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oz

Vanilin, diinyada en ¢ok kullanilan aroma maddelerinden biridir. Son yillarda, dogal vanilin tretimindeki
yetersiz arz ve yiksek maliyet nedeniyle arastirmalar biyodéniisim yollart Gizerine yogunlasmustir. Bu
calismada, Pseudomonas putida (HUT 8100) kiltirt kullandarak izodjenolden dogal vanilin tiretim imkant
arastirilmug; sicaklik, pH ve havalandirma kogullarinin vanilin tiretimi tizerine etkileri incelenmistir. Elde
edilen sonuglar, kullamilan P. putida killtiriinin tek karbon kaynag: olarak izodjenolii kullanabildigi ve bunu
vaniline doénistiirme yetenegine sahip oldugunu géstermistir. En yiiksek vanilin Giretim kapasitesine 28°C’de,
biyodéniisim ortaminin baslangic pH’st 6.3 olarak ayarlan(hglnda ulasilmustir. Havalandirmanin kesilmesiyle
biyokatalistin iiretkenliginde belirgin bir diistis g6zlenmistir. Uretim icin en uygun sartlarin segilmesiyle 120
saat sonunda %25.1 molar verimle 877.9 mg/L diizeyinde bir tiretim gerceklestirilmistir. Yapilacak daha ileri
optimizasyon ¢alismalart ile birlikte Uretilen vanilin miktarinin arttirlabilecegi ve yontemin endistriyel
proseslere uygun hale getirilebilecegi distniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Vanilin, izo6jenol, biyodéntstim, dogal aroma, Pseudomonas putida

EFFECT OF CULTURE CONDITIONS ON MOLAR YIELD OF NATURAL
VANILLIN PRODUCTION FROM ISOEUGENOL BY Pseudomonas putida

ABSTRACT

Vanillin is one of the most widely used aroma compounds in the world. In recent years, studies are
focused on bioconversion routes due to insufficient supply and high cost of natural vanillin
production. In this study, possibility of natural vanillin production by using Pseudomonas putida and
effects of temperature, pH and aeration conditions on the production yield were investigated. Results
showed that P. putida culture had ability to use isoeugenol as sole carbon source and convert it into
vanillin. The highest production yield was reached at 28°C when setting the initial pH of
bioconversion medium at 6.3. A distinct fall was observed in productivity of biocatalyst by
interruption of aeration. Using optimal conditions, 877.9 mg/L vanillin production was achieved
with 25.1% molar yield in 120 h. It is thought that produced vanillin may be enhanced with further
optimization studies and the method can be made suitable for industrial processes.
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GIRIS
Vanilin (4-hidroksi-3-metoksibenzaldehit) vanilya
bitkisinin karakteristik aroma bileseni olup gida,
icecek, parflimeri ve farmasotik endistrisinde
stkca kullanilan oldukca degerli bir triindir
(Gonzalez vd., 2018; Ostovar vd., 2018).
Ginimiizde dogal vanilin Gretimi sadece vanilya
bitkisi ile siurlt kalmistir (Wang vd., 2018).

Orkidelerin  dustik gelisim hizi ve tohum
zarflarinda az  miktarlarda  vanilin @ ihtiva
etmelerinden otura vanilinin botanik

kaynaklardan saflagtirilmast oldukg¢a zahmetli ve
pahali bir yontemdir. Ayrica yillik tiretim miktart
iklim kosullar, bitki hastaliklari ve ticaret
politikalarina  baglt  olarak da  degiskenlik
gosterebilmektedir (Gallage ve Moller, 2018).
Kiiresel olcekte vaniline olan talep 2016 yili icin
18700 ton olarak  belirlenmistit.  Tohum
zarflarindan elde edilen ekstrakt miktart yillik 40-
50 ton civarinda iken bu miktar ihtiyacin
%7’inden daha azint karsilamaktadir (Fache vd,,
2016; Wongtanyawat vd., 2018). Talebin biytik
bir kismu Szellikle guaikol ve glioksilik asit gibi
petrol tirevi bilesiklerden elde edilen vanilin ile
giderilmektedir. Bu siirecte Riedel prosesi gibi
cevre dostu olmayan ve digtk kaliteli son Urin
veren kimyasal uygulamalardan faydalanil-
maktadir (Ostovar vd., 2018). Pazar ihtiyacinin
%80-85’lik kismint karsilayan guaikol sentezinin
yamu sira, kalan %12-15lik kisim da lignin icerigi
yuksek atiklarin stlfitle muamelesiyle elde edilen
vanilin ile giderilmektedir (Wangrangsimagul vd.,
2012; Fache vd., 2016). Vanilya zarflarindan elde
edilmis vanilinin ticari degeri enflasyondan
bagimsiz olarak 1200-4000 USD/kg arasinda
degismektedir (Perkins vd., 2015; Marquez-
Medina vd., 2018). Ancak yapay vanilin
formlarinin  degeri  yalnizca 10 USD/kg
civarindadir (Wilde vd., 2019). Kimyasal prosesler
istenmeyen  bazt  durumlart  beraberinde
getirmektedir. Kiral molekiiller i¢cin enantiyomerik
spesifikligin ~ olmamasi,  ekstrem  proses
uygulamalart gerektirmesi ve digsik etkinlik
siklikla katstlagilan sorunlardandir (Perkins vd.,
2015). Ayrica ¢evreye zararli uygulamalar
icermesi, tlketici saghgina Uzerine endiseler
(Banetjee ve Chattopadhyay, 2019),
givenligine iliskin stipheler ve yiksek enerji
ihtiyact da kimyasal sentezin tasidigi diger

urun

olumsuzluklar arasindadir (Wangrangsimagul vd.,
2012).

Biyovanilin tretimi pazar ihtiyactnin karsilanmasi
icin botanik kaynagindan ekstraksiyon ve kimyasal
sentez yontemlerine alternatif t¢linct bir secenek
sunmaktadir. Dogal hammadde kullanilarak
biyoteknolojik yontemlerle elde edilen vanilin
Avrupa Bitligi mevzuatlarinca (EC 1334/2008)
‘dogal aroma maddesi’ olarak kabul edilmektedir.
Uriiniin ‘dogal’ olarak sinuflandirtlmast iiriine
pazarlama agisindan oldukca giglii bir nitelik
kazandirmaktadir (Wilde vd., 2019). Pek ¢ok
bakteri tiriniin ferulik asit, 6jenol, izodjenol ve
sinamik asit tirevlerini (p-kumarik asit gibi)
kullanigli  aromatik  maddelere  donustirme
yetenegine sahip oldugu bilinmektedir (Taira vd.,
2018). Dogal wvanilin tretimi ic¢in yapilan
calismalar da  Ozellikle bu  bilesikler gibi
yenilenebilir kaynaklar tzerine yogunlasmugtir
(Wangrangsimagul vd., 2012). Kullanilacak dogal
terulik asit biyodéntisim prosesleri i¢in pahali ve
yetersiz bir kaynak olustururken, izodjenol ise
ucuz ve temini kolay bir hammadde olarak 6ne

ctkmaktadir (Zhang vd., 2000).

Rekombinant Escherichia coli kiltirleri ile yapilan
calismalarda  olduk¢a yitksek  biyod6nistim
verimleri elde edilmistir (Yamada vd., 2008; Zhao
vd. 2018). Ancak genetik modifiye gidalarin
tilketici nezdinde ¢ogunlukla olumsuz bir goriis
olusturdugu da bilinmektedir (Funk vd., 2015). Bu
nedenle calismalar cogunlukla genetik
modifikasyon uygulamast icermeyen alternatifler
tzerinde yogunlasmustir. Zhao vd. (2005), Bacillus
Susiformis kiltirint %060 izodjenol igeren cift fazl
biyodontsim ortaminda kullanarak 32.5 g/L
diizeyinde vanilin dretmeyi bagarmiglardir. Ancak
substrat buyik oranda tiketilmeden ortamda
kaldigindan endustriyel uygulamalar icin verim
oldukea dusiik kalmustir. B. paumilisin kullaniddigt
biyod6niisim c¢aligmasinda ise 150 saat sonunda
10 g/L izo6jenolden %40.5’lik molar verimle 3.75
g/L vanilin tretilmistir (Hua vd., 2007). Ayrica,
Psendomonas tirtlerinin de izodjenolden vanilin
tretme yetenegine sahip oldugu pek c¢ok
aragtirmact  tarafindan  ortaya  konmugtur
(Furukawa vd., 2003; Yamada vd., 2007; Kasana
vd., 2007; Ashengroph vd., 2010; Ashengroph
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vd., 2011; Vasudevan ve Bhat, 2011). P.
chlororaphis ile 24 saatte 10 g/L izo6jenolden 1.2
g/Lvanilin tretilebildigi bildirilmistir (Kasana vd.,
2007). Bu ¢alismada elde edilen molar verim %13
olarak hesaplanmustir. Biyokatalist olarak P.
aerunginosa ile cahgildiginda ise %17.3 molar
verimle 1.62 g/ duzeyinde vanilin elde edilmistir
(Ashengroph vd., 2011). Biyodéniisim verimleri
aynt cins icerisinde yer alan mikroorganizma
tirlerine gére degiskenlik gsterebildigi gibi ortam
kogullarina  baglt olarak da farklihk arz
edebilmektedir. Psychrobacter sp. CSW4 susuyla
baslangicta %16.4 olan biyodénisim verimi
calisma kosullarinin optimize edilmesiyle %36.3’¢
kadar arttunlmistir  (Ashengroph vd., 2012;
Ashengroph vd., 2013). Pseudomonas sp. KOB10
kiltird ortam bilesiminin optimizasyonuyla 15
g/L izoGjenolden 3.14 g/L wvanilin Gretimi
gerceklestirmis olup; 88 saatte %22.5’luk molar
verim degeri yakalanmistir (Ashengroph vd.,
2010). Yamada vd. (2007), P. putida IE27 susunu
kullanarak 24 saatte %717lik bir molar verimle
1zod6jenolin vaniline biyodénisimiini
gerceklestirmeyi basarmislardir.

Dogal triinlere olan ilgi her gecen giin artarken;
tretimde de daha cevreci, saglkli, giivenilir ve
ekonomik yaklagimlar gelistirilmeye
calisiimaktadir. Gida ve icecek sanayiinde en ¢ok
kullantlan  atoma maddelerinden biri  olan
vanilinin dogal formu mevcut talebi karsilamaya
yetmemektedir. Bu calismada, P. putida (HUT
8100) kultirinin biyodéntsim ile izodjenolden
vanilin lretme potansiyeli aragtirilmis; sicaklik,
ortam pH’st ve havalandirmanin  biyokatalist
uretkenligi tzerine etkileri incelenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

P. putida kiltira (HUT 8100) HUT Culture
Collection’dan  (Hirosima, Japonya) temin
edilmigtir. Kultir +4°C’de IFO 802 besiyerti
ortaminda muhafaza edilmistir. Besiyeri icerigi 10
g/L pepton, 2 g/L. maya eckstraktt 1 g/L
MgSO4+H2O ve 15 g/I. agar olacak sekilde
hazirlanmustir.  Calismada  kullanilan  bitkisel
kokenli izodjenol ve diger tim mikrobiyolojik
bilesenler Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD)
firmasindan temin edilmistit.

Ekstraksiyon icin gerekli gida kullanimina uygun
etanol  (%96) Tekkim  (Bursa, Tirkiye)
firmasindan temin edilmistir. Asetik asit Catlo
Erba (Milano, Ttalya) firmasindan; geri kalan tim
kromatografik safliktaki kimyasallar ise Sigma-
Aldrich  (St. Louis, ABD) firmasindan temin
edilmistir. Yiksek safliktaki azot gazt (%99.9)
yerel firmalardan tedarik edilmistir.

Mikroorganizma Kiiltiiriiniin ve
Biyodéniisiim Ortaminin Hazirlanmasi

Zhao vd. (2005) tarafindan 6nerilen bilesimde
kiictik modifikasyonlar yapilarak Glukoz-Maya-
Pepton (GMP) besi ortamt hazirlanmistir. Ortam
5 g glukoz, 5 g maya ekstraktt, 5 g pepton, 14 g
KoHPOL3HO, 52 g KHPO4 ve 1 ¢
MgSO4.7H2O  bir litre distile su icerisinde
cozundirilerek hazitlanmustir. P. putida kultirt 50
mlL steril GMP besiyeri iceren etlen icerisine
inoklle edilmistir. Kaltiar, 28°C’de ve 180
devir/dakika (d/d) ¢alkalama hiz1 esliginde inktibe
edilmistir. Inkiibasyon 7 giin devam ettirilmis ve
periyodik olarak ekim sonuglart alinmustir.

Duragan faza giren hiicreler besi ortamu ile birlikte
santrifiyj tiplerine alinarak, karisim +4°C’de 3600
gkuvvetle 15 dk santrifiij edilmistir. Besi ortamimnt
olusturan supernatant kismi uzaklastirilarak 0.62 g
yas biyokiitle (0.12 g kuru biyokiitle) elde
edilmistir. Kuru biyokiitle agithg, 105°C’de sabit
tartima ulagana kadar kurutulan yas numune esas
alinarak hesaplanmistir (Ashengroph vd., 2012).
Tipte kalan pellet 20 mL steril biyodénisim
ortamit ile sulandirilarak erlen icerisine alinmustir.
Biyodonisim ortamt sirastyla pH 5.3 icin 0.40
g/L KoHPO4 ve 15.53 g/ KH,POy; pH 6.3 icin
4.84 ¢/L KoHPO4 ve 16.65 g/L KHPOy; pH 7.3
icin 14.0 g/L KoHPO4 ve 5.2 g/1 KH,PO4 ve pH
8.3 i¢in 21.62 g/L KoHPO, ve 0.82 g/ KH,PO4
icerecek  sekilde  ayarlanarak  denemeler
gerceklestirilmistir. Tim denemelerde izoGjenol
baslangic konsantrasyonu %1 (w:v) olarak
ayarlanmustir.

Sicaklik, pH ve Havalandirma Kosullar1

P. putida kiltiri tarafindan izodjenolin vaniline
biyodéniisim strecinde her denemede tek
degisken esasinda goére hareket edilmistir. Her bir
denemede hem vanilin tretimi hem de izoGjenol
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tiketimi g6z Ontnde bulundurularak en iyi
sonucu veren uygulama secilmis ve bu uygulama
bir sonraki deneme icin sabit kabul edilmistir.
Tim denemelerde 180 d/d calkalama ile 120
saatlik bir biyodéntsim stiresi uygulanmistir.
Biyodoniisim ortamindaki vanilin ve izodjenol

miktatlarinin  tespiti  igin  periyodik  olarak
ortamdan ornek alinmis ve etanol
ekstraksiyonunu  takiben HPLC  analizleri
gerceklestirilmistir.

Sicaklik denemesinde ortamin baslangic pH’st 7.3
olarak ayarlanmistir (Zhao vd., 2005). 24, 28 ve
32°C olmak tzere 3 farklt sicakhik degerinde
killtiirtin vanilin dretme kapasitesi incelenmistir.
pH’nin vanilin Gretimi tzerine etkisini incelemek
icin ortamin KoHPO43H,O ve KH,POy icerigi
diizenlenerek pH 5.3, 6.3, 7.3 ve 8.3’te denemeler
gerceklestirilmistir. Uygulanacak sicaklik degeri
bir 6nceki denemede elde edilen sonuca gore
belitlenmistir. Havalandirmanin
mikroorganizmanin Uretkenligi Uzerine etkisini
incelemek  icin  kultir  inokile  edilmis
biyodéniisiim ortami igeren siselerin tepe boslugu
azot gazi ile doldurulmustur. Kontaminantlar
tutmak icin 0.22 um’lik steril naylon membran
filtreden gecirilen gazin 1 dk boyunca tepe
bosluguna dolmast saglanmustir. Havalandirmasiz
ortamin saglanabilmesi icin sigelerin kapaklart siki
bir sekilde kapatilmis ve biyodéntisim stiresince

actlmamustir.  Yart  havalandirmalt  ortam
denemeleri ise agzi sadece pamukla kapatilmis
erlenlerde  gerceklestirilmistir. ~ Havalandirma
denemesinde uygulanacak sicaklik ve pH degerleri
daha  6nceki  deneme  bulgularina  gére
ayarlanmistir.

Canlilik Testi

Kiltirin canlilik durumu -
iyodonitrotetrazolyum (INT) indikatori

kullanilarak kontrol edilmistir. Her deneme i¢in
ayrica hazirlanmis 2 ml biyodonisim ortami
iceren deney tlpleri icerisine inkiibasyon stireleri
sonunda 100 ul INT (0.2 mg/mL distile su)
indikatorii eklenmistir. 28°C’de 30 dk’lik ilave

Uretilen vanilin (g) x izodjenoliin molar agirligt (%)

inkiibasyonun ardindan deney tiplerinde kirmuzt
halka  olusumu  bakteriyel — canhlik  ile
iligkilendirilmistir (Al-Bayati, 2008).

Kiiltir Ortamindaki Vanilin ve Izoéjenol
Miktarinin Belirlenmesi

Periyodik araliklarla biyodoniisim ortamindan
alinan Ornekler 50 mL’lik tiplere aktarimis,
%96lik etanol ile 1:1 (v/v) oraninda seyreltilmis
ve 1 dk boyunca homojenize edilmistir. Elde
edilen siispansiyon daha sonra +4°C’de 3600 g
kuvvetle 15 dk santrifiij edilmistir ve siipernatant
yeni bir tipe aktanlmistr. Geriye kalan
biyokiitlede 2 kez daha 7.5 mL %96’lik etanol ile
ekstraksiyon gerceklestirilmistir. Santrifiij sonrast
elde edilen ekstraktlar bitlestirilmis ve 0.45 um’lik
naylon membran filtrelerden gegirilerek HPLC ile
analiz edilmigtit.

Vanilin ve izo6jenol miktarlarinin belirlenmesinde
Shimadzu marka HPLC (Shimadzu, Japonya)
sistemi kullanidmistir. Sistem UV-gbrintr bolge
dedektort, gaz giderici ve otomatik 6rnekleme
tnitelerinden olusmaktadir. Kromatografik ayrim
Licrospher RP18 (0.25 m, 6.35x4.60 mm, 5.5 um
partikiil  boyutu) kolonda oda sicakliginda
gerceklestirilmistir. Hareketli faz A olarak %0.01
asetik asit iceren su ve hareketli faz B olarak ise
kromatografik  saflikta  (%99.9)  metanol
kullamlmistir.  Akis profili icin Li vd. (2004)
tarafindan belirtilmis proseditler esas alinmig
olup; metotta analiz siiresini kisaltacak kiiciik
modifikasyonlar yapilmistir. Buna gére akis 0-3 dk
arast %60 B, 3-5 dk arast %60-50 B, 5-9 dk arasi
%50-100 B, 9-13 dk arast %100 B, 13-15 dk arast
%100-60 B ve bir sonraki enjeksiyona hazirlik icin
15-18 dk arast %60 B olacak sekilde
programlanmistir. Eluat stirekli olarak 270 nm’de
UV dedektor ile goruntilenmistir. Tanimlama,
izobjenol ve vaniline ait dogal standartlar
kullanilarak ~ gerceklestirilmistir. Molar verim,
asagida verilen [1] denklige  gore
hesaplanmustir:

no’lu

Molar verim (%) =

Tiiketilen izo6jenol (g)x Vanilinin molar agirlagt (—)

x100  [1]

mol
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Istatistiksel Analizler

Analizler 3 tekrar halinde gerceklestirilmis olup,
sonugclar ortalamatstandart sapma seklinde ifade
edilmistir. Tstatistiksel degerlendirmeler icin SPSS
16.0 yazilmi kullanilmis ve veriler tek yonli
varyans analizi  (One-Way ANOVA) ile
incelenmistir. Denemeler arasindaki  farklart
karsilastirmak amactyla Tukey coklu karsilastirma
testi uygulanmustir. Sonuclar P <0.05 6nem
seviyesinde degerlendirilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA
Mikroorganizmanin Gelisme Durumu

GMP broth ortamina inokile edilen baslangic
mikroorganizma sayist yaklasik 1.9x106 kob/mL
olarak hesaplanmistir. Poptilasyon en yiksek
degerine (6.8x108 kob/mlL) 48. saatte ulagmigtir.
Mikroorganizma sayist 36 ve 48. saatler arasinda
artis gostermekle birlikte logaritmik artis ivmesini
kaybettigi gérilmistir. 48. saatten itibaren kalan
5 ginlik inkiibasyon boyunca popilasyonda
o6nemli bir degisiklik olmadig1 tespit edilmistir (P
<0.05).

Yapilan calismalar, substrat ile besleme zamaninin
mikrobiyal vanilin dretiminde oldukca 6nemli
oldugunu ifade etmektedir (Ashengroph vd.,
2010). Geg logaritmik evre veya duragan fazdaki
hiicreler biyodoniisim calismalart  icin  daha
clverisli olmaktadir. Kullanilan substrat hentiz
olgunluga erismemis genc hiicreler iizerinde
toksik etki gosterebilmektedir (Hua vd., 2007;
Ashengroph vd., 2011). Bu nedenle 48. saatte

duragan faz baslangicindaki hicreler
biyodéniisim  ortaminda  kullanilmak  Gzere
secilmistir.

Olgun hiicrelerden olusan ve gelismeyi strdiiren
poptilasyonlarda  enerjinin ~ buyik  kismu
biyokitleyi arttirmak ve cogalmak amactyla
kullanilmaktadur. Bu durum Ozellikle
biyodéniisim ¢alismalarinda verimin dismesine
neden olmaktadir. Bunun yant sira, statik hiicreler
(nicelik olarak artis gstermeyen ancak metabolik
aktivitelerine devam eden) ylksek spesifik aktivite
ve Urtin verimi gerektiren biyokatalitik stireclerde
daha etkin bir performans ortaya koymaktadir
(Julsing vd., 2012). Bu hiicrelerin kullanimi sadece

vanilin  dretimini  arttirmakla kalmayip aymnt
zamanda  reaksiyon  slresini  kisaltmaktadir
(Ashengroph vd., 2012). Biyodéntisiim siiresince
hticrelerin statik sekilde kalabilmelerini saglamak
amaciyla  biyodénlsim ortaminda  substrat
disinda yalnizca KoHPO4 ve KHoPO, tuzlan
kullanilmistir.

Izoéjenol
Canlilig1
P. putida kiltirinin kullanildigr tim denemelerde
vanilin olusumu gézlenirken; kiltir inokdle
edilmemis kontrol erlenlerinde vanilin olusumuna
rastlanmamistir. Bu durum, izodjenolin vaniline
abiyotik olarak déntsemediginin bir kanitt olarak
gosterilebilir. Olusabilecek substrat toksisitesine
baglt olarak kiltirin  canliligini  koruyup
korumadigt INT indikatoéri ile incelenmistir.
Renksiz gorinimde bir elektron alicist olan
tetrazolyum tuzu indirgendiginde kirmizi renkli
formazan olusturmaktadir. Meydana gelen renk
degisimi biyolojik aktivitenin bir sonucu kabul
edilmektedir (Al-Bayati, 2008). Kiltir icermeyen
kontrol ortamlarinda indikatére bagl renk
degisimi gézlenmemistir. Ancak biyoddniigime
konu olan deneme Unitelerinin tamaminda kirmizi
renk olusumu gézlenmis olup; kultiiriin canliligint
korudugu tespit edilmistir. Elde edilen bulgular
iginda P. putida (HUT 8100) susunun tek karbon
kaynagi olarak izodjenolii kullanabildigi ve vanilin
tretme yetenegine sahip oldugu
varilmustir.

Varhiginda Mikroorganizmanin

sonucuna

Sicakligin Vanilin Uretimine Etkisi

Farkli sicakliklarda gerceklestirilen biyodéntstim
denemelerine iliskin  sonuglar  Sekil 1°de
verilmistir. 120 saat sonunda en yitksek vanilin
Uretimi  718.8143.7 mg/L. ile 28°Cde
gerceklesmistir. Bu sartlarda tiiketilen izoGjenol
miktar1 3556.21298.1 mg/L olarak belitlenmistir.
24, 28 ve 32°C’de elde edilen biyodéniisim molar
verimleri strastyla %019.1, %22.0 ve %19.5 olarak
hesaplanmistir.  Uygulanan  sicaklik  degerleri
arasinda gerek vanilin Gretimi gerekse izoGjenol
tiketimi agisindan anlamli bir fark olmadig
saptanmistir (P >0.05).
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Sekil 1. P. putida kiltirintn farkl sicakliklardaki biyodontisim verimi (Acik isaretciler: Gretilen vanilin,
kapali isaretgiler: ortamda kalan izodjenol)
Figure 1. Bioconversion yield of P. putida culture at different temperatures (Open markers: produced vanillin, closed
markers: remained isoengenol in medium)

Sicaklik bakteri gelisimi, biyodéniisim ortaminin
reolojik 6zellikleri ve Griin verimi tizerine etkili bir
parametredir. Bilindigi Uzere fermentasyon
proseslerinde mezofilik sicaklik degerleri daha az
1sitma ve sogutma ihtiyact gerektirdiginden enerji
tasarrufu saglamakta; ayrica substrat stabilitesine
de katkida bulunmaktadir (Yan vd., 2016). Dusiik
sicaklk ~ degerleri  bakteri  gelisimi  ve
metabolizmasint olumsuz cetkilemektedir.
20°C’nin altindaki sicakliklarda vanilin Gretimin
oldukea azaldig1 belirtilmistir (Yamada vd., 2007).
Sicaklik artist metabolik salgilart arttirabilecedi gibi
substratin dispersiyonunu da kolaylastirmaktadir.
Yiksek sicakliga bagli disik viskozite kiitle

transferini ve yag fazinin diflizyon hizint
arturmaktadir  (Yan vd., 2016). 120 saatlik

inkiibasyon sonunda en yiksek vanilin tretimi
28°C’de gerceklestirilmistir. Bu baglamda elde
edilen sonuglar literatiir verileri ile uyumluluk

gostermektedir. P. patida kiltird kullanilarak
gerceklestirilen izodjenolden vaniline
biyodénistim calismasinda 30°C’lik  sicakligin
vanilin birikimini azalttig1 bildirilmistir. Sicakligin
40 ve 50°Cye ¢ikarlmasiyla hticrelerin vanilin
tretim kapasitesinde sirastyla %30 ve %100’k
kayiplar meydana gelmistir. (Yamada vd., 2007).
Sicaklik artisina bagl olarak vanilin Uretiminde
gozlenen bu disisin, izoGjenoli indirgeyen
enzim(ler)in termal olarak stabil olmamasindan
kaynaklandig1 diistintilmektedir.

Ortam pH’sinin Vanilin Uretimine Etkisi

Enzimatik reaksiyon temelli proseslerde pH kilit
rol oynamaktadir (Zhao vd., 2006; Yan vd., 2016).
Baslangic pH’sina bagl olarak biyodoniisiim
ortamindaki izoGjenol ve vanilin miktarlarindaki
degisim Sekil 2’de g0sterilmistir. Elde edilen
sonuglara gore hafif asidik ortam kosullarinda
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vanilin ~ Uretiminin  daha  yliksek  oldugu
belitlenmistir. pH 6.3’te 877.9136.1 mg/L vanilin
birikimi varken pH 8.3’te bu deger yalnizca
613.2128.9 mg/I’dir. pH 6.3’te elde edilen
vanilin miktar1 ile diger deneme uniteleri arasinda
anlamlt bir fark oldugu tespit edilmistir (P<0.05).
Ayrica asitligin azalmasi ile kullanilan izoGjenol
miktarinda bir diisiis meydana gelmis; dolayisiyla
vanilin dretimi de azalig gOstermistir. Ancak
tiketilen izodjenol miktarlart arasindaki fark
6nemli seviyede bulunmamustir (P>0.05). pH 5.3,
6.3, 7.3 ve 8.3te elde edilen molar verimler
strastyla %022.4, %25.1, %21.2 ve %21.4 olarak

hesaplanmistir.  pH’daki degisim enzim ve
substratin iyonik durumlarini etkilemekte ve buna
bagli olarak hiicrede gerceklesen biyokimyasal
stregler de etkilenmektedir (Yan vd., 2010).
Ortam pH’sinin 6.3’4n  altina  disirilmesiyle
birlikte molar verimin azalmasi da yine aynt
sebeptendir. Ayrica baslangic pH’sindan bagimsiz
olarak biyodonistim ortamlarinin 120  saat
sonunda ulastiklart son pH degetlerinin pH 6.3-
7.3 arasinda seyrettigi gorilmustir. Bu duruma
inkiibasyon boyunca basta vanilin olmak tizere
ortama birakilan hiicresel metabolitlerin sebep
oldugu dustintilmektedir.
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Sekil 2. Biyoddéniisim ortaminin baslangic pH’sina baglt olarak gerceklesen vanilin tretimleri (A¢tk
isaretgiler: Uretilen vanilin, kapalt isaretciler: ortamda kalan izoGjenol)
Figure 2. Vanillin production affected by initial pH value of bioconversion medium (Open markers: produced vanillin,
closed marfkers: remained isoengenol in medinm)

Havalandirma Kosullarinin Vanilin
Uretimine Etkisi

Istenmeyen  kosullarin  ortaya  cikmastyla
mikroorganizmalar ~ yliksek  enerji  girdili

biyosentez mekanizmalarini devreye sokatlar.

Hiicrede, besin eksikligi gibi pek c¢ok stres
faktorinden sakinmak icin sekonder
metabolitlerin tretimi baglatilir (Magan ve Aldred,
2007).  Pseudomonas cinsi bakterilerin  aerobik
kosullara fazlastyla bagimli oldugu bilinen bir
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gercektir (Molina vd., 2013). Bicas vd. (2010)
duragan fazdaki P. fluorescens hiicrelerini kullanarak
gerceklestirdikleri  calismada  aycicek  yagt
kullanarak biyodéniisim yiizeyinin atmosferik
hava ile temasini kesmistit. Oksidatif stres,
limonenden  a-terpineol tretiminde Gnemli
diizeyde bir artisa sebep olmus ve literatiirdeki en
yuksek tretim degerine ulagtlmigtir.

Bu calismada biyodéniisiim ortam atmosferi azot
gazi ile doldurularak kiiltiiriin yalnizca stvi besi
ortamindaki ¢éziinmiis oksijenden faydalanmast

saglanmustir. Oksijen miktarinin kisitlanmastyla
izo6jenol tiketiminde dikkate deger bir azalma
gorilmustir. Yari havalandirma kosullarinda
izodjenol  tiketimi 3764.61256 mg/L. iken
havalandirmanin kesildigi kosullarda bu miktar
2062.0+225 rng/ L olarak kalmistir. Buna paralel
olarak wvanilin Uretiminde de keskin bir disus
gozlenmistir (Sekil 3). 120 saat sonunda tretilen
vanilin miktari yalnizca 198.7+28.7 mg/L olarak
bulunmugtur. Daha 6nce yart havalandirma
kosullarinda %25.1 olarak kaydedilen molar verim
havalandirmasiz kosullarda %10.6’ya gerilemistir.
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Sekil 3. Havalandirma kosullarinin vanilin tiretimine etkisi (Actk isaretciler: iiretilen vanilin, kapalt
isaretciler: ortamda kalan izo6jenol)
Figure 3. Effect of aeration conditions on venillin production (Open markers: produced vanillin, closed markers:
remained isoengenol in medinm)

Daha o6nceki calismalarda ¢6ztinmiis  oksijen
konsantrasyonun bakteri gelisimi ve substrat
tilketim orant Uzerinde oldukga etkili oldugu
bildirilmistir ~ (Seker  vd., 1997).  Aerobik
proseslerde oksijen miktart transkripsiyon ve
enzim  sentez  sureclerini  etkilemektedir.
Dolayistyla ortamdaki oksijen miktarina baglt

olarak hiicre metabolizmasi ve uretkenliginde de
farkliliklar meydana gelebilmektedir (Yan vd.,
2016). P. putida kiltiri oksijene bagimlt
oldugundan anaerobik kosullarda izo6jenolden
vanilin olusturmadigy belirtilmistir (Furukawa vd.,
2003). Literatiirde oksijen miktarinin kisitlandigt
durumlarda vanilin tretimine iliskin yeterli bilgi
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bulunmamaktadir. Arastirma sonuglari,
biyod6éniisim  ortamimnimn  hava ile temast
kesildiginde vanilin Gretiminin c¢arpict bicimde
distigini  ortaya koymustur. P.  patiddnin
kullanildig1 vanilin biyodéniisim ¢alismalarinda
etkin bir Giretim icin normal atmosfer kosullarinin
saglanmasi gerektigi sonucuna varilmigtir.

SONUC

Aroma pazarinda ihtiya¢ duyulan dogal vanilin
dretimi icin son yillarda alternatif yontem
arayislart devam etmektedir. Bu calisgmada, P.
pautida ile biyodéntsim yoluyla izodjenolden
vanilin dretimi gergeklestirilmis ve molar verim
tzerine sicaklik, baglangic pH’s1 ve havalandirma
kosullarinin etkisi incelenmistir. Uretilen vanilin
dogal bir o6nciil madde olan izodjenolden
mikrobiyal déniisiim ile elde edildigi icin Avrupa
Birligi mevzuatlar1 acisindan da ‘dogal aroma
maddesi’ kapsaminda degerlendirilmektedir. Elde
edilen sonuglara gbre en yiksek vanilin Gretimi
28°C’de, 6.3 baslangic ortam pH’sinda ve yar
havalandirmali kosullarda ger¢eklesmistir. 120
saatlik biyodontsiimin ardindan %25.1 molar
verimle 877.9 mg/L. vanilin elde edilmistir.
CGalismanin endistriyel uygulamalar icin kayda
deger sonuglar ortaya koydugu ve yapilacak ileri
optimizasyon c¢alismalart ile vanilin miktar ve
veriminin arttirabilecegi diisintlmektedir. Yuzey
yatut yontemi ile farkli degiskenler arast etkilesim
incelenerek Uretim veriminin daha yiksek bir
seviyeye ctkarilabilecegi ongorulmektedir.
Biyodéniisim  siiresinin  uzatilmasi, izodjenol
konsantrasyonu ve c¢alkalama hizinin arttirilarak
disperse olan substrat miktarinin yiikseltilmesi de
tzerinde durulmast gereken baglica konulardir.

TESEKKUR

Bu calismayt maddi olarak destekleyen Inonii
Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimine
(Proje  No: 2015-17) ve mikroorganizma
kiltiring saglayan HUT Kaltir Kolleksiyonu’na
tesekkiir ederiz.

KAYNAKLAR

Al-Bayati, F.A. (2008). Synergistic antibacterial
activity between Thymus vulgaris and Pimpinella
anisum essential oils and methanol extracts. |

Ethnopharmacol, 116: 403-400, doi:

10.1016/j.jep.2007.12.003.

Ashengroph, M., Nahvi, 1., Amini, J. (2013).
Application of Taguchi design and response
surface methodology for improving conversion
of isoeugenol into vanillin by resting cells of
Psychrobacter sp. CSW4. Iran | Pharm Res, 12(3):
411-421.

Ashengroph, M., Nahvi, 1., Zarkesh-Esfahani, H.,
Momenbeik, F. (2010). Optimization of media
composition for improving conversion of
isoeugenol into vanillin with Psexdomonas sp. strain
KOB10 using the Taguchi method. Biocatal
Biotransformation,  28(5-6):  339-347,  doi:
10.3109/10242422.2010.530660.

Ashengroph, M., Nahvi, 1., Zarkesh-Esfahani, H.,
Momenbeik, F. (2011). Use of growing cells of
Psendomonas aernginosa for synthesis of the natural

vanillin via conversion of isoeugenol. Iran | Pharm
Res, 10(4): 749-757.

Ashengroph, M., Nahvi, 1., Zarkesh-Esfahani, H.,
Momenbeik, F. (2012). Conversion of isoeugenol
to vanillin by Psychrobacter sp. strain CSW4. App/
Biochem Biotechnol, 166: 1-12, doi: 10.1007/s12010-
011-9397-6.

Banerjee, G., Chattopadhyay, P. (2019). Vanillin
biotechnology: the perspectives and future. | Su
Food Agric, 99: 499-506, doi: 10.1002/js£a.9303.

Bicas, J.L., Fontanille, P., Pastore, G.M,
Larroche, C. (2010). A bioprocess for the
production of high concentrations of R-(+)-a-
terpineol from R-(+)-limonene. Process Biochem,
45: 481-486, doi: 10.1016/j.procbio.2009.11.007.

Fache, M., Boutevin, B., Caillol, S. (2016). Vanillin
production from lignin and its use as a renewable
chemical. ACS Sustain Chemr Eng, 4: 35-46, doi:
10.1021/acssuschemeng.5b01344.

Funk, C., Rainie, L., Page, D. (2015). Public and
scientists’ views on science and society.
www.pewinternet.org/wp-
content/uploads/sites/9/2015/01/PI_Sciencea
ndSociety_Report_ 012915.pdf (Accessed 24
June 2019).

Furukawa, H., Morita, H., Yoshida, T., Nagasawa,
T. (2003). Conversion of isoeugenol into vanillic

17



18

H. Karakaya, M. Yilmaztekin

acid by Pseudomonas putida 158 cells exhibiting high
isoeugenol-degrading activity. | Biosci Bioeng, 96(4):
401-403, doi: 10.1016/S1389-1723(03)90145-9.

Gallage, N.J., Moller, B.L.. (2018). Vanilla: the
most popular flavor. In: Biotechnology of Natural
Products, Schwab, W., Lange, B.M., Wist, M.
(editors). Springer International Publishing,
Switzetland, pp. 3-24, doi: 10.1007/978-3-319-
67903-7.

Gonzalez, C.G., Mustafa, N.R., Wilson, E.G.,
Verpoorte, R., Choi, Y.H. (2018). Application of
natural deep eutectic solvents for the ‘green’

extraction of vanillin from vanilla pods. Flavour
Fragr ], 33: 91-96, doi: 10.1002/££].3425.

Hua, D., Ma, C., Lin, S., Song, L., Deng, Z.,
Maomy, Z., Zhang, Z., Yu, B., Xu, P. (2007).
Biotransformation of isoeugenol to vanillin by a
newly isolated Bacillus pumilus strain: identification
of major metabolites. | Biotechnol, 130: 463-470,
doi: 10.1016/j.jbiotec.2007.05.003.

Julsing, M.K., Kuhn, D., Schmid, A., Bihler, B.
(2012). Resting cells of recombinant E. co/i show
high epoxidation yields on energy source and high
sensitivity to product inhibition. Biotechno! Bioeng,
109(5): 1109-1119, doi: 10.1002/bit.24404.

Kasana, R.C., Sharma, U.K., Sharma, N., Sinha,
AK. (2007). Isolation and identification of a
novel strain of Pseudomonas chlororaphis capable of

transforming isoeugenol to vanillin. Curr Microbiol,
54: 457-461, doi: 10.1007/500284-006-0627-z.

Li, Y.H.,, Sun, ZH. Zheng, P. (2004).
Determination of vanillin, eugenol and isoeugenol
by RP-HPLC. Chromatographia, 60: 709-713, doi:
10.1365/510337-004-0440-4.

Magan, N., Aldred, D. (2007). Why do fungi
produce mycotoxins? In:  Food Mycology: a
multifaceted approach to fungi and food, Dijksterhuis, J.,
Samson, R.A. (editors), Volume 25, CRC Press,
the USA, pp. 121-133.

Marquez-Medina, M.D., Prinsen, P., Li, H., Shih,
K., Romero., A.A., Luque, R. (2018). Continuous-
flow synthesis of supported magnetic iron oxide
nanoparticles for efficient isoeugenol conversion
into vanillin. ChemSusChem, 11: 389-396, doi:
10.1002/¢ss¢.201701884.

Molina, G., Pimentel, M.R., Pastore, G.M. (2013).
Psendomonas: a promising biocatalyst for the
bioconversion of terpenes. _App/  Microbiol
Biotechnol, 97: 1851-1864, doi: 10.1007/s00253-
013-4701-8.

Ostovar, S., Franco, A., Puente-Santiago, A.R.,
Pinilla-de Dios, M., Rodriguez-Padron, D.,
Shaterian, H.R., Luque, R. (2018). Efficient
mechanochemical bifunctional nanocatalysts for
the conversion of isoeugenol to vanillin. Front

Chem, 6:77, doi: 10.3389/fchem.2018.00077.

Perkins, C., Siddiqui, S., Puri, M., Demain, A.L.
(2015). Biotechnological applications of microbial
conversions. Crit Rev Biotechnol, 36(6): 1050-1065,
doi: 10.3109/07388551.2015.1083943.

Seker, S., Beyenal, H., Salih, B., Tanyolag, A.
(1997).  Multi-substrate growth kinetics of
Psendomonas  putida for phenol removal. _App/
Microbiol  Biotechnol,  47: 610-614, doi:
10.1007/s002530050982.

Taira, J., Toyoshima, R., Ameku, N., Iguchi, A,
Tamaki, Y. (2018). Vanillin production by
biotransformation of phenolic compounds in
tungus, Aspergillus luchnensis. AMB Express, 8: 40,
doi: 10.1186/513568-018-0569-4.

Vasudevan, S., Bhat, S.V. (2011).
Biotransformation of isoeugenol catalyzed by
growing cells of Pseudomonas putida. Biocatal
Biotransformation, 29(4): 147-150, doi:
10.3109/10242422.2011.589898.

Wang, Y., Sun, S., Li, F., Cao, X., Sun, R. (2018).
Production of wvanillin from lignin: the
relationship between B-O-4 linkages and vanillin
vield. Ind Crops Prod, 116: 116-121, dot:
10.1016/j.indcrop.2018.02.043.

Wangrangsimagul, N., Klinsakul, K., Vangnai,
A.S., Wongkongkatep, J., Inprakhon, P., Honda,
K., Ohtake, H., Kato, J., Pongtharangkul, T.
(2012). Bioproduction of vanillin using an organic
solvent-tolerant Brevibacillus agri 13. Appl Microbiol
Biotechnol, 93: 555-563, doi: 10.1007/s00253-011-
3510-1.

Wilde, A.S., Frandsen, H.L., Fromberg, A,
Smedsgaard, J., Greule, M. (2019). Isotopic
characterization of vanillin ex glucose by GC-



izodjenolden dogal vanilin Gretimi

IRMS - new challenge for natural vanilla flavour
authentication? Food Control, 106: 106735, doi:
10.1016/j.foodcont.2019.106735.

Wongtanyawat, N., TLusanandana, P,
Khwanjaisakun, N., Kongpanna, P., Phromprasit,
I Simasatitkul, L.,  Amornraksa, S.,
Assabumrungrat, S. (2018). Comparison of
different kraft lignin-based vanillin production
processes. Comput Chem Eng, 117: 159-170, doi:
10.1016/j.compchemeng.2018.05.020.

Yamada, M., Okada, Y., Yoshida, T., Nagasawa,
T. (2007). Biotransformation of isoeugenol to
vanillin by Psendomonas putida 1E27 cells. Appl
Microbiol — Biotechnol,  73:  1025-1030,  doi:
10.1007/s00253-006-0569-1.

Yamada, M., Okada, Y., Yoshida, T., Nagasawa,
T. (2008). Vanillin production using Escherichia
coli cells over-expressing isoeugenol
monooxygenase of Pseudomonas putida. Biotechnol
Lett, 30: 665-670, doi: 10.1007/510529-007-9602-
4.

Yan, L., Chen, P., Zhang, S., Li, S., Yan, X., Wang,
N., Liang, N., Li, H. (2016). Biotransformation of
ferulic acid to wvanillin in packed bed-stirred
fermentors. S Rep,  6: 1-12,  doi:
10.1038/step34644.

Zhang, Y., Xu, P., Han, S., Yan, H., Ma, C. (2000).
Metabolism of isoeugenol via isoeugenol-diol by
a newly isolated strain of Bacillus subtilis HS8. App!
Microbiol  Biotechnol,  73: 771-779,  doi:
10.1007/500253-006-0544-x.

Zhao, L., Xie, Y., Chen, L., Xuefeng, X., Zhao,
CX, Cheng, F. (2018). Efficient
biotransformation of isoeugenol to vanillin in
recombinant strains of Escherichia coli by using
engineered isoeugenol monooxygenase and sol-
gel chitosan membrane. Process Biochens, 71: 76-81,
doi: 10.1016/j.procbio.2018.05.013.

Zhao, L.Q., Sun, Z.H., Zheng, P., He, ].Y. (20006).
Biotransformation of isoeugenol to vanillin by
Bacillus fusiformis CGMCC1347 with the addition
of resin HD-8. Process Biochems, 41: 1673-1676, doi:
10.1016/j.procbio.2006.02.007.

Zhao, L.Q., Sun, Z.H., Zheng, P., Zhu, L.L.
(2005). Biotransformation of isoeugenol to
vanillin by a novel strain of Bacillus fusiformis.
Biotechnol — Let?, 27: 1505-1509, doi:
10.1007/510529-005-1466-x.

19



