
verici madde veya madde karisimlari dogal koku ve tat maddeleridir (Vandamme and
Soetaert, 2002; Servi, et al., 1993).

Tiirk Gida Kodeksi yonetmeligine gore ise aroma maddesinin dogal olmasi igin,
aroma vericiyi olusturan bilesenlerin tamaminin yada agirlikca en az %95’inin referans
gosterilmis kaynaktan elde edilmis olmasi gerekir. Bu yonetmelige gore aroma
maddeleri elde edilen kaynaga gore; dogal aroma maddeleri, dogala 6zdes aroma
maddeleri, yapay aroma maddeleri, aroma karigimlari, tepkime aromalar1 ve tiitsii
aromalart olarak smiflandirilirlar (Tirk Gida Kodeksi Aroma Vericiler ve Aroma

Verme Ozelligi Tasiyan Gida Bilesenleri Y6netmeligi, 2011).

2.3. Dogal Koku ve Tat Maddelerinin Uretimi

Dogal koku ve tat maddeleri eski zamanlardan itibaren bitkisel ve hayvansal
kaynaklardan maserasyon, ekstraksiyon ve distilasyon gibi fiziksel yollarla elde edilirdi.
Bu yontemler giiniimiizde halen kullanilmasina ragmen bazi dezanavtajlar icermektedir.
Kaynaklarindan aroma maddelerinin saflagtirilmasinin ¢ok is giicline ihtiyag duymasi ve
elde edilen ekstrenin miktarinin az olmasi bunlardan birka¢ tanesidir. Ham madde

temini, aromanin kalitesi ve elde edilecek miktari, iklim ve mevsim degisiklikleri ile



farklilik gostermektedir. Ayrica bitkisel hastaliklar kaynak sikintis1 yaratabilmektedir
(Soares, et al., 2000; Armstrong and Yamazak, 1986).

Fiziksel yolla tretim piyasadaki dogal koku ve tat madde ihtiyacin
karsilayamamaktadir. Dogal aroma maddeleri tanimlarindan da anlasilacagi tizere,
enzimatik ve mikrobiyolojik yoOntemlerle iiretilen maddeler, dogal olarak kabul
edilmistir. Biyoteknolojik yontemler dogal koku ve tat maddeleri iiretiminde alternatif
bir yol olarak 6nem kazanmigtir. Dogal koku ve tat maddelerinin {iretim yontemleri

Sekil 2.3’de 6zetlenmistir (Aran, 2010; Armstrong and Yamazak, 1986).

Dogal koku ve tat

maddesi iiretimi

Biyoteknolojik Fiziksel Uretim
Uretim
| | |
Mikrobiyal ’ Enzimatik Bitki hiicre kiiltiirii Ekstraksiyon, Maserasyon,
Distilasyon
| |
Mikrobiyal transformasyon Fermentasyon

Sekil 2.3. Dogal koku ve tat maddelerinin tiretim yontemleri
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2.3.1. Biyoteknolojik yolla dogal koku ve tat maddesi iiretimi

Biyoteknolojik yollarla dogal aroma maddesi tiretiminde mikroorganizmalar, saf
enzimler, bitki hiicre ve doku kiiltiirleri kullanmaktadir. Mikroorganizmalar kullanilarak
aroma maddesi tiretimi iki farkli prosesle gergeklesmektedir. Bunlar fermentasyon (de

novo sentezi) ve biyotransformasyon (biyodoniisiim) yontemleridir (Aran, 2010).

Bitki hiicre ve doku kiiltiirleri kullanilarak aroma maddesi iiretimin ii¢ yolu
vardir. Bunlar; mikrogogaltim, bitki siispansiyon kiiltiirlerinde de novo sentezi ve biitiin
hiicre veya izole enzimleri ile biyotransformasyon yontemleridir. Mikrogogaltim
yontemi ile geleneksel yontemle iiretimi zor olan bitkiler yetistirilebilmektedir. Bitki
hiicre ve doku kiiltiirleri kullanilarak iklim ve mevsim kosullarindan etkilenmeden
istenilen yer, zaman ve kalitede tiretim yapilabilmektedir. Fakat tiriinlerin diisiik verimli
ve silirecin maliyetinin yiiksek olmasindan dolay1 bu yontem mikrobiyal ve enzimatik
yontemlere gore daha az tercih edilmektedir. Bu yontemlerle iiretilen bazi aroma

maddelerine 6rnekler Cizelge 2.2'de verilmistir (Berger, 2007).

Cizelge 2.2 Bitki hiicre ve doku kiiltiirleri ile {iretilen aroma maddeleri

Aroma Bitki Metabolit | (Birikmis) Kaynak
Miktar
Sarimsak Allium sativum Dialil %14 Madhavi etal., 1991
distilfiir Ohsumi et al., 1993

Anason Pimpinella Anetol %0,37 Ernst,1989

anisum /kavikol
Vanilya Vanilla Vanilin %0,099 Knorr, et al., 1993

planifolia Knuth and Sahai, 1991
Meyankokii | Glycyrrhiza Glissirizin | Belirlenmemis | Hayashi, et al., 1988

glabra
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2.3.1.1. Enzimatik volla dogal koku ve tat maddesi iiretimi

Dogada bilinen 25000 enzim bulunmaktadir. Bunlarin yaklagik 400 tanesi
enzimatik yolla aroma maddesi iiretmek ve stereoselektif organik sentez yapmak igin
ticari olarak kullanilmaktadir. Enzimatik tepkimeler mikrooganizmalarin kullanildigi
yontemlere gore daha yiliksek verim saglamaktadir. Ayrica enzimler enantiyomer
seciciligine sahip olduklarindan, koku ve tat maddesi iretiminde siklikla
kullanilmaktadir. Ornegin limonen molekiiliiniin d-limonen izomeri limonsu ve
portakals1 bir kokuya sahipken; I-limonen izomeri ¢amsi1 bir kokuya sahiptir. Yapilart
Sekil 2.4'de verilmistir. Enzimatik tepkimelerin hizli gergeklesmesi ve genelde yan iiriin
olusturmamalart aroma maddelerinin {iretiminde tercih edilmelerine olanak
saglamaktadir. Fakat saf enzim eldesinin maliyetinin yiliksek olmasi en biiyiik
dezavantajlaridir. Bu sebeple enzimatik yolla {iretilen aroma maddelerinin maliyeti de
yiikselmektedir. Gida biyoteknolojisin de ¢ogunlukla, hidrolitik enzimler, transferazlar,
oksidorediiktaz ve liyazlar kullanilmaktadir (Berger, 2007; Telefoncu ve Pazarlioglu,

2010).

D-limonen L-limonen

Sekil 2.4. Limonen izomerleri



12

Liyaz grubuna ait bazi enzimler kullanilarak seskiterpenler sentezlenmistir.
Ornegin; Schalk ve Clark 2004 yilinda farnesil difosfattan alifatik ve oksijenli yapilar
iceren seskiterpenleri sentezlemeyi basarmistir. Valensen molekiilii de bu sentez yoluyla
elde edilebilmektedir (Berger, 2007; Schalk and Clark, 2004).

2.3.1.2. Fermentasyon ile dogal koku ve tat maddesi tiretimi

Fermentasyon ¢ok uzun yillardan beri yogurt, ekmek ve sarap gibi
gidalarinyapiminda kullanilan biyoteknolojik bir yontemdir. Biitiin hiicreler ortamda
bulunan karbonhidrat, protein ve yag gibi karbon kaynaklarin1 yikima ugrattiktan sonra
daha kompleks yapilar olan aroma maddelerine doniistirmektedir. Buna de novo sentezi
de denir. Fermantasyon yontemiyle elde edilen baslica aroma maddeleri; terpenler,
esterler, ugucu asitler, yiiksek alkoller, karbonil bilesikleri, laktonlar, pirazinler ve
kiikirtli bilesiklerdir. Fermentasyon koku harici gida, antibiyotik, ilag etken maddesi,
amino asit, enzim, kimyasal madde ve ¢oziicii gibi alanlarin ¢ogunda endiistriyel
boyutta lretilmektedir. Cizelge 2.3'de fermentasyon yontemiyle iiretilen bazi aroma
maddeleri verilmistir (Stanbury, et al., 1995; Pinches, 1994; Hamada, et al., 1991,
Maarse, 1991).

Cizelge 2.3. Fermentasyon ile iiretilen baz1 aroma maddeleri

Aroma Maddesi Koku Mikroorganizma Kaynak

Benzaldehit Badem Ischnoderma Aran, 2010
benzoinum

Sitronellol Portakal ¢icegi Mycena pura Aran, 2010

v-dekalakton Seftali Sporobolomyces Neto, et al., 2004
odorus

6-pentil-a-piron Hindistan Cevizi Trichoderma sp. Rocha-Valadez et al.,

2006

Propiyonik asit Eksimis siit Gluconobacter Schrader et al., 2004
oxydans

Feniletanol Giil Kluyveromyces Vandamme, 2003
marxianus

izoamil asetat Muz Williopsis saturnus Janssens et al., 1987;
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Fermentasyonla aroma maddesi lretiminde; yiizey kiiltiir ve derin kiiltiir
teknikleri kullanilmaktadir. Yiizey kiiltir yonteminde mikroorganizma besi ortaminin
yiizeyinde ¢ogalir ve mikroorganizma hiicreleri ve metabolitlerini igeren bir tabaka
olusur. Uriin mikroorganizmanin tiiriine gére hiicre disina da salgilanabilir veya hiicre
icinde de kalabilir. Derin kiltiir tekniginde ise mikroorganizmalar ¢ozelti igerisinde
biiyir. Bu yéntem i¢in uygun fermentdr kullanmak gerekir. Iki ydntem
karsilastirildiginda yiizey kiiltiir yontemi az maliyetli, yiiksek verimli ve iyi 6zellikte
tirtin verdigi igin derin kiiltiir yontemine tercih edilir (Telefoncu ve Pazarlioglu, 2010;

Couto and Sanroman, 2006; Pekin, 1993).

Fermentasyon yontemiyle iiretilmek istenen aroma maddesinin yaninda daha
fazla miktarda yan iiriinde tretilebilir. Bu durum {iretilen aroma maddesinin verimini
diisliriir ve saflagtirmasini zorlastirir. Bundan dolayr mikroorganizmalarin kullanildig
fermentasyon yerinesaf enzimlerin kullanildigi biyotransformasyon yontemi tercih
edilebilmektedir. Cizelge 2.4'de fermentasyon ve biyotransformasyon ydntemlerinin

avantaj ve dezavantajlar1 karsilastirllmistir (Winterhalter and Schreier, 1993).

Cizelge 2.4. Fermentasyon ve biyotransformasyon o6zelliklerinin karsilagtirilmasi

Ozellik Fermentasyon Biyotransformasyon

Tepkime Karmagik tepkimeler Basit (tek veya birkag
basamakli) katalitik
tepkimeler

Tepkime siiresi Uzun Kisa

Mikroorganizmalar Cogalan hiicreler Cogalma evresindeki ve
durgun evredeki hiicreler

Substrat Ucuz karbon Spesifik

ve azot kaynaklari
Uriin Dogal Dogal veya yapay
Uriin miktari Az Yiiksek

Uriin saflagtirmasi Zor Kolay
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2.4. Biyotransformasyon

Biyotransformasyon; biitin hiicre veya izole enzimlerin bir bilesigi
katalizleyerek kendine benzer baska bir bilesige kimyasal doniisimii olarak
tanimlanabilir. Biyotrasformasyon uzun zamandir farkli alanlarda kullanilan bir
yontemdir. Steroitlerin mikrobiyal transformasyonlariin yapilmasiyla
biyotrasformasyon modern uygulamalarda yer bulmus ve bu alandaki ¢alismalarin hizla
artmasina sebebiyet vermistir. Steroitlerle yapilan ilk ¢aligmalarin en iyi 6rnegi Mamoli
ve Vercellone’nin  1937°de mayalar1  kullanarak androstenedionu testosterona
indirgemesidir. Daha sonra 1952°de Peterson ve Murray ise Rhizopus arrhizus
fungusunu kullanarak progesteron molekiiliiniin 11a-pozisyonuna hidroksil grubu
eklemistir. Bu sayede progesteronuhem hidroksillendirmis hem de rasemik segiciligini
gostermistir. Sekil 2.5'de progesteronun Rhizopus arrhizus mikroorganizmasi ile
biyotrasformasyonu verilmistir (Dordick, et al., 1998; Crueger and Crueger, 1990;
Kieselich, 1976).

Rhizopus arrhizus

Progesteron 11a-hidroksiprogesteron

Sekil 2.5. Progesteronun mikrobiyal transformasyonu

Biyotransformasyon tepkimelerinde biitiin hiicre veya izole enzim sistemleri
kullanilabilir. Biitiin hiicre sistemleri, biiylimenin hizli olmasi, kisa siirede sonug

vermesi ve maliyetinin diisiik olmasi nedenleriyle tercih edilir. Mikroorganizmalar
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mayalanma siirecinde besi yeri bilesenlerini kullanarak farkli molekiillere
doniistiirmekte, biyotransformasyon da ise besi yeri igine ilave edilen substrati
dondstirmektedir (Akar, 2005; Faber, 2004).

Biyotransformasyon tepkimeleri, hiicreye giren yabanci maddeleri zararsiz hale
getirmek i¢in hiicre iginde gergeklesen tepkimeler olarak da tanimlanabilir. Bu
tepkimeler sayesinde zararsiz hale getirilen madde hiicre disina daha kolay atilir. Bunlar
oksidasyon, hidroliz, esterlesme, dehidrasyon, izomerizasyon, fosforilasyon, C-C
baglariin koparilmasi ve indirgenme gibi tepkimelerdir (Roberts, 1992; Crueger and
Crueger, 1990).

Biyotransformasyon tepkimeleri klasik kimyasal tepkimelere gére uygun ve
iliman kosullarda yapilabilir ve doga dostudur. Ayn1 zamanda maliyeti daha diisiik ve
daha kisa sirede ve daha fazla verim ile c¢aligilabilir. Biyotransformasyon
tepkimelerinin rasemik segiciliginden dolayr enantiyomerlerinin birini donistiirerek
rasemik karigimlarin ayrilmasini da olanak saglamaktadir. Bu sayede klasik kimyasal
tepkimelerle gergeklesemeyen tepkimeler biyotransformasyon tepkimeleriyle kolaylikla

gerceklestirilebimektedir (Telefoncu ve Pazarlioglu, 2010).

Biyotransformasyon; koku ve aroma maddeleri {iretimi yansira ilag etken
maddeleri ve antibiyotik tiretiminde de kullanilmaktadir. Ayrica rasemik seciciliginden
dolayr amino asit iiretiminde kullanilir. Ayni zamanda toksik endiistriyel atiklarin
yikimi, atik sularin temizlenmesi ve geri kazanilmasi gibi alanlarda da kullanilmaktadir.
Bu uygulamalara polimer kimyasmin 6nemli bir maddesi olan akrilamitin, akrilnitrilin
Rhodococcus rhodochrous mikroorganizmasiyla biyotrasformasyonu sonucu elde
edilmesi, ornek olarak verilebilir. Akrilamitin Japonya’da yillik iiretim miktar1 yaklagik

30000 ton’dur (Liese and Filho, 1999).
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2.5. Mikrobiyal Transformasyon ile Dogal Koku ve Tat Maddesi Uretimi

ucuz

Mikrobiyal

uygulanabilirligi ve ¢evre dostu teknoloji olmasi sebebiyle koku ve tat maddesi

transformasyonlar;  maliyetlerinin olmasi,  kolay
iiretiminde siklikla kullanilmaktadir. Giiniimiizde biyotransformasyonla tiretilen birgcok
koku ve tat maddesi olmasina ragmen halen ¢ogu arastirma diizeyindedir. Bu yontemle

endiistriyel diizeyde fiiretilen aroma maddelerin en Onemlileri vanilin, y-dekalakton,

benzaldehit, izoamil

asetat,

2-feniletanol’diir.

Cizelge

2.5'de  mikrobiyal

transformasyonla tiretilen bazi aroma maddeleri verilmistir (Krings and Berger, 1998).

Cizelge 2.5. Mikrobiyal transformasyon ile iiretilen bazi aroma maddeleri

Aroma Maddesi
Vanilin
Benzaldehit
Metil salisilat

Metil antranilat
Jasmonatlar

Metil benzoat, Etil
benzoat

2-feniletanol

Lentionin

Uzun zincirli yag asit
esterleri

Sitronellol

Linalol

Kumarinler

Metil ketonlar

Kiifler

1-okten—3-ol,
1-okten—3-on

Mikroorganizma
Pycnoporous cinnabarinus

Ischnoderma benzoinum
Phellinus sp.

Pycnoporous cinnabarinus

Botryodipoldia theobromae,
Gibberella fujikurio

Polyporus tuberaster,

Ascoidea hylecoeti

Lentinus edodes
Rhizopus arrhizus

Mycena pura

Wolfiporia cocos
Pleuroutus euosmus
Aspergillus niger,
Penicillium sp.,
Aureobasidium pullulans

Lentinus edodes, Grifola
frondosa, Pleurotus
pulmonarius

Kaynak
Falconnier, et al., 1994

Fabre, et al., 1996

Welsh, 1994; Manley,
1994

Falconnier, et al., 1994

Miersch, et al., 1993;
Broadbent, et al., 1968

Kawabe and Morita,
1993

Berger, 1995

Yasumoto, et al., 1994
Armstrong and Brown,
1994

Krings, et al., 1995
Krings, et al., 1995
Berger, 1995
Hagedorn and
Kaphammer, 1994;
Armstrong and Brown,
1994

Armstrong and Brown,
1994; Assaf, et al.,
1995
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Cizelge 2.5. Mikrobiyal transformasyon ile iiretilen bazi aroma maddeleri (devam)

Kiifler

Mayalar

Aroma Maddesi
Pirazinler

Laktonlar
Kiikiirt iceren ugucular
Furaneol

2-feniletanol

Makrolitik Laktonlar

Feniletanol ve Esterler
Geraniol

Kisa zincirli yag asitleri

2-asetil-1-pirolin

Nootkaton

Metil ketonlar

Borneol, izoborneol

S-iyonon

Geosmin

Mikroorganizma
Aspergillus sp.,
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Marasmius alliaceus
Zygosaccharomyces rouxii

Kluyveromyces marxianus,
Saccharomyces cerevisiae,
Hansenula anomala

Torulopsis bombicola

Kluyveromyces sp.
Kluyveromyces lactis

Acetobacter aceti,
Gluconobacter oxydans,
Propionibacterium sp.,

Clostridium sp., Fusarium
sp.
Baccillus cereus

Toprak bakterileri,
Enterobacteriaceae

Pseudomonas oleovorans

Pseudomonas pseudomallei

Xanthine oxidase

Streptomyces citreus

Kaynak
Seitz, 1994

Feron, et al.,1996
Rapior, et al., 1997
Hecquet, et al., 1996

Longo and Sanroman,
2006

Jeffcoat and Willis,
1998

Welsh, 1994
Welsh, 1994

Sharpell and Stemann,
1979

Romanczyk, et al.,
1995

Latrasse, et al., 1985
Janssens, et al., 1992

Armstrong and Brown,
1994

Janssens, et al., 1992

Bosser and Belin,
1994

Pollak and Berger,
1996
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Endiistride dogal aroma maddelerin iiretiminde mikrobiyal biyotransformasyon
tepkimeleri alternatif bir yol olmustur. En giizel 6rneklerinden biri vanilin tiretimidir.
Diinya ¢apinda vanilinin yillik tretimi 12000 tondur. Bunun sadece %0,5 bitkisel
kaynagi olan vanilya orkidelerinden ekstre edilmektedir. Cogu kismui sentetik olarak
tiretilmekte olup, sentetik vanilinin kilogrami 15 $ diizeyindedir. Dogal vanilinin fiyati
ise kilogram basina 1200 ve 4000 $ arasinda degismektedir. Tiiketicilerin dogal {iriinlere
karst artan ilgisinden dolayt son yillarda vanilin iretiminde mikrobiyal
biyotarnsformasyon tepkimeleri kullanilmaya baslanmistir. Bu amagla daha kolay
bulunan  ferulik  asitin  Pycnoporous cinnabarinus  mikroorganizmasi ile
biyotransformasyonu sonucu vanilin tiretimi gergeklestirilmektedir. Ayrica endiistriyel
capta vanilin tretimi piring kepeginden elde edilen ferulik asidin Amycolatopsis sp.
HR167 mikroorganizmasi ile biyotransformasyou sonucu kesikli beslemeli prosesle, 12
0/L miktarinda tiretilebilmektedir (Schrader, et al., 2004; Walton, et al., 2003; Thibault,
et al., 1998). Sekil 2.6'da Pycnoporous cinnabarinus mikroorganizmasi ile ferulik

asitten vanilin tiretim tepkimesi verilmistir.

a2 N

/ COOH CHO

e - .

OCHg OCH; OCH;3
OH OH OH

\Ferulik asit Vanilik asit Vanilin J

Sekil 2.6. Pycnoporous cinnabarinus mikroorganizmasi ile ferulik asitten vanilin

uretimi
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2-feniletanol, giil kokusu veren aroma, parfiim ve kozmetik sektoriinde siklikla
kullanilan koku ve tat maddesidir. Diinya ¢apinda yillik iiretimi 7000 ton olan 2-
feniletanol’tin bitkisel kaynagindan elde edilen kilogram fiyati 1000 $'dir. Daha az
maliyetli olan sentetik 2-feniletanol; toluen, benzen, stiren veya metil fenil asetattan
petrokimyasal yollarla sentetik olarak tretilmektedir. 2-feniletanol dogal olarak 2-
fenilalanin  Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae ve Hansenula
anomalagibi mikroorganizmalarin biyotransformasyonu ile elde edilebilmektedir. Bu
yolla 2-feniletanol 12,6 g/ miktarinda iiretilmis olup, endiistriyel capta iiretimi i¢in
biiyiik bir potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. Sekil 2.7'de 2-fenilalanin'den
mikrobiyal transformsyon ile 2-feniletanol tiretimi gosterilmistir (Longo and Sanroman,
2006; Schrader, et al., 2004).

K COOH COOH H
Transaminaz Q/\( Dekarboksilaz @/\(
NH» o}

2-fenilalanin Fenilpiriivat Fenilasetaldehit

O
Dehidrogenaz

2-feniletanol

Sekil 2.7. 2-fenilalanin‘den mikrobiyal transformasyon ile 2-feniletanol iiretimi

Aroma endiistrisinde seftali, kayis1 ve hindistan cevizi gibi kokular1 lakton
molekdilleri verir. Seftali kokusu veren vy-dekalakton, endiistride mikrobiyal
transformasyonla Tretilen Onemli bir aroma maddesidir. Uzun zincirli yag asiti
yapisinda ve hint yagi bileseni olan risinoleik asitin Yarrowia lipolytica mayas1 ile
biyotransformasyonundan y-dekalakton elde edilmektedir. Bu tepkime Sekil 2.8'de
gosterilmistir. Bu yontem ve mikroorganizma ile risinoleik asitten 75 saat iginde 9,5 g/L
ve 12 g/L veriminde y-dekalakton iiretildigi rapor edilmistir (Aguedo, et al., 2004;
Wache, et al., 2003).
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CH;-(CH,)s (CH,);—COOH

Risinoleik asit

[-oksidasyon
dongiisii

\/\/\/\/COOH

4-hidroksidekanoik asit ©H

Laktonizasyon
y-dekalakton

Sekil 2.8. Yarrowia lipolytica mikroorganizmast ile risinoleik asitten y-dekalakton

uretimi

Bir diger 6nemli endiistriyel koku ve tat maddesi ise benzaldehittir. Benzaldehit
ac1 badem aromasina sahiptir. Sentetik olarak fenol {iretimi esnasinda yan iiriin olarak
elde edilir. Bu yolla diinya ¢apinda yillik 7000 ton miktarinda iiretilmektedir ve
kilogram fiyati 3 $'dir. Dogal benzaldehit tretimi yillik 100 ton miktarindadir.
Benzaldehit ~ mandelik  asitten  Pseudomonas putida  mikroorganizmasinin
biyotransformasyonu ile %85 verimle {iretilmistir. Bu doniisim Sekil 2.9'da

gosterilmektedir (Berger, 2007; Simmonds and Robinson, 1997).
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COxH CO,H
OH o) CHO
Dehidrogenaz Dekarboksilaz
—— —_—
Mandelik asit Bezoil formik asit Benzaldehit

Sekil 2.9. Pseudomonas putida mikroorganizmasi ile mandelik asitten benzaldehit

uretimi

2.6. Terpenler

Terpenler; koku ve tat maddelerininde i¢inde bulundugu dogal bilesiklerin en
genis ailesidir. Terpen sozciigii Yunanca “Terebentin” sozciligiinden gelmektedir.
Kekula 1880 yilinda CioHis yapisindaki bilesiklere terpen ismini vermistir. Terpen
molekiillerinin  yapilarinda oksijen bulunduranlara terpenoidler denir. Bitki,
mikroorganizma ve hayvanlardan izole edilen 30000°den fazla terpenoid molekiilii
vardir. Terpenoidler, koku ve aroma endiistrisinde kullanilan ugucu yaglarin 6nemli

bilesiklerini olustururlar (Berger, 1995).

Hemen hemen tiim terpenler 1s1 ile bozunduklarinda izopren yapisina
dontismektedir. Buda terpenlerin molekiil yapilarinin izopren yapilarindan olustugunu
gostermektedir. Ik olarak Wallach 1887 yilinda varsayimsal olarak terpenoidlerin iki
veya daha ¢ok izopren yapisindan olustugunu onermistir. Ruzicka 1920’de izoprenin
acik yapisini ¢izmistir. Ingold 1925 yilinda dogal terpenlerin izopren yapilarinin "bastan
kuyruga" birbirine katilmasi sonucu olustugunu ileri stirmiistiir. Bu 6nerme sabit bir

kural olmamakla beraber giizel bir yol gosterici prensip olmustur. Sekil 2.10'da izopren
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birimlerinin terpenleri olusturma mekanizmasi gosterilmistir (Berger, 2007; Carikgi,

2005).

Mirsen

Ba: .
g Limonen

Sekil 2.10. Izoprenlerin terpenleri olusturma mekanizmasi

Terpenler, igerdikleri karbon atom sayisina gore siniflandirilirlar.
Monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler ve sesterterpenler izopren yapilarinin "bas-
kuyruk" birlesmesiyle olugmuslardir. Fakat triterpenler ve karotenoitler, Ci5 ve Cy
birimlerin bas-bas birlesmesi ile olusmustur. Cizelge 2.6’da karbon sayisina gore
terpenlerin siniflandirilmasi verilmistir (Karabacak, 2007).

Cizelge 2.6. Terpenlerin siniflandiriimasi

Simif C atomu sayis1 izopren iinitesi sayisi
Hemiterpen 5 1
Monoterpen 10 2
Seskiterpen 15 3
Diterpen 20 4
Sesterterpen 25 5
Triterpen 30 6
Tetraterpen 40 8

Politerpen 40°dan ¢ok 8’den ¢ok
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1950 yilinda Rubzika, Wallach'm hipotezini gelistirerek biyogenetik izopren
kuralin1 Onermistir. Terpenlerin biyosentezinde seker oksidasyona ugrayarak asetil
koenzim A molekiiliinii olusturur. Asetil koenzim A mevalonat yolu olarak bilinen bir
dizi tepkime sonucu mevalonik asidi olusturur. Mevalonik asit, ATP (Adenozin
trifosfat) ile fosfatlanarak izopentenil pirofosfata doniisiir. Son olarak izopentenil
pirofosfat’in enzim izomerasyonu ile dimetil allil izomeri olusur. Bu izomerlerin
kondenzasyonu ile terpen siniflar1 olusur (Berger, 2007). Sekil 2.11a’da izopentenil

pirofosfat’in biyosentez yolu ve Sekil 2.11b’de terpenlerin biyosentez yolu

gosterilmistir.
Claisen
CH, (0] kondenzasyonu
i + /IJ\
H3C/ CHs ? SCoA w SEnz
Asetil-KoA Asetil-KoA anyonu Asetoasetil-KoA
OH OH
HoOC 3 S
H ~<————————— HoocC
OH  2NADP® 2NADPH SCoA
2ATP >
<\ Mevalonik Asit Hidroksimetilglutaril-KoA
2ADP
B — = > _—
HO opp OPP ~ OPP

izopentenil pirofosfat Dimetilallil pirofosfat

Sekil 2.11a. Izopentenil pirofosfat’m biyosentez yolu
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)\/\OPP ReF OPP N N opp

Dimetilallil pirofosfat izopentenil pirofosfat

CH,OPP
- M
izopentenil pirofosfat lzopenteml plrof osfat
CH,OPP

Geranil-Geranil pirofosf’ at

Farnesil pirofosf: at Geranll pirofosfat
+
DITERPENLER * SESKITERPENLER
CH,OPP MONOTERPENLER
AN
=
CH,OPP

Geranil-Geranil pirofosfat
H Farnesil pirofosfat

TETRATERPENLER . M
(KAROTENOITLER) TRITERPENLER

Sekil 2.11b. Terpenlerin biyosentez yolu

Son yillarda izopentenil pirofosfat’in biyosentezi i¢in alternatif yol
kesfedilmistir. Bu yol DOXP (1-deoksi-d-ksiluloz—5-fosfat) veya MEP (2-metil-d-
eritritol-4-fosfat) olarak adlandirilan mevalonat yolundan bagimsiz bir yoldur.
Mevalonat yolu asetil koenzim A ile baglarken DOXP/MEP yolu piriivat ve d-
gliseraldehit—3-fosfat ile baslar. Bu yol dokuz enzimle katalizlenen sekiz tepkimeden
olusur. DOXP/MEP yolu bitki kloroplastlari, su yosunulari, siyonabakteriler ve bazi
parazitlerde meydana gelir. Bu yolla izopentenil pirofosfat iiretildigi i¢in terpenlerin
bliylik cogunlugunun sentezi gerceklestirilebilir. DOXP/MEP yolu dogal koku, tat ve

ilag etken maddeleri tiretimi i¢in 6nemli bir bulustur (Hunter, 2007).
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Terpenler fiziksel oOzelliklerine gére ugucu terpenler ve ugucu olmayan
terpenler olarak ikiye ayrilir. Ucucu terpenler kiiclik molekiillii monoterpenler ve bazi
seskiterpenlerdir. Ugucu olmayan terpenler ise biiylik molekiillii seskiterpenler,
diterpenler, sesterterpenler, triterpen ve politerpenlerdir. Terpen grubunda yeralan ugucu
yaglar; parfimeride, gida katki maddelerinde, aroma terapide, geleneksel ve alternatif
tipta olduk¢a yaygin kullanilmaktadir (Finar, et al., 1975). Sekil 2.12'de baz1 terpen

yapilarina 6rnek verilmistir.

N . _-CH20H XN
OH
| | |

Farnesol (E)-nerolidol

Bisabolen Verbenon

izopimarik asit

Sekil 2.12. Bazi terpen yapilar

Terpenlerin biyotransformasyonlarinda karsilasilan bir takim sorunlar vardir. Bu

dezavantajlar1 sunlardir (Berger, 1995):
¢ Biyotransformasyon iiriin verimlerinin diisiik olmasi,
¢ Materyal ve metabolitlerin ugucu olmasidir,

+ Sudaki ¢oziinirliiklerinin az olmasi,
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¢+ Materyal ve metabolitlerin kararli olmamasi.

Terpenlerin biyotransformasyon calismalarinda bir takim sorunlar olmasina
ragmen koku, aroma, gida, kozmetik ve ila¢ gibi endiistriyel alanlarda ekonomik agidan
bir potansiyel olarak goriilmektedir. Terpen biyotransformasyonlarinin potansiyel olarak
goriilmesini saglayan avantajlar sunlardir (Berger, 1995):

*

¢ Dogal koku ve tat maddelerinin iiretilmesi

X/

% Yeni dogal koku ve tat maddelerinin {iretilmesi

X/

+ Tek adimda trtinlerin elde edilmesi
¢ Bir¢ok maddeye uygulanabilir olmasi

¢+ Biyokatalizorlerin belli konumlara stereospesifik katilimi saglamasi

2.7. Megastigmanlar

Megastigmanlar 13 karbonlu molekiillerden olusan genis bir smiftir. Ayni
zamanda bu yapilar nor-izoprenoitler olarak da adlandiriimaktadir. Megastigman yapisi,
p-karoten ve absizik asit’in  temel iskelet yapist olan  2-biitil-1,1,3-
trimetilsiklohekzan’dir. Karotenoitlerin degradasyonu sonucu megastigman yapilarinin
olustugu disiiniilmektedir. Ayrica bu grup oOnemli koku ve tat maddelerini
kapsamaktadir. Sekil 2.13’de fS-karoten’in degradasyonu ile olugan bazi megastigman
yapilar1 ve Sekil 2.14’de megastigman yapili bazi koku ve tat maddeleri gosterilmistir
(Breitmaier, 2006; Rowe, 2005).

Tez galismasinda kullanilan S-iyonol asetat molekiiliiniin ana iskelet yapis1 13
karbonlu olup megastigman yapilarina benzemektedir. Tetraterpen yapisi olan p-

karoten’nin pargalanmasi ile olusan molekiillerin biyosentezi ile S-iyonol asetat elde
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edilmektedir (Bkz. Sekil 2.13). Cizelge 2.7’de p-iyonol asetat ile ilgili bilgiler
verilmistir (http://www.bedoukian.com/products/product.asp?id =266).

-

2,4,4-trimethil-
1-siklohekzan-
3-karbaldehit

S—iyonol asetat

Sekil 2.13. f-karoten’in degradasyonu ile olusan baz1 megastigman yapilari

/&A&i&\

Megastigman S—iyonon Geranil aseton

éﬁ“ﬁi“iﬁ&

\ p—damaskon 3g-hidroksi-g—damaskon Edulan 1

Sekil 2.14. Megastigman yapili bazi1 koku ve tat maddeleri


http://www.bedoukian.com/products/product.asp?id%20=266

Cizelge 2.7. p-iyonol asetat ile ilgili bilgiler

Molekiil yapist H;C_ CHj CH; O
X /j\
0~ CH,
CHj;
Adi [S-iyonol asetat
Formiilii C15H240,
JUPAC adlandirilmasi 3-biiten-2-ol, 4-(2,6,6-trimetil-1-

siklohekzen-1-il) asetat
4-(2,6,6-trimetil-1-siklohekzen-1-

Sinonimler
il)-3-biiten-2-il asetat;
3-biiten-2-ol, 4-(2,6,6-trimetil-1-
siklohekzen-1-il)-2-asetat
Molekiil agirligi (Ma) 236,35
CAS numarasi 22030-19-9
Minimum Saflig %92
Yogunlugu 0.944 g/mL, 25°C
Kaynama noktasi 90°C 4 mmHg
Parlama sicaklig 98.9°C
Kirilma indisi No, 20°C = 1,482
Coziintirlik Suda ¢6zlinmez
Alkolde ¢oziiniir
GOorlinim Soluk sar1 renkli s1v1
Kategori Koku ve tat maddeleri
Koku tanimi Dogala yakin ahududu kokusu

(http://www.bedoukian.com/products/product.asp?id =266)
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2.8. Mikrobiyal Transformasyon ile Uretilen Baz1 Terpenler

Terpenlerle ilgili literatiirde pek c¢ok biyotransformasyon tepkimesi rapor
edilmistir. Fakat bu boliimde endiistriyel oneme sahip olan ve koku ve tat Ozelligi

tasiyan terpen molekiillerinin mikrobiyal transformasyonlarina birka¢ 6rnek verilecektir.

Verbenon bir monoterpen yapist olup biberiye yagmin etken maddesidir.
Verbenon limonen ve a-pinen’in mikrobiyal transformasyonuyle elde edilebilir. Fakat
a-pinen ile daha yiiksek verim alinmaktadir. Verbenon, Aspergillus niger
mikroorganizmasi kullanilarak a-pinen’den iki adimda elde edilir. Bu tepkime ile 200
mg/L a-pinen 32,8 mg/L verbenon’a doniisiir. Bu tepkimenin ilk adiminda verbenol
elde edilir. Verbenon iiretimindeki bu tepkimenin ilk adiminda Penicillium digitatum’da
kullanilmaktadir. Sekil 2.15'de a-pinen’in mikrobiyal transformasyonu ile verbenon

tiretimi verilmistir (Berger, 2007).

4 )

A. niger A. niger

-

-

P. digitatum
OH e}
o-pinen Verbenol Verbenon

. J

Sekil 2.15. a-pinen’in mikrobiyal transformasyonu ile verbenon tiretimi

Portakal yaginda seskiterpen yapili valensen hidrokarbonu vardir. Valensen
biyotransformasyon ile nootkatone doniismektedir. Nootkaton, greyfurt gibi aci bir
narenciye tada ve ¢ok az eksimsi bir kokuya sahiptir. Endiistride bir¢cok yiyecek ve

iceceklerde narenciye aromasma sahip gida aromasi olarak kullanilir. Ayrica son
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zamanlarda kozmetik endiistrisi tarafindan bedensel yag oranini diistirmek i¢in dogal

nootkaton talep edilmektedir (Ohloff, 1994).

Nootkaton valensen'den Rhodoccocus bakterisinin biyotransformasyonuyla
tiretilmis ve patentlenmistir. Ayrica, Mucor tiirii mikroorganizmalar ile substratin %82
dontistiiriilerek nootkaton elde edilmistir. Farkli olarak Botryosphaeria dothidea ve
Botryodiplodia theobromae mikroorganizmalarin biyotranformasyonlari ile de
nootkaton tretilmistir. Sekil 2.16'da mikrobiyal transformasyon ile valensen'den
nootkatone tiretimi verilmistir (Furusawa, et al., 2005; Kaspera, et al., 2005; Okuda, et
al.,1994). Verilen ornekler haricinde koku ve tat maddesi olarak kullanilan bazi

terpenlerin mikrobiyal transformasyonlar1 Cizelge 2.8'de verilmistir.

e )

Mucor sp.

—_—

Valensen Nootkaton

- J

Sekil 2.16. Mucor sp. mikroorganizmasi ile valancene'den nootkaton tiretimi




Cizelge2.8. Koku ve tat maddesi olarak kullanilan bazi terpenlerin mikrobiyal

31

transformasyonlari
Aroma Maddesi Substrat Mikroorganizma Kaynak
Perilil alkol Limonen | Pseudomonas putida | Berger, 2007
DSM12264, Bacillus
stearothermophilus
Karvon Limonen | Pseudomonas Berger, 2007
aeruginosa,
Rhodococcus opacus
PWD4, Fusarium
proliferatum,
Pleurotus sapidus
Bisabolol oksit B (-)-0- Bipolaris sorokiniana | Limberger, et
Bisabolol al., 2003
12-hidroksi-trans- Trans- Aspergillus niger Arfmann, et al.
nerolidol nerolidol | ATCC 9142, 1988;
(a-sinensal eldesinde Rhodococcus Hrdlicka, et al.,
rullanil ddedi rubropertinctus DSM 2004
ullanilan maddedir) 43197
10-hidroksi pagulol Paculol Pithomyces species Suhara, et al.,
(norpagulenol eldesinde LIS
kullanilan maddedir)
Sclareolide Sclareol Cryptococcus albidus | Farbood, et al.,
(Ambrox eldesinde ATCC 20918 1990
kullanilan maddedir)
3a-hidroksikadina- Kadina- | Curvularia lunata Dwight and
4,10(15)-dien; 4,10(15)- | ATCC 12017 Paul, 2002
4S- 3a-hidroksikadin- LG
10(15)-en;
12- hidroksikadin-
4,10(15)-dien-3-on
1,11,13-trihidroksi-f- S-Selinen | Glomerella cingulata | Mitsuo, et al.,
selinen 1996
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BOLUM 3: MATERYAL, METOD VE DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Genel Deneysel Bilgiler

Biyotransformasyon g¢alismalarinda kullanilan besi yeri ve cam malzemelerin
sterilizasyonu Systec VE 65 marka otoklav ile gerceklestirildi. Kiiflerin aktive edilmesi
ve biyotransformasyon ¢aligmalarinda kullanilan derin kiiltiir teknigi i¢in Gerhardt THO
500 Laboshake c¢alkalamali inkiibator kullanildi. Kiiflerin aktarilma ve steril kosullarda
ekim islemleri Herasafe steril kabininde gerceklestirildi. Elde edilen ekstreleri
buharlastirip ¢oziicli fazindan ayirma islemleri ise Rotary Evaporator RE 100 cihazi ile
saglandi. Kolon kromatografisi icin Merck (1.09385.1000) silika jel 60 (230-400
mesh), kromatografi esnasinda gerceklestirilen ITK c¢aligmalar1 iginse 0,25 mm
kalinliginda silika jel plakalart (Merck silika jel GF254) kullanildi. Coziicii sistemi
olarak etil asetat ve n-hekzan (1:1) karisimi tercih edildi. Kolon kromatografisinden elde
edilen spotlar, H,SO,4 (8 mL), anisaldehit (0,5 mL), metanol (85 mL) ve asetik asitten
(10 mL) olusan reaktif ¢ozeltisiyle renklendirildikten sonra isitilarak belirgin hale

getirildi.

3.2. Materyaller, Kimyasal Maddeler, Cihazlar ve Mikroorganizmalar

p-iyonol asetat, proje ortagi olan firma tarafindan temin edilmistir.
Biyotransformasyon deneyleri esnasinda kullanilan mikroorganizmalari stok kiiltiirden
aktarmak ve gelistirmek icin gerekli besiyeri bilesenleri, biyotransformasyon agsamasini
sonlandirmak i¢in gerekli diger kimyasal maddeler, ekstraksiyon islemleri sirasinda
kullanilan ¢oziiciiler, saflagtirma islemleri i¢in kromatografik yontemlerde kullanilan

diger kimyasal maddeler Cizelge 3.1’de verilmistir.



Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziicliler
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* n-Hekzan

« Etil asetat (EtOAC)

* D-glukoz

» Aseton

« Etanol (EtOH)

* Pepton

* Susuz sodyum siilfat
(NaxSOy)

» Sodyum hidroksit
(NaOH)

* Metanol (MeOH)

* Disodyum hidrojen fosfat
(NazHPO4)

« Petrol eteri

« Hidroklorik asit (HCI)

« Siilfiirik asit (HSO4)

» Agar agar

 Asetik asit

» Maya ekstresi

 Anisaldehit

« Patates dekstroz agar

* Sodyum kloriir (NaCl)

* Dotero kloroform
(CDCly)

* Dimetil siilfoksit (DMSO)

Biyotransformasyon ¢alismalarinda kullanilan cihazlar sunlardir:

» Ultra Viyole Lambasi (254-366 nm), [Camag]

» Otoklav [Systec VE 65]

> Inkiibator [Gerhardt THO 500 Laboshake]

» Steril Kabin [Herasafe]

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 adlar1 verilmistir.
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Cizelge 3.2. Kullanilan mikroorganizmalar

Aspergillus alliaceus NRLL 317 Hansenula anomala ATCC 20170
Alternaria alternata NRRL 20593 Mucor ramannianus ATCC 1839
Aspergillus niger NRRL 326 Neurospora crassa (wild type)
Aspergillus niger ATCC 10549 Penicillium adametzii NRLL 317

Aspergillus parasticus NRLL 2999 Penicillium chrysogenum NRLL 792

Corynespora cassiicola DSM 62475 Phanerachaete chrysosporium (AU Fen

Fakiiltesi)
Fusarium culmorum (AU Fen Penicilium claviforme MR 376
Fakiiltesi)
Fusarium moniliforme NRLL 2374 Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763
Fusarium solani ATCC 1284 Sporobolomyces pararoseus ATCC 11385

Tramates versicolor ATCC 200801

3.3. Biyotransformasyon Calismalari

3.3.1. Mikroorganizmalarin temini ve saklanmasi

Calismalarimizda kullanilan mikroorganizmalar Anadolu Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali1 kiiltiir koleksiyonundan saglandi. Alinan

kiiltiirler, +4°C’de muhafaza edildi
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3.3.2. Mikroorganizmalarin iiretimi ve cogaltilmasi

Kiiltiir koleksiyonlarindan alinan mikroorganizmalar ilk etapta hazirlanan yatik
agar besi yerinde lretildi. Daha sonra hazirlanan a-medium sivi besi yerinde aktarilarak

cogaltild1 (Ozsen, 2011; Demirci, 2000).

3.3.2.1. Yatik besi veri

Patates dekstroz agar 784

Agar Agar 8,04

Karigimi 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 1,5-2 atmosfer basincinda, 121°C’de 20 dakika siire 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 24 saat boyunca sogumaya birakilmak suretiyle hazirlandi. Bu besi yeri
biyotransformasyon tepkimelerinde kullanilan mikroorganizmalarin stoklanmasinda ve

stv1 besi yerine ilave edilmeden 6nce aktiflesmesini saglamak icin kullamld: (Ozsen,
2011).

3.3.2.2. Siv1 besi yeri

D-Glukoz 20,09
Pepton 509
Maya ekstresi 5090
NaCl 509
Na;HPO, 509

Distile Su 1000 mL
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Besi yeri bilesenleri, distile suda ¢oziilerek 250 mL’lik erlenlerin her birine 100
mL besi yeri olacak sekilde ilave edildi. Erlenlerin agizlar aliiminyum folyo ile kaph
pamukla kapatildi. Otoklavda 1,5-2 atmosfer basincinda, 121°C’de 20 dakika siire ile
steril edildi. Bu besi yeri biyotransformasyon tepkimeleri i¢in kullanildi (Ozsen, 2011).

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 icin 2-3 giin boyunca
calkalamali inkiibator tizerinde 25°C’de (120 rpm) pre-inkiibasyona birakildi. Yeterli
miktarda biiylimesi saglanan mikroorganizmalar, biiyiikk 6l¢ekte diger erlenlere esit
miktarlarda olacak sekilde, steril kosullarda aktarildi. Siv1 besi yerlerine ekimi yapilan
bu kiiltiirler yine calkalamali inkiibatr iizerinde 25°C’de inkiibasyona birakildi. On
deneme c¢aligmalarinda substrat ilavesi 3 giinliik pre-inkiibasyon siirecinden hemen

sonra yapildi. Asamalar Sekil 3.1’de gosterilmistir.

Sekil 3.1. Mikroorganizmalarin hazirlig1 ve pre-inkiibasyon agsamasi

3.3.3. Substrat hazirlanmasi ve ilavesi

Her substrat (0,5 mL veya 500 mg) 40 mL aseton igerisinde ¢oziildiikten sonra,
daha onceki boliimde belirtildigi gibi cogaltilan kiif icerisine inkiibasyonun ii¢lincii
giiniinde her erlene esit hacimde ilave edildi. Inkiibasyon oda sicakhiginda galisan

dairesel c¢alkalayic1 iizerinde 8 giin boyunca siirdiiriildii. Bu siirenin sonunda
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biyotransformasyon isleminin sona erdigi ve metabolit olusumunun maksimum diizeye
olustugu ince tabaka kromatografisi (ITK) ile tespit edildi. Erlenler iizerine etil asetat
ilavesi ile biyotransformasyon sona erdirildi. Daha sonra ekstraksiyon ve izolasyon

asamalarina ge¢ildi. Bu asamalar Sekil 3.2°de gosterilmistir.

-~

HsC,_CHs CH; O

(e
CHj

Mw:236

Substrat

-

Sekil 3.2. Substrat ilavesi, inkiibasyon ve filtrasyon agsamalari

3.3.4. Metabolitlerin ekstraksiyonu ve izolasyonu

Swvi-stvi  ekstraksiyon islemi uygulanarak metabolit olusumu izlendi. On
denemeler i¢in; deney tiipiine steril uglu pipetdr ile biyotransformasyon besi ortamindan
3 mL alind1 ve 3—-5 mL etil asetat ilave edildi. Bir dakika siireyle vorteks kullanarak
karistirildi. Etil asetatl ist faz, baska bir pipet ile susuz Na,SO,’ta kurutulduktan sonra
bir numune kabina aktarildi ve azot gazi kullanilarak ¢oziicii uzaklastirildi. Olusan

metabolitlerin spotlar1 ITK ile kontrol edildi.

Biiyiik oOlgekli ¢alismalarda ise; biyotransformasyon islemini durdurmak ve
ekstraksiyonu baglatmak amaciyla besi yerlerine 1/1 oraninda etil asetat ilave edildi.
Besi yeri iyice ¢alkalandiktan sonra, Buchner hunisinden nuche erlenine vakum altinda
stiziilerek, mikrobiyal misellerden kurtarilan ve birlestirilen sivi kisimlar, ayirma

hunisinde hacimlerinin yaklagik 2 kati etil asetat ile 3 kez ekstrakte edildi. Toplanan
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ekstreler, susuz Na,SO4’ta kurutulduktan sonra evaporasyon ile yogunlagmaya birakildi.
Elde edilen karisim, kolon kromatografisi ile saflastirildi. Kolonda ¢oziicli sistemi
olarak petrol eteri - etil asetat ve ya n-hekzan - etil asetat kullanild1 (artan gradient
sistemi: %10 etil asetat ve n-hekzan karisimi ile baslayarak, %100 etil asetat ile
sonlandirilir). Kolondan ayrilan fraksiyonlar ITK ile izlendi. Bu asamalar Sekil 3.3’de

gosterilmistir

Sekil 3.3. Ekstraksiyon, ¢oziiciiniin buharlastirilmasi ve saflastirma asamalari

3.3.5. Metabolitlerin tanimlanmasi

Kolon kromatografisi yardimiyla saflastirilan metabolitlerin yapilar;, 'H NMR,
3C NMR, DEPT, APT ve GK/KS gibi spektroskopik metotlar kullanilarak aydinlatildi.

v Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR)

'H NMR (400 Mhz) ve *C NMR (100 Mhz) spektrumlari, Varian Mercury 400
FT- NMR sistemi ile alinmistir.

v Gaz kromatografisi / kiitle spektrometrisi (GK/KS)

Mikrobiyal transformasyonda kullanilacak ugucu yag dahil tiim substratlarin ve

olusan metabolitlerin kiitle spektrumlarinin alinmasi i¢in kullanilmistir. Bu amagla
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Shimadzu GC 2010 sistemi, CP-Sil 5 CB (25m x 0,25mm @, 0,25 pum film kalinlig1)
polar kolon ve tasiyict1 gaz olarak Helyum (1 mL/dak akis hizi) kullanilmistir.
Enjeksiyon portu sicakligi 250°C’dir. 70eV elektron enerjisiyle, 35-450 m/z kiitle
araligindaki maddelerin analizleri gerceklestirilmistir. 60°C'de 10 dak, 4°C/dak artisla
260°C'ye yikseltilip 260°C'de 5 dak bekletilmistir, toplam 65 dakikalik sicaklik
programi uygulanmistir. Tanimlamada, TBAM Ucucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi,
Wiley ve Adams LIBR, MassFinder 3.1 Kiitiiphane tarama yazilimlart kullanilmistir.
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BOLUM 4 : SONUCLAR, TARTISMA VE ONERILER

4.1. On Deneme Sonuclari

p-iyonol asetatn 19 farkli mikroorganizmayla 6n denemeleri yapildi. On
deneme sonucu elde edilen ekstrelerin silika jel plakalarinda ince tabaka kromatografisi
(ITK) yapildi. Silika jel plakalari; 1/1 oraninda etil asetat ve n-hekzan karisiminda
yiriitiildii. Metabolitlerin spotlar1 H,SO,4 (8 mL), anisaldehit (0,5 mL), metanol (85 mL)
ve asetik asitten (10 mL) olusan reaktif karigimin plakalar tizerine piiskiirtiilmesi ve
98°C’de 1s1t1lmasi sonucu belirgin hale getirildi. Ayrica 6n deneme ekstrelerinin GK/KS
analizleri yapildi. Sekil 4.1'de mikroorganizmalarin isimleri, Sekil 4.2'de 6n
denemelerin ITK sonuglar1 ve Sekil 4.3’de ekstrelerin GK/KS kromatogram sonuglari

verilmigtir.
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S-iyonol asetat'in;

(1) Corynespora cassiicola DSM 62475 ile biyotransformasyonu.
(2) Fusarium culmorum ile biyotransformasyonu.

(3) Aspergilllus niger ATCC 10549 ile biyotransformasyonu.

(4) Sporobolomyces pararoseus ATCC 11385 ile biyotransformasyonu.
(5) Alternaria alternata NRRL 20593 ile biyotransformasyonu.

(6) Aspergillus parasiticus NRLL 2999 ile biyotransformasyonu.
(7) Hansenula anomala ATCC 20170 ile biyotransformasyonu.

(8) Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 ile biyotransformasyonu.
(9) Aspergillus niger NRRL 326 ile biyotransformasyonu.

(10) Tramates versicolor ATCC 200801 ile biyotransformasyonu.
(11) Aspergillus alliaceus NRLL 317 ile biyotransformasyonu.

(12) Penicillium adametzii NRLL 737 ile biyotransformasyonu.
(13) Penicillium chrysogenum NRLL 792 ile biyotransformasyonu.
(14) Fusarium solani ATCC 1284 ile biyotransformasyonu.

(15) Fusarium moniliforme NRLL 2374 ile biyotransformasyonu.
(16) Penicillium claviforme MR 376 ile biyotransformasyonu.

(17) Phanerachaete chrysosporium ile biyotransformasyonu.

(18) Mucor ramannianus ATCC 1839 ile biyotransformasyonu.

(19) Neurospora crassa ile biyotransformasyonu.

Sekil 4.1. p-iyonol asetatin biyotransformasyonunda kullanilan mikroorganizmalar
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1.Spot (Sol):
Standart

(mikroorganizma
kontrolii)

2.Spot (Orta):
Ekstre
3.Spot(Sag):
Substrat

(1) (2)

(6) (7)

(11) (12) (13)

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

(15)

Sekil 4.2. On deneme ekstrelerinin ITK sonuglari
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@)

Chromatogram (A1l TIC)]
20,249
.
=
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min
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nxin

Spectrum

Sekil 4.3. On deneme ekstrelerinin GK/KS kromatogramlari
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(O]

Chromato gram (All TIC)]

130,126

Chromatogram (All TIC)]

19.804
\'mnul_L l M‘M TIC*1.00
=T . T 1 T y T . T P T T T T
10.0 200 30.0 400 50.0 59.0
min
Chromatogram (All TIC)]
44221
E= - z =
[ l’ 5 = i —TIC=1.00
AL . ; i Ll P S,
T T I ™ T T T T T T L T T
10.0 200 30.0 400 50.0 59.0
min
(_) Chromatogram (All 110
47,365
3 L _TIC*1.00
k | . i — . - ]
10.0 20.0 30.0 400 50.0 59.0
min

Sekil 4.3. On deneme ekstrelerinin GK/KS kromatogramlar1 (devam)
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()]

Chromatogram {All TIC)]
508,661
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Spectrum
Chromatogram (A1l T1C)]
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TIC*1.00
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n

Sekil 4.3. On deneme ekstrelerinin GK/KS kromatogramlar1 (devam)
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(13)

Chromato gram (All TIC)]

60,882
E l TIC*1.00
1 " | . e rmarrem=]
T I T I T LI T 1 T I T
10.0 200 30.0 100 50.0 59.0
min

Chromato gram (All TIC)]

6400

~TIC*1.00
fl

T T T T T Y T T T T T
100 200 240

i
\

(15)

186,195

Chromatogram (Al TIC)]

30290

25083

e TIC*1.00
. L .
SN e o s sy
10.0 200
Chromatogram (All TIC)]
27,062
z = - | Z
; B =
2
= T TIC*1.00
‘ ]1 i : I!g ‘ "\.._j_)‘lle..J \Iﬂ‘ﬂdn i e I
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Sekil 4.3. On deneme ekstrelerinin GK/KS kromatogramlari (devam)
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(A7)
Chromatogram (All TIC)]
27357
3 i —TIC*1.00
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Spectrum
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min
(19)
Chromatogram (All TIC)]
202 681
TIC*1.00

Sekil 4.3. On deneme ekstrelerinin GK/KS kromatogramlari (devam)
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4.2. p-iyonol Asetat'in NMR Spektrumlar:

S-iyonol asetat'm *H NMR ve “*CNMR spektrumlar1 Sekil 4.4a ve Sekil 4.4b'de

verilmigtir.

\

H5C_ CHg CH; O 1
A
@(\AO*% |
CHg /

[-iyonol asetat | , !}

Sekil 4.4b. s-iyonol asetat'in *CNMRspektrumu
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4.3. p-iyonol asetat'in Fusarium solani ile Preparatif Ol¢ekte Biyotransformasyonu

On denemeler sonucu koku ve tat dzelligi gosterdigi belirlenen S-iyonol asetat'm
Fusarium solani ATCC 1284 ile biyodoniisiim sonucu olusan ekstredeki metabolitlerin
belirlenmesi  amaciyla, ilgili  biyotransformasyon deneyi preparatif odlgekte
tekrarlanmistir.  Elde edilen karisimin ITK’s1 yapilmis ve daha sonra kolon
kromatografisine tabi tutulmustur. Yapilan kolon ITK sonuglarinda gériildiigii {izere iic
farkli metabolit saf olarak elde edilmis ve NMR sonuglari ile yapilar1 aydinlatilmistir.
Bu metabolitler siras1 ile kolonda %12'lik, %20'lik ve %23'liik etil asetat ve n-hekzan
¢ozeltisi kullanilarak saflagtirilmistir. Birinci metabolit (M;) 26 mg miktarinda ve %3,3
verimle, ikinci metabolit (M;) 28 mg miktarinda ve %4,5 verimle ve {igiincii metabolit
(M3) 65 mg miktarinda ve %10,5 verimle elde edilmistir. Cizelge 4.1'de bu ¢alismada
elde edilen veriler sunulmustur ve Sekil 4.6'da S-iyonol asetat''n Fusarium solani ile

biyotransformasyon tepkimesi verilmistir.

Cizelge 4.1. p-iyonol asetat'in Fusarium solani ile biyotransformasyonu sonucu elde
edilen ITK ve metabolit verileri

Substrat Mikroorganizma Elde edilen metabolitlerin ITK sonucu
e 1 Miktar / Verim
, -
[-iyonol asetat ‘ . +»M;: 26mg, %3,3
. 0
HiC. CHy  CHy O E solani ; »>M,: 28mg, %4.,5
S0 ey > ® >Ma:65mg, %10,5
ATCC 1284 . ( s ) =
CHs
Mw:236

1.spot: Standart
2. spot: Ekstre

- | Biol8:p-iyonol
‘.‘L’—"' MRS cetat
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00530.STZ.2010-1 nolu santez projesinin sonug¢ raporunda pS-iyonol asetat'in
Fusarium solani ATCC 1284 mikroorganizmasiyla gerceklesen biyotransformasyon
tepkimesi sonucu M3 metabolitinin yapist Sekil 4.5'de gosterildigi gibi belirlenmistir.
Fakat eksik NMR analizleri sonug raporu teslim edildikten sonra elimize ulasmis ve
tekrar degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler sonucunda M3z metabolitinin yapisinin

Sekil 4.6' da gosterildigi gibi oldugu kanaatine varilmustir.

1 1
1 . 1
F. solani

1 X I
| S Nen,  ATCCI8 | o Non, |
! CH, / CH;, :
| | HG |
I LS —iyonol Asetat M, :
1

| |

Sekil 4.5. Santez sonug raporunda verilen M3 metabolitinin yapisi

H3C CH3 CH3 o) H3C CH3 CH3 H3C CH3 CH3 H3C CH3 CH3

N0 ch, F solani C(\A Q(\/\ CHy /{j{\/%
=
CH,

ATCC 1284
S-iyonol Asetat M, M,

Sekil 4.6. S-iyonol asetat'in Fusarium solani ile biyotransformasyonu
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Elde edilen birinci metabolit (My) yapisi GK/KS, *H NMR, **C NMR ve DEPT
analizleri ile aydinlatilmistir. Bu analiz spektrumlari incelendiginde f-iyonol asetat'in
halkali yapisina bir keton grubunun ilave edildigi ve yan zincirdeki asetat grubunun
hidrolizi sonucu olusan alkol grubunun keton yapisina doniistiigii tespit edilmistir (Sekil
4.6). Fakat 2D NMR bilgileri istenilen yeterlilikte olmadigindan dolay1 keton yapisinin
halkal1 yapida hangi karbona baglandig tespit edilememistir. Metabolite ait GK/KS, *H
NMR ve *“ NMR spektrumlari Sekil 4.7a, Sekil 4.7b ve Sekil 4.7c'de verilmistir.

Chromatogram (All TIC)]
6,530,335
R - 3 TIC*1.01
3 1 4 i 3.3 3
T TT T T T [ A T
10.0 20.0 30.0 50.0 59.0
min
190 T3
W HsC_ CHs CH;
A
0, O
3 o% |
o CHs
E Mw:206 M,
E 121 206
e
E 43
IE
0: 135
E 149
o g 107
E 191
1 | ‘ | ‘ ‘
E im
“.‘ |\| ] I“Il‘ I ] |M\ LI | |\|‘I | ‘IH | | [ I
e e e e R R e e e e e e
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
m'z

Sekil 4.7a. M1 metabolitinin kromatogram ve kiitle spektrumlari
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M,
|
|
]
| I
I —_— S ” \ 1_‘ U ‘,,,“JJ,,L, 4;‘_,’.‘[‘_&7 Wl%
13 12 1‘1‘ 10 9 8 7 6 5 4 37 2 1 -0 -1 ppm
Sekil 4.7b. My metabolitinin *H NMR spektrumu
HiC, CHs CH
C o
0= *
L\‘RJ\CH'{
M,
|
|
I
‘ I
| i
J " J\ Hﬂl“l
e T o Tt R ma T T LR e o I

Sekil 4.7c. M; metabolitinin *C NMR spektrumu
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Elde edilen ikinci metabolit (M,) yapist *H NMR, ve APT analizleri ile
aydinlatilmistir. Bu analiz spektrumlart incelendiginde, yapiya keton ilavesi ile S-iyonol
asetat'in keton igeren tiirevine doniistiigli kanaatine varilmistir (Sekil 4.6). Metabolite ait
'H NMR ve APT spektrumlart Sekil 4.8a ve Sekil 4.8b’de verilmistir. Tahmini yapi

asagida sunulmustur.

I \“\// \Eii -

S O | R o

s -y T T T '
10 ° s 7 6 2 1 o pPpPm

3 @ 89 EEEEEREE LR

Sekil 4.8a. M, metabolitinin *H NMR spektrumu

HsC. CHs CHy, O
A
O)J\ CH,
o CHs
M,
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.8b. M, metabolitinin APT spektrumu
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Saf olarak elde edilen ii¢iincii metabolitin (Ms) yapis;; GK/KS, *H NMR ve C
NMR analizleri ile aydinlatilmistir. 'H NMR ve *C NMR spektrumlari incelendiginde,
S-iyonol asetat'm halkali yapisina bir hidroksil grubunun ilave edildigi ve yan zincirdeki
asetat grubunun hidrolizi sonucu olusan alkol grubunun keton yapisina doniistiigii tespit
edilmistir (Sekil 4.6). Fakat 2D NMR bilgileri istenilen yeterlilikte olmadigindan dolay1
hidrol grubunun halkali yapida hangi karbona baglandig1 tespit edilememistir. ilgili
metabolite (Ms) ait GK/KS, *H NMR, **C NMR, DEPT ve HMBC spektrumlar1 Sekil
4.9a, Sekil 4.9b, Sekil 4.9c¢, Sekil 4.9d ve Sekil 4.9e'de verilmistir.

Chromatogram (All TIC)]

10,954,548

35.765

TIC*1.00

—I4. 125
—ES.401

Ou

[ HsC CH3 CHj3
804 | (0]
704

60+

S

404 15

E 193
204 5 151 I U

30 137
16
| H ‘
‘ .!l.H I.‘:.H l.h.".!.‘ .!.'.‘”..‘ ..‘.."H" | Ll |l Jw

|
et “‘ H“ ""‘ " 'H| AL ML Y e e T N
30 40 30 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 ’70 ’30 "’40

m'z

Sekil 4.9a. M3 metabolitinin kromatogram ve kiitle spektrumlari
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H3;C_ CHjs CH3
x
O
HO— I
CH,
M,
|
B - |- | AR
13 12 « X 10 9 8 k4 6 5 4 3 2 ‘ % -1 pPpm
Sekil 4.9b. M3 metabolitinin *H NMR spektrumu
HsC_ CHg CHa
[
HO—
CHg
M3
20 200 ie0 160 140 130 100 { [] L 1) 40 20 ° PO

Sekil 4.9¢c. M metabolitinin *C NMR spektrumu
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HyC_ CHj CH3
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Sekil 4.9d. M3 metabolitinin DEPT spektrumu
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Sekil 4.9e. M3z metabolitinin HMBC spektrumu
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4.4. Sonuclarin Degerlendirmesi ve Oneriler

Bu caligsmada elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

1) p-iyonol asetat substratinin calisma kapsaminda denenen

2)

3)

4)

mikroorganizmalarin ¢ogu tarafindan metabolize oldugu goézlenmistir.

Bir ile yedi arasinda metabolit i¢ren karisimlar elde edilmis, bu durum
verimin dlismesine ve saflastirmalarda zorluklar yasanmasina neden
olmustur.

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

Literatiir arastirmasi sonucunda S-iyonol asetat molekiilii ile gergeklestirilen
herhangi bir biyotransformasyon deneyine rastlanmamis olmasi, elde edilen

verilerin ilk oldugunu ortaya koymaktadir.

Oneriler:

1)

2)

3)

Biyotransformasyon ¢alismalarinda mikroorganizmalar yerine izole enzim
sistemlerinin  kullanilmas1 durumunda, metabolit sayilariin azalmasi
saglanabilir. Boylelikle tepkimelerin yiiksek verimde gerceklesmesi
saglanabilir.

Biyotransformasyon c¢aligmalar1 sonucunda polariteleri birbirine yakin
metabolitler elde edilmistir. Bu tiir metabolitlerin etkin bir sekilde
saflastirilmasi ve yiiksek verim alma amaciyla HPLC, UPLC, Flash Kolon
Kromatografisi gibi diger kromatografik yontemler kullanilabilinir.

Fusarium solani ATCC 1284 mikroorganizmasindan koku ve tat maddesi
tiretiminde olumlu sonu¢ alinmasindan dolayr farkli koku ve tat

maddelerinin tretiminde de kullanilabilir.
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