KARAMANOGLU MEHMETBEY UNiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

FUNGAL KATALAZ-FENOL OKSIiDAZIN URETIM VE KURUTMA
KOSULLARININ OPTIMIZASYONU

YUKSEK LiSANS TEZi

Suzan TURHAN

Gida Miihendisligi Ana Bilim Dah

ARALIK 2023






KARAMANOGLU MEHMETBEY UNiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

FUNGAL KATALAZ-FENOL OKSIiDAZIN URETIM VE KURUTMA
KOSULLARININ OPTIMIZASYONU

YUKSEK LiSANS TEZi

Suzan TURHAN
(200871111)

Gida Miihendisligi Ana Bilim Dah

Tez Damsmani: Prof. Dr. Didem SUTAY
Es Danisman: Prof. Dr. Yalcin COSKUNER

ARALIK 2023






TEZ ONAYI

Suzan TURHAN tarafindan hazirlanan Fungal Katalaz-Fenol
Oksidazin Uretim ve Kurutma Kosullarimin Optimizasyonu
adli tez c¢alismasi asagidaki jiri tarafindan oy birligi ile
Karamanoglu Mehmetbey Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Ana Bilim Dali’nda YUKSEK LISANS TEZi
olarak kabul edilmistir.

Danisman: Ikinci Danisman:
Prof. Dr. Didem SUTAY Prof. Dr. Yalcin COSKUNER
Jiiri Uyeleri Imza:

Prof. Dr. Didem SUTAY

Dog. Dr. Abdulvahit SAYASLAN

Dog. Dr. Nazife Isik SEMERCI

Tez Savunma Tarihi: 12/12/2023

Yukaridaki sonucu onaylarim

Do¢. Dr. Murat MAYDA
Enstitii Midiirii






BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK

Bu c¢alismadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun
bir sekilde elde edildigini beyan ederim. Ayni zamanda bu kural
ve davraniglarin gerektirdigi gibi, bu ¢alismanin 6ziinde olmayan
tiim materyal ve sonuglar1 tam olarak aktardigimi ve referans
gosterdigimi belirtirim.

Suzan TURHAN






Biricik aileme ve esime,

vii






ONSOZ

Yiiksek lisans egitimim ve tez slirecim boyunca bilgi birikimini, tecriibelerini benimle
paylasan, bilimsel ve toplumsal alanda yonlendirerek hayata bakis agimin
sekillenmesinde biiyiik katkisi olan, giiler yiizii ve anlayisi ile sabirla yaklasan
danisman hocam Sayin Prof. Dr. Didem SUTAY ve ikinci danisman hocam Sayin
Prof. Dr. Yalgin COSKUNER’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar ¢alismalari sirasinda karsilastigim zorluklarda yardimlarini ve manevi
desteklerini hicbir zaman esirgemeyen degerli hocalarim Saymn Dr. Ogr. Uyesi
Siimeyra S. TISKE INAN’a, Sayin Dr. Ogr. Uyesi Nazli SAHIN e ve Sayin Ars. Gor.
Dr. Fuat GOKBEL’e tesekkiirlerimi sunarim. Bu siiregte manevi desteklerini
esirgemeyen calisma arkadaslarima da sevgilerimi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢alismasinda karbon kaynagi olarak kullanilan melasin teminini saglayan Ilgin
Seker Fabrikasi (Konya) yetkililerine ve bu g¢alismaya 03-YL-22 numarali proje
kapsaminda destek veren Karamanoglu Mehmetbey Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri (BAP) birimine tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica, yiiksek lisans egitim
stirecimde bursiyer olarak gorev yaptigim 2190341 numarali proje kapsaminda burs
destegi veren Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastrma Kurumu’na (TUBITAK)
tesekkiir ederim.

Son olarak tesekkiirden daha fazlasim1i hakeden, hayatim boyunca beni hep
destekleyen, dua ve sonsuz sevgiyle yanimda olan, en degerlilerim, annem Ayse Dudu
GITMEZ’e, babam Salim GITMEZ’e, en biiyiik mirasim kardesim Sudenaz
GITMEZ e, sabrindan bir giin bile 6diin vermeden destekleyen yoldasim Beytullah
TURHAN’a ve esimin ailesine ylirekten tesekkiirlerimi sunarim.

Aralik 2023 Suzan TURHAN
Gida Mihendisi






ICINDEKILER

Sayfa
ONSOZ ... ix
ICINDEKILER .........ooooiiiiieeeeeeeeeeeeees ettt Xi
KISALTMALAR .ottt Xiii
SEMBOLLER ..ottt ettt ee e XV
CIZELGE LISTESI ..ottt XVii
SEKIL LISTEST .......coviiiiiieieeeeeeeee ettt Xix
OZET ..o XXi
| R 1 23 1T 1
2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI.........ccocoiivininne. 5
2. L ENZIMIBE .o 5
2.1.1 Enzimlerin siniflandirtlmast........cccoovieiieiiiiiicii e 6
2.1.2 Katalaz ve katalazlarin siniflandirtlmasi..........cccoovveiiiiiiniiinin e 7
2.1.3 FENOI OKSIAZ ....c.ocviiisiciic 8
2.1.4 KATFO nun Gift iS1eVSelligl .....ocvueriiiiiieiie e 9
2.1.5 Scytalidium thermopilum (Mycothermus thermophilus)............cccccccen.e. 13
2.2 ENZIM UTEHMI ¢.v.vovvcececvee ettt en st ettt en st en st 13
2.3 IMEIAS ... 15
2.4 EnKaPSTLASYON . ..cuviiiiiiiiiiiie et 16
2.4.1 Maltodekstrin (IMD) .......covoiiiiececeee e 17
2.4.2 MANNTTOL ... 18
2.4.3 Enkapsiilasyon amaciyla kullanilan kurutma teknikleri .............cccoceeenne. 19
2.4.4 Dondurarak KUFUTMA .........couoiireiiiiieeiene e 20
2.5 CaliSMAaNIN AMACT ....vviiiiiiiiiiie it re e b e e aeeeanbee e 23
3. MATERYAL VE METOT ...ttt 25
B LIMALEIYAL ... e 25
3.2 Mikroorganizma ve Fermantasyon Kosullart..........cccccovoiiiiniiiiiiiicns 26
3.3 KATFO Uretim Kosullarinin Optimizasyonu i¢in On Calismalar .................. 26
3.4 KATFO Uretim Kosullarinin OptimiZaSyonU..............cc.ceeueverereeeererersssnesennns 27
3.5 Sonuglarin Dogrulanmast...........cceiiiiiiiiiiiiii e 28
3.6 KATFO’nun Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi...........ccccccovvviiiiiiiiiieninnns 29
3.7 KATFO’nun Fenol Oksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi.............ccccevveiieennnnnn 30
3.8 Toz Formda KATFO Elde Edilmesi Kosullarmin Optimizasyonu I¢in On
CalISMALAT........cco i raa e e 30
3.9 Toz Formda KATFO Elde EdIIMESi .......cccoviiiiiiiiiciceec e 31
3.9.1 Deney tasarimi ve besleme ¢ozeltisi hazirlama ............c.cooovviiiiiiiiinnn, 31
3.9.2 Dondurarak KUFUTMA .........cooiireiiiiieieine e 32
3.9.3 Katalaz Aktivitesi Veriminin Hesaplanmasi...........cccocevveiiiiinicnininnnnn, 33
3.9.4 Sonuclarin dogrulanmasi...........cccevvieiiiiiiienie e 33
3.10 Toz Formda Elde Edilen KATFO’ya Uygulanan Analizler..............c.c.cocue.... 33
3.10.1 Y1gm yogunluk, darbeli yogunluk ve gercek yogunluk.............ccccene. 33

Xi



3.10.2 Gozeneklilik, akabilirlik ve yapiskanliK..........cccocooiiiiiiiiiiiie, 33

3.10.3 HIGroSKOPISITE ...cuveeeeeiiieiieiecteesie sttt sne e ens 34
3.10.4 COZUNUITTK ..ottt 35
3.10.5 Nem Ve SU aKEIVITEST (A1) .+ervereererrererirerieiaesiesieisresiesessese e seeseenens 35
BLL0B RENK . 36
3.10.7 KATFO’nun depolama verimliligi ve depolama stabilitesi.................... 36
4. BULGULAR VE TARTISMA ..ot 37
4.1 KATFO Uretim Kosullariin Optimizasyonu I¢in Yapilan On Calismalara Ait
BUIGUIAK ... e 37
4.2 KATFO Uretim Kosullarimin OptimiZaSyonU.............cceevevevrvererersrsrsrsssssssnenns 41
4.3 Toz Formda KATFO Elde Edilmesi Kosullarmin Optimizasyonu igin Yapilan
On Calismalara Ait BUlGUIAT ..........ccceveveveeeeeeeeeeeeee ettt 50
4.4 Toz Formda KATFO Elde Edilmesi Kosullarinin Optimizasyonu.................. 50
4.5 Fenol OKSidaz AKEVITEST ........ccociiiiiiiiise s 56
4.6 Toz Formda Elde Edilen KATFO’ya Uygulanan Analizlere Ait Bulgular-......57
4.6.1 Y18in yogunluk, darbeli yogunluk ve gercek yogunluk.........ccccocveiniennnns 57
4.6.2 Gozeneklilik, akabilirlik, yapiskanlik .........cccoooriiiiiiine 60
4.6.3 Higroskopisite ve COZUNUITIK..........c.ccoveiieeiieiieiiiie e, 62
4.7 Raf Omrii Boyunca Uygulanan Analizlere Ait Bulgular .............cccovvvevevnnnene. 63
4.7.1 Enzim aktivitesi ve depolama stabiliteSi .........ccccceevevieeiieeriiiieiice e, 63
4.7.2 SU aKtIVITEST (Aw) VB NEM ..o e 65
A.T.3RENK ..ttt et a bbbt 67
5.SONUC VE ONERILER .........cc.cccoooiiiiiiiiieeeeeeee et enes s ssn s, 69
KAYNAKLAR . ...ttt bbbttt abe e sbe e sneenre s 73
S I USSP 89
L0/ 0117 1 15T 93

xii



KISALTMALAR

ABD
ANOVA
ATP
BBD
C-C

C-N
C-O0

DE

DP

EC

H

H20:2
H20
KATFO
NacCl

O2

MD

M. thermophilus
RH

ROS
RNA

S. thermophilum
Tg

TYM

: Amerika Birlesik Devletleri

: Varyans Analizi

: Adenozin Trifosfat

: Box-Behnken Deney Tasarimi
: Karbon-Karbon Bagi

: Karbon-Azot Bagi

: Karbon-Oksijen Bagi

: Dekstroz Esdegerlik Parametresi
: Polimerizasyon Derecesi

: Enzim Sinifi

: Hidrojen

: Hidrojen Peroksit

Su

: Katalaz- Fenol Oksidaz

: Sodyum Kloriir

: Oksijen

: Maltodekstrin

: Mycothermus thermophilus

: Relative Humidity (Bagil nem)
: Reaktif Oksijen Bilesigi

: Ribontikleik Asit

: Scytalidium thermophilum

: Cams1 Gegis Sicakligi

: Tepki Yiizey Metodolojisi

Xiii






SEMBOLLER

ala
aw
a’h
a*
b*
cm
cm?d
dk

g/L
h/h
kDa
kg/m?3
kV

L*
mg/mL
mM
pmol
mL

mbar
nm
rpm
U/mL

%
°C

: Agirlik/Agirlik

: Su aktivitesi

. Agirlik/Hacim

: Kirmizilik (+)/Yesillik (-) Degeri
: Sarilik (+)/Mavilik (-) Degeri

: Santimetre

: Santimetrekiip

: Dakika

: Gram

: Gram/Litre

: Hacim/Hacim

: Kilodalton

: Kilogram/Metrekiip

: Kilovolt

- Litre

: Siyahlik (0)/Beyazlik (100) Degeri
: Miligram/Mililitre

: Milimol

: Mikromol

: Mililitre

: Metrekiip

: Milibar

: Nanometre

: Doniig/Devir sayisi

: Enzim Aktivite Birimi/Mililitre
: Mikrolitre

: Yiizde

: Santigrat derece

XV



o

: Y1gin yogunluk
: Darbeli yogunluk
. Gergek yogunluk

XVi



CIZELGE LISTESI

Sayfa
Cizelge 2.1 : KATFO ile ilgili yaymlanmis ¢alismalar. ..........ccccoovvviiiiiiiiiiniiinnnn, 11
Cizelge 3.1 : KATFO firetim optimizasyonu i¢cin BBD bagimsiz degiskenleri ve
oYY L o SR 28
Cizelge 3.2 : KATFO iiretimi i¢in deney tasarimi.........ccoceeeeeeveneenisienieseeseseenees 29
Cizelge 3.3 : Enkapsiilasyon c¢alismasi i¢in bagimsiz degiskenler ve seviyeleri....... 31
Cizelge 3.4 : Enkapsiilasyon calismasi i¢in deney tasarimi. .........c.ccocevverveirereennnn. 32
Cizelge 3.5 : Toz iiriinlerin akabilirlik (Carr Index) ve yapiskanliginin (Hausner
Ratio) siniflandirtlmasi..........oooeiiiiiiiiiiii i 34
Cizelge 3.6 : Toz iiriinlerin higroskopisitesinin siniflandirilmast. ............cccccveneee. 35
Cizelge 4.1 : Fermantasyon ortaminin optimizasyonu i¢in deney tasarimi ve katalaz
AKtIVILEST SOMUGIATL....ccivviiiiiiiiii e e 42
Cizelge 4.2 : Fermantasyon ortaminin optimizasyonu i¢in bagimsiz degiskenlere ait
ANOVA ADIOSU. ...t 43
Cizelge 4.3 : Fermantasyon ortami i¢in birinci optimizasyon sartlari ve optimum
NOKtA AEZETIETI. .....veeiei i 48
Cizelge 4.4 : Fermantasyon ortam1 optimizasyonuna ait birinci teorik deger ve
deneysel deger karsilagtirmast.........ccccvvvieeiieiiieiii e 48
Cizelge 4.5 : Fermantasyon ortami i¢in ikinci optimizasyon sartlari ve optimum
NOKtA AEZETICTI. ..c..veeiiiiiie e 49
Cizelge 4.6 : Fermantasyon ortam1 optimizasyonuna ait ikinci teorik deger ve
deneysel deger karsilagtirmast........cccoveviiiiiiiiiii 49
Cizelge 4.7 : Dondurarak kurutma i¢in 6n caligmaya ait katalaz aktivitesi sonuglari.
............................................................................................................................ 50
Cizelge 4.8 : Enkapsiilasyon isleminin optimizasyonu i¢in deney tasarimi ve verim
103811 o] ' DA TR UPRPPRI 52
Cizelge 4.9 : Enkapsiilasyon isleminin optimizasyonu i¢in bagimsiz degiskenlere ait
ANOVA ADIOSU. ..o 53
Cizelge 4.10 : Enkapsiilasyon i¢in optimizasyon sartlar1 ve optimum nokta degerleri.
............................................................................................................................ 55

Cizelge 4.11 : Enkapsiilasyon i¢in teorik deger ve deneysel deger karsilastirmasi... 56
Cizelge 4.12 : Dondurarak kurutma 6ncesi ve sonrasi katalaz ve fenol oksidaz verim

SONUGIATT. .. e 56
Cizelge 4.13 : Enkapsiile edilmis ve edilmemis toz formdaki KATFO’nun yogunluk
AEGETICTL i 58
Cizelge 4.14 : Enkapsiile edilmis ve edilmemis toz formdaki KATFO ile tespit edilen
gbzeneklilik, akabilirlik ve yapigkanlik degerleri. ..., 60
Cizelge 4.15 : Enkapsiile edilmis ve edilmemis toz formdaki KATFO ile tespit edilen
higroskopisite ve ¢oziiniirliik degerleri. ........ccoovriiiiiiicii e 62

XVii






SEKIL LISTESI

Sekil 2.1 :
Sekil 2.2 :
Sekil 3.1 :
Sekil 4.1 :
Sekil 4.2 :
Sekil 4.3 :
Sekil 4.4 :
Sekil 4.5 :

Sekil 4.6 :

Sekil 4.7 :

Sekil 4.8 :

Sekil 4.9 :

Sekil 4.10

Sekil 4.11 :

Sekil 4.12 :

Sekil 4.13

Sekil 4.14 :
Sekil 4.15 :

Sekil 4.16 :

Sayfa
Enzim KiStmIart. ... 6
S. thermophilum’a ait 151k mikroskop gOrintlisii..........cccvrervirirnrienennn, 13
Calismada izlenen is aK1$ SEMASL. .....ccciviiieeeiiiiiiee e 25
KATFO aktivitesi tizerine H202 konsantrasyonunun etkisi. .................... 38
KATFO aktivitesi lizerine melas konsantrasyonunun etkisi. ................... 39
KATFO aktivitesi lizerine pektin konsantrasyonunun etkisi. .................. 40
Katalaz aktivitesi i¢in artiklarin dagilim grafigi.........cccoccevvveiiiiiinnnnnnn. 44

Sicaklik ve glikoz konsantrasyonunun katalaz aktivitesi (U/mL) {izerine
etkisini gosteren tepki yiizey grafigi (H202 konsantrasyonu 0,025 mM’da
ve melas konsantrasyonu %1,5 (a’/h) degerinde sabittir).............cc.eenee.. 45
Sicaklik ve melas konsantrasyonunun katalaz aktivitesi (U/mL) iizerine
etkisini gosteren tepki yiizey grafigi (H202 konsantrasyonu 0,025 mM’da
ve glikoz konsantrasyonu 30 g/L degerinde sabittir). .............ccoevvernnnne. 45
Glikoz ve H20: konsantrasyonunun katalaz aktivitesi (U/mL) {izerine
etkisini gosteren tepki yiizey grafigi (Sicaklik 45°C’de ve melas
konsantrasyonu %1,5 (a/h) degerinde sabittir)...........ccoevrrieerieeinennenne 46
Sicaklik degerinin ve H202 konsantrasyonunun katalaz aktivitesi (U/mL)
tizerine etkisini gosteren tepki ylizey grafigi (Glikoz konsantrasyonu 30
g/L’da ve melas konsantrasyonu %1,5 (a/h) degerinde sabittir).............. 46
Glikoz ve melas konsantrasyonunun katalaz aktivitesi (U/mL) iizerine
etkisini gosteren tepki yiizey grafigi (Sicaklik 45°C’de ve H202
konsantrasyonu 0,025 mM degerinde sabittir). ..........cccocveriviriienininnnene 47
: H202 ve melas konsantrasyonunun katalaz aktivitesi (U/mL) iizerine
etkisini gosteren tepki yiizey grafigi (Sicaklik 45°C’de ve glikoz
konsantrasyonu 30 g/L degerinde sabittir). ..........cccooviiviiiiiiiniiniennn, 47
MD ve mannitol konsantrasyonunun katalaz aktivitesi verimi (%)
lizerine etkisini gosteren tepki yiizey grafigi (Homojenizator hizi 8000
rpm degerinde SabIttr). ......c.oocviiiieiie i 54
MD konsantrasyonunun ve homojenizator hizinin katalaz aktivitesi
verimi (%) tizerine etkisini gosteren tepki yiizey grafigi (Mannitol
konsantrasyonu 2 g mannitol/g kuru madde enzim degerinde sabittir). . 54
Mannitol konsantrasyonunun ve homojenizator hizinin katalaz aktivitesi
verimi (%) iizerine etkisini gdsteren tepki yiizey grafigi (MD
konsantrasyonu 2 g MD/g kuru madde enzim degerinde sabittir). ......... 54
Katalaz aktivitesi verimi i¢in artiklarin dagilim grafigi. ..........cccoooeenne. 55
Optimum sartlarda enkapsiile edilerek ve edilmeden kurutulmus KATFO
ile ham (s1vi) KATFO’nun depolama siiresince bagil katalaz aktivitesi
(20) A@GASTMIL ..ttt 64
Optimum sartlarda enkapsiile edilerek ve edilmeden kurutulmus toz
formdaki KATFO’nun depolama siiresince su aktivitesi (aw) degisimi.. 65

XiX



Sekil 4.17 : Optimum sartlarda enkapstile edilerek ve edilmeden kurutulmus toz
formdaki KATFO’nun depolama siiresince nem (%) degisimi............... 66
Sekil 4.18 : Optimum sartlarda enkapstile edilerek ve edilmeden kurutulmus toz
formdaki KATFO’nun depolama siiresince L* (parlaklik) degisimi. .....67
Sekil 4.19 : Optimum sartlarda enkapstile edilerek ve edilmeden kurutulmus toz
formdaki KATFO’nun depolama siiresince a* (kirmizilik) degigimi. .... 68
Sekil 4.20 : Optimum sartlarda enkapstile edilerek ve edilmeden kurutulmus toz
formdaki KATFO’nun depolama siiresince b* (sarilik) degisimi........... 68

XX



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

FUNGAL KATALAZ-FENOL OKSIiDAZIN URETIM VE KURUTMA
KOSULLARININ OPTIMiZASYONU

Suzan TURHAN

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Ana Bilim Dah

Danmisman: Prof. Dr. Didem SUTAY
Ikinci Damsman: Prof. Dr. Yalgin COSKUNER

Aralik, 2023, 93 sayfa

Bu ¢alismada, Scytalidium thermophilum (Mycothermus thermophilus) katalaz-fenol
oksidazinin (KATFO) iiretim (fermantasyon) ve enkapsiilasyon/dondurarak kurutma
kosullar1 tepki yiizey metodolojisi (TYM) ve Box-Behnken deney tasarimi (BBD) ile
istatistiksel olarak optimize edilmistir. KATFO iiretimi i¢in optimum fermantasyon
kosulu 40°C sicaklik, 20 g/L glikoz konsantrasyonu ve %3 (a/h) melas konsantrasyonu
olarak belirlenmistir. Kiiltiir ortamina H2O2 eklenmesi etkili bulunmamistir. Optimum
kosulda KATFO aktivitesi 692,4 U/mL olarak tespit edilmistir. Bu sonug, baslangi¢
kosulunda elde edilen 221,8 U/mL seviyesindeki aktivitenin 3,1 kat1 olup,
fermantasyon siirecinin optimizasyonun KATFO iiretim verimi tizerindeki etkisini net
olarak ortaya koymustur.

KATFO’nun enkapsiilasyon/dondurarak kurutma siirecinin optimizasyonu sonucunda
en uygun kosul maltodekstrin (MD) konsantrasyonu i¢in 1 g MD/g kuru madde enzim,
mannitol konsantrasyonu i¢in 1 g mannitol/g kuru madde enzim ve homojenizasyon
hiz1 i¢in 12000 rpm olarak belirlenmistir. Belirlenen optimum noktada yapilan
enkapsiilasyonun toz KATFO’nun kalite parametreleri ve raf omrii tizerine etkileri
karsilagtirmali olarak incelenmistir. Toplam 13 hafta (91 giin) boyunca sogukta (+4°C)
yapilan depolama sonunda enkapsiile edilmemis toz KATFO’nun aktivitesinin sadece
%7,6 seviyesinde korundugu, buna karsilik enkapsiile edilmis KATFO’nun
aktivitesinin %89,4 seviyesinde korundugu belirlenmistir. Depolamanin ilk 4 haftasi
sonunda ham (sivi) KATFO’nun aktivitesini tamamen kaybettigi tespit edilmistir.
Ayrica, enkapsiilasyon sayesinde toz KATFO’nun y1gin yogunluk, darbeli yogunluk,
gercek yogunluk ve gozeneklilik degerlerinin stabil kaldigi, akabilirlik, yapiskanlik,
su aktivitesi, nem, renk ve higroskopisite 6zelliklerinin ise iyilestigi belirlenmistir.
Tiim bunlara karsin, toz KATFO’nun ¢6ziiniirliik performansinin enkapsiilasyondan
olumsuz etkilendigi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar enkapsiilasyonun
dondurarak kurutulan KATFO i¢in depolama siiresince oncelikli kalite parametresi
olan enzim aktivitesinin korunmasi ve bazi fiziksel 6zelliklerinin iyilestirilmesi igin
Oonemini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Scytalidium thermophilum, Mycothermus thermophilus, katalaz,
fenol oksidaz, KATFO, melas, optimizasyon, enkapsiilasyon, dondurarak kurutma
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

OPTIMIZATION OF THE PRODUCTION AND DRYING CONDITIONS OF
FUNGAL CATALASE-PHENOL OXIDASE

Suzan TURHAN

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Didem SUTAY
Co-Supervisor: Prof. Dr. Yalein COSKUNER

December, 2023, 93 pages

In this study, the production (fermentation) and encapsulation/freeze drying conditions
of Scytalidium thermophilum (Mycothermus thermophilus) catalase-phenol oxidase
(CATPO) were statistically optimized with response surface methodology (RSM) and
Box-Behnken experimental design (BBD). The optimum fermentation condition of
CATPO production was determined as 40°C temperature, 20 g/L glucose
concentration and 3% (w/v) molasses concentration. Addition of H.O; to the culture
medium was not found to be effective. CATPO activity at optimum condition was
determined as 692.4 U/mL. This result is 3.1-fold of the activity of 221.8 U/mL
obtained under the initial condition, and the effect of optimization of the fermentation
process on CATPO production efficiency is clearly demonstrated.

As a result of the optimization of the encapsulation/freeze drying process of CATPO,
the optimum condition was determined as 1 g maltodextrin (MD)/g dry matter enzyme
for MD concentration, 1 g mannitol/g dry matter enzyme for mannitol concentration
and 12000 rpm for homogenization speed. The effects of encapsulation under the
optimum condition on the quality parameters and shelf life of powder CATPO were
examined comparatively. It was determined that only 7.6% of the activity of
unencapsulated powder CATPO was preserved at the end of cold (+4°C) storage for a
total of 13 weeks (91 days), whereas 89.4% of the activity of encapsulated CATPO
was preserved. It was observed that crude (liquid) CATPO completely lost its activity
at the end of the first 4 weeks of storage. In addition, it was determined that, owing to
encapsulation, the bulk density, impact density, real density and porosity values of
powder CATPO remained stable, and its flowability, stickiness, water activity,
moisture, color and hygroscopicity properties improved. Despite all this, it has been
predicted that the solubility performance of powder CATPO is negatively affected by
encapsulation. The results obtained revealed the importance of encapsulation in
preserving enzyme activity, which is the primary quality parameter during storage, and
and improving some physical properties of freeze-dryed CATPO.

Keywords: Scytalidium thermophilum, Mycothermus thermophilus, catalase, phenol
oxidase, CATPO, molasses, optimization, encapsulation, freeze drying
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1. GIRIS

Ekonomik, verimli ve g¢evre dostu tekniklere duyulan ihtiyaclardan dolayi enzim
teknolojisi  siirekli bir gelisim igerisindedir. Enzim teknolojisinin gelisme
gostermesinin temel nedeni, triinlerin uygulama alanlarinin ¢esitliligi ve ekonomik
degerinin oldukga yiiksek olmasidir (Solomon ve digerleri, 1996; Flickinger ve Drew,
1999). Biyoteknoloji alaninda endiistriye yonelik enzimlerle ilgili yapilan ¢aligmalar
one c¢ikmaktadir. Biyoteknoloji sayesinde yeni ve farkli enzimlerin biiyiik 6lgekte

ekonomik olarak tiretilmesi miimkiin olmaktadir (Van Beilen ve Li, 2002).

Endiistriyel enzimlerin iiretiminde hayvan kaynakli enzimler %8, bitki kaynakli
enzimler ise %4’liik kismi olugturmaktadir (Srivastava, 2019). Mikroorganizmalarin
bitki ve hayvan hiicrelerine kiyasla genetik manipiilasyona daha uygun olmalari,
mevsime bagli olmamalar1 ve hiicre dis1 iiretimin miimkiin olmasi gibi avantajlar
sayesinde biiyiik Olgekte diisik maliyet ve yiiksek verimle enzim iretimi
gerceklestirilebilmektedir (Fernandes ve Carvalho, 2016; Patel ve digerleri, 2023).
Mikroorganizmalarin enzim iretiminde sagladigi avantajlardan dolay1 endiistriyel
enzimlerin %50’den fazlasi kiif ve mayalar, yaklasik %30’u ise bakteriler kullanilarak
iretilmektedir (Srivastava, 2019; Sutay Kocabas, 2021).

Gilintimiizde 3000’e yakin farkli enzimin varlig1 bilinmekte olup bu enzimlerden 150-
170 kadar1 endiistriyel dl¢ekte iiretilmekte ve kullanilmaktadir. Enzimler yaklasik 150
farkli endiistriyel proseste yer almaktadir. Endiistriyel iriinlerin 500°den fazlasi ise
enzimler yardimiyla iretilmektedir (Patel ve digerleri, 2023). Kiiresel enzim pazari
incelendiginde, endiistriyel enzimler pazar hacminin 2018 yilinda 9,3 milyar ABD
dolar1 seviyesinde oldugu ve 2019-2025 yillar1 arasinda %7,1°lik bir biiyiime orani ile
14,9 milyar ABD dolarina ulasmasimin beklendigi bilinmektedir (Sutay Kocabas,
2021).

Bu tez calismasinda toz formda elde edilmesi amaglanan KATFO'nun tiretim ve
kurutma agamalari i¢in yapilan optimizasyon ¢aligmasinda iiretim maliyeti géz ontinde

bulundurulmustur. KATFO’nun iiretim asamasinda fermantasyon ortaminin



optimizasyonunda 6nemli bir bilesen olan glikozun yerine seker igerigi yiliksek olan
melasin karbon kaynag1 olarak kullanilmasi hedeflenmistir. Bir yan {iriin olarak agiga
cikan melasin katma degeri yiiksek bir uygulamada degerlendirilmesi maliyetin
diisiiriilmesi agisindan avantaj yaratmaktadir (Zhang ve digerleri, 2019; Zhang ve
digerleri, 2021). Ayrica, optimizasyon calismasinda fermantasyon sicakliginin
diistiriilmesi de hedeflenmis olup, bu sayede tiretim maliyetlerinin 6nemli bir kalemini

teskil eden enerji giderinin de diisiiriilmesi amaglanmustir.

Enzimlerin tiretim sonrast biyolojik aktivitelerini korumak, depolamay1 ve tasimay1
kolaylagtirmak, depolama siiresince kaliteyi korumak ve tasima sirasinda maliyeti
diisiirmek i¢in Kuru (toz) formda olmalar tercih edilmektedir. Toz formdaki {iriiniin
muhafazasi sirasinda kullanilan ambalaj malzemesinin daha az miktarda olmasi,
kapladig1 alanin s1vi forma gore daha kii¢iik olmas1 ve en sonunda toz formdaki iirtiniin
nakliyesinin s1vi forma gore daha ekonomik olmasi maliyeti dogrudan diistirmektedir

(Fang ve Bhandari, 2012).

Kurutma islemi genellikle bir dizi islemin son asamasidir. Kurutucudan ¢ikan enzim
son iriin halini almis ve paketlemeye hazir olarak kabul edilmektedir (Kovaci ve
digerleri, 2018; Ozdemir ve digerleri, 2021). Kurutma islemi uygulanarak, sulu ¢ozelti
igerisinde kararsiz durumdaki enzimler, kurutulmus halde daha kolay muhafaza
edilmektedir. Enzim molekiillerinin hareket serbestligi suyun uzaklastirilmasi ile
saglanmaktadir. Kurutma islemi sayesinde aktivite kaybina neden olan
konformasyonel degisikliklerin 6nlenebilir oldugu bilinmektedir. Siire¢ sartlarina
bagl olarak kurutma sirasinda az miktarda aktivite kaybi1 meydana gelebilmekte ve bu
kayb1 engellemek icin uygun kaplama malzemelerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Koruyucu kaplama malzemeleri, hidrojen bagi yoluyla kurutma sirasinda amorf bir faz
olusturarak protein yapisinin korunmasina yardimci olmaktadir (Depaz ve digerleri,
2002). Koruyucu kaplama malzemeleri eklenmesi islemi enkapsiilasyon olarak
isimlendirilmektedir. Enkapsiilasyon, aktif bir maddeyi farkli bir madde igerisinde
hapsederek cap1 nanometreden milimetreye kadar degisen partikiiller iretilmesi iglemi

olarak tanimlanmaktadir (Nedovic ve digerleri, 2011).

Enzimlerin aktivite kaybini en aza indirmek igin diisiik sicaklik uygulamasi ile vakum
altinda, diistik sicakliga sahip ortamda veya bir sprey kurutucuda hizli bir sekilde
kurutulmasi gerekmektedir (Fang ve Bhandari, 2012). Her enzimin en yiiksek aktivite

gosterdigi  bir optimum sicaklik degeri bulunmaktadir. Enzimin toz forma

2



doniistiiriilmesinde kullanilacak olan kurutucu segiminde ve enzime uygulanacak
kurutma sicakliginda enzim igin kritik olarak kabul edilen bu sicaklik degerine dikkat
edilmektedir. Aksi takdirde enzimde denatiirasyon meydana gelmektedir. Ayrica
enzime uygulanan sicakligin uzun siireli olmas1 da enzimde aktivite kaybina neden
olmaktadir. Vakum altinda diisiik sicaklik uygulamasi olan dondurarak kurutma, toz
formda bir enzim elde etmek igin kullanilan en yaygin tekniktir. Dondurarak kurutma
buzun siiblimlestirme prensibiyle c¢alistigindan, diger kurutma yoOntemleriyle
karsilastirildiginda genellikle enzim iizerinde daha az termal etkiye sahiptir

(Ciurzynska ve Lenart, 2011).

Endiistriyel {retim siireglerinde {retimin diisik maliyet ve yiiksek verimle
gerceklestirilmesi amaglanmaktadir. Bu amagla siire¢ optimizasyonu igin istatistiksel
deney tasarimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Kisa zamanda, daha az deney sayisiyla,
giivenilir sonuglar almak ve bagimsiz degiskenler arasindaki etkilesimleri agiklamak

icin istatistiksel deney tasarimlari kullanilmaktadir (Nemeth, 2003).

Tepki yiizey metodolojisi (TYM), 1951 yilinda Box ve Wilson tarafindan ilk defa
kullanilmistir (Ko¢ ve Kaymak Ertekin, 2010). TYM, iiriin ve siire¢ tasariminin
gelistirilmesi, iyilestirilmesi ve optimizasyonunda kullanilan istatistiksel bir yontem
olarak bilinmektedir. Teknigin amaci, en yiiksek performans ve kalite 6zelliklerinin
saglanmasi hedefine, bagimsiz degiskenlerin farkli seviyelerde en az sayidaki deneyle
test edilmesi ile ulasiimasidir (Myers ve Montgomery, 2002). Elde edilen sonuglarin
uygun given araliklarinda olmasit  halinde optimum g¢alisma kosulu

belirlenebilmektedir (Degirmencioglu ve Yazgi, 2006).

Literatiirde ¢alismalar incelendiginde enzimlerin toz formda elde edilmesi iizerine
yayimlanmis arastirma sayisinin olduk¢a az oldugu goriilmektedir. Bu tez ¢aligmasinda
termofilik bir kiif olan Scytalidium thermophilum (Mycothermus thermophilus)
kullanilarak ¢ift fonksiyonlu bir enzim olan katalaz-fenol oksidazin (KATFO) tiretim
kosullarinin optimize edilmesi, optimum sartlarda tretimini takiben enzimin
enkapsiilasyon siireci kosullarinin optimize edilmesi ve toz formda elde edilmesi

amaclanmustir.

KATFO, monofonksiyonel katalaz ailesine aittir. Fakat H2O2’i su ve molekiiler
oksijene katalize etmesiyle birlikte H202 yoklugunda fenolik bilesikleri oksitleme

yetenegine de sahiptir (Vetrano ve digerleri, 2005; Yiizigilli ve digerleri, 2013).



Literatiir taramas1 sonucu 2004 yilinda yapilan ¢alismada S. thermophilum’dan fenol
oksidaz enziminin biyoorganik sentezlerde kullanildig1 goriilmiistiir (Kaptan, 2004).
Fakat 2007 yilinda yapilan ¢alismada S. thermophilum’un gogalmasi sirasinda tirettigi
enzimin katalaz oldugu katalazla birlikte fenol oksidaz aktivitesi gosterdigi
saptanmistir (Sutay, 2007). Bu sayede enzim KATFO olarak tanimlanmis ve
giinimiize kadar biyokimyasal Ozellikleri bakimindan detayli olarak detayl
incelenmistir. Daha Onceki calismalarda biyokimyasal acidan detayli sekilde
karakterize edilmis olan KATFO’nun ticari lretimi ig¢in laboratuvar oOl¢eginde
fermantasyon ve enkapsiilasyon/kurutma optimizasyonunun yapilmasi amaciyla bu tez

caligsmasi gergeklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Enzimler

Enzimler, canlilarda yasamsal fonksiyonlarin devamini saglayan, kii¢iik bir grup
katalitik RNA molekiilii (ribozimler) disinda genellikle proteinlerin yapisinda bulunan
biyokatalizorlerdir (Boyacioglu ve digerleri, 2016; Aggarwal, 2021). Enzimler,
biyolojik sistemlerde hiicreler arasi tasimayi saglamakta ve solunum, bosaltim gibi
biyolojik olaylar1 diizenleyerek insan saglig1 agisindan 6nem tasimaktadir (Patel ve
digerleri, 2012). Bir kimyasal reaksiyonun termodinamik olarak hizlandirilmasi islemi
kataliz, katalizi saglayan maddeler ise katalizor olarak tanimlanmaktadir. Katalizorler,
denge sabiti ve dengeyi degistirmeden dengeye varisi hizlandiran faktorler olarak
bilinmektedir (lyer ve Ananthanarayan, 2008). Bir baska ifade ile katalizorler,
kendileri degisime ugramadan kimyasal reaksiyonlari baslatan ve/veya hizlandiran

maddelerdir (Sutay Kocabas ve Grumet, 2019).

Enzimler; ekmek, peynir, bebek mamasi, alkollii igecek, meyve suyu, siit ve temizlik
triinleri {iretiminin yan1 sira tipta teshis ve tedavi siireclerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Enzimler kimya sektoriinden, kagit, nisasta ve biyoyakita,
fotografciliktan tarima, kontakt lens temizleyicilerinden biyolojik savasa kadar pek
cok alanda uygulama alani bulmaktadir. Ozellikle enzim preparatlar, gida isleme, gida
katki maddesi tiretimi ve gida muhafazasinda yaygin sekilde kullanilmaktadir (Zhang

ve digerleri, 2021).

Enzimlerin etki ettigi (reaksiyonu Kkatalize edilen) maddeler substrat olarak
isimlendirilmektedir. Alman kimyager Emil Fischer, substrat-enzim iliskisini ilk kez
1894'te anahtar-kilit iligskisi olarak tanimlamistir. Bu tanimlamada anahtar substrati,
kilit ise enzimin aktif bolgesini temsil etmektedir (Solomons ve Fryhle, 2002).

Enzimlerin {i¢ boyutlu yapisi1 aktif bolgeye baglanacak substrat i¢in segicilige sahiptir.

Enzimdeki protein yapili kisim apoenzim olarak adlandirilmaktadir. Bazi enzimlerin
katalitik etki gosterebilmesi igin apoenzim disinda bir koenzim kisma da ihtiyaci

olabilmektedir. Koenzim, metal iyonu veya protein olmayan inorganik bir yapidir.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enzyme-isolation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enzyme-isolation

Ihtiyag duyulan organik yapiya ise kofaktér veya prostetik grup denmektedir.
Koenzimler ve kofaktorler, enzimlerin yardimci boliimleridir. Apoenzimler ile
koenzim ve kofaktorlerin kompleks yapisina haloenzim adi verilmektedir (Sekil 2.1)
(Patel ve digerleri, 2023).

Kofaktor Aktif Bolge

Koenzim

\jApoenzim

v

Holoenzim

Sekil 2.1 : Enzim kisimlar1 (Holde, 2006).
2.1.1 Enzimlerin smiflandirilmasi

Enzim Komisyonu raporu ve Uluslararast Biyokimya Dernegi Enzim Komitesi
tarafindan kabul edilen ilkelere gore enzimler katalizledikleri reaksiyonun tiiriine gore

alt1 ana siifa ayrilmaktadir (Patel ve digerleri, 2023; Boyacioglu ve digerleri, 2016).

Oksidorediiktazlar: H, O, ve elektronun bir substrattan digerine transferini saglayan
oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarini Katalize eden tiim enzimleri igerir. Katalaz bu

grupta yer almaktadir.

Transferazlar: Metil, fosfat, agil veya amino glikozil gibi bir grubun bir maddeden

digerine transferini katalize eder.

Hidrolazlar: Ester, asit, anhidrit, peptid, eter, glikoz, C-C, C-O, C-N baglar1 gibi

baglarin hidrolizini katalize eder.

Liyazlar: Yeni ¢ift baglar veya halka yapilar olusturarak hidroliz ve oksidasyon

disindaki yontemlerle ¢esitli kimyasal baglar1 kirma yetenegine sahiptir.

Izomerazlar: izomerizasyon reaksiyonunu yani bir molekiil i¢indeki geometrik ya da

yapisal diizenlemeleri katalize eder.

Ligazlar (Sentetazlar): ATP veya diger fosfatlardan yararlanarak, bunlardaki
pirofosfat bagmin hidrolizi sonucu eslesmis olan iki molekiil arasindaki baglarin

birlesmesine olanak saglayan enzimlerdir (Patel ve digerleri, 2023; Boyacioglu ve
digerleri, 2016).



2.1.2 Katalaz ve katalazlarin simiflandirilmasi

Aerobik organizmalar, hiicreleri reaktif oksijen bilesiklerine (ROS) karsi
korumaktadir. Bu bilesiklerin par¢alanmasini saglamak i¢in farkli enzim sistemleri
gelistirilmistir. Katalaz (EC 1.11.1.6), baz1 durumlarda zararl1 olarak bilinen hidrojen
peroksite (H202) kars1 koruma saglayabilen enzimlerden birisidir (Kalko ve digerleri,
2001). Katalazlar, hidrojen peroksiti (H202) su ve oksijene parcalayan (Reaksiyon
2.1), antioksidan metalloenzimler grubuna ait olan ve canli organizmalarin hiicre
omriiniin uzatilmasina énemli katki sagladig1 bilinen enzimlerdir (Yiiziigiillii ve Ogel,
2013). Reaksiyon 2.1, reaktif oksijen bilesiklerinden (ROS) olan H202’in birikimini
engelleyerek hiicreleri ROS’un zararl etkilerinden korumaktadir (Mate ve digerleri,
2001).

2H02, — 2HO+ 02 (2.1)

H20. ayn1 zamanda temizlik ve agartma isleminde de kullanilan oksidan-rediiktan bir
madde olarak bilinmektedir. Meyve ve sebze sanayisinde klor yerine yiizey
sterilizasyonunda, kuru kayisilardan kiikiirt dioksitin temizlenmesinde ve kuru
incirlere parlak goriiniim kazandirilmasinda kullanilmaktadir. Siit sektoriinde siitiin
eksimesini geciktirmek ve aromali peynir lretiminde laktik asit bakterilerinin
gelisimini desteklemek i¢in soguk sterilizasyon ajani olarak kullanilan H>O>, katalaz
sayesinde ortamdan uzaklastirilmaktadir (Ozkan ve Kirca, 2001; Er Demirhan ve
Sarrmehmetoglu, 2009; Yiiziigiilli ve Ogel, 2013; Upadhyay ve digerleri, 2014;
McSweeney, 2016). Ayrica, aromali peynirlerde aroma olusumuna izin vermeyen
laktik asit gelisiminin Onlenmesinde kullanilmakta, kii¢iik isletmelerde siitiin
islenmesine kadar bozulmasini engellemek amaciyla siite eklenmektedir. Bahsedilen
0zelliklerin yani sira aseptik dolum ambalaj1 ve ekipmanlariin dezenfeksiyonunda da
H20. kullanilmaktadir (Ozkan ve Kirca, 2001). Endiistriyel proseslerde bahsedilen
sebeplerden dolay1 kullanilan H>O>’in proses sonrasi ortamdan temizlenmesi i¢in de

katalaz kullanilmaktadir.

Katalazin glikoz oksidaz ile glikoz icermeyen diyet icecek ve maltoz iiretiminde,
fruktoz icermeyen invert seker eldesinde kullanildigi bilinmektedir (Eskin, 1990;
Hammer, 1993). Firincilik endiistrisinde kararmaya sebep olan glikozun okside olarak
uzaklastirilmasi i¢in yeterli oksijeni saglamak amaciyla katalaz ile glikoz oksidaz

enzim kombinasyonunun H20O: ile birlikte kullanilmasi tercih edilmektedir (Hammer,



1995; DeMan, 1999). Enzim kombinasyonunun kullanim alanlari arasinda cam
siselerdeki, konserve ve kutu igeceklerin agiz kismindaki oksijenin uzaklastirilmasi,
sarap ve mayonezde gozlemlenen biyolojik olmayan kararmanin Onlenmesi yer
almaktadir (Uhlig, 1998; DeMan, 1999). Ayrica bu iki enzimin kullanilmasiyla
gidalarin ¢cabuk bozulmasinin engellendigi bildirilmistir (Yiiziigiillii ve Ogel, 2013).

Katalazlar, aktif bolgeleri, alt birimlerinin biiyiikliigii ve sekans gruplarina gore ii¢
genel gruba ayrilmaktadir (Loewen ve digerleri, 2015). Bu gruplari; demir/hem (heme,
haem) grubu iceren Ve tipik katalazlar olarak da bilinen monofonksiyonel katalazlar,
hem grubu igeren ve ¢ift aktivite gosteren katalaz-peroksidazlar ve demir/hem yerine

mangan iceren katalazlar (Mn-katalaz) olusturmaktadir.

Demir/hem grubu igeren monofonksiyonel katalazlar, molekiil agirliklarina gore iki
alt gruba ayrilmaktadir. Kiigiik alt birim katalazlar ¢ogunlukla 55 ile 65 kDa arasinda
degisen bir molekiiler agirliga sahipken, biiyiik alt birimli katalazlar daha uzun bir
karboksil terminal boélgesi (C-terminal) nedeniyle 75-80 kDa araliginda molekiil
agirligina sahiptir (Zarate-Romero ve digerleri, 2013). Monofonksiyonel katalazlar,
tetramerik bir yapiya sahip olup H202’in par¢alanmasimi iki ayr1 adimda

gerceklestirmektedir (Chelikani ve digerleri, 2004; Yiiziigiillii ve Ogel, 2013).

Bir baska katalaz grubu olan katalaz-peroksidazlar ortamda uygun bir organik elektron
vericisi mevcut oldugunda, bu mevcudiyetin yaninda H202 seviyesinin diisiik oldugu
durumlarda peroksidaz aktivitesi sergileyebilmektedir (Zamocky ve digerleri, 2008;
Chelikani ve digerleri, 2004). Grup, homodimer yapiya ve 120-340 kDa arasinda

degisen molekiil agirligina sahip enzimlerden olusmaktadir.

Mn-katalazlar, demir/nem grubu icermeyip Mn igerdiklerinden dolay1r psddo-
katalazlar olarak da adlandirilmaktadir. Bu grupta bulunan katalazlarin sayisi

monofonksiyonel katalazlara gére daha azdir (Chelikani ve digerleri, 2004).

2.1.3 Fenol oksidaz

Fenol oksidazlar canli sistemlerde yaygin olarak metal iyonlarinin ve fenolik
maddelerin toksik etkilerini azaltmak ve antimikrobiyal korumaya katkida bulunmak
igin iiretilmektedir (Sinsabaugh, 2010). Fenol oksidaz aktivitesinden ¢ay ve kakao
tiretimi gibi birgok endiistriyel proseste yararlanilmaktadir (Yilmaz ve Elmact, 2018).
Bunlarin yani sira enzimatik esmerlegsmeden de sorumludurlar. Fenol oksidazlar

meyve ve sebzelerde bulunan fenolik bilesiklerin kahverengi pigmentlere
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oksidasyonunu katalize eden ve bakir igeren bir enzim grubudur (Mayer, 1986).
Enzimatik esmerlesme, organizmada bulunan fenolik bilesiklerin kinona doniismesi,
ardindan kinonlarin polimerlesmesi ve bunun sonucu olarak kahverengi, siyah ve
kirmizi pigmentlerin olusmasindan kaynaklanmaktadir. Bu olaylardan sorumlu olan
enzimler polifenol oksidazlar [EC 1.14.18.1; difenol: oksijen oksidorediiktaz;
polifenol oksidaz (PPO)] ismiyle bilinmekle birlikte; tirozinazlar, katekolazlar,

krezolazlar ve fenolazlar olarak da adlandirilmaktadir (Cerrahoglu ve Arabaci, 2016).

Fenol oksidazlar lakkaz, tirozinaz ve katekol oksidaz olmak flizere ii¢ alt gruba
ayrilmaktadir. Lakkazlar, coklu bakir atomu bulunduran fenol oksidaz grubunun bir
parcasi olup molekiiler oksijeni suya indirger. Indirgeme ile cesitli para- (p-) ve orto-
(o-) difenolik maddelerin oksidasyonunu kataliz eder (Endo ve digerleri, 2003;
Hoegger ve digerleri, 2006). Tirozinazlar, monofenol bilesiklerinin o-difenollere
hidroksilasyonunu ve ardindan o-difenollerin molekiiler oksijen ile 0-kinona
oksidasyonunu katalize ederek melanin sentezinde goérev almaktadir (Decker ve
digerleri, 2006).

2.1.4 KATFO’nun cift islevselligi

S. thermophilum katalazi her biri yaklasik 80 kDa molekiil agirligindan meydana gelen
tetramerik bir enzim olup her bir alt iinite de bir adet olmak {izere toplam da dort adet
d-tipi demir/hem grubu igermektedir (Sutay Kocabas ve digerleri, 2008; Koclar Avci
ve digerleri, 2013). KATFO, monofonksiyonel katalaz ailesine ait olmasina ragmen
katalitik aktivitesine ek olarak H20: yoklugunda fenolik bilesikleri (o-difenolik
bilesikler, 6zellikle katekol) oksitleme yetenegine de sahiptir (Yiiziigiillii ve digerleri,
2013). KATFO’da gozlemlenen cift aktivitenin ayni aktif bolgede meydana gelip
gelmedigini belirlemek i¢in catpo geni klonlanip aktif bolgeye yonelik mutagenezle
aragtirtlmistir. Sonug olarak her iki aktivitenin de ayni merkeze bagh oldugu tespit

edilmistir (Yizigilli ve digerleri, 2013).

Monofonksiyonel katalazlarin ¢ift aktivite yetenegi ilk olarak Vetrano ve digerleri
(2005) tarafindan rapor edilmistir. Memeli hiicrelerinden elde edilen katalazin
substrat1 olan H2O2’in yoklugunda oksidaz aktivitesine sahip oldugu bildirilmis olup
memeli  katalaz-oksidazi olarak  adlandirilmigtir.  Monofonksiyonel  olarak

siniflandirilan katalazlarda ikincil (fenol) oksidaz aktivite varliginin tahmin edilenden



¢ok daha fazla olabilecegi, hatta insanda bile olabilecegi ongoriilmiistiir (Vetrano ve
digerleri, 2005; Yiizigulla ve digerleri, 2013).

KATFO ile ilgili ¢alismalar Cizelge 2.1’de sunuldugu gibi ilk olarak Yelda KAPTAN
isimli arastirmacinin 2004 yilinda yiiksek lisans tezi ile baglamistir (Kaptan, 2004). Bu
yiiksek lisans tezinde S. thermophilum’dan iretilen enzimin fenol oksidaz oldugu
raporlanmistir. 2006 yilinda Yelda KAPTAN isimli aragtirmacimnin da iginde
bulundugu Prof. Dr. Ufuk BAKIR ve Prof Dr. Ziimriit Begiim OGEL’in
yonetimindeki arastirma grubu tarafindan S. thermophilum kullanilarak iiretilen

enzimin fenol oksidaz oldugunu bildiren makale yaymlanmistir (Ogel ve digerleri,
2006).

Bu yaymin akabinde, tamamlanan bu tez ¢alismasinin danismani da olan Prof. Dr.
Didem SUTAY ’1n doktora calismalar1 kapsaminda Leeds Universitesi’nde (Ingiltere)
gerceklestirdigi arastirmalarda enzimin aslinda bir katalaz oldugu ancak fenol oksidaz
aktivitesi de gosterdigi tespit edilmistir. Tespit sonucu enzim katalaz-fenol oksidaz
(KATFO) olarak isimlendirilmis ve ardindan ilk defa bu enzimin yapisal
¢oziimlenmesine dair X-151m1 kristalografi calismalar1 baslatilmistir.  Arastirma
sonuglari hem arastirmacinin doktora tezinde (Sutay, 2007), hem de makale olarak

yaymlanmistir (Sutay Kocabas ve digerleri, 2008; Sutay Kocabas ve digerleri, 2009).

Bu kesfin iizerine enzimin biyokimyasal ¢aligmalarina hiz verilmis ve ayni ¢alisma
grubundan farkli arastirmacilar KATFO’nun biyokimyasal ozellikleri ve yapi
¢oziimlemesi i¢in c¢aligma yapmaya yogunlasmistir. 2010 yilinda Yonca
YUZUGULLU doktora tezinde, enzimin fonksiyonel ve yapisal analizini ¢calismistir
(Yiiztigiilli, 2010). Yiiziigilli ve digerleri (2011) tarafindan enzimin fenolik bilesikler

varliginda tiretimi ve tanimlanmasiyla ilgili makale de yayinlanmistir.

Yiiziigillic ve digerleri (2013) tarafindan biyokimyasal ve yapisal ¢oziimleme
caligmalar1 kapsaminda, enzimin rekombinant olarak iiretilmesi ve iiretilen enzimin
yap1 c¢Oziimlenmesi ile ilgili c¢alisma yaymlanmistir. Ardindan 2013 yilinda
KATFO’nun ve diger katalazlarin gida sanayisindeki 6nemi iizerine derleme makale
Yiiziigiillii ve Ogel (2013) tarafindan yayinlanmistir. Son olarak Yiiziigiillii Karakus
ve digerleri (2018) katalaz kompleksinin klasik katalaz inhibit6rii 3-amino-1,2,4-
triazol (3TR) ile kristal yapisinin 1,95 A ¢dziiniirliikte belirlenmesi iizerine bir makale

yayinlanmistir (Yiziigillii Karakus ve digerleri, 2018).
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Cizelge 2.1 : KATFO ile ilgili yayinlanmig ¢alismalar.

Calismanin bashgi

Calismanin amaci

Calismanin sonucu

Kaynak

Utilization of Scytalidium thermophilum
phenol oxidase in biorganic syntheses

Caligmanin amaci S. thermophilum fenol oksidazinin
biyoorganik sentezlerde kullanilmasidir.

Bazi organik ¢Ozgenlerin enzim iizerine etkisi incelenmis ve
DMSO, enzim iizerindeki aktivator etkisi sebebiyle organik
substratlar i¢in daha uygun ¢6zgen olarak saptanmustir. Ayrica
kiiltiir ortaminda bulunan fenol oksidazlarin benzoin, hidrobenzoin
ve benzoil benzoini oksitleyebildikleri saptanmustir.

Kaptan, 2004

Production, properties and application to
biocatalysis of a novel extracellular

Fungal fenol oksidaz olarak benzersiz 6zelliklere sahip S.
thermophilum'un hiicre dis1 fenol oksidazinin iretimi ve

S. thermophilum'un fenol oksidaz iiretebildigi ancak aktivitenin
fenolik asitlerin varliginda indiiklenebildigi tespit edilmistir. Test

alkaline phenol oxidase from the hem kiiltiir siipernatantlart hem de kismen saflagtirilmis  edilen fenolik asitler arasinda gallik asit ve tannik asitin en etkili Ogel ve
thermophilic fungus Scytalidium  enzimler kullanilarak bazi biyokimyasal ve Kkatalitik indiikleyiciler oldugu raporlanmistir. digerleri,
thermophilum ozelliklerinin karakterizasyonu amaglanmustir. 2006
Purification, characterization, S. thermophilum’un fenol oksidaz aktivitesi olan Calismanin sonunda saflagtirma, aminoasit sekanslama ve yapi
crystallization and preliminary X-ray enziminin tanimlanmasi ve smiflandirilmas1  analizi deneyleri asamasinda, enzimin aslinda katalaz oldugu, ancak
structure determination of Scytalidium amaglanmistir. Bu amagla, enzim tiretimi, saflagtirilmasi, bunun yaninda fenol oksidaz (katekol oksidaz) aktivitesi de
thermophilum bifunctional catalase and biyokimyasal karakterizasyonu ve yapisinn X-isim  gosterdigi  tespit  edilmisti. ~ Enzim  KATFO  olarak  Sutay, 2007
identification of its catechol oxidase analizi ile belirlenmesi ¢alismalari gergeklestirilmistir. —isimlendirilmistir.
activity Bu calisma KATFO’nun biyokimyasal
karakterizasyonunu ve ek fenol oksidaz aktivitesini
tanimlamay1 amaglayan ilk caligmadir.
Purification, characterization, and S.thermophilum'dan ¢ift aktiviteli bir enzim olan katalaz- Calismada KATFO, %46 verimle 10 kat saflagtirilmistir.
identification of a novel bifunctional fenol oksidazin (KATFO) tammlanmasini agiklanmistir. KATFO’nun molekiiler agirligi (320 kDa) ve izoelektrik noktasi
catalase-phenol oxidase from Scytalidium  Ogel ve digerleri’nin (2006) yaptig1 ¢alismada enzimin  (pI) 5.0 bulunmustur. KATFO'ya ait N-terminal amino asit dizisi Sutay
thermophilum hiicre dig1 fenol oksidaz oldugunu bildirilmistir. Fakat ~Ser-Gly-GlIn-Ser-Pro-Leu-Ala-Ala-Tyr-Glu seklinde ~ [<ocabas ve
saflagtirma, karakterizasyon ve amino asit dizilimi raporlanmigtir. Katalaz ve fenol oksidaz aktiviteleri i¢in stabilite ve digerleri,
sonrasinda enzimin fenol oksidaz aktivitesi de sergileyen  kinetik analiz de gerceklestirilmistir. 2008
bir katalaz oldugu ortaya ¢ikmustir.
Crystallization and preliminary X-ray KATFO’nun yapisal ¢oziimlenmesinin ilk kez KATFO’nun ii¢ boyutlu yapisina dair ilk bulgular yayinlanmistir.
analysis of a bifunctional catalase-phenol amaglandigi ¢aligmadir. KATFO ile kez X-igini Sutay
oxidase from Scytalidium thermophilum  kristalografi teknigiyle incelenmistir. Kocabas ve
digerleri,
2009
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Cizelge 2.1 (devam) : KATFO ile ilgili yaymlanmig ¢alismalar.

Caliymanin bashg:

Calismanin amaci

Caliymanin sonucu

Kaynak

Functional and structural analysis of
catalase-phenol oxidase from Scytalidium
thermophilum

Calismada KATFO’nun fonksiyonel ve yapisal analizinin
incelenmesi i¢in 15 farkli fenolik maddenin enzim
dretimini etkileyebilme potansiyelinin arastirilmasi
amaglanmistir. Calismanin baginda  saflastirilmamig
enzim kullanilarak gerceklestirilen substrat seciciligi ve
inhibitér denemelerini, ileriki fonksiyonel ve yapisal
analizler i¢in liretim, saflagtirma, klonlama, ekspresyon,
mutasyon ve kristallografi calismalari izlemistir.

Enzim karakterizasyonu i¢in gergeklestirilen substrat segiciligi ve
inhibitor testleri, ¢aligmanin sonunda KATFO’nun fenol oksidaz
yapisinin daha ¢ok katekol oksidaza benzedigini gostermistir. Bazi
fenolik bilesiklerin enzim {iretimini artirdigi ve bu bilesiklerden
katekol, resorsinol ve vanilik asidin KATFO iiretimini baskiladigi;
kafeik asit, mirisetin ve resveratroliin ise KATFO iiretimini artirdigt
raporlanmigtir.

Yiiziigiilli,

2010

Production of a novel bifunctional
catalase-phenol oxidase of Scytalidium
thermophilum in the presence of phenolic
compounds

Calismada KATFO’nun fenolik bilesiklerle etkilesimini
incelemek i¢in 14 farkli fenolik maddenin KATFO
iiretimi lizerindeki etkileri test edilmigtir.

Caligilan bazi fenolik maddelerin  (katekol, kumarik asit,
hidrokinon, kaempferol, mirisetin) ¢ogalma tizerinde olumsuz etki
yaptig1, digerlerinin ise ¢ogalmayi olumsuz yonde etkilemedigi
veya biyokiitleyi en ¢ok %50 artirarak biiyiimeyi artirdig: (kafeik
asit, klorojenik asit, katesin, gallik asit, resorsinol, vanilik asit)
raporlanmigtir.

Yiiziigilli ve
digerleri,
2011

Structure, recombinant expression and
mutagenesis studies of the catalase with
oxidase activity from  Scytalidium
thermophilum

KATFO’nun biyokimyasal ve yapisal ¢oziimleme
caligmalar1 kapsaminda, rekombinant olarak iretilmesi
ve dlretilen enzimin yapt c¢oziimlenmesi ile ilgili
calismanin yapilmast amaglanmustir.

Calismada kodon optimizasyonlu bir catpo geni klonlanmis ve
Escherichia coli'de ifade edilmistir. KATFO'nun {iretimi ve yapi
¢oziimlemesinin ardindan daha 6nce belirlenen katalaz yapilarina
yiiksek derecede yapisal benzerlik gosterdigi bildirilmistir.
Benzerligin, katalaz aktivitesinin H202 varliginda baskin oldugunu
gosteren ¢alismay1 (Sutay Kocabag ve digerleri, 2008) destekledigi
bildirilmistir. H2O2in yoklugunda ise diisiik seviyede fenol oksidaz
aktivitesine dair agik kanitlar gdzlemlenmistir.

Yiiziigilli ve
digerleri,
2013

Cift aktiviteli katalaz-fenol oksidazinin ve
diger katalazlarin gida sanayisindeki
Onemi

Derleme ¢aligmasinda, KATFO ve diger katalazlarin gida
sanayisindeki 6neminin vurgulanmasi amaglanmustir.

Calismanin  sonunda katalazin  kesfedilmis ikincil oksidaz
aktivitesinin enzimoloji agisindan yeni bir bulgu oldugu
raporlanmigtir. Bu ¢ift aktivitenin daha ayrintili galigilmasinin
diisiik maliyetli ve yiiksek verimli katalaz {iretimine genis ufuklar
kazandiracag diistiniildiigi bildirilmistir.

Yiiziigillii ve
Ogel, 2013

Identification of the site of oxidase
substrate  binding in  Scytalidium
thermophilum catalase

KATFO’nun klasik tek fonksiyonlu katalaz yapisina
sahip olmasina ragmen, katekol ve fenol dahil olmak
iizere bir dizi kiigiik organik maddeye karsi oksidaz
aktivitesine de sahip oldugu bildirilmistir. Katalaz
kompleksinin klasik katalaz inhibitérii 3-amino-1,2,4-
triazol (3TR) ile kristal yapismin 1,95 A ¢oziiniirliikte
belirlenmesi amaglanmustir.

Calismanin sonunda yapisal, mutasyon ve kinetik verilerine
dayanarak, memeli katalazlarindaki NADPH'nin nikotinamid kismi
tarafindan iggal edilen, yan kanalin girisindeki cebin, hem oksidaz
substratinin  hem de 3TR baglanmasinin yeri oldugunu
bildirilmistir.

Yiiziigalli
Karakus ve
digerleri,
2018
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Yapilan ¢aligmalardan yola ¢ikilarak, KATFO’nun kesfinden itibaren enzim hakkinda
farkli birgok acidan aragtirmalarin  gerceklestirilmis oldugu goriilmektedir.
Biyokimyasal agidan detayli sekilde calisilmis ve karakterize edilmis olan KATFO
icin bir sonraki asamanin ticari iretim i¢in ilk c¢aligmalarin yapilmasi oldugu
diistiniilmiistiir. Ticari {iretim i¢in de ilk basamakta besi yeri optimizasyonunun
yapilmasi hem yiiksek verim hem de diisiik maliyet hedefi i¢in 6nem arz etmektedir.
Ayrica, s1vi kiiltiirde iiretilen enzimin ticari son {iriin haline gelebilmesi i¢in toz formda
elde edilmesi de onemlidir. Bu kapsamda tez calismasinda laboratuvar dlgeginde
KATFO iiretim (fermantasyon) kosullarinin optimizasyonu ve iiretilen enzimin

kurutularak toz formda eldesi amaglanmustir.

2.1.5 Scytalidium thermopilum (Mycothermus thermophilus)

Tez calismasinda enzim iireticisi olarak kullanilan mikroorganizma Humicola
insolens, Torula thermophila, Humicola grisea var. Thermoida ve yeni ismi ile
Mycothermus thermophilus olarak da bilinen Scytalidium thermophilum (Sekil 2.3)
isimli termofilik bir kiiftir (Tuomela ve digerleri, 2000). S. thermophilium, gida

tiretiminde kullanilan ve patojenik 6zellikte olmayan giivenli bir mikroorganizmadir.

Sekil 2.2 : S. thermophilum’a ait 151k mikroskop goriintiisii (Straatsma ve Samson,
1993).

2.2 Enzim Uretimi

Enzimler; hayvan, bitki ve mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Maliyetinin
yiiksek olusu ve ekstraksiyonunun giigliigii gibi nedenlerle hayvansal kaynaklar enzim
iretiminde daha az tercih edilmektedir. Bitkisel kaynaklar da mevsime baglh olarak

degisken karakterde olmalar1 nedeniyle endiistriyel enzim iiretiminde tercih
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edilmemektedir. Mikroorganizmalar ise kisa siirede cogalmalari, tiretimlerinin verimli
ve kolaylikla kontrol edilebilmesi, ekstraksiyon yontemlerinin kolayligi, genetik
miidahalelere uygun olmalar1 ve kararli olmalar1 gibi nedenlerle en ¢ok tercih edilen
enzim kaynaklaridir. Mikroorganizmalar tarafindan hiicre disina salinan enzimlerin
ekstraksiyon ve saflastirma islemleri de hayvansal ve bitkisel kaynaklara kiyasla daha
kolaydir (Ogawa ve Shimizu, 2004). Endiistriyel boyutta enzim tiretiminde kullanilan
baslica mikroorganizmalar bakteri ve kiiflerdir (Ponstein ve digerleri, 2003). Bakteri
ve kiifler verimin yiiksek olmasi, siirekli {iretimin saglanabilmesi, enzim aktivitesinin
korunmasi ve ekonomik agidan avantajli olmasi gibi istiinliikler nedeniyle en ¢ok
tercih edilen kaynaklardir. Endiistriyel ihtiyaglar karsilayabilecek yeni enzimlerin ve
bu enzimleri iretebilen mikroorganizmalarin arastirtlmasi onemlidir. Termofilik
kosullar altinda ¢ogalabilen mikroorganizmalarin ise endiistrinin talep ettigi
enzimlerin elde edilmesinde Gnemli bir yere sahip oldugu bildirilmistir (Kiran ve

digerleri, 2006).

Tutuklanmig (immobilize) enzim kullanimi da sahip oldugu avantajlardan dolay1
yaygimlasmistir (Swaisgood, 2003; Boyacioglu ve digerleri, 2016). Otomasyon
kolayligi, atik sorununun giderilmesi, kolaylikla geri kazanim, ayni parti enzimin
birden fazla kullanilabilmesi ve iirlinlin enzim ile kontamine olmamas1 bu avantajlar
arasindadir (Tischer ve Kasche, 1999). Enzimlerin tutuklanmasinda fiziksel ve
kimyasal yontemler kullanilmakta olup, kullanilan teknikler tutunma ve hapsolma

olarak ikiye ayrilmaktadir (De Paula ve digerleri, 2008).

Enzim tiretiminde besi yeri formiilasyonu fermantasyon teknolojilerinde biiylik oneme
sahiptir. Uygun besi yeri formiilasyonu diisiik maliyetle en yiiksek {iriin olusum hizina
imkan verip yiiksek biyokiitle konsantrasyonu saglamalidir. Ayrica istenmeyen
tirtinlerin olusumuna engel olmali ve siirekli bir kaliteye sahip olmalidir (Madigan ve
digerleri, 2012). Besi yerileri (kiiltiir ortamlar1) karmasik ve tanimli ortamlar olmak

tizere ikiye ayrilmaktadir.

Endiistriyel enzim tiretiminde en yaygin kullanilan biyoreaktdrler ise karistirmali tank,
hava kaldirmali ve kabarcikli kolon reaktorlerdir (Allman, 2006). Tim
biyoreaktdrlerin sahip olmasi gereken temel 6zellikler mevcuttur. Bunlar genel olarak
calisilacak mikroorganizmanin gereksinim duydugu havalandirma ve karistirmay:
saglamak, sicaklik ve pH kontrolii saglamak, pilot 6lgekli biyoreaktorle benzer yapiya

sahip olmak ve en Onemlisi en diisiik maliyetle en verimli liretimin yapilmasinin

14



mimkiin olmasidir (Yesiladali ve digerleri, 2016). Bir fermantasyon prosesinin
basarist biyokiitle ve iirlin olusumu icin gerekli olan tanimlanmis ¢evresel kosullarin
devamliligina baghdir. Bu nedenle sicaklik, pH, karistirma hizi, oksijen
konsantrasyonu gibi ¢ok sayida parametrenin reaksiyon sirasinda optimum diizeylerde
tutulmalart gerekmektedir. Bu oOlgiimler ve kontroller sensorler yardimi ile

yapilmaktadir (Reuss, 1994; Raj ve Karanth, 2005).

2.3 Melas

Bu tez ¢alismasinda S. thermophilum’dan KATFO iiretim kosullarinin optimizasyonu
calismalar1 kapsaminda maliyetin diisiiriilmesi amaciyla kiiltiir ortaminda karbon
kaynag1 olarak glikoz yerine melasin kullanilabilirligi arastirilmistir. Melas, seker
(sakkaroz) tiretim siirecinde Kristalizasyon asamasinda ortaya cikan, viskoz, koyu
kahverengi ve zayif akiskanliga sahip sivi bir yan iriindiir (Chauhan ve digerleri,
2011). Melasin ana bilesenleri genel olarak karbonhidratlar ve sudur. Melas yiiksek
miktarda sakkaroz ve indirgen seker bulundurmaktadir. Melasin seker icerigi %40-
60'a (a/a) ulasirken, su igerigi %20'nin (a/a) altindadir (Pattanakittivorakul ve digerleri,

2019).

Melas diger karbon kaynaklariyla kiyaslandiginda yiiksek miktarda seker i¢erdiginden
katma degerli biyoiirtinlerin tiretiminde ucuz bir ham madde olarak tercih edilmektedir
(Zhang ve digerleri, 2019). Melas kullanilarak katma degerli tiriinlerin elde edilmesi
cevre kirliligini ve atilan melasin sebep oldugu kaynak israfin1 azaltmanin yani sira,
onemli ekonomik faydada da saglamaktadir (Zhang ve digerleri, 2021). Melas
kullanilarak, laktaz, fitaz, iniilinaz ve lipaz gibi bir¢ok endiistriyel enzimin gesitli
mikroorganizmalar tarafindan {iretiminin gergeklestigi bildirilmistir (Zhang ve
digerleri, 2021).

Germec ve Turhan (2020) tarafindan yayinlanan ¢alismada seker pancari melasi
kullanilarak Aspergillus niger iniilinazinin ¢alkalamali inkiibatérde (100 mL) ve
karistirmali tank biyoreaktorlerinde (5 L ve 30 L) dretimi, saflastirilmasi, enzim
kinetigi ve karakterizasyon sonuglar1 raporlanmistir. Godini ve digerleri’nin (2017)
yaptig1 calismada ise Kocuria sp. ASB107 kullanilarak katalaz elde edilmistir. Yapilan
calismada fermantasyon ortamina karbon kaynagi olarak melas ve azot kaynagi olarak
maya ekstrakti eklenmistir. Melas %1-3 (h/h), maya ekstrakti ise %0,5-2,5 (a/h)

araliginda katkilanmistir. Ayrica fermantasyon ortaminin ¢alkalama hizi1 100-200 rpm,
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inokulum orami ise %2,5-7,5 (h/h) araliginda ¢alisilmistir. En yiiksek katalaz
aktivitesinin %3 (h/h) melas, %0,5 (a/h) maya ekstrakti, 200 rpm ¢alkalama hizi ve
%7,5 (h/h) inokulum oraninda 3399,08 U/mL olarak bulundugu bildirilmistir.

2.4 Enkapsiilasyon

Enkapsiilasyon ya da diger ismiyle mikrokapsiilleme, aktif haldeki bilesenlerin
(¢ekirdek malzeme) gevredeki farkli bir malzeme (duvar, kaplama veya kapsiilleme
malzemesi) icerisine hapsedilerek, korunmas: ve iletilmesi i¢in kullanilan tekniktir
(Castro-Rosas ve digerleri, 2017). Enkapsiilasyon islemiyle ¢ekirdek malzeme ve dis
ortam arasinda fiziksel koruyucu bir g¢eper meydana gelmektedir. Ceper, aktif
bilesenin dis etkenlerden korunmasina ve saliniminin kontrol edilebilmesine yardimci
olurken, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine de olumlu bir etki saglamaktadir. Hassas
bilesenlerde ise ugucu kayiplarmin en diisiik seviyede tutulmasi amaglanmaktadir.
Enkapsiilasyon islemi genel olarak aktif bilesenin gevredeki bilesenlerle etkilesimine
izin vermeyerek bilesigin stabilitesine ve islenebilirligine yardimci olmaktadir
(Ribeiro ve digerleri, 2020).

Gilintimiizde enkapsiilasyon gida, kozmetik, ilag, tekstil, kagit yapimi ve tarim gibi
farkli endiistriyel alanlarda uygulama alani bulmaktadir (Gokmen ve digerleri, 2012;
Ribeiro ve digerleri, 2020). Enkapsiile edilecek olan maddenin, dncelikle maliyeti ve
enkapsiilasyon verimi g6z Oniine alinmalidir. Enkapsiile edilecek maddenin sahip
oldugu kuru maddenin boyut ve yogunluk bilgisi, fizikokimyasal 6zellikleri,
enkapsiilasyon oncesi ve sonra depolama siiresi ile depolama sartlar1 enkapsiilasyonun
kullanilmasinda karar verilecek 6nemli parametrelerdir (Gokmen ve digerleri, 2012).
Enkapsiilasyon isleminde kullanilacak olan malzemenin hem ekonomik ve ulasilabilir
olmas1 hem de kolay islenmesi proses agisindan 6nemlidir. Bahsedilen 6zelliklerin
yani sira enkapsiile edilecek madde ile kaplama malzemesi arasinda tepkime
olmamasi, ¢evresel kosullara kars1 maddeye yiiksek koruma saglamasi gerekmektedir

(Desai ve Park, 2005).

Enkapsiilasyon isleminin basarili kabul edilebilmesi i¢in bahsedilen 6zellikleri tek bir
kaplama malzemesinin saglayabilmesi zor olacagindan ¢ogu zaman birkag kaplama
malzemesi bir arada kullanilir ya da fiziksel ve kimyasal 6zellikleri iyilestirilerek elde
edilen modifiye kaplama malzemeleri kullanilmaktadir (Desai ve Park, 2005).

Kaplama malzemelerinin se¢iminde bir¢ok farkli kriter bulunmaktadir. En 6nemli
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kriterler, kaplama sonrasinda pH degisimini ve elektrolit konsantrasyonunu en az
seviyeye indirmek amaciyla kaplama malzemesinin enzimle tepkimeye girmemesi ve
elektrolit konsantrasyonunun diisiik seviyede olmasidir. Kurutulmus tiriiniin fiziksel
durumu da 6nemlidir ve amorf durum kristal durumdan daha iyi stabilite saglamaktadir

(Capolongo ve digerleri, 2002).

Mikroenkapsiilasyon isleminde en ¢ok kullanilan kaplama malzemelerinin film
olusturabilen sckerler, sentetik polimerler, gamlar, agar, dogal ve modifiye
polisakkaritler, pektin, jelatin ve proteinler gibi maddeler oldugu bilinmektedir
(Gokmen ve digerleri, 2012). Kullanilan kaplama malzemelerinin disiik viskozite ve
seker icerigi yaninda yiiksek ¢Oziiniirliige sahip olmalart enkapsiilasyon igleminde
avantaj saglamaktadir (Avaltroni ve digerleri, 2004). Bu tez c¢alismasinda

enkapsiilasyon malzemesi olarak MD ve mannitol birlikte kullanilmustir.

2.4.1 Maltodekstrin (MD)

MD asit, asit/enzim veya ¢ift enzim hidrolizi ile meydana gelen diisiik maliyetli
doniistiiriilmiis nisasta ve misir surubu arasinda bir ara iirlindiir. Nisastanin aksine
soguk suda ¢oziinebilen MD surup gibi tatli degildir. MD esas olarak a-(1,4) ve a-(1,6)
baglariyla baglanan D-glikoz polimerlerinden olusan sakkarit polimerleridir (Dokic ve
digerleri, 1998; Goula ve Adanopoulos, 2012; Xiao ve digerleri, 2022).

MD’deki nisasta bozunmasinin degeri, indirgen ug gruplarinin igerigini degerlendiren
Dekstroz Esdegerlik Parametresi (DE) ile gosterilmektedir (Garnero ve digerleri,
2013). MD’ler DE degeri 2 ile 20 arasinda degisen doniistiiriilmiis nisasta tirtinleridir.
Polimerizasyon dereceleri (DP) oldukc¢a genis bir araliktadir ve 3-20 glikoz molekiilii

iceren ortalama zincir uzunluguna sahiptirler (Dokic ve digerleri, 1998).

MD’ler gida endiistrisinde gévde olusturucu madde ve kaplama malzemesi olarak
kullanilirken, kozmetikte aroma, koku ve kozmetik yaglar i¢in tasiyici ajan olarak
kullanilmaktadir (Dokic ve digerleri, 1998; Xiao ve digerleri, 2022). MD’ler gida
enddistrisinin yani sira ¢evreye karst hassas olan maddeleri kapsiillemek igin de
kullanilmaktadir. Hassas maddelerden biri olan enzimler MD ile kapsiillendigi zaman
enzimlere oksidatif ve termal stabilite kazandirilmaktadir. Goriiniir ve ultraviyole 1518a
kars1 gosterdigi stabilite ile de maddelerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini

iyilestirmektedir (Shiga ve digerleri, 2001; Xiao ve digerleri, 2022).
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MD yiiksek ¢oziintirliik, diisiik viskozite ve emiilsifikasyon gibi nitelikler a¢isindan
cok yonlii bir kaplama malzemesidir. Kaplama malzemesi hem yiizey aktif madde hem
de kurutma matrisi olarak enzim kapsiillenmesinde ideal yapilar sergilemektedir
(Shiga ve digerleri, 2001). Kurutma ve depolama esnasinda MD kullanilmasi iiriiniin
higroskopikligini, camsi gegis sicakligimi (Tg) ve enkapsiilasyon verimliligini de
artirmaktadir (Xiao ve digerleri, 2022).

Darvishi ve digerleri (2012) tarafindan yayimlanan bir ¢alismada Yarrowia lipolytica
kullanilarak lipaz iiretilip dondurarak kurutma yoluyla toz formda depolanmasi
incelenmistir. Lipazin dondurularak kurutulmasindan once farkli konsantrasyonlarda
(%0,5-1) MD ve gliserol kaplama malzemesi olarak kullanilmigtir. Kaplama
malzemesi kullanilarak kurutulan lipazin kaplama malzemesi kullanilmadan kurutulan
lipaza gore kurutma veriminin 3,5 kat arttigi bildirilmistir. MD ile kaplamasi yapilarak
kurutulan lipazin dehidrasyon islemi sirasinda iyi derecede korundugu, ayrica kurutma

veriminin diger formiilasyonlardan daha yiiksek oldugu rapor edilmistir.

Mehrnoush ve digerleri (2012) tarafindan yapilan calismada mango kabugundan
saflagtirnlmis  pektinazin  dondurularak  kurutma kosullarinin  optimizasyonu
amaglanmistir.  Optimizasyon ¢alismasi i¢in mango kabugundan ekstraksiyon
yontemiyle elde edilen saflagtirilmis pektinazin farkli konsantrasyonlarina (10-50
mg/mL), arap zamki (%1-8 (a/h)) ve MD (%2-6 (a/h)) eklemesi yapilmistir.
Calismanin sonunda pektinaz aktivitesi, verim ve depolama stabilitesi incelenmistir.
Arap zamki ve MD’nin dondurularak kurutulmus pektinazin enzimatik 6zelliklerini

tyilestirdigi rapor edilmistir.

2.4.2 Mannitol

Mannitol, fruktoz tiirevi, alt1 karbonlu poliol veya seker alkoliidiir. Seker alkolleri,
sekerin karboniline (aldehit veya keton) karsilik gelen birincil veya ikincil hidroksil
grubuna indirgendigi bir poliol sinifidir (Wisselink ve digerleri, 2002; Song ve Vieille,
2009). Mannitol ticari olarak glikoz, sakkaroz ve nisastadan hidrojenizasyon yoluyla
iiretilmektedir (Isgéren ve Sungur, 2019). Mannitoliin susuz a-, B- ve 8- mannitol,
metastabil ve amorf mannitol ve hemihidrat olmak iizere farkli formlar1 mevcuttur.
Mannitoliin farkli formlart kurutma ve depolama sirasinda susuz formlara
dontismektedir ve kurutulmus {riinlerin kalitesi {izerinde 6nemli etkileri oldugu

bilinmektedir (Cao ve digerleri, 2013; Osanléo ve digerleri, 2023).
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Mannitoliin, antioksidan (oksijen radikallerinin neden oldugu oksidatif hasara kars1
koruma) ve metabolize edilemeyen bir tatlandirici olarak farkli olumlu etkilere sahip
oldugu varsayilmaktadir (Wisselink ve digerleri, 2002). Mannitol sicaklik ve pH
degisimlerine kars1 kararl1 ve hacim artiric bir maddedir (Isgoren ve Sungur, 2019).
Mannitol, 6zelliklerinden dolay1 farmasotik iriinlerde, gida endiistrisinde ve tipta

bircok uygulama alan1 bulmaktadir (Song ve Vieille, 2009).

Dondurarak kurutma teknolojisinde yardimci madde olarak tercih edilen mannitol,
cams1 gegis sicakligini diisiirmekte ve kurutma sirasinda makroskobik ¢okmeye karsi
direng saglayan kristal yap1 iskeleti olusturmaktadir. Olusan yap1 iskeleti kurutulan
tirtinii stabil hale getirmektedir (Izutsu ve digerleri, 1994; Horn ve Friess, 2018; Adali
ve Barrasi, 2023; Osanloo ve digerleri, 2023).

Capolongo ve digerleri (2002) lignin peroksidazin farkli kaplama malzemeleri ile
enkapsiile edilmesi ile dondurarak kurutma islemi ve sonrasi depolama siiresince
kaplama malzemelerinin stabilite lizerinde etkisini ¢alismistir. Calismada, elektrolit
(DMS tamponu), seker (sakkaroz), protein (BSA), poli-alkol (mannitol) ve polimer
(dekstran) gibi kimyasal olarak farkli kaplama malzemelerinin etkisi incelenmistir.
Mannitoliin, kurutma sirasinda enzim ile etkilesime girerek protein denatiirasyonuna
neden oldugu, depolama siiresinde ise lignin peroksidaz aktivitesini inhibe ettigi

raporlanmustir.

Shiga ve digerleri (2014) alkol dehidrojenazin kurutma islemi sirasinda termal
denatiirasyonunu simirlamak i¢in mannitol igerisinde kapsiillenmesini amaglamistir.
Enzimin enkapsiile edilerek kurutulmus toz formlarindan hepsinin aktif olmadig
bildirilmistir. Aktivite kaybinin sebebinin kullanilan mannitoliin hizli kristallesmesi
nedeniyle kurutma Oncesi forma gore enzim koruma yetenegini bozmus olmasi
ihtimaline vurgu yapilmistir. Mannitoliin kristalizasyonunu azaltmak igin MD ile
beraber kullanilmasina ihtiya¢ duyuldugu raporlanmistir. Bu sekilde uygulanan
enkapsiilasyonda kristalizasyonun engellenebildigi ve enzim aktivitesinin korundugu

bildirilmistir.
2.4.3 Enkapsiilasyon amaciyla kullanilan kurutma teknikleri

Enkapsiilasyon uygulamalarinda kiimeleme, ekstriizyon, molekiiler kalinti, akiskan
yatakta kaplama, ko-kristalizasyon gibi yontemlerin yani sira en ¢ok dondurarak

kurutma ve piiskiirtmeli kurutma yontemleri kullanilmaktadir (Gékmen ve digerleri,
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2012). Dondurarak kurutma istya karsi duyarli malzemeler i¢in oldukg¢a etkili bir
kurutma yontemi olmasina ragmen piskiirtmeli kurutma o6zellikle antosiyanince
zengin malzemelerin enkapsiilasyon uygulamasinda yaygm olarak kullanilan
yontemlerden birisidir (Shahidi ve Han, 1993; DeZarn, 1995).

2.4.4 Dondurarak kurutma

Liyofilizasyon olarak da bilinen dondurarak kurutma maddenin 6nce donduruldugu
daha sonra siiblimasyon ve ardindan desorpsiyon Yyoluyla solvent miktarinin
distiriildiigii bir tekniktir. Dondurarak kurutma solvent miktarmin biyolojik ve/veya
kimyasal tepkimeleri desteklemeyecek degerlere kadar azaltildigi bir stabilizasyon
islemi olarak da tanimlanmaktadir. Dondurmanin amaci, formiilasyonun sicakliginin
diisiiriilmesiyle ¢oziicii ve ¢ozilinenin ayrildigi bir matris ortaya ¢ikartmaktir (Karagiil
ve Altuntas, 2018). Dondurarak kurutma isleminde, dondurulacak madde igerisindeki
su vakum altinda bir bolme icerisinde dondurulan maddeden siiblimasyon yoluyla
buhar olarak uzaklastirilmaktadir. Olusan buhar mekanik bir vakum pompasi veya su

buhari jet piiskiirtme sistemi kullanilarak uzaklagtirilmaktadir (Geankoplis, 2015).

Diger kurutma yontemleriyle karsilastirildiginda en kaliteli tirtin dondurarak kurutma
ile elde edilmektedir. Onemli bir faktdr olan yapisal sertlik, siiblimlesmenin
gerceklestigi ylizeyin donmus olmasiyla ilgilidir. Yapisal sertlik kurutma islemi
tamamlandiktan sonra kurutulmus maddenin seklinin stabil kalmasma yardimci
olmaktadir. Dondurularak kurutulmus maddeler biiziilme olmamis gozenekli bir
yapiya sahip olmaktadir. Bu yap1 sayesinde, tekrar su eklendiginde madde suyu hizla
absorbe ederek (rehidrasyon) kurutma yapilmadan 6nceki yapisina benzer bir yapiya
kavusmaktadir (Sadikoglu ve Ozdemir, 2003; Geankoplis, 2015). Dondurarak kurutma

islemi ti¢ basamakta gergeklestirilmektedir:

1. Dondurma: Diisiik sicaklik uygulamasiyla kurutulacak maddenin dondurulmasi

(genellikle serbest su)

2. Kurutma: Diisiik basing altinda donmus sivinin siiblimlesmesi (birincil kurutma)

ve bagli stvinin (donmamis) kurutulacak maddeden uzaklastirilmasi (ikincil kurutma)

3. Muhafaza: Kontrollii sartlarda depolama (oksijen ve nem bulunmayan genellikle
inert gaz ile doldurulmus hava gegirmeyen depolarda muhafaza) (Sadikoglu ve
Ozdemir, 2003).
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Dondurarak kurutma isleminin birincil kurutma basamaginda kurutulacak maddedeki
serbest su, ikinci kurutma periyodunda ise bagl su uzaklastirilmaktadir (Sadikoglu ve
Ozdemir, 2003). Kurutma yapilmasmin temel amaci, {iriiniin su aktivite degerini
diisiirerek mikrobiyal bozulmayi 6nlemek ve dogrudan raf Omriinii uzatmaktir.
Kurutulan tiriiniin su aktivite degeri diistiik¢e iirlin daha stabil bir hal almaktadir.
Ayrica kurutma islemi ile Urlinlin hacmi azalmakta ve nakliye, depolama gibi
siireclerinde kolaylik meydana gelmektedir. Benzer avantajlar enzim iirlinleri i¢in de
gecerli olup toz forma doniisen enzim friinlerinde, ortamdan serbest su
uzaklastirilmaktadir. Boylece enzim molekiillerinin hareketi kisitlanmakta ve bu

sayede depolama siiresi boyunca enzim aktivite kaybi da azalmis olmaktadir.

Kurutma basamaginda birincil kurutma asamasinda cihazin hazne igerisinde bulunan
basing diiser ve dondurma basamaginda meydana gelen buz kristallerinin
siiblimlesmesi igin 1s1 uygulanir. Cihazin hazne igerisindeki bulunan basing bir vakum
pompasi yardimiyla diisiirtiliir. Vakumun uygulanmasi, su buhariin donmus kiitleden
serbestce hareket etmesine olanak tanir. Siiblimlesme devam ettik¢e donmus kiitle, kek
tipi bir yapt meydana getirir (Deepak ve Igbal, 2015). S6z konusu siiblimlesme,
donmus sivinin, sivi faza gegmeden dogrudan gaz fazina gegisi olarak

tanimlanabilmektedir (Gaidhani ve digerleri, 2015).

Birincil kurutmanin ardindan ikincil kurutmada sicakligin yiikseltilmesiyle, donmus
solvent firlinden uzaklastirilmamis olursa erime gozlemlenebilir. Birincil kurutma
isleminin bitirilecegi noktanin belirlenmesi ¢ok 6nemlidir. Birincil kurutma sirasinda
tirtin sicakligi genellikle -35 ile -20°C arasinda degismektedir. Birincil kurutmadaki
basing degerleri sabit kalip sadece sicakligin yiikseltilmesi ile tiriin matriksi icerisinde

bulunan bagli su uzaklastirilir (Day ve Stacey, 2007).

Birincil kurutma sirasinda kontrol edilebilen islem parametreleri hazne basing degeri
ve raf sicaklik degeridir (Day ve Stacey, 2007). Birincil kurutma asamasinda
donmadan kalan sulu ¢6zelti, ikincil kurutma agamasinda buz siiblimasyon sinirina
kadar liyofilize edilir. Buz siiblimasyonu gerceklesmeyen kati ¢ozelti icinden sulu
¢ozeltinin evaporasyon, desorpsiyon ve difiizyon ile uzaklastirilmasi islemi ikincil
kurutma olarak bilinmektedir. ikincil kurutma, donmamis suyun ¢ogunu desorpsiyon
yoluyla c¢oziinen fazdan wuzaklastirilmas: igin yiiksek sicaklik uygulamasiyla
gerceklestirilir (Roy ve Gupta, 2004).
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Birincil kurutmanin asil amaci, ¢06ziicliniin, siiblimasyon yoluyla matriksten
uzaklastirmak iken, ikincil kurutmanin asil amaci, iiriin igerisindeki nemi biyolojik
aktivite veya kimyasal reaksiyonlarin ger¢eklesemeyecegi bir diizeye indirgemektir.
Liyofilizasyon prosesindeki bu adim aktif bilesenin kinetik aktivitesini yavaslatmanin

bir yolu olarak islev gormektedir (Jennigs, 2008).

Mehrnoush ve digerleri (2012) mango kabugundan saflastirilmis pektinaz igin
dondurarak kurutma yontemi tlizerinde farkli degiskenlerin etkisini gbzlemlemeyi
amaglamistir. Bagimsiz degisken olarak pektinaz igerigi (10-50 mg/mL), arap zamki
(%1-8, a/h) ve MD (%2-6, a/h) segilerek enzimin aktivite, verim ve depolama
stabilitesi degerlendirilmistir. Calisma sonunda mango kabugundan dondurularak
kurutulmus pektinaz igin en uygun kosullarin 30 mg/mL pektinaz ig¢in %4,5 (a/h) arap
zamki ve %4 (a/h) MD kullanilarak elde edildigi bildirmistir. Bu kosullar altinda,
kapsiillenmis pektinazin en yiiksek aktivitesinin 11,12 U/mL, veriminin %86,4 ve
depolama stabilitesinin %84,2 olarak elde edildigi raporlanmistir.

Isleroglu ve digerleri’nin (2019) yaptigi calismada transglutaminaz dondurarak
kurutma teknigi kullanilarak mikrokapsiillenmistir. Calismada homojenizasyon
kosullarinin ve kaplama malzemesi konsantrasyonlarinin enzim aktivitesi iizerine
etkilerinin arastirllmas1 amaglanmistir. Transglutaminaz i¢in kaplama malzemesi
olarak mannitol, arap zamki ve kazein seg¢ilmistir. Enzime farkli homojenizasyon
stireleri (1-5 dk) ve homojenizasyon hizlar1 (11.200-20.000 rpm) uygulanmistir. En
yiiksek enzim aktivitesini saglayan optimum kosullar sirasiyla 11.200 rpm
homojenizasyon hizi, 1,27 dk homojenizasyon siiresi ve Sirasiyla %38,2, %40,2 ve
%21,6 konsantrasyonlarinda mannitol, arap zamki ve kazein karisim: oldugu
bildirilmistir. Optimum sartlarda mikrokapsiillenerek Kkurutulan transglutaminazin
kalan aktivitesi %93, ayni kurutma kosullarinda kaplama malzemeleri olmadan

kurutulan transglutaminazin kalan aktivitesi ise %64 olarak raporlanmaistir.

De Jesus ve Filho (2014) model enzim olarak a-amilaz secerek piiskiirtmeli kurutucu
ile kurutma ve dondurarak kurutma yonteminin enzim aktivitesi ve su aktivitesi
tizerine etkilerinin incelenmesini amaglamistir. Dondurarak kurutma ¢alismalarinda ti¢
dondurma yontemi (dondurucu, aseton ve kuru buz, azot) kullanilmistir. Dondurarak
kurutma islemi -90°C’de 0-24 saat arasinda gerceklestirilmis, elde edilen 6rneklerin

yiiksek enzim aktivitesi ile diisiik su aktivitesi sergiledigi raporlamistir.

22



2.5 Calismanin Amaci

Calismanin amact, ilk agamada termofilik bir kiif olan S. thermophilum (Mycothermus
thermophilus) kullanilarak ¢ift fonksiyonlu KATFO’nun iretim (sivi kiiltiirde
fermantasyon) kosullarinin optimize edilmesidir. Bu amagla, istatistiksel optimizasyon
caligmalarinda karbon kaynagi olarak insan beslenmesi i¢in énemli bir seker olan
glikoz yerine maliyeti diisiik bir yan iiriin olan melas kullanilmistir. Ayrica, KATFO
tiretimini indiikleyici yonde potansiyel etkisi olan H20z’in varliginin etkisi de
incelenmistir. KATFO’nun optimum fermantasyon kosulunun belirlenmesi i¢in 4
degisken ve 3 seviyeli Box-Behnken deney tasarimi (BBD) ve TYM kullanilmistir.
Sicaklik (40-50°C), glikoz konsantrasyonu (20-40 g/L), H20 konsantrasyonu (0-0,05
mM) ve melas konsantrasyonu (%0-3, a/h) bagimsiz degiskenler olarak segilmistir.
Tepki olarak katalaz aktivitesi (U/mL) tespit edilmis ve en yiiksek enzim aktivitesi
hedefiyle optimum kosul belirlenmistir. Calismanin ikinci asamasinda ise, optimum
kosulda tiretilen KATFO’nun enkapsiilasyon ve dondurarak kurutma yontemleri ile
toz forma getirilmesi i¢in en uygun kosullarin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amaca
yonelik olarak 3 degisken ve 3 seviyeli Box-Behnken deney tasarimi (Box ve
Behnken, 1960) ve TYM kullanilmistir. Enkapsiilasyon isleminde MD
konsantrasyonu (1-3 g MD/g kuru madde enzim) ve mannitol konsantrasyonu (1-3 g
mannitol/g kuru madde enzim) ve homojenizator hizi (4000-12000 rpm) bagimsiz
degiskenler olarak se¢ilmistir. Optimizasyon c¢aligmasinda katalaz aktivitesi verimi
(%) tepki olarak secilmis, en yiiksek verim hedefiyle optimum kosul belirlenmistir.
Optimum noktada enkapsiilasyon yapilarak kurutulan KATFO, kontrol (enkapsiile
edilmemis) olarak kurutulan KATFO ve sivi haldeki (ham) KATFO +4°C’de 13
haftalik (91 giin) raf 6mrii analizlerine ve toz iiriine uygulanan analizlere tabi tutularak
enkapsiilasyon ve dondurarak kurutmanin KATFO’nun depolama stabilitesi iizerine
etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu sayede, daha onceki calismalarda detayl
biyokimyasal karakterizasyonu yapilmis KATFO’nun ticari tiretimi igin ilk kez
laboratuvar 6lgeginde fermantasyon ve enkapsiilasyon/kurutma optimizasyonunun

gerceklestirilmesi amaglanmustir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu tez ¢alismasi iki asamada gergeklestirilmistir. Birinci asamada termofilik bir kiif
olan S. thermophilum’dan (M. thermophilus) KATFO iiretim (sivi Kkiiltiirde
fermantasyon) kosullari optimize edilmistir. Ikinci asamada ise optimum
fermantasyon kosulunda iiretilen KATFO kullanilarak en yiiksek enzim aktivite
verimliligine sahip toz formdaki KATFO eldesi i¢in kosullar optimize edilmistir.
Calismada izlenmis olan is akis1 Sekil 3.1’de gosterilmistir. Bu ¢alisma i¢in hem
tiretim kosullart hem de enkapsiilasyon/dondurarak kurutma kosullart BBD ve TYM

kullanilarak optimize edilmistir.

S. thermophilum ¢ogaltilmasi (petri kabi)
KATFO iiretim kosullarinin optimizasyonu (erlen)
KATFO enkapsiilasyon sartlariin optimizasyonu
Optimum noktada iiretim ve liyofilizasyon (Dondurarak kurutma)
Toz {iriin analizleri
Sekil 3.1 : Calismada izlenen is akis semasi.
3.1 Materyal

Bu caligmada kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup MD Applichem
Panreac ITW Companies firmasindan, katekol Acros Organics B.V.B.A. firmasindan,
glikoz Isolab firmasindan ve kullanilan diger kimyasallar Sigma Aldrich, Merck
Millipore ve VWR kimyasal sirketlerinden temin edilmistir. Melas ise Konya’nin I1gin

ilcesinde faaliyet gosteren Ilgin Seker Fabrikasi tarafindan saglanmistir.
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3.2 Mikroorganizma ve Fermantasyon Kosullar:

S. thermophilum ATCC No.16454 (Mycothermus thermophilus), YpSs (maya 6ziitlii)
agar (EK A) iizerinde 45°C sicaklikta 3 giin boyunca inkiibe edilerek ¢ogaltilip stok
kiltlir olarak +4°C’de muhafaza edilmistir. YPSs agardan alinan stok kiiltiir ile 6n

kiiltiir (EK A) hazirlanmistir.

On kiiltiir 50 mI’lik erlenlerde 20 ml besi yeri kullanilarak hazirlanmis ve 24 saat
boyunca 45°C sicaklik ve 155 rpm ¢alkalama hizinda ¢alkalamali inkiibatorde (IKA,
Italya) inkiibe edilmistir. On kiiltiirden alinan inokulum %31 (h/h) oraniyla erlen

icerisine hazirlanan 100 mlI’lik ana kiiltiire (EK A) asilanmustir.

3.3 KATFO Uretim Kosullarinin Optimizasyonu i¢in On Cahsmalar

KATFO iiretim kosullar1 optimizasyonu i¢in besi yerine katalaz tiretimini indiikledigi
bilinen tannik asit, Triton X-100 ve H20: eklenerek etkileri incelenmis, ayrica besi
yeri bileseni (diisiik maliyetli karbon kaynagi) olarak melas ve pektin denemesi

yapilmistir.

Tannik asit i¢in denemede referans konsantrasyon degeri olarak Prof. Dr. Didem
SUTAY n doktora tezinde ¢alisilmis olan ve en yiiksek KATFO aktivitesi saglayan
0,6 g/L tannik asit konsantrasyonu kullanilmistir (Sutay, 2007). Tannik asit ¢alisilan
denemeler i¢in 0,6 g/L orta deger olarak segilmis 0,4 g/L alt deger ve 0,8 g/L iist deger
olarak belirlenmistir. Triton X-100 i¢in yapilan denemede ise referans konsantrasyon
degeri Nishikawa ve digerleri (1993) tarafindan yaymlanmis olan ¢aligma temel
alinarak belirlenmistir. Denemelerde 1 mL Triton X-100/100 ml besi yeri degeri iist
limit olarak, 0,1 mL Triton X-100/100 mL besi yeri alt limit ve 0,5 mL Triton X-

100/100 mL besi yeri konsantrasyonu orta deger olarak belirlenmistir.

Kiiltiir ortammna H202 katkilanmasi denemesi i¢in referans konsantrasyon degeri
olarak Dog. Dr. Yonca YUZUGULLU niin doktora tezinde calisilmis olan ve en
yiksek KATFO aktivitesine ulagilmasini saglayan 0,1 mM H>O> konsantrasyonu
kullanilmistir  (Yziigilli, 2010). Bu deger referans alinarak gergeklestirilen

calismada 0,1, 0,05 ve 0,15 mM H:0O: konsantrasyonlar1 denenmistir.

S. thermophilum’dan KATFO iiretimini artirmak igin kiiltiir ortamina karbon kaynagi

olarak glikoz yerine gesitli konsantrasyonlarda pektin ve melas eklenmistir. Glikozun,
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insan beslenmesi i¢cin monomer yapida 6nemli bir seker olmasi bu tez ¢alismasinda
glikoz yerine farkli karbon kaynaklarin1 deneme ihtiyacini ortaya gikarmistir. Glikoz
yerine seker igerigi yiiksek melas ve pektin kullanilmasi tercih edilmistir. Seker
fabrikalariin bir yan iirlinii olan melas, bileseninin yaklasik %50’sinin seker olmasi

ve diislik maliyetli olmasindan dolay1 tercih edilmistir.

Melas icin referans konsantrasyon degeri olarak Bae ve Shoda (2004a) tarafindan
yayinlanan ¢alismada kullanilmis olan yine Godini ve digerleri’nin (2017) yaptigi
calismada da orta deger olarak kullanilan %2 (a/h) melas konsantrasyonu
kullanilmistir. Melas igin %2 (a/h) orta deger olarak secilmis ve %1-3 (a/h)
konsantrasyon araliginda calisilmistir. S. thermophilum’un ¢ogalabilmesi igin gerekli
olan ana kiiltiir bilesenlerinden birisi 40 g/L glikoz konsantrasyonudur. On denemede
kullanilan farkli melas konsantrasyonu (%1, 2 ve 3, a’h) denemeleri 40 g/L glikoz
varliginda gergeklestirilmistir. Ayrica, farkli bir denemede glikoz igermeyen ve %4

(a/h) melas katkilanan kiiltiir ortamu ile ¢aligilmistir.

Pektinin karbon kaynagi olarak denenmesi i¢in Gromada ve Fiedurek (1996)
tarafindan yaymlanmis olan ¢alismada en yiiksek enzim aktivitesi saglayan 2 mg/mL
pektin konsantrasyonu denemesi referans konsantrasyon degeri olarak kullanilmistir.
Orta deger olarak 2 mg/mL segilmis, alt limit 1 mg/mL ve st limit 3 mg/mL olarak

belirlenmistir.

3.4 KATFO Uretim Kosullarinin Optimizasyonu

KATFO firetiminin optimizasyonu i¢in kiiltiir ortam1 bilesenleri ve fermantasyon
kosullar1 yapilan 6n deneme sonuglarina bagli olarak 4 bagimsiz degisken ve 3
seviyede belirlenmis olup ¢alisma araliklar1 Cizelge 3.1’de gdsterilmistir. Calismada
dort bagimsiz degisken; sicaklik (40-50°C), glikoz konsantrasyonu (20-40 g/L), H20>
konsantrasyonu (0-0,05 mM) ve melas konsantrasyonu (%0-3, a/h) olarak
belirlenmigtir. Sicaklik ve glikoz konsantrasyonu i¢in calisma araliklari onceki
caligmalar temel alinarak belirlenmis olup, H2O, ve melas konsantrasyonu i¢in ¢alisma

araliklar literatiir taramasi ve yapilan 6n denemeler sonucunda tespit edilmistir.
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Cizelge 3.1 : KATFO iiretim optimizasyonu i¢in BBD bagimsiz degiskenleri ve

seviyeleri.
Bagimsiz <. Seviye
Degisken Degisken Adi -1 yO 1
X1 Sicaklik (°C) 40 45 50
X2 Glikoz Konsantrasyonu (g/L) 20 30 40
X3 H20, Konsantrasyonu (mM) 0 0,025 0,05
X4 Melas Konsantrasyonu (%, a/h) 0 15 3

BBD ve TYM kullanilarak Cizelge 3.2°de verildigi gibi, her biri 2 tekrar ve 2 paralel
olmak tizere toplamda 29 deney seti, 5 merkez noktali analiz ile gerceklestirilmistir.
Sonuglar Minitab 18 programi (ABD) ile analiz edilerek optimum ¢alisma kosulu
belirlenmistir. En yiiksek enzim aktivitesi (U/mL) hedeflenerek optimum
fermantasyon kosulu belirlenmistir. Regresyon ve varyans analizleri de (ANOVA)
Minitab 18 programi (ABD) ile yapilmigtir. Calismada modellerin belirlenmesi ve test
edilmesinde F ve p (<0,05) degerleri dikkate alinmistir. Segilen modelin uygun olup
olmadigint tespit etmek igin regresyon katsayilari incelenmistir. Bu amagla,
istatistiksel degerlerden belirlilik katsayis1 (R?), diizeltilmis belirlilik katsayisi (R?-
adjusted), tahmin edilen belirlilik katsayis1 (R*>-predicted), model uyumsuzlugu (lack
of fit) ve tahmini artik kareler toplami (PRESS) tespit edilmistir.

3.5 Sonug¢larin Dogrulanmasi

Elde edilen modelin dogrulanmasi (verifikasyonu) i¢in TYM ile yapilan optimizasyon
calismasi sonrasi belirlenen optimum noktada enzim aktivitesi tayini yapilmis olup

modelden elde edilen teorik sonug ile karsilastirilmistir.
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Cizelge 3.2 : KATFO iiretimi i¢in deney tasarimi.

Kod
Degerleri Kodlanmamis Degerler
Glikoz H202 Melas
Deney Sicakhik Konsantrasyonu Konsantrasyonu Konsantrasyonu
Numaras1 X1 X2 X3 Xa  (°C) (g/L) (mM) (%, a/h)

1 -1 -1 00 40 20 0,025 1,5
2 1 -100 50 20 0,025 15
3 -11 00 40 40 0,025 15
4 11 00 50 40 0,025 1,5
5 0 0 -1 -1 45 30 0 0
6 0 0 1 -1 45 30 0,05 0
7 0 0 -11 45 30 0 3
8 0 0 11 45 30 0,05 3
9 -1 0 0 -1 40 30 0,025 0
10 1 0 0 -1 50 30 0,025 0
11 -1 0 01 40 30 0,025 3
12 1 0 0 1 50 30 0,025 3
13 0 -1-10 45 20 0 15
14 01 -10 45 40 0 1,5
15 0 -110 45 20 0,05 1,5
16 0 1 10 45 40 0,05 15
17 -1 0 -1 0 40 30 0 1,5
18 1 0-10 50 30 0 1,5
19 -1 0 1 0 40 30 0,05 15
20 1 0 1 0 50 30 0,05 15
21 0 -1 0 -1 45 20 0,025 0
22 01 0 -1 45 40 0,025 0
23 0 -1 01 45 20 0,025 3
24 01 01 45 40 0,025 3
25 0 0 0O 45 30 0,025 15
26 0 00O 45 30 0,025 15
27 0 00O 45 30 0,025 15
28 0 0 0O 45 30 0,025 15
29 0 00 O 45 30 0,025 15

3.6 KATFO’nun Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Ana kiiltlir ortamlarindan, optimizasyon ¢aligmalari i¢in her giin, dondurarak kurutma
caligmalar1 i¢in ise en yiiksek enzim aktivitesinin gozlemlendigi 8. giin ornek
alinmigtir. Alinan Ornekler 11000 rpm’de 10 dakika boyunca ¢oziinmemis
kisimlarindan arindirilmak tizere santrifiijlenmistir (Niive, Tiirkiye). Pellet kisimlar
atilmig ve siipernatant kisimlarin katalaz aktivitesi Sutay Kocabas ve digerleri (2008)
tarafindan raporladig1 sekilde incelenmek tlizere ayrilmistir. Aktivitenin belirlenmesi
i¢in substrat olarak 10 mM H20 kullanilmistir. Katalaz aktivitesi, her ikisi de 60°C
sicaklikta dengelenmis; 100 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) ile uygun sekilde

seyreltilmis 10 pL enzim ve 1 mL substratin karistirtlmasi ile oOlgiilmiistiir.
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Spektrofotmetrede (Shimadzu UV-1800, Japonya) 240 nm’de absorbansta meydana
gelen azalma izlenmis ve katalaz aktivitesi Esitlik 3.1°¢ gére hesaplanmistir. Bir enzim
aktivite birimi, dakikada 1 umol H2O2’ nin par¢alanmasini katalize eden enzim miktar1

olarak tanimlanmistir (Sutay Kocabas ve digerleri, 2008).

(Aogtz‘w)x(%)xReaksiyon hacmi (ml)x(103)

x Seyreltme faktorii (3.1)

o . U
Katalaz aktivitesi (—)= - -
mL Enzim hacmi (ml)

3.7 KATFO’nun Fenol Oksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Fenol oksidaz aktivitesinin tayini i¢in KATFO’nun katekol oksidasyon (katekol
oksidaz) aktivitesi incelenmis, bu amagla ana kiiltiir ortamlarindan dondurarak
kurutma ¢alismalari igin en yiiksek enzim aktivitesinin gézlemlendigi 8. giinde 6rnek
alimmigtir. Alman ornekler 11000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir (Niive,
Tiirkiye). Santriflij sonrasi siipernatant kisimlarin katekol oksidaz aktivitesi Sutay
Kocabasg ve digerleri (2008)’nin uyguladigi gibi gergeklestirilmistir. Katekol oksidaz
tayini i¢in 100 mM fosfat tamponu (pH 7) igerisinde 0,5 mL 100 mM katekol ¢ozeltisi,
0,5 mL enzim ve 1 mL 100 mM fosfat tamponundan (pH 7 ve 60°C) olusan reaksiyon
karisiminin spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800, Japonya) 420 nm dalga boyunda
absorbans artis1 takip edilmis ve enzim aktivitesi Esitlik 3.2 kullanilarak
hesaplanmistir. Bir enzim aktivite birimi, dakikada 1 umol {iriin olusumu igin gerekli

olan enzim miktar1 olarak tanimlanmistir (Sutay Kocabas ve digerleri, 2008).

(Am;#)x(%)xReaksiyon hacmi (ml)x(10%)

Katekol oksidaz aktivitesi (%): x Seyreltme faktorii (3.2)

Enzim hacmi (ml)

3.8 Toz Formda KATFO Elde Edilmesi Kosullarinin Optimizasyonu i¢in On

Cahismalar

Calismanin ikinci agamasinda, birinci basamakta tespit edilmis optimum fermantasyon
kosulunda iiretilen KATFO’nun en yiliksek verimle toz formda elde edilmesi
(enkapstilasyon ve dondurarak kurutma) i¢in siire¢ kosullarinin optimize edilmesi

amaclanmustir.

Isleroglu ve digerleri (2019) tarafindan yapilmis olan ¢alismada enkapsiilasyon ajani
olarak mannitol, arap zamki ve kazeinin farkli konsantrasyonlart kullanilmis, 1-5 dk

stire aralig1r ve 11.200-20.000 rpm karistirma hizi araligi denenmistir. Jamdar ve
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digerleri (2021) tarafindan yapilmis olan ¢alismada ise MD ve peynir alt1 suyu protein
konsantresinin 1:3, 2:2 ve 3:1 oranlarindaki katkis1 ile lipaz ve asit fosfataz
calistlmistir. Lipazin liyofilizatére alinmadan Once enkapsiilasyonunun manyetik
karistirict kullanilarak gergeklestirildigi bildirilmistir. Tez calismasi i¢in yapilan
literatiir taramas1 sonucunda enkapsiilasyon igleminde kaplama malzemesi olarak en
cok kullanilan MD’in ve MD destekleyici malzeme olarak da mannitoliin kullanilmasi

tercih edilmistir.

Referans alinan g¢alismalardan yola ¢ikilarak KATFO ve MD 1:1 oraninda hem
manyetik karistirict hem de homojenizator kullanarak 3 dakika karistirilmistir. 1 saat
-80°C’de (Thermo Scientific, ABD) bekletilen 6rnekler liyofilizatére (Scanvac,
Danimarka) yerlestirilerek -110°C’de 0,025 mbar basingta 16 saat boyunca
kurutulmus ve toz formda KATFO elde edilmistir.

3.9 Toz Formda KATFO Elde Edilmesi

3.9.1 Deney tasarimi ve besleme ¢ozeltisi hazirlama

Calisma TYM kullanilarak Box-Behnken yontemi ile 3 degisken ve 3 seviyede
gerceklestirilmistir. Cizelge 3.3’te calisilan bagimsiz degiskenler ve seviyeleri
verilmistir. Bagimsiz degiskenler, MD konsantrasyonu (1-3 g MD/g kuru madde
enzim) (Xs), mannitol konsantrasyonu (1-3 g mannitol/g kuru madde enzim) (Xes) ve
homojenizator hizi (4000-12000 rpm) (X7) olarak belirlenmistir. Karigtirma siiresi
sabit 3 dakika olarak belirlenmistir. Cizelge 3.4’te sunuldugu iizere toplam 18 deney
seti ile ¢alisilmigtir. Deneme desenine uygun sekilde hazirlanan ¢ozeltiler 3 dakika
boyunca deneme deseninde belirtilen hizlarda homojenize edilerek (IKA T25 Ultra-

turrax, Almanya) kurutma agamasi i¢in hazirlanmistir.

Cizelge 3.3 : Enkapsiilasyon calismasi i¢in bagimsiz degigkenler ve seviyeleri.

Bagimsiz <. Seviye
Degisken Degisken Adi 1 0 1
MD konsantrasyonu
Xs (g MD/g kuru madde enzim) ! 2 3
Mannitol konsantrasyonu
Xs (g Mannitol/g kuru madde 1 2 3
enzim)
X Homojenizator hizi 4000 8000 12000
(rpm)
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3.9.2 Dondurarak kurutma

Besleme ¢ozeltisi dondurarak kurutma 6ncesi -80°C’de 1 saat dondurulup (Thermo
Scientific, ABD) ardindan liyofilizatore (Scanvac, Danimarka) yerlestirilere -110°C
0,025 mbar basingta 16 saat boyunca kurumaya birakilmistir. Siire sonunda toz formda
enkapsiile edilmis (kaplanmis) ve enkapsiile edilmemis (kaplanmamis) KATFO elde

edilmistir.

KATFO’nun toz formda elde edilmesi ¢alismasinda da regresyon ve varyans analizleri
(ANOVA) Minitab 18 programi (ABD) ile yapilmistir. Calismada modellerin
belirlenmesi ve test edilmesinde F ve p (0,05) degerleri dikkate alinmistir. Segilen
modelin uyumlulugunun tespiti i¢in regresyon katsayilart incelenmistir. Belirlilik
katsayis1 (R?), diizeltilmis belirlilik katsayis1 (R?-adjusted) ve tanmin edilen belirlilik
katsayis1 (R?-predicted) degerlerine bakilmistir. Ayrica model uyumsuzlugu, tahmini
artik kareler toplami (PRESS) degerlerine de dikkat edilmistir.

Cizelge 3.4 : Enkapsiilasyon calismasi i¢in deney tasarimi.

Kod Degerleri Kodlanmamis Degerler
MD Mannitol
konsantrasyonu konsantrasyonu Homojenizator
Deney (g MD/g kuru (g mannitol/g kuru hizi (rpm)
Numarast  Xs  Xe¢ Xy madde enzim) madde enzim)
1 -1 1 0 1 3 8000
2 0 -1 1 2 1 12000
3 1 0 -1 3 2 4000
4 0 0 2 2 8000
5 0 0 0 2 2 8000
6 -1 -1 0 1 1 8000
7 0 0 0 2 2 8000
8 1 0 1 3 2 12000
9 0 1 1 2 3 12000
10 0 0 0 2 2 8000
11 0 1 -1 2 3 4000
12 0 -1 -1 2 1 4000
13 1 -1 0 3 1 8000
14 -1 0 -1 1 2 4000
15 -1 0 1 1 2 12000
16 1 3 3 8000
17 0 0 2 2 8000
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3.9.3 Katalaz Aktivitesi Veriminin Hesaplanmasi

Dondurarak kurutma sonrasi elde edilen 6rneklerin katalaz aktiviteleri tayin edilmis
ve baslangi¢c aktivitesine gore degisimin belirlenmesi i¢in katalaz aktivitesi verim
degerleri (%) Esitlik 3.3’e gore hesaplanmistir. En yiiksek katalaz aktivitesi verimi (%)
hedefiyle optimum kosul belirlenmistir.

Kurutma sonrasi katalaz aktivitesi (l

‘SL) x100  (3.3)

Kurutma 6ncesi katalaz aktivitesi (E)

Katalaz Aktivitesi Verimi (%) =

3.9.4 Sonuglarin dogrulanmasi

Deney tasarimi calismasinin dogrulanmasi (verifikasyonu) i¢in TYM ile yapilan
optimizasyon sartlar1 ile ¢alisilmistir. Belirlenen optimum {iretim ve enkapsiilasyon/
dondurarak kurutma kosullarinda deneysel ¢alismalar yapilmis ve elde edilen sonuglar

modelden elde edilen teorik sonug ile karsilastirilmistir.

3.10 Toz Formda Elde Edilen KATFO’ya Uygulanan Analizler

3.10.1 Yigin yogunluk, darbeli yogunluk ve gercek yogunluk

Toz formda elde edilmis olan KATFO’nun yi1gin yogunlugunu (o) belirlemek icin
enkapsiile edilmis ve edilmemis toz enzimden 2 g tartilip meziirde hacim belirlenmis
ve sonug kiitle/hacim olarak ifade edilmistir (Santhalakshmy ve digerleri, 2015).
Darbeli yogunluk (o) analizinde 2 g enkapsiile edilmis ve edilmemis toz KATFO
meziir igine aktarilmig ve yaklasik 10 cm yiikseklikten 1000 kez masaya sert¢e vurarak
sikistirlmustir. Elde edilen sonug kiitle (kg)/hacim (m®) olarak ifade edilmistir (Suhag
ve digerleri, 2016). Toz formdaki KATFO’nun gercek yogunlugu (o) (g/cm®) gaz
3

piknometresin (Accupyc 1340, Amerika) kullanilarak belirlenmistir. Birimi g/cm

olarak okunmus sonug kg/m® olarak verilmistir.

Yigin ve darbeli yogunluk analizleri 3 paralel, ger¢ek yogunluk analizi ise 5 paralel
numune ile galistlmistir. Yogunluk analiz sonuglarinin her biri ortalama deger +

standart sapma seklinde verilmistir.

3.10.2 Gozeneklilik, akabilirlik ve yapiskanhk

Toz formdaki KATFO’nun goézenekliligi, akiskanligi ve yapiskanligi Jinapong ve
digerleri’ne (2008) gore sirasiyla Esitlik 3.4, 3.5 ve 3.6 kullanilarak hesaplanmustir.

33



Formiillerde b, pt Ve pw sirasiyla yigin yogunluk, gercek yogunlugu ve darbeli
yogunlugu ifade etmektedir. Sonuglar akabilirlik i¢in Carr indeksi (Cl), yapiskanlik

icin Hausner oranina (HR) (Cizelge 3.5)’e gore degerlendirilmistir.

£ (%) = [%] x 100 (3.4)
Cl (%) = [pt;—t””] x 100 (3.5)
HR (%) :/% (3.6)

Cizelge 3.5 : Toz iiriinlerin akabilirlik (Carr Index) ve yapiskanliginin (Hausner
Ratio) siniflandirilmasi (Carr, 1965; Hausner, 1967).

Parametre Deger Degerlendirme

<15 Cok iyi
15-20 Iyi
Cl 20-35 Orta
35-45 Koti
>45 Cok kot
<1,2 Diisiik
HR 1,2-1,4 Orta
>1,4 Yiiksek

3.10.3 Higroskopisite

Enkapsiile edilmis ve edilmemis KATFO’nun higroskopisitesi Dirim ve Talih’e
(2018) gore belirlenmistir. Bu amagla, KATFO &rneginden 2 g tartilmig ve icerisinde
doymus NaCl ¢ozeltisi (%75,29 RH) bulunan agzi kapakli kavanozlarin igerisine
birakilmistir. Igerisinde ornek bulunan kavanozlar bir hafta boyunca oda
sicakligindaki karanlik ortamda bekletilmistir. Bir haftanin sonunda son kiitlesi
belirlenen 6rneklerden yola ¢ikilarak toz iiriiniin nem alig1 (%) Esitlik 3.7 kullanilarak
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.6 ile karsilagtirilarak

degerlendirilmistir.

Higroskopisite (%) = [Analiz sonrasi 6rnek kiitlesi (g) — Analiz dncesi 6rnek kiitlesi (g)]x 100 (37)
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Cizelge 3.6 : Toz tirlinlerin higroskopisitesinin siniflandirilmasi (Hilfiker ve Raumer,
2019).

Farmasotik yardimelr maddeler el
kitabi icin Kriter
(Callahan ve digerleri, 1994)
Bir haftada bagil nem <%90 ise nem

Higroskopik olmayan - artis1 yok; >%90 ise nem igeriginde
%20’den az (a/a) artis vardir.

Bir haftada bagil nem <%80 ise nem

Kismen higroskopik 0,2 <x<2 (%) (a/a) artis1 yok; >%80 ise nem igeriginde
%40’dan az (a/a) artis vardir.

Bir haftada bagil nem <%60 ise nem

Orta derecede higroskopik 2 <x<15 (%) (a/a) igerigi %>5’tir (a/a). >%80 ise nem

icerigi %50’den (a/a) azdir.

Bir haftada nem igerigi %40-50 bagil
neme kadar diismiistiir. >%90 bagil
nemde nem igeriginde %20’den (a/a)
fazla artis vardir.

Avrupa farmokolojisi

Siiflandirma . . .
icin Kkriter

Cok higroskopik x >15 (%) (a/a)

Nem ¢ekerek sivilasan Bir s o!usturrn.a}( = =
yeterli su emilir.

3.10.4 Coziiniirliik

Coziiniirlik tayini i¢in enkapsiile edilmis ve edilmemis olan toz formdaki KATFO’dan
1 g tartilarak 25 mL saf su igerisine ilave edilmistir. Elde edilen 6rnek 750 rpm’de 20
dakika boyunca manyetik karistiricida (Wisestir, Kore) karistirilarak santrifiij tiipiine
alinmig ve 15 dakika boyunca 10000 rpm’de santrifiij islemi (Niive, Tirkiye)
yapilmistir.

Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant kisim darast alinmis aliiminyum folyo
plakalarina dokiilmiis ve 105°C’deki etiivde (Niive, Tiirkiye) 4 saat boyunca
kurutulmustur. Analiz 4 paralel 6rnek ile gerceklestirilmis olup ¢oziiniirliik degeri
Esitlik 3.8 kullanilarak hesaplanmistir (Isleroglu ve digerleri, 2018). Sonuglar ise

ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir.

v e e Y Etiiv sonras1 KATFO Kkiitlesi (g)
ozunurlik (%) = [ x 100 3.8
C ( /0) Analizde kullanilan KATFO kiitlesi (g) ( )

3.10.5 Nem ve su aktivitesi (aw)

Enkapsiile edilmis ve edilmemis toz formdaki KATFO’dan nem igerigi analizi
105°C’de nem analizi cihazi (Kern DBS, Almanya) kullanilarak 3 paralel seklinde
yapilmistir. Su aktivitesi (aw) degeri ise, oda sicakliginda su aktivitesi tayin cihazi
(Nowasina Lab master, Isvicre) ile 3 paralel érnek ile belirlenmistir. Nem ve su
aktivitesi (aw) degerlerine ait sonucglar ortalama deger + standart sapma seklinde

verilmistir.
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3.10.6 Renk

Enkapsiile edilmis ve edilmemis toz formdaki KATFO’nun renk tayini, HunterLab
cihazi (HunterLab Color Flex, Amerika) kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Renk
taiyininde L* (parlaklik), a* (kirmizilik) ve b* (sarilik) parametreleri 3 paralel 6rnek
ile olgiilmiistiir. Elde edilen sonuglar ortalama deger + standart sapma olarak

verilmigtir.

3.10.7 KATFO’nun depolama verimliligi ve depolama stabilitesi

Depolama verimliligi, depolamanin ilk ve son giiniinde hesaplanan katalaz aktivitesi
verimi ile Esitlik 3.9 kullanilarak hesaplanmigtir. Depolama stabilitesi ise Mehrnoush
ve digerleri’nin (2012) raporladigi metot referans alinarak depolamanin ilk ve son

giintinde elde edilen enzim aktivitesi ile Esitlik 3.10 kullanilarak belirlenmistir.

Depolamanin son giinii hesaplanan katalaz aktivitesi verimi (%
2 g £ % x 100 (3.9)

Depolama verimliligi (%) = [
p 5 ( /0) Depolamanin ilk giinii hesaplanan katalaz aktivitesi verimi (%)

L
Depolamanin ilk giinii hesaplanan katalaz aktivitesi (%)

. i Depolamanin son giinii hesaplanan katalaz aktivitesi (—
Depolama stabilitesi (%) = [ (m )] x 100 (3.10)

36



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 KATFO Uretim Kosullarinin Optimizasyonu icin Yapilan On Calismalara
Ait Bulgular

Yapilan 6n denemelere paralel olarak fermantasyon kosullarini sadece ana kiiltiir
bilesenlerinin  (EK A) olusturdugu kontrol Ornegiyle de ¢aligilmistir. S.
thermophilum’un ¢ogalma verimi ve elde edilen KATFO aktivite seviyesi agisindan
on denemeler kendi igerisinde ve kontrol ornekleri ile karsilastirilmistir. Uretim
kosullarinin optimizasyonu i¢in ilk asamada kontrol 6rneginden daha yiliksek KATFO
aktivitesi saglayan kiiltiir ortam1 sartlar1 segilmistir. ikinci asamada ise, segilen kiiltiir
kendi igerisinde farkli konsantrasyon degerlerinde c¢alisilmis ve en yiiksek KATFO

aktivitesi saglayan kosul belirlenmistir.

Yapilan tannik asit denemesi sonucunda S. thermophilum’un erlen igerisinde
cogalmadan kaldig1 gbzlemlenmis ve tannik asit katkilanmig kiiltiirden katalaz
aktivitesi belirlenmesi agamasinda 240 nm absorbansta azalma gozlemlenmemistir.
Boylece tannik asitin S. thermophilum’un ¢ogalmasinda indiikleyici etkisi olmadigi
tespit edilmistir. Triton X-100’tin de S. thermophilum’un ¢ogalmasinda indiikleyici

olmadig1, aksine cogalmayi inhibe ettigi sonucuna ulagilmistir.

H202 ¢aligma araliklarinin S. thermophilum’un ¢ogalmasinda indiikleyici etkisi oldugu
sonucuna ulagilmistir. 5. giin aktivite degeri dahil 6, 7 ve 8. giin aktivite degerlerinde
0,05 mM katkili ¢alismanin kontrol Orneklerine kiyasla daha yiiksek KATFO
aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. H2O2’in farkli konsantrasyonlar1 kendi
icerisinde degerlendirildigi zaman ise, yine 0,05 mM H2O, katkili fermantasyon

kosulunun daha yiiksek aktivite sagladigi belirlenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 : KATFO aktivitesi tizerine H2O, konsantrasyonunun etkisi.

Katalaz iiretiminin mikroorganizmanin duragan fazi asamasinda ya da H2Oz ilavesiyle
logaritmik biiylime fazi asamasinda meydana geldigi bildirilmistir (Mulvey ve
digerleri, 1990; Yiiztgilli, 2010). Katalaz sentezinin hiicrelerin duragan faz
asamasina gectiginde ve H20>’ten etkilenmediginde artigini, katalaz-fenol oksidaz
sentezinin ise H20. varliginda oksidatif strese yanit olarak arttigi raporlanmistir
(Yiuztigulli, 2010).

Martins ve English (2014) H207’in aerobik solunum sirasinda hiicreler tarafindan
iiretilen inorganik bir madde oldugundan bahsetmistir. Fermantasyon ortaminda
H2O2’in diisiik konsantrasyonlarda bulunmasiin ilgili proteinlerin aktivitesini
artirarak oksidanlara karsi hiicre direncini artirdigini bildirmistir. Buna karsilik
H202’in yiiksek konsantrasyonlarda toksik etki gosterdigi redoks-aktif gegis
metallerinin varliginda hidroksil radikalleri {irettigi, hatta hiicre oliimiinii tetikledigi

bildirilmistir (Martins ve English, 2014).

Aerobik mikroorganizmalar, solunum yoluyla enerji {retimi gibi cesitli
mekanizmalarla yasamlarini siirdiirmek i¢in oksijeni metabolize etmektedir. Ayrica
solunum sirasinda yan iriin olarak H202 gibi toksik reaktif oksijen bilesikleri
(ROS'ler) iirettigi Takebe ve digerleri (2007) tarafindan yayimnlanan calismada
bildirilmistir. Hiicrelerde H2O> varliginin metallerle etkilesime girdiginde hidroksil
radikalleri gibi daha da toksik ROS'lerin olusmasina neden oldugu bu nedenle de
aerobik mikroorganizmalarin enzimleri, drnegin katalazi kullanarak H20.'i ortadan

kaldirdig1 raporlanmustir (Takebe ve digerleri, 2007).
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Melas ile yapilan 6n ¢aligmalar sonucunda S. thermophilum’un ¢ogalmasinda melasin
olumlu yonde etkisi oldugu sonucuna ulagilmistir. Melas katkisinin %2 (a/h) ve %3
(a/h) oldugu kiiltiirlerde elde edilen enzim aktivitesi, %1 (a/h) ve %4 (a/h) melas igeren
kiiltirlerde elde edilen aktiviteden daha yiiksektir (Sekil 4.2). En yiiksek enzim
aktivitesi degerine fermantasyonun 7. giiniinde %3 (a/h) melas katkisi ile ulagilmistir.
Glikoz kullanilmadan sadece %4 (a/h) melas ile yapilan deneme sonucunda elde edilen
KATFO aktivitesinin ise glikoz ile beraber %1, 2 ve 3 (a/h) melas kullanilan kiiltiir
ortamlarinda elde edilen KATFO aktivitesinden daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
En yiliksek KATFO aktivitesi glikoz ile melasin birlikte kullanildigr kiltiir
ortamlarinda elde edilmistir (Sekil 4.2).

800 m%1 Melas (a/h) ve 40 g/L Glikoz Konsantrasyonu
%2 Melas (a/h) ve 40 g/L Glikoz Konsantrasyonu
700 1=%3 Melas (a/h) ve 40 g/L Glikoz Konsantrasyonu
m %4 Melas (a/h) Konsantrasyonu (Glikozsuz)

g 600 -
= T I
2 500 -
Z -
g 400 A i
k3
< 300 H =
2
l_ 4 x
k200
X

100 A

Giin

Sekil 4.2 : KATFO aktivitesi iizerine melas konsantrasyonunun etkisi.

Bae ve Shoda’nin (2004b) bakteriyel seliiloz iiretimi iizerine raporladigi ¢alismada
melasin mikrobiyal ¢cogalma veya metabolik inhibitér gorevi goren birka¢ madde
icerdigi bildirilmigtir. Bakteriyel seliiloz liretiminde melas kullanilmasi durumunda
tiretimin inhibitorlerden etkilenmemesi igin melasin 1s1 ve/veya asitlendirme islemine
tabi tutuldugu raporlanmistir. Ayrica melas igerisinde biiylimeyi inhibe edici
renklendirici maddeler, bilinmeyen ve istenmeyen bilesikler oldugu da raporlanmustir.
Asit (H2SOg) ile meydana gelen 1si1l islemin bakteriyel seliiloz konsantrasyonunu ve
verimini 6nemli 6l¢iide arttigr bildirilmistir (Bae ve Shoda, 2004b). Artisin nedeninin
ise asitle muamelede meydana gelen 1s1l islemin kullanilmasi ile agir metallerin biiyiik
6l¢iide uzaklastirilmis olmasi veya bazi inhibitor peptitlerin denatiire edilmis olmasi

ihtimali tizerinde durulmustur (Bae ve Shoda, 2004b). Ayni ¢aligmada fermantasyon
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ortamina eklenen fruktoz konsantrasyonunun 70 g/L olmasinin 30 g/L konsantrasyona
gore daha yiiksek bakteriyel seliiloz verimi ile sonuglandigi bildirilmistir. Fruktoz
konsantrasyonunun 70 g/L kullanilmasinin H2SO4 1s1l islemine tabi tutulmus melasin
20 g/L kullanilmasi ile ¢ok yakin sonu¢ verdigi de ¢alismanin sonuglarindan birisi
olarak raporlanmistir (Bae ve Shoda, 2004b). Bu varsayimdan yola ¢ikarak, bu tez
calismasinda besi yerinin sterilizasyonu asamasinda uygulanan i1sinin melasin
igeriginde bulunan inhibitér maddelerin inaktive edilmesine neden oldugu ve bunun
sonucunda verimli bir mikrobiyal ¢ogalmanin gercekleserek yiiksek KATFO aktivitesi
elde edilmesine yardimci oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica melasin seker ikamesi bir
madde oldugu diisiintildiigiinde, uygulanan ismin invertasyona sebep olup sakkarozu
glikoz ve fruktoza pargaladigi boylece yiiksek konsantrasyonda melas kullanildiginda
elde edilen yiiksek aktivitenin sebebinin invertasyona baglanabilecegi de

distiniilmektedir.

Pektin ile yapilan 6n deneme sonucunda pektinin S. thermophilum’un ¢ogalmasinda
olumlu yonde etkisi oldugu tespit edilmistir. KATFO’nun 5, 6, 7 ve 8. giin aktivite
degerlerinde 2 mg/mL pektin katkili galismanin kontrol olarak ¢alisilan fermantasyon
ortamlarindan daha yiiksek aktivite degerine sahip oldugu tespit edilmistir. Pektinin
alt, orta ve iist limit degerlerinin aktivite degerleri incelendiginde yine orta limit degeri
olan 2 mg/mL pektin katkili fermantasyon ortaminin daha yiiksek aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3).

350 1 m 0,1 g/mL Pektin Konsantrasyonu
0,2 g/mL Pektin Konsantrasyonu

300 4 =0,3 g/mL Pektin Konsantrasyonu = I
= 4
E 250
= -
g 200 T =
=
£ 150 A
<
@]
100 - -
<
X

50 -
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Sekil 4.3 : KATFO aktivitesi iizerine pektin konsantrasyonunun etkisi.
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Yapilan 6n denemeler sonucunda karbon kaynagi olarak kullanilan melas ve pektinin
KATFO aktivitesi tizerinde pozitif yonde bir etkisi oldugu goriilmiistiir. Pektin i¢in
orta deger olan 2 g/mL konsantrasyonda 7. giin aktivite sonucu 302,92 U/mL olarak
bulunmusgken melas igin orta deger olan %2 konsantrasyonda 7. giin aktivite sonucu
536,94 U/mL olarak bulunmustur. Melas konsantrasyonunun %2’den %3’¢ (a/h)
artirtlmasi sonucu aktivite degeri de 536,94 U/mL’den 698,13 U/mL’ye yiikselmistir.
Calismanin amacinin en diisiik maliyetli karbon kaynagi kullanilarak en yiiksek
KATFO aktivitesi elde etmek oldugu goz oniinde bulunduruldugunda, calismaya

melas ile devam edilmesine karar verilmistir.

4.2 KATFO Uretim Kosullarinin Optimizasyonu

S. thermophilum’dan KATFO iiretiminin istatistiksel optimizasyonunda kiiltiir ortami
bilesenleri ve fermantasyon kosullari yapilan 6n deneme sonuglarina bagl olarak 4
bagimsiz degisken ve 3 seviyede belirlenmis olup, toplam 29 set deneyin ¢alisma
kosullar1 ve bu kosullarda elde edilen aktivite degerleri Cizelge 4.1’de verilmistir.
Optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda 203,49-752,01 U/mL araliginda katalaz aktivite
degerleri tespit edilmistir. En diisiik katalaz aktivite degeri sonucuna 45°C, 30 g/L
glikoz konsantrasyonu, 0,05 mM H202 konsantrasyonu ve %0 melas konsantrasyonu
(Deney no.6) kosullarinda ulasilirken, en yiliksek katalaz aktivitesine 45°C, 40 g/L
glikoz konsantrasyonu, 0,025 mM H>O> konsantrasyonu ve %3 melas konsantrasyonu

(Deney no.24) sartlarinda ulasilmistir.

KATFO’nun katalaz aktivitesi degerinin lineer model ile modellenmesi sonucu elde
edilen varyans analizi (ANOVA) tablosu Cizelge 4.2’de gosterilmistir. ANOVA
tablosunda modelin belirlenmesinde bagimsiz degiskenlerin p degerinin 0,05’ten
kiigiik, model uyumlulugu degerinin ise 0,05’ten biiyiik olmasina dikkat edilmistir.
Cizelge 4.2°de sunuldugu gibi belirlenen lineer model dikkat edilen degerleri saglayip

istatiksel olarak onemli bulunmustur.
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Cizelge 4.1 : Fermantasyon ortaminin optimizasyonu i¢in deney tasarimi ve katalaz
aktivitesi sonuglari.

Kod Degerleri Kodlanmams Degerler Tepki

Sicaklik Glikoz H202 Melas KATFO
Deney X1 Xz X3 X4 ©C) Konsantrasyonu Konsantrasyonu Konsantrasyonu Ka_ta_l az.
Numarasi X2) (g/L) (mM) (%) Aktivitesi
(X2) (X3) (Xa) (U/mL)
1 -1 -1 0 0 40 20 0,025 1,5 457,65
2 1 -1 0 0 50 20 0,025 1,5 416,66
3 -101 0 0 40 40 0,025 1,5 560,86
4 1 1 0 0 50 40 0,025 1,5 555,94
5 0 O -1 -1 45 30 0 0 230,17
6 0 O 1 -1 45 30 0,05 0 203,49
7 0 O -1 1 45 30 0 3 708,05
8 0 O 1 1 45 30 0,05 3 720,82
9 -1 0 0 -1 40 30 0,025 0 219,74
10 1 0 0 -1 50 30 0,025 0 216,86
11 -1 0 0 1 40 30 0,025 3 749,08
12 1 0 0 1 50 30 0,025 3 712,00
13 0o -1 -1 0 45 20 0 15 476,53
14 0 1 -1 0 45 40 0 1,5 568,68
15 0 -1 1 0 45 20 0,05 1,5 385,90
16 0 1 1 0 45 40 0,05 15 460,57
17 -1 0 -1 0 40 30 0 15 535,56
18 1 0 -1 0 50 30 0 15 483,16
19 -1 0 1 0 40 30 0,05 15 479,46
20 1 0 1 0 50 30 0,05 15 436,87
21 0 -1 0 -1 45 20 0,025 0 214,33
22 0 1 0 -1 45 40 0,025 0 328,76
23 0 -1 0 1 45 20 0,025 3 697,36
24 0 1 0 1 45 40 0,025 3 752,01
25 0 O 0 0 45 30 0,025 1,5 461,96
26 0 O 0 0 45 30 0,025 1,5 513,14
27 0 O 0 0 45 30 0,025 1,5 482,03
28 0 O 0 0 45 30 0,025 1,5 475,46
29 0 O 0 0 45 30 0,025 15 509,29

Her bir katsaymin 6nemini ve degiskenler arasindaki etkilesimi belirlemek i¢in yiiksek
F degeri ve genel olarak diisiik p degeri (<0,05) hedeflenmistir. Cizelge 4.2°de sunulan
ANOVA sonuglart incelendiginde, model igin diisiikk p degeri (p<0,05) ve yiiksek F
degeri (266,25) tespit edilmistir. Model uyumsuzlugu degerinin p degerinin beklendigi
gibi p>0,05 olmasi (0,319) nedeniyle bu deger 6nemsiz bulunmustur. Lineer terimlerin
hepsinin  (sicaklik, glikoz konsantrasyonu, H>0, konsantrasyonu ve melas
konsantrasyonu) p degerleri 0,05’ten kiigiik olup, istatistiksel olarak 6nemli olduklari
tespit edilmistir. Lineer terimlerden sicaklik (X1) %95 giiven araliginda anlamli iken
glikoz konsantrasyonu (X2), H2O2 konsantrasyonu (X3) ve melas konsantrasyonu (Xa)
hem %95 hem de %99 giiven araliginda anlamlidir. Modelleme sonrast KATFO’nun

katalaz aktivite degerini ifade eden denklem Esitlik 4.1°de verilmistir.
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Katalaz aktivitesi (U/mL) = 256,3 — 3,01 X; + 4,820 X - 1050 X3 + 162,55 X4 (4.2

Eksi isaretli olan lineer katsayilar; sicaklik ve H2O2 konsantrasyonu tepki (katalaz
aktivitesi) tizerinde olumsuz etkiye sahiptir. Diger lineer katsayilar; karbon kaynagi
(glikoz ve melas) konsantrasyonu art1 isaretli katsayilar1 nedeniyle tepki iizerinde

olumlu etkiye sahiptir.

Se¢ilen modelin matematiksel modele uygun olup olmadigini tespit etmek i¢in
regresyon katsayilar1; belirlilik katsayis1 (R?), diizeltilmis belirlilik katsayis1 (R?-
adjusted) ve tahmin edilen belirlilik katsayis1 (R?-predicted) da incelenmistir.
Modelleme sonrasi ANOVA cizelgesinde goriildiigii gibi belirlilik katsayis1 (R?)
%98,07, diizeltilmis belirlilik katsayis1 (R2-adjusted) %97,74 ve tahmin edilen
belirlilik katsayis1 (R?-predicted) %97,07 olarak bulunmustur. Bu katsayilarin
caligmada oldugu gibi birbirlerine ve %100’e yakin bulunmasi gerekmektedir. Elde
edilen sonug, tepkideki (katalaz aktivitesi) toplam degiskenligin %98,07 oraninda

kullanilan model esitligi ifade edilebilecegini gdstermektedir.

Cizelge 4.2 : Fermantasyon ortaminin optimizasyonu i¢in bagimsiz degiskenlere ait
ANOVA tablosu.

KATFO Katalaz Aktivitesi (U/mL)

Kareler DE Kareler = b
Model Terimi toplam ortalamasi
Model 764576 4 191144 266,25 0,000™
Lineer 764576 4 191144 266,25 0,000™
X1 1985 1 1985 2,76 0,046"
X2 27878 1 27878 38,83 0,000™
X3 8271 1 8271 11,52 0,002™
Xa 726443 1 726443 1011,87 0,000™
Hata 17230 24 718
Model Uyumsuzlugu 15690 20 784 2,04 0,319°
Saf Hata 1540 4 385
Toplam 781806 28
Belirlilik Katsayist (R?) 98,07
Diizeltilmis Belirlilik
Katsayis1 (R2-adjusted) 97,74
Tahmin E((ill:;ze-r;) r]?';glilgélél; Katsayisi 97,07
UyumTlﬁEkSSDiizeyi 55,62

X1, Sicaklik (°C); Xz, Glikoz konsantrasyonu (g/L); Xs, H202 konsantrasyonu (mM); Xs, Melas
konsantrasyonu (%, a/h)

*p<0,05’te 6nemli, **p<0,01’de dnemli, *** Uyumluluk diizeyi 4’ten biiyiik olmali

3Model uyumsuzlugu p<0,05°te 6nemli degil olmali
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Model uyumsuzlugunun test edilmesinde son adim modelleme sonrasi kalint1 analizi
ve artik grafiklerin kontrol edilmesidir. Sekil 4.4’te sunulan grafik, kalinti analizi
sonrasinda artiklarin dagilimini gostermektedir. TYM’de kalinti, hata veya artik
terimleri birbirinin yerine kullanilmaktadir. Hata terimi; analiz sonucu bulunan deger
ile beklenen deger arasindaki farki gostermektedir. Kalintilar yaklasik olarak diiz bir
cizgi boyunca siralanirsa artiklarin dagilimi normal olarak degerlendirilmektedir.
Grafikte de artiklarin dagiliminin normal dagilima uygun oldugu goriilmektedir.

Dolayisiyla lineer modelin ¢alisilan TYM siirecini ifade etmek i¢in uygun oldugu

sOylenebilir.
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Sekil 4.4 : Katalaz aktivitesi i¢in artiklarin dagilim grafigi.

Enzim aktivitesine kiiltiir ortami bilesenleri ve fermantasyon kosullarinin etkisi Sekil
4.5-4.10’da sunulan grafiklerde verilmistir. Cizelge 4.1 incelenip enzim aktivite
sonuglari karsilagtirildiginda incelenen bagimsiz degisken hari¢ diger degiskenler orta
noktada sabit tutulup (45°C sicaklik, 30 g/L glikoz, 0,025 mM H202 ve %1,5 (a/h)
melas konsantrasyonu) sicaklik degerinin artmasi ile aktivite degerinin 457,65
U/mL’den 416,66 U/mL’ye (Deney no. 1 ve Deney no. 2), 479,46 U/ml’den 436,87
U/ml’ye distiigi (Deney no. 19 ve Deney no. 20), H>O> konsantrasyonunun artmasi
ile aktivite degerinin 230,17 U/mL’den 203,49 U/mL’ye diistiigii (Deney no. 5 ve
Deney no. 6), glikoz konsantrasyonu artik¢a aktivite degerinin 457,65 U/mL’den
560,86 U/mL’ye yiikseldigi (Deney no. 1 ve Deney no. 3) ve melas konsantrasyonunun
artmasi ile aktivite degerinin 219,74 U/mL’den 749,08 U/mL’ye (Deney no. 9 ve
Deney no. 11), 214,33 U/mL’den 697,36 U/mL ’ye yiikseldigi (Deney no. 21 ve Deney
no. 23) tespit edilmistir.
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Sekil 4.5’te gosterilen grafikte sicaklik artisinin katalaz aktivitesinde diisiise, glikoz
konsantrasyonundaki artigin ise katalaz aktivitesinde yiikselise sebep oldugu
goriilmektedir. Cizelge 4.1°de de verilmis oldugu gibi, sicaklik degerinin 40°C’den
50°C’ye artirilmasi ve glikoz konsantrasyonunun 20 g/L’den 40 g/L’ye artirilmasi
sonucu katalaz aktivitesi 457,65 U/mL’den 555,94 U/mL’ye yiikselmistir (Deney no.
1 ve Deney no. 4).
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Sekil 4.5 : Sicaklik ve glikoz konsantrasyonunun katalaz aktivitesi (U/mL) {izerine
etkisini gosteren tepki yiizey grafigi (H202 konsantrasyonu 0,025 mM’da ve melas
konsantrasyonu %1,5 (a/h) degerinde sabittir).

Cizelge 4.1°de gosterilmis olan sicaklik degerinin 40°C’den 45°C’ye; melas
konsantrasyonunun %1,5’ten %3’e (a/h) artirtlmasi sonucu katalaz aktivitesi 535,56
U/mL’den 708,05 U/mL’ye yiikselmistir (Deney no. 17 ve Deney no. 7). Sekil 4.6’da
sunulmus olan grafikte sicaklik degerindeki artigin katalaz aktivitesinde diisiise, melas
konsantrasyonundaki artisin ise katalaz aktivitesinde yiikselise sebep oldugu

goriilmektedir.

Altivita
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Sekil 4.6 : Sicaklik ve melas konsantrasyonunun katalaz aktivitesi (U/mL) lizerine

etkisini gosteren tepki yiizey grafigi (H202 konsantrasyonu 0,025 mM’da ve glikoz
konsantrasyonu 30 g/L degerinde sabittir).
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Glikoz  konsantrasyonundaki artisgin  Katalaz ~ aktivitesinde  artisa, H20>
konsantrasyonundaki artigin ise Katalaz aktivitesinde diisiise sebep oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.7). Cizelge 4.1°de Deney no. 14 ve Deney no. 15°¢ ait katalaz
aktivitesi sonuglari incelendigi zaman glikoz konsantrasyonunun 20 g/L’den 40 g/L’ye
attirllmasit ve H2O2 konsantrasyonunun 0,05 mM’dan 0 mM’a azaltilmasi sonucu
katalaz aktivitesinin 385,9 U/mL’den 568,68 U/mL’ye yiikseldigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.7 : Glikoz ve H,0> konsantrasyonunun katalaz aktivitesi (U/mL) {izerine
etkisini gosteren tepki yiizey grafigi (Sicaklik 45°C’de ve melas konsantrasyonu
%1,5 (a/h) degerinde sabittir).

Sicaklik degerinde ve H20. konsantrasyonunda meydana gelen artisin katalaz
aktivitesinde diisiise sebep oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.8). Gézlemlenen diisiis
Cizelge 4.1°de verilmis olan sicaklik degerinin 50°C’den 45°C’ye ve H20:2
konsantrasyonunun 0,025 mM’dan 0 mM’a azaltilmasi sonucu Katalaz aktivitesinin
416,66 U/mL’den 476,53 U/mL’ye yiikselmesi ile desteklenmistir (Deney no. 2 ve
Deney no. 13).
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Sekil 4.8 : Sicaklik degerinin ve H202 konsantrasyonunun katalaz aktivitesi (U/mL)
iizerine etkisini gosteren tepki yiizey grafigi (Glikoz konsantrasyonu 30 g/L’da ve
melas konsantrasyonu %1,5 (a/h) degerinde sabittir).
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Glikoz ve melas konsantrasyonundaki artisin katalaz aktivitesinde de artisa sebep
oldugu gorilmektedir (Sekil 4.9). Cizelge 4.1°de wverildigi gibi glikoz
konsantrasyonunun 20g/L’den 30 g/L’ye ve melas konsantrasyonunun %1,5’dan %3’¢e
(a/h) artinlmas: sonucu Kkatalaz aktivitesi 457,65 U/mL’den 749,08 U/mL’ye
yiikselmistir (Deney no. 1 ve Deney no. 11).
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Sekil 4.9 : Glikoz ve melas konsantrasyonunun katalaz aktivitesi (U/mL) lizerine
etkisini gosteren tepki yiizey grafigi (Sicaklik 45°C’de ve H202 konsantrasyonu
0,025 mM degerinde sabittir).

Sekil 4.10’da sunulmus olan grafikte H.O> konsantrasyonundaki azalisin ve melas
konsantrasyonundaki artisin katalaz aktivitesinde artisa sebep oldugu goriilmektedir.
H20. konsantrasyonunun 0,05 mM’dan 0 mM’a azaltilmast ve melas
konsantrasyonunun %0 (a/h)’dan %3 (a/h)’e artirilmasi sonucu katalaz aktivitesinin
203,49 U/mL’den 708,05 U/mL’ye yiikseldigi gozlemlenmistir (Cizelge 4.1), (Deney
no. 6 ve Deney no. 7).

0,05

Aktivita

=
=
=

(Uimly

=]
=]
i

H:0: konsantrasyonu (mh)
=
=1
=3

=
=]
=

0.5 1.0 15 2.0 2.3 3.0
Melas konzantrasyone (%6, ah)

Sekil 4.10 : H202 ve melas konsantrasyonunun katalaz aktivitesi (U/mL) iizerine
etkisini gosteren tepki yiizey grafigi (Sicaklik 45°C’de ve glikoz konsantrasyonu 30
g/L degerinde sabittir).
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Model verileri en yiiksek enzim aktivitesini saglayacak olan kosul i¢in optimize
edildiginde Cizelge 4.3’te sunulmus oldugu gibi 40°C sicaklik, 40 g/L glikoz
konsantrasyonu, 0 mM H>0> konsantrasyonu ve %3 (a/h) melas konsantrasyonu elde
edilmistir. Elde edilen bu noktada ulasilmasi1 beklenen teorik enzim aktivitesi degeri
ise 816,2 U/mL olarak hesaplanmigtir. Deneysel olarak yapilan dogrulama
(verifikasyon) sonucunda enzim aktivitesi degeri Cizelge 4.4’te sunuldugu iizere 756,9

U/mL olarak bulunmustur.

Cizelge 4.3 : Fermantasyon ortami i¢in birinci optimizasyon sartlar1 ve optimum
nokta degerleri.

Altlimit  Ustlimi¢ ~ OPUmMum
nokta degeri
Sicaklik (°C) 40 50 40
Glikoz Konsantrasyonu (g/L) 20 40 40
H202 Konsantrasyonu (mM) 0 0,05 0
Melas Konsantrasyonu (%, a/h) 0 3 3
Teorik Enzim Aktivitesi Degeri (U/mL) 816,2

Cizelge 4.4 : Fermantasyon ortami optimizasyonuna ait birinci teorik deger ve
deneysel deger karsilagtirmasi.

Enzim Aktivitesi Degeri (U/ml)

Teorik Deger 816,2
Deneysel Deger 756,9
Varyasyon (%) 3

KATFO iiretimi i¢in fermantasyon ortaminin bilesenlerinden birisi olan glikozun daha
diisiik konsantrasyonda kullanilmasi tamamlanan tez ¢aligmasinin amaglari1 arasinda
yer almaktadir. Bunun sebebi, glikozun insan beslenmesi igin de 6nemli bir seker
olmasidir. Endiistriyel enzim {iiretiminde gida kaynaklar1 yerine insan tiiketimine
uygun olmayan ve diisiik maliyetli karbon kaynaklarinin kullanilmasi anlamlidir. Bu
baglamda glikoz konsantrasyonunun en diislik seviyede tutulmasi hedeflenerek yeni
bir optimum nokta ¢aligmasi yapilmistir. Bu hedefe uygun olarak yapilan optimum
nokta calismasi sonucunda 40°C sicaklik, 20 g/L glikoz konsantrasyonu, 0 mM H20>
konsantrasyonu ve %3 melas (a/h) konsantrasyonu belirlenmistir. Bu noktada
ulagilmas1 beklenen teorik enzim aktivitesi degeri ise 719,8 U/mL olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.5). Deneysel olarak yapilan dogrulama (verifikasyon)
sonucunda enzim aktivitesi degeri Cizelge 4.6’da gosterildigi gibi 692,4 U/mL olarak

bulunmustur.
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Cizelge 4.5 : Fermantasyon ortamui i¢in ikinci optimizasyon sartlart ve optimum
nokta degerleri.

Alt limit Ust limit Optimum
nokta degeri
Sicaklik (°C) 40 50 40
Glikoz Konsantrasyonu (g/L) 20 40 20
H202 Konsantrasyonu (mM) 0 0,05 0
Melas Konsantrasyonu (%, a/h) 0 3 3
Teorik Enzim Aktivitesi Degeri (U/mL) 719,8

Cizelge 4.6 : Fermantasyon ortami optimizasyonuna ait ikinci teorik deger ve
deneysel deger karsilastirmasi.

Enzim Aktivitesi Degeri (U/mL)

Teorik Deger 719,80
Deneysel Deger 692,4
Varyasyon (%) 3,81

Yapilan her iki verifikasyon sonucunda deneysel ve teorik deger birbirine yakin
bulunmustur. Bulunan her iki deneysel deger teorik sonug ile %95 giiven araliginda
tutarhdir. S. thermophilum’un ¢ogalmasi i¢in kullanilan ana kiiltiir bilesenlerinden biri
olan glikoz konsantrasyonu kiiltiir ortaminda 40 g/L kullanilmaktadir. Optimizasyon
yapilmadan ana kiiltiir bilesenleri ile hazirlanip kontrol olarak degerlendirilen
fermantasyon ortaminda en yiiksek katalaz aktivitesi 221,8 U/mL olarak belirlenmistir.
Optimizasyon sonucu %3 (a/h) melas konsantrasyonu katkilanmasi ve sicaklik
degerinin 45°C’den 40°C’ye diisiiriilmesi ile elde edilen katalaz aktivitesi 756,9 U/mL
tespit edilmistir. Yapilan verifikasyon ¢aligmasinda optimum nokta sartlarinin katalaz
aktivitesini kontrol kosuluna gore %241,3 artirdigi tespit edilmistir. Glikoz
konsantrasyonu azaltilip (20 g/L) tekrar verifikasyon galismasi yapildiginda ise katalaz
aktivitesi 692,4 U/mL tespit edilmis ve kontrole gore artis 9%212,2 olarak
belirlenmistir. Glikoz konsantrasyonun yariya dusiiriilmesi katalaz aktivitesinde
sadece %38,5 seviyesinde azalmaya neden olmustur. Ayrica, her iki optimum noktada
da sicaklik degerinin 45°C’den 40°C’ye diismiis olmasi enerji tiiketiminin azaltilmasi

acisindan avantaj saglamistir.

Kiiltiir ortaminda 20g/L glikoz kullanilan ve 45°C sicakliktaki optimum kosulda
yapilan iiretim sonucunda ulasilan KATFO aktivitesi (692,4 U/mL), optimize
edilmemis baslangic kosulunda (H202 ve melas igermeyen kiiltiir ortami, 45°C

sicaklik, 40 g/L glikoz konsantrasyonu) elde edilen 221,8 U/mL katalaz aktivitesinin
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3,1 katidir. Dolayistyla, tez ¢alismasinin ileri asamalari i¢in optimum fermantasyon
kosulunda 20 g/ glikoz konsantrasyonu secilerek KATFO iiretimi
gergeklestirilmistir.

4.3 Toz Formda KATFO Elde Edilmesi Kosullarinin Optimizasyonu I¢in
Yapilan On Cahsmalara Ait Bulgular

Referans alinan ¢aligmalardan yola ¢ikilarak liyofilizatér sonrasi elde edilen toz
enzimlerin katalaz aktivitesi sonuglar1 Cizelge 4.7°de verilmistir. Karistirma igin
manyetik karistiric1 kullanilarak elde edilen toz KATFO aktivitesi kontrole gére daha
diisiik bulunmus olup, homojenizator kullanilarak elde edilen KATFO aktivitesi ise
kontrole yakin ya da daha yiiksek bulunmustur. Bu sebeple ¢alismada yiiksek KATFO
aktivitesi elde etmek amaci goz 6niine alindiginda homojenizator ile calisilmasina

karar verilmistir.

Cizelge 4.7 : Dondurarak kurutma i¢in 6n ¢aligmaya ait katalaz aktivitesi sonuglari.

Manyetik karistiricr hizi Homojenizator hizi
Ham (rpm) (rpm)
enzim
250 750 1400 4000 8000 12000
Katalaz
aktivitesi 542,02 490,26 486,95 485,88 542,71 550,71 506,19
(U/mL)

Yapilan 6n deneme sonucu elde edilen toz formdaki KATFO’nun istenilmeyen
yapiskan bir yapiya sahip oldugu tespit edilmistir. Bu yapiskan form fermantasyon
ortaminda bulunan melastan kaynaklanmistir. Yapilan 6n ¢aligmalarda enkapsiilasyon
malzemesi konsantrasyonu artik¢a yapiskan formun ortadan kalktig1 gézlemlenmistir.
Endiistriyel boyutta iiretim ve ambalajlama diisiiniildiigli zaman bu iyilesmenin
stirdiiriilebilirligi igin enkapsiilasyon malzemesi konsantrasyonlarinda artis yapilarak

optimizasyon caligsmasi yapilmistir.

4.4 Toz Formda KATFO Elde Edilmesi Kosullarimin Optimizasyonu

KATFO ig¢in enkapsiilasyon ve dondurarak kurutma siire¢ kosullart (MD
konsantrasyonu, mannitol konsantrasyonu ve homojenizator hizi) 3 bagimsiz degisken

ve 3 seviyede belirlenmis olup, toplam 17 set deneyin ¢alisma kosullar1 Cizelge 4.8’da
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gosterilmigtir. Caligilan 17 set deney sonucuna ait toz KATFO gorselleri EK B’de
sunulmustur. Cizelge 4.8’de sunuldugu iizere, optimizasyon ¢alismalar1 kapsaminda
yapilan katalaz aktivitesi verimi hesaplamalar1 sonucunda %22,13 ve 124,44 arasinda
sonuglara ulasilmistir. En diisiik katalaz aktivitesi verimi sonucuna 3 g MD/g kuru
madde enzim konsantrasyonu, 3 g mannitol/g kuru madde enzim konsantrasyonu ve
8000 rpm homojenizator hizi (Deney no.16) sartlarinda ulasilirken, en yiiksek katalaz
aktivitesi verimi sonucuna 2 g MD/g kuru madde enzim konsantrasyonu, 1 ¢
mannitol/g kuru madde enzim konsantrasyonu ve 12000 rpm homojenizatér hizi

(Deney no.2) sartlarinda ulagilmistir.

Katalaz aktivitesi verim degerine ait modelin lineer model olarak secilmesi sonucu
elde edilen varyans analiz (ANOVA) tablosu Cizelge 4.9’da sunulmustur. Degiskenler
arasinda meydana gelen etkilesimin ve katsayilarin 6nemini tespit etmek i¢in Cizelge
10’da sunulmus olan yiiksek F degeri (56,84) ve diisiik p degeri (<0,05) arzu
edilmektedir. Model uyumsuzlugu degerinin ise p> 0,05 olmasi (0,068) nedeniyle bu
deger onemsiz bulunmustur. MD ve mannitol konsantrasyonuna ait p degerleri
0,05’ten kiiglik oldugundan istatistiksel olarak onemli bulunmustur. Modelleme

sonrasi Katalaz aktivitesi verim degerini ifade eden denklem Esitlik 4.2°de verilmistir.

Katalaz aktivitesi verimi (%) = 339,6 — 51,7 X1 — 62,6 Xz - 0,02978 X3+ 3,25 X2 +
6,34 X2? +0,00000 X32 + 7,11 X1 * X, —0,00020 X1* X3 - 0,00071 X2* X3 (4.2)

Eksi isaretli olan katsayilar; MD konsantrasyonu, mannitol konsantrasyonu,
homojenizatér hizi, MD konsantrasyonu*homojenizatér hizi  ve mannitol
konsantrasyonu*homojenizator hizi tepki iizerinde olumsuz etkiye sahiptir. Diger
katsayilar; MD konsantrasyonu*MD konsantrasyonu, mannitol
konsantrasyonu*mannitol konsantrasyonu, homojenizator hizi*homojenizator hizi ve
MD konsantrasyonu*mannitol konsantrasyonu arti isaretli katsayilart nedeniyle tepki

tizerinde olumlu etkiye sahiptir.

Secilen modelin matematiksel modele uygun olup olmadigim tespit etmek i¢in
regresyon Kkatsayilari incelenmistir. Incelenen katsayilar belirlilik katsayis1 (R?),
diizeltilmis belirlilik katsayis1 (R-adjusted) ve tahmin edilen belirlilik katsayisidir (R?-
predicted). Modelleme sonrast ANOVA sonuglarinda (Cizelge 4.9) goriildiigii gibi
belirlilik katsayis1 (R?) %97,15, diizeltilmis belirlilik katsayis1 (R2-adjusted) %93,48
ve tahmin edilen belirlilik katsayis1 (R?-predicted) %62,47 olarak bulunmustur. Elde
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edilen sonug, tepkideki (verim) toplam degiskenligin %97,15 oraninda kullanilan

model esitligi ifade edilebilecegini gostermektedir.

Cizelge 4.8 : Enkapsiilasyon isleminin optimizasyonu i¢in deney tasarimi ve verim

sonugclari.
Kod Degerleri Kodlanmams Degerler Tepki
MD kontgarllr:pf:lts(;/lonu Homojenizator Ka_ta_laz_
Deney konsantrasyonu - aktivitesi
Numarast ° X X (g MD/g kuru (E mannitol/g iz verimi
madde enzim) uru madde (rpm) (%)
enzim)

1 -1 1 0 1 3 8000 53,07
2 0 -1 1 2 1 12000 124,44
3 -1 3 2 4000 56,00
4 0 2 2 8000 44,70
5 0 0 0 2 2 8000 47,50
6 -1 -1 0 1 1 8000 112,23
7 0 0 0 2 2 8000 51,06
8 1 Wi i 3 2 12000 55,58
9 i, A 1 2 3 12000 49,37
10 0 0 0 2 2 8000 52,80
11 0 1 -1 2 3 4000 58,28
12 0o -1 -1 2 1 4000 122,02
13 1 -1 0 3 1 8000 53,32
14 -1 0 -1 1 2 4000 113,69
15 -1 0 1 2 12000 116,47
16 1 3 3 8000 22,13
17 0 0 2 2 8000 57,52
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Cizelge 4.9 : Enkapsiilasyon isleminin optimizasyonu i¢in bagimsiz degiskenlere ait
ANOVA tablosu.

Katalaz aktivitesi verimi (%)

Kareler Kareler

Model Terimi toplami DF ortalamasi F P
Model 168475 9 1871,95 26,49 0,000™
Lineer 120494 3 4016,46 56,84 0,000™
Xs 5455,4 1 5455,42 77,21 0,000™
Xs 6591,8 1 6591,82 93,29 0,000™
X7 2,1 1 2,13 0,03 0,867
Kuadratik 4561,1 3 1520,38 21,52 0,001™
Xs? 44,5 1 44,46 0,63 0,454
Xe? 169,4 1 169,35 2,40 0,166
X7 4169,8 1 4169,81 59,01 0,000™
Etkilesim 237,0 3 79,00 1,12 0,404
Xs*Xs 202,4 1 202,35 2,86 0,134
Xs*X7 2,6 1 2,56 0,04 0,854
Xe*X7 32,1 1 32,09 0,45 0,522
Hata 494.6 7 70,66
Model Uyumsuzlugu 397,3 3 132,44 5,44 0,068°
Saf Hata 97,3 4 24,32
Toplam 17342,1 16

Belirlilik Katsayis1 (R?) 97,15
DU B g5
Tahmin Edilen BeI.irIiIik 62 47
Katsayis1 (R%-predicted) ;
PRESS an
Uyumluluk Diizeyi 16,81

Xs, MD konsantrasyonu (g MD/g kuru madde enzim); Xe, Mannitol konsantrasyonu (g mannitol/g kuru
madde enzim); X7, Homojenizator hizi (rpm)

*p<0,05°te dnemli, **p<0,01°de 6nemli, *** Uyumluluk diizeyi 4’ten biiyiik olmalt

SModel uyumsuzlugu p<0,05°te dnemli degil olmali

Toz formda elde edilmis KATFO aktivitesinden elde edilen verime kurutma
kosullarinin etkisi Sekil 4.11-4.13’te sunulan grafiklerde verilmistir. Cizelge 4.8’de
sunulan katalaz aktivitesi verim degerleri karsilagtirildigi zaman MD ve mannitol
konsantrasyonunun artmasi ile katalaz aktivitesi veriminin distiigi tespit edilmistir
(Sekil 4.11). Homojenizator hizinin artmasiyla ise katalaz aktivitesi veriminde belirgin

bir diisiis gézlemlenmemistir (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13).
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Sekil 4.11 : MD ve mannitol konsantrasyonunun katalaz aktivitesi verimi (%)
lizerine etkisini gosteren tepki yiizey grafigi (Homojenizator hizi1 8000 rpm degerinde
sabittir).
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Sekil 4.12 : MD konsantrasyonunun ve homojenizator hizinin katalaz aktivitesi
verimi (%) lizerine etkisini gosteren tepki yiizey grafigi (Mannitol konsantrasyonu 2
g mannitol/g kuru madde enzim degerinde sabittir).
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Sekil 4.13 : Mannitol konsantrasyonunun ve homojenizator hizinin katalaz aktivitesi
verimi (%) tizerine etkisini gosteren tepki yiizey grafigi (MD konsantrasyonu 2 g
MD/g kuru madde enzim degerinde sabittir).
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Modelleme sonrasi kalint1 analizi ve artik grafikleri incelenip model uyumlulugu test
edilmistir. Sekil 4.14°te sunulan grafik, kalint1 analizi sonrasinda artiklarin dagilimini
gostermektedir. Sekil 4.14°te artiklarin dagiliminin normal dagilima uygun oldugu
goriilmektedir. Bu degerlendirmeler 1s18inda kuadratik modelin toz formda KATFO
elde edilmesine MD ve mannitol konsantrasyonunun ayrica homojenizatdr hizinin

katalaz aktivitesi verimine etkisini ifade etmek i¢in uygun oldugu sdylenebilir.

Artildlar

Yiizde

50 -4.08 -2.00 000 2,00 4,00 5,50

Sekil 4.14 : Katalaz aktivitesi verimi i¢in artiklarin dagilim grafigi.

Model verileri en yiiksek verim degerini saglayacak olan kosul igin optimize
edildiginde Cizelge 4.10°da sunulmus oldugu gibi 1 g MD/g kuru madde enzim
konsantrasyonu, 1 g mannitol/g kuru madde enzim konsantrasyonu ve 12000 rpm

homojenizator hizi belirlenmistir.

Belirlenen optimum sartlardan elde edilen ve depolamasi yapilan toz formdaki
KATFQ’ya ait gorseller EK C’de verilmistir. Elde edilen bu noktada ulasilmasi
beklenen teorik verim degeri ise %156,82 olarak hesaplanmistir. Deneysel olarak
yapilan dogrulama (verifikasyon) sonucunda verim degeri Cizelge 4.11’de sunuldugu

gibi % 112,13 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.10 : Enkapsiilasyon i¢in Optimizasyon sartlar1 ve optimum nokta degerleri.

Optimum
Alt limit Ust limit nokta
degeri

MD konsantrasyonu 1 3 1
(g MD/g kuru madde enzim)
Mannitol konsantrasyonu 1 3 1
(g mannitol/g kuru madde enzim)
Homojenizator hizi (rpm) 4000 12000 12000
Teorik katalaz aktivitesi verimi (%) 156,82
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Cizelge 4.11 : Enkapsiilasyon i¢in teorik deger ve deneysel deger karsilastirmasi.

Katalaz aktivitesi verimi (%)

Teorik Deger 156,82
Deneysel Deger 112,13
Varyasyon (%) 28,50

4.5 Fenol Oksidaz Aktivitesi

Optimum sartlarda tretilen ve enkapsiile edilerek kurutulan KATFO’nun fenol
oksidaz aktivitesi tespit edilmis ve ham (s1vi) KATFO ile karsilastirilmigtir. Katalaz
aktivitesiyle olan benzerlik veya farkin tespit edilmesi i¢in katalaz aktivite verimi
degerleri ile de karsilastirma yapilmistir. Ham (s1ivi) KATFO fenol oksidaz verimi
%100 olarak temel alinmis, enkapsiile edilerek kurutulmus KATFO’nun fenol oksidaz
aktivite verim degeri (%69,51), enkapsiile edilmeden kurutulmus KATFO’ya gore
daha yiiksek (%18,58) bulunmustur (Cizelge 4.12). Benzer durum katalaz aktivitesi
icin de gecerlidir. Enkapsiile edilerek kurutulmus KATFO’nun katalaz aktivite verim
degeri (%108,33) enkapsiile edilmeden kurutulmus KATFO’ya gore daha yliksek
(%18,58) bulunmustur.

Cizelge 4.12 : Dondurarak kurutma 6ncesi ve sonrasi katalaz ve fenol oksidaz verim

sonuclari.
Fenol Oksidaz Katalaz Aktivite
Aktivite Verimi (%) Verimi (%)
Ham (s1vi) KATFO 100,00 100,00
Enkapsiile edilmis toz formda KATFO 69,51 108,33
Enkapsiile edilmemis toz formda KATFO 18,58 47,69

Elde edilen aktivite ve aktivitelere bagli hesaplanan verimler iizerine ihtimaller
degerlendirilmistir. Homojenizator kullanilarak yapilan karistirma isleminde
karigtirma hizinin yiiksek olmasi s1vi formdaki kiiltiir iizerinde olumlu ya da olumsuz
etki olusturabilmektedir. Karistirma hizinin etkisiyle gegen siirede baslik 1sinmaya
baglar. Isinan bashgin diisiik miktarda da olsa enzim aktivitesine olumsuz etki
yapabilme olasilig1 vardir. Bunun yani sira baghigin kesme etkisiyle tetramer yapidaki
enzimin aktif bolgesinde pargalanmalar olup enzimin daha yiiksek enzim aktivitesi
gbstermesine yardimei olabilme ihtimali de diisiiniilmiistiir. Kurutulmak istenen sivi
formdaki enzimlerin oda sicakligindan -80°C’ye alinmasi ardindan dondurarak
kurutmanin basinda dogrudan soguk havaya maruz kalmasi enzimlerin iizerinde sok

etkisi meydana getirmis olabilir. Enkapsiile edilmemis toz formdaki enzimlerin
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veriminin daha diisiik olmast bu ihtimali kuvvetlendirmistir. Uygulanan yiiksek ani
basing ve pH degerinde meydana gelen ani degisim enzimlerin denatiirasyon nedenleri
arasinda oldugu diisiiniiliince elde edilen diisiik verimlerinin sebepleri arasinda yer

alabilecegi diisiintilmiistiir.

4.6 Toz Formda Elde Edilen KATFO’ya Uygulanan Analizlere Ait Bulgular

Enkapsiile edilmis ve edilmemis olarak kurutulan KATFQO’ya toz {irlin analizleri
kapsaminda yi1gin yogunluk (ov), darbeli yogunluk (o), ger¢ek yogunluk analizleri
(o) gerceklestirilmistir.  Gergeklestirilen analizlerin  sonucu ile go6zeneklilik,
akabilirlik ve yapigkanlik degerleri hesaplanmistir. Yogunluklarin yani sira

higroskopisite ve ¢oziiniirliik analizi yapilmistir.

Kurutulmus enzimlerin depolama stabilitesini incelemek amaciyla katalaz ve fenol
oksidaz enzim aktivitesi (U/mL) spektrofotometrik olarak oOlgiilmiistiir. Enzim
aktivitesi ile beraber nem, su aktivitesi (aw) ve renk (L*, a*, b*) analizleri

gergeklestirilmistir.

4.6.1 Yigin yogunluk, darbeli yogunluk ve gercek yogunluk

Yigin yogunlugu, toz boyutuna, sekline, yiizey o6zelliklerine ve pargacik boyutuna
bagl olan gida 6zelliklerinden biridir; boylece piiriizsiiz ve tek bigimli tozlar daha
yiiksek y1gin yogunluguna sahip olmaktadir (Goula ve Adamopoulos, 2005; Sharifi ve
digerleri, 2015). Enkapsiile edilmis ve edilmemis toz formda KATFO’ya ait 6rneklerin
depolama siiresine bagli olarak yogunluk degerlerindeki degisim Cizelge 4.13te

verilmistir.

Ozdemir ve digerleri (2021)’ne gore toz iiriinlerin tabi tutuldugu yogunluk analizleri
endiistriyel proseslerde isleme, paketleme, depolama ve dagitim kosullarinin
belirlenmesinde avantajlar saglamaktadir. Uriiniin sahip oldugu partikiil boyut
dagilimina ve gapina baglidir (Barbosa-Canovas ve digerleri, 2005; Caliskan ve Dirim,
2016). Yigmn yogunlugunun diisiilk olmasi ambalaj hacmini artirdigi i¢in arzu edilen
bir durum degildir (Kog ve digerleri, 2011). Diisiik y1gin yogunluguna sahip tiriinler
bosluklar1 arasinda daha fazla hava igerdiginden oksidasyon riski daha yiiksek olup
iriiniin depolama stabilitesi azalmaktadir. Uzun bir depolama stabilitesi i¢in yigin
yogunluk degerinin yiiksek olmas1 istenmektedir (Kog ve digerleri, 2011). Enkapsiile
edilmis KATFO’nun son giin degeri ilk giin degerine gore belirgin bir artis ya da diisiis
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gostermemekle beraber enkapsiile edilmemis KATFO depolamanin sonunda ilk
giiniine gore artis gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.13). Depolama siiresi sonunda
meydana gelen artisin da analiz 6ncesi zaman diliminde KATFO 6rneklerinin oda
sicakligima gelmesi beklenirken c¢evre kosullarindaki degisikliklerden (mevsim

gecisine bagli olarak sicakligin artmasi gibi) kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Cizelge 4.13 : Enkapsiile edilmis ve edilmemis toz formdaki KATFO’nun yogunluk

degerleri.
Yigm Yogunluk Darbeli Yogunluk Gergek Yogunluk
i () (od) (o)
Denolama __(g/m)  (gm) )
Ik giin Son giin 1k giin Son giin 1lk giin Son giin
(t=0) (t=91. Giin) (t=0) (t=91. Giin) (t=0) (t=91. Giin)
Enkapsiile
f{d"ere" 258,940,060  247,940,07° 274,040,06° 267,7+0,06° 1502,120,01°  1457,5+0,02¢
urutulmus
KATFO
Enkapsiile
edilmeden 7 116080 25442006 230,040,090 324.1£0,06° 150945001  3742,4+0,022
kurutulmu: TR T T . T Y
$
KATFO

Her satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan 6nemi ve farkliligi gostermektedir (p<0,05).

Kurutma sirasinda meydana gelen kristalizasyondan dolay1 enkapsiile edilmemis
KATFO ornekleri hizli ve bi¢imsiz kiimelesmeler gdstermistir. Analiz asamasinda
kiimeler aras1 bosluklar toz KATFO yerine hava ile dolup daha yiiksek yi1gin yogunluk
degeri gostermistir. Isleroglu ve digerleri (2019) mikrokapsiilleyip dondurarak
kuruttuklari transglutaminazin yigin yogunluk degerlerinin 50,15 ile 288,50 kg/m?
araliginda degistigini ve enkapsiilasyonda kaplama malzemesi olarak mannitoliin tek
basia kullanilmasinin arap zamki-kazein karisimi kullanilmasina gore daha yiiksek

y1gin yogunlugu degeri elde edilmesini sagladigi bildirmistir.

Jamdar ve digerleri (2021) tarafindan yapilan ¢calismada mikrokapstilleyip dondurarak
kuruttuklar1 lipaz ve asit fosfatazin en yiiksek yigin yogunluk degerinin 3:1 (a/a)
oraninda MD:peynir alt1 suyu protein konsantresi enkapsiilasyonunda elde edildigini
ve kaplama malzemesi olan MD’nin molekiil agirligimin yiiksek olmasinin toz
partikiillerin arasinda olusan bosluklara yerlesmesini kolaylastirdigini bildirmistir.
Ayrica, ayni calismada kullanilan diger kaplama malzemesi olan peynir altt suyu
protein konsantresinin ise partikiiller etrafinda kabuk olusumuna neden olarak
partikiillerin birbirine tutunmasina engel olabilecegini bu sayede de yi1gin yogunluk

degerine olumsuz etki edecegi vurgulanmstir.
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Darbeli yogunluk o6rnegin parcaciklar1 arasindaki bosluklar1 dikkate almamaktadir
(Suhag ve digerleri, 2016). Uriin agirligmin yiiksek olmasi, parcaciklar arasindaki
bosluklara kolaylikla yerlesmesini saglamaktadir. Darbeli yogunluk degeri yiiksek
olan iirlinlerin bosluklar1 arasinda hava icermedigi varsayilarak oksidasyon riski daha
diistik olup depolama stabilitesi daha uzundur. Depolama stabilitesi goz oniine alininca
darbeli yogunluk degerinin diisilk olmasi arzu edilmektedir. Enkapsiile edilmis
KATFO’nun ilk giin degeri ile son giin degerinin Cizelge 4.13’te sunuldugu gibi
belirgin bir artis ya da azalis gostermedigi tespit edilmistir. Enkapsiile edilmemis
KATFO’nun ise darbeli yogunluk degerinde depolamanin sonunda ilk giine gore artis
oldugu tespit edilmistir. Darbeli yogunlukta meydana gelen artisa yigin yogunluk
analizinde oldugu gibi {rliniin bigimsiz bir sekilde topaklanmasi sebep olarak
gosterilebilir. Yogunluk degerinde gozlenen bu artis, depolamaya devam edilmesi

halinde oksidasyon riskinin arttigini temsil etmektedir.

Isleroglu ve digerleri (2019) tarafindan yapilan ¢alismada dondurularak kurutulmus
transglutaminaza ait darbeli yogunluk degerlerinin 71,71 ile 443,60 kg/m® arasinda
bulundugu raporlanmistir. Gergek yogunlukta partikiil yiizey alanindaki artis veya
partikiil boyutunun azalmasi kurutma islemi sirasinda aglomerasyona (kiimelesmeye)
ya da neme kars1 daha fazla bir afiniteye neden olmaktadir (Chindapan ve digerleri,
2018). Yiiksek derecede higroskopik tirtinler bulundugu ortamdaki nemden etkilenme
egiliminde olacagindan gergek yogunlugunun diisiik olmasi arzu edilmektedir

(Ozdemir ve digerleri, 2021).

Gergek yogunluk i¢in Cizelge 4.13’te sunuldugu gibi enkapsiile edilmis ve edilmemis
KATFO’nun ilk giiniinde ayn1 degeri gostermistir. Enkapsiile edilmis KATFO’nun
son giin degerlerinde ilk giine gore belirgin bir degisiklik gozlenmezken enkapsiile
edilmemis KATFO’nun son giin degerinde artis gozlemlenmistir (Cizelge 13).
Depolama siiresi sonunda gercek yogunlugunda meydana gelen artisin iirliniin nem
alarak genlesmesi sebep olarak gosterilebilir. Isleroglu ve digerleri’nin (2019) yaptig
caligmada kurutulan transglutaminazin gercek yogunluk degerleri 1207-1476 kg/m?
araliginda bildirilmistir. Yapilan denemeler arasinda bulunan gercek yogunlugu
degerlerinin mikrokapsiilasyonda kullanilan kaplama malzemesi ile iliskili olmadigin
raporlamistir. Tamamlanan bu tez calismasinda depolamanin ilk giinii enkapsiile
edilmis ve edilmemis KATFO’ya ait yi@in yogunluk degerleri Isleroglu ve
digerleri’nin (2019) buldugu sonuca daha yakindir. Bununla birlikte, enkapsiile
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edilmemis KATFO depolama siiresince nem absorbe ettigi i¢in ger¢ek yogunluk

degeri enkapsiile edilmis KATFO'ya gore daha yiiksek bulunmustur.

Jamdar ve digerleri (2021), kurutarak elde ettigi lipaz ve asit fosfatazin en yiiksek
gergek  yogunluk  degerini  enkapsiilasyon isleminde MD’nin  yiiksek
konsantrasyonunda tespit ettigini bildirmistir. MD’nin enkapsiilasyon isleminde ve
kurutma asamasinda biiyiik parcaciklar olusturdugunu raporlamistir. Yogunluk analizi
sonuglarindan enkapsiile edilmis ve edilmemis enzimin 13 hafta sonundaki degerleri
incelendigi zaman enkapsiile edilmis enzim, enkapsiile edilmemis enzime gore
depolamanin ilk giin degerleri ile yakin sonug¢ vermistir (Cizelge 4.13). Sonuclardan
yola cikarak yapilan enkapsiilasyon isleminde kullanilan MD ve mannitoliin iiriinii

koruyup yogunluga olumlu etkisi oldugu sdylenebilir.
4.6.2 Gozeneklilik, akabilirlik, yapiskanhk

Santhalakshym ve digerleri’ne (2015) gore yiiksek gozeneklilik degerleri, bozulma
reaksiyonlart i¢in gerekli oksijeni igeren parcaciklar arasinda daha fazla sayida
boslugun varligin1 gosterdiginden 6rneklerin gozeneklilik degerinin diisiik olmasi
beklenmektedir. Enkapsiile edilmis ve edilmemis toz enzimlerin Cizelge 4.14°te ilk ve
son giine ait gozeneklilik degerleri incelendiginde depolama siiresince biiyiik bir
degisiklik olmadigi fakat enzimin enkapsiile edilmeden kurutulmasi halinde
gozeneklilik degerinin daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Degerin yiikselmesi ise
enkapsiile edilmeden kurutulan enzimin oksidasyona maruz kalma riskinin ytiksek

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.14 : Enkapsiile edilmis ve edilmemis toz formdaki KATFO ile tespit edilen
gozeneklilik, akabilirlik ve yapiskanlik degerleri.

Gozeneklilik Akabilirlik Yapiskanlik
(e) (Cn (HR)
Islem/Depolama (%) (*%0) (*0)
Ilk giin Son giin Ilk giin Son giin IIk giin Son giin
(t=0) (t=91. Giin) (t=0) (t=91. Giin) (t=0) (t=91. Giin)
Enkapsiile edilerek
kurutulmus toz 81,76£0,16  81,63£0,48 5(’ 12:?’? 7(’4015?’?)6 1’(3?31;‘;‘ l(fffi(])(’)o
formda KATFO soxty soRty ; ;
Enkapsiile edilmeden
kurutulmus toz 89.644034  913420,18 2 ’(Oolrfeg’m 21 ’(Sozrfeg’m : ’(30(;?&8’0 : ’(207%’0
formda KATFO
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Isleroglu ve digerleri’nin (2019) yaptigi ¢alismada; dondurularak kurutulmus
transglutaminazin gozeneklilik deger araligit %65,46-94,27 olarak bildirilmistir.
Enkapsiilasyon isleminde kaplama malzemesi olarak sadece mannitoliin

kullanilmasimin goézeneklilik degerini diistirdiigii belirtilmistir.

Toz tiriinlerin akabilirligi, Carr indeks (CI) degerlerine gore; CI degerinin 15'ten kiiciik
olmasi durumunda ¢ok iyi, 15-20 arasinda iyi, 20- 35 arasinda zayif, 35-45 arasinda
kotii, 45'ten biiylik ise ¢ok kotii olarak tanimlanmaktadir (Carr, 1965; Tiirker ve
digerleri, 2018). Yapiskanlik degeri icin Hausner Oraninin 1,2’den kii¢iik oldugu
durumlarda toz iiriiniin akabilirligi yiiksek, 1,2 ile 1,4 arasinda orta, 1,4’ten biiyiik
oldugunda ise diisiik olarak tanimlanmistir (Cizelge 3.5) (Hausner, 1967; Tiirker ve
digerleri, 2018).

Akabilirlik i¢in ilk ve son giin i¢in sonuglar Cizelge 4.14 ile karsilastirildigi zaman
enkapsiile edilmemis toz KATFO ‘orta derece akabilir’ iiriin olarak siniflandirilirken
enkapsiile edilmis toz KATFO ‘cok iyi akabilir’ iirlin olarak siniflandirilmistir.
Akabilirlik, Santhalakshym ve digerleri (2015)’ne goére kolayca hareket edebilme
olarak tanimlanirken diisiik degerler elde edilmesi istenmektedir. Fermantasyon
ortaminda bulunan melasin neden oldugu yapiskanlik 6rneklerin kiimelesmesine sebep
olmustur. Elde edilen sonuglara gére meydana gelen kiimelesmenin orneklerin

akabilirlik 6zelligi lizerinde olumsuz etki gdsterdigi gozlenmistir.

Yapiskanlik degeri i¢in Hausner Oraninin 1,2’den kiigiik oldugu durumlarda toz
tirtiniin akabilirligi yiiksek, 1,2 ile 1,4 arasinda orta, 1,4’ten biiyiik oldugunda ise diisiik
olarak tanimlanmaktadir (Hausner, 1967). Orneklerin Hausner oran1 degerlerine gore
Ik giin (1,30) ve son giin (1,27) yapiskanlik 6zelligine bakildiginda ise enkapsiile
edilmemis 6rnegin ‘orta derece yapigkan’, enkapsiile edilmis 6rnegin ise ‘diisiik derece
yapigkan’ lriin olarak smiflandirilabilecegi sonucuna ulagilmistir. Elde edilen
tiriinlerin akabilirlik ve yapiskanlik degerleri paketleme ve kullanim sirasinda {iriiniin
kullanimini etkileyen faktorler oldugundan 6nem tasimaktadir (Santhalakshym ve
digerleri, 2015). Bu calismada elde edilen bulgulara gére KATFO’nun yapiskanlik

ozelligi lizerine enkapsiilasyon isleminin olumlu etkisinin oldugu sdylenebilir.
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4.6.3 Higroskopisite ve Coziiniirlilk

Enkapsiile edilmis ve edilmemis toz formda KATFO 6rneklerinin depolama siiresine
bagl olarak higroskopisite ve ¢oziiniirliik degerlerindeki degisim Cizelge 4.15°te

verilmistir.

Cizelge 4.15 : Enkapsiile edilmis ve edilmemis toz formdaki KATFO ile tespit edilen
higroskopisite ve ¢oziintirliik degerleri.

Higroskopisite Coziintirlik
. (! 0
Islem/Depolama _ (*0) i (%)
Ik giin Son giin Ik giin Son giin
(t=0) (t=91. Giin) (t=0) (t=91. Giin)

Enkapsiile edilerek kurutulmus toz 49,42 42,51 87 875
formda KATFO (kismen higroskobik) (kismen higroskobik) '
Enkapsiile edilmeden kurutulmus toz 71,13 71,66 100 100
formda KATFO (¢ok higroskobik) (¢ok higroskobik)

Herhangi bir maddenin bulundugu ortamdan su alma ya da nem ¢ekme yetenegi olarak
bilinen higroskopisite analizi orneklere depolamanin ilk giinii ve son giinii
uygulanmustir. Orneklerin depolama sirasinda %75,3 bagil neme sahip oldugu sartta
muhafaza edilmesi durumunda depolamanin ilk giinii enkapsiile edilmemis ornegin
%71,13 degeri ile ‘cok higroskopik’ 6zellikte bir {irlin oldugu, enkapsiile edilince ise
%49,42 degeri ile ‘kismen higroskopik’ 6zellikte bir iiriin olabilecegi tespit edilmistir
(Cizelge 4.15). Enkapsiile edilerek kurutulan KATFO 6rneginde depolamanin son
giiniinde higroskopisite degeri %42,51 olarak belirlenmistir. Depolamanin son giin
degeri ilk giin degerine gore diislis gostermis olsa da siniflandirma olarak ‘kismen
higroskopik® 6zellik gostermektedir. Analiz sonucunda meydana gelen diisiis
enkapsiile edilerek kurutulan KATFO’nun depolama siiresince nem degerinin artmasi
ile iligkilendirilebilir. KATFO’nun nem degeri artik¢a analiz siiresi olan bir haftada
nemin doygunluguna ulastig1 diistiniilmiistiir. Literatiirde toz iiriinlerin higroskopisite
degerinin nem igerigiyle ters orantili oldugu belirtilmektedir. Toz {iriin ile ortam havasi
arasindaki nem farkinin bu durumun nedeni olabilecegi ve diisiik nem iceriginde hava
ile toz {irlin arasinda olusan yiiksek konsantrasyon gradiyentinin daha fazla nemin
absorbe edilmesine neden oldugu belirtilmistir (Ferrari ve digerleri, 2012). Enkapsiile
edilmeden kurutulan KATFO 6rneginde son giin higroskopisite degeri %71,66 olarak
tespit edilip ‘cok higroskopik’ 6zellikte bir iiriin olarak siniflandirnlmistir (Cizelge
4.15). Depolamanin ilk giin higroskopisite degeri ile son giin higroskopisite degeri
arasinda degisiklik olmadig1 gozlenmistir. Elde edilen degerler analizin uygulandig:

ortamin bagil nem seviyesi olan %75,3’e yakin bulunmustur. Depolama sonunda
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degerlerin degismeden c¢ok higroskopik 6zellikte olmasi drneklerin ulasabilecegi en

yiiksek nem ile doygun hale gelmis olacagi ile iliskilendirilmistir.

Seker igerigi yiiksek ftriinlerin kurutulmasinda, kurutma islemi sirasinda ya da
sonrasinda yapisma, yiiksek nem c¢ekisi (higroskopi) gibi sorunlar ortaya ¢ikmaktadir
(Bhandari ve digerleri, 1997). Yapiskanlik sorununun nedeni olarak Suhag ve digerleri
(2016) tarafindan iiriinlerde bulunan diisiik molekiil agirlikli sekerlerin (fruktoz ve
glikoz gibi) yiiksek seviyede olmasinin 6rnegi higroskopik hale getirip yapiskan

Ozellik kazandirmasi olarak bildirilmistir.

Enkapsiile edilmis ve edilmemis toz KATFO o6rneklerinde depolamanin ilk ve son
giiniinde ¢oziiniirliik tayini yapilmigtir. Depolama siirecinde her iki 6rnek igin de sabit
kalan ¢oziiniirliik degeri enkapsiile edilmis KATFO o6rneklerinde %87,5, enkapsiile
edilmemis KATFO orneklerinde ise %100 bulunmustur (Cizelge 4.15). Endiistriyel
boyutta KATFO’nun kullanimi disiiniildiginde ticari uygulamalarda yiiksek
¢Oziiniirliige sahip olmasi istenmektedir. KATFO’nun c¢oziindiiriilmesi sirasinda
topaklanma meydana gelmesi, aktivite kaybina da sebep olabilecegi icin arzu
edilmemektedir. Kaplama malzemesi olarak kullanilan MD ve mannitoliin ¢6ziintirlik
ozelliginin yliksek olmasi nedeniyle enkapsiilasyon isleminde tercih edilmektedir. Bu
calismada enkapsiile edilmemis KATFO’nun ¢oziiniirliigliniin daha yiiksek olmasi
KATFO’nun ¢ogunlugunun glikoz ve melastan olugsmas: ile iliskilendirilebilir. Seker
olarak nitelendirilebilen glikoz ve melasin MD ve mannitole gore ¢oziiniirliigliniin

daha yiiksek oldugu diistiniilmiistiir.

4.7 Raf Omrii Boyunca Uygulanan Analizlere Ait Bulgular

Enkapsiile edilmis ve edilmemis olarak kurutulan KATFO 13 hafta (91 giin) +4°C *de
depolanmustir. Depolama siiresince enzim aktivitesi, su aktivitesi, nem ve renk
degerleri igin analizler yapilmistir. Ham (sivi) KATFO da kontrol 6rnegi olarak

calisilmistir.

4.7.1 Enzim aktivitesi ve depolama stabilitesi

Tez c¢alismasinda enzim aktivitesinin  yiikksek olmasi fermantasyon ve
enkapsiilasyon/kurutma basamaklarinda g6z Oniine alman en Onemli Kkriterdir.
Calismanin amaci olan toz formda KATFO eldesinin basarili kabul edilebilmesi i¢in

enzim aktivitesinin miimkiin olan en yiiksek seviyede korunmasi 6énemlidir. Bu amacla
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uygulanan enkapsiilasyon igleminin de korumay1 artiracagi diisiiniilmiistiir. Enkapsiile
edilmis ve edilmemis toz KATFO ile ham (sivi) KATFO’nun depolama siiresince

bagil katalaz aktivitesi (%) degisimi Sekil 4.15’te sunulmustur.

Enkapsiile edilmeden kurutulan KATFO’nun katalaz aktivitesi ilk 28 giinliik (4 hafta)
depolama siiresi sonunda %21,5’lik kayba ugramistir. Ham (sivi) KATFO ise ayni
stirede aktivitesini tamamen yitirmistir. Buna karsilik, ilk 28 giinlik depolama
sonunda enkapsiile edilmis KATFO’nun aktivitesinin %99,2’sini korudugu tespit
edilmistir. Raf 6mrii ¢aligmas1 toplam 13 hafta (91 giin) siirdiiriilmiis ve siire sonunda
enkapsiile edilmemis toz KATFO’nun aktivitesinin neredeyse tamamin1 kaybettigi
(%7,6 seviyesinde korundugu) belirlenmistir. Siire zarfinda sivi numunede istenmeyen
mikrobiyal gelisim oldugu da goézlemlenmistir. Buna karsilik enkapsiile edilmis
KATFO’nun aktivitesi %89,4 seviyesinde korunmustur. Bu sonuglar, KATFO’nun toz
halde depolanmasinin ve toz hale getirilirken enkapsiilasyon uygulanmasinin KATFO

aktivitesinin korunmasi agisindan son derece 6énemli oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
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Sekil 4.15 : Optimum sartlarda enkapsiile edilerek ve edilmeden kurutulmus KATFO
ile ham (s1ivi) KATFO’nun depolama siiresince bagil katalaz aktivitesi (%) degisimi.

Literatiirde de benzer sonuglara ulasilan galigmalar raporlanmigtir. Isleroglu ve
digerleri (2019) transglutaminazin enkapsiile edilerek ve edilmeyerek kurutulmasi
sonrasi enkapsiilasyon islemine tabi tutulan enzimin aktivitesinin %93 korundugunu,
buna karsilik enkapsiilasyon uygulanmayan enzimin kalan aktivitesinin %64
seviyesinde kaldigimi raporlamistir. Jamdar ve digerleri (2021) yaptig1 caligmada
enkapsiilasyon malzemelerinin (MD ve peynir alt1 suyu konsantresi) ve bu kaplama

malzemelerinin farkli konsantrasyonlarinin dondurarak kurutma sonrasi lipaz ve asit
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fosfataz enzim aktiviteleri lizerine etkilerini incelemistir. Her iki enzim ig¢in de
enkapsiilasyon malzemesi olarak MD’nin peynir alt1 suyu konsantresine oranla daha
yuksek konsantrasyonda (3:1, a/a) kullanilmasinin enzim aktivitesini artirdigi

bildirilmistir.
4.7.2 Su aktivitesi (aw) ve nem

Su aktivitesi (aw) gida maddelerinde biyokimyasal veya mikrobiyolojik reaksiyonlarin
devam edebilmesini saglayan serbest suyun varliginin bir gostergesidir. Su aktivitesi
degerinin yiiksek olmas1 serbest suyun fazla bulundugunu dolayisiyla daha kisa raf
omriinii gostermektedir. Nem icerigi, elde edilen toz iirliniin kurutma verimliliginin
degerlendirilmesi i¢in 6nemli bir kriterdir. Uriiniin son halinin sahip oldugu nem
degeri, akiskanlik, yapiskanlik ve depolama stabilitesinin belirlenmesinde 6nemli bir
role sahiptir (Santhalakshym ve digerleri, 2015). Enkapsiile edilerek ve edilmeden
kurutulan KATFO’nun depolama siiresince Su aktivitesi (aw) ve nem degerleri
degisimi Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de gosterilmistir.
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Sekil 4.16 : Optimum sartlarda enkapstile edilerek ve edilmeden kurutulmus toz
formdaki KATFO’nun depolama siiresince su aktivitesi (aw) degisimi.
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Sekil 4.17 : Optimum sartlarda enkapstile edilerek ve edilmeden kurutulmus toz
formdaki KATFO’nun depolama siiresince nem (%) degisimi.

Su aktivitesi ve nem degerlerinin depolama siiresince enkapsiile edilmis ve edilmemis
KATFO’nun i¢in genel olarak benzer egilim gosterdigi, her iki numune i¢in de artig
meydana geldigi belirlenmistir (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17). En yiiksek aw degeri
depolamanin son giiniinde enkapsiile edilmemis KATFO ile 0,312 olarak tespit
edilmigken, en disiik aw degeri ise depolamanin ilk giiniinde enkapsiile edilerek
kurutulan KATFO o6rneginde 0,154 olarak belirlenmistir. En yiiksek nem degeri ise aw
degerinde oldugu gibi depolamanin son giiniinde enkapsiile edilmemis KATFO ile
22,48 olarak tespit edilmisken, en diisik nem degeri depolamanin ilk giiniinde
enkapsiile edilerek kurutulan KATFO 6rnegi ile 3,94 olarak tespit edilmistir (Sekil
4.17).

Depolama siiresince t0z KATFO 6rneklerinin muhafaza edilmesi amaciyla kullanilan
polietilen posetlerin ¢ok diisiik miktarda da olsa su buhart gegirgenligine sahip
Ozellikte olmasmin ve depolama siirecinde c¢evresel faktorlerin etkilerinin toz
orneklerin su aktivitesi ve nem miktarlarinin artmasina neden oldugu
diistiniilmektedir. Tiim numunelerde depolama siiresince aw Ve nem degerleri artmis
olmakla beraber, enkapsiilasyon islemi sayesinde toz iiriinlerde nispeten daha diisiik
aw ve nem degelerinin saglanabilecegi tespit edilmistir. Dolayisiyla, enkapsiilasyonun
raf Omrii boyunca lriin kalitesinin stabil kalmasi noktasinda avantaj sagladigi

sonucuna varilmistir.
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4.7.3 Renk

Gidalarda renk, tiiketici tercihi acisindan gidanin c¢ekiciliginde 6nemli rol
oynamaktadir. Gidanin duyusal ozellikleri yoniinden tiiketiciler alisik olduklari
gidalarin belirli renkte olmasini arzulamaktadir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen toz
formdaki KATFO’nun endiistriyel tiretimde kullanilmasi durumunda katkilandigi
gidanin rengini degistirmemesi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda toz formdaki

KATFO depolama siiresince renk analizine tabi tutulmustur.

Enkapsiile edilerek ve edilmeden kurutulan KATFO’nun depolama siiresince renk
degerleri (L*, a*, b*) degisimi Sekil 4.18-4.20’de sunulmustur. Enkapsiilasyon
isleminin KATFO’nun L* (parlaklik) degerinde artisa (Sekil 4.18); a* (kirmizilik)
degerinde diisiise (Sekil 4.19) neden oldugu, b* (sarilik) degerinde ise belirgin bir fark
yaratmadigi (Sekil 4.20) tespit edilmistir.
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Sekil 4.18 : Optimum sartlarda enkapsiile edilerek ve edilmeden kurutulmus toz
formdaki KATFO’nun depolama siiresince L* (parlaklik) degisimi.
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Sekil 4.19 : Optimum sartlarda enkapstile edilerek ve edilmeden kurutulmus toz
formdaki KATFO’nun depolama siiresince a* (kirmizilik) degisimi.
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Sekil 4.20 : Optimum sartlarda enkapsiile edilerek ve edilmeden kurutulmus toz
formdaki KATFO’nun depolama siiresince b* (sarilik) degisimi.

Enkapsiilasyonda kullanilan MD ve mannitol parlak ve beyaz renklidir. Bu nedenle
KATFO’nun renginde ham (s1vi) drnege gore daha yiliksek parlakliga (L*) ve daha
diisik kirmiziliga (a*) neden oldugu distiniilmiistiir. Literatiirde de bu durumu
destekleyici sonuglar mevcuttur. Isleroglu ve digerleri (2019) enkapsiilasyon iglemi

sirasinda mannitoliin kullanilmasi ve enkapsiilasyon malzemesi miktarinin artmasinin

L* (parlaklik) degerini artirdigini bildirmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Enzim uygulamalar1 gidadan tekstile, deterjandan yeme kadar farkli endiistriyel
alanlarda siklikla karsimiza ¢ikmaktadir. insan sagligi basta olmak iizere cevre ve
stirdiiriilebilir ekonomiye katki saglamasi nedeniyle endiistri alaninda kullanilan
enzimlerin gerekliligi ve dnemi glinden giine artig gostermektedir. KATFO da katalaz
ve fenol oksidaz aktivitesine sahip olan ve bu yéniiyle 6zgiin olan bir enzimdir. Onceki
calismalarda KATFO ile ilgili detayli biyokimyasal ¢aligmalar yapilmis olup, bir
sonraki agamada ticarilesme hedefiyle bu tez ¢alismasi kapsaminda enzimin iiretim
(fermantasyon) kosullarinin optimize edilmesi ve raf dmrii boyunca stabil bir {iriin elde
edilmesi i¢in enzimin enkapsiile edilerek kurutulmasina ¢alisilmistir. KATFO ile ilgili
geemiste yapilmis calismalarda kiiltiir ortaminda karbon kaynagi olarak yer alan
glikoz yerine diisiik maliyetli bir yan iiriin olan melasin kullanilmas1 sayesinde hem
insan beslenmesinde kullanilan bir seker olan glikozun besi yeri formiilasyonundan
cikarilmasi hem de daha diisiik maliyetli bir yan {iriin olan melasin degerlendirilmesi
miimkiin olmustur. KATFO’nun dondurarak kurutulmasi ve Oncesinde enkapsiile
edilmesi enzimin raf Oomrli uzun bir ticari bir iirline doniistiiriilmesi acisindan
onemlidir. Enkapsiilasyon igsleminde en yaygin kullanilan ajanlardan birisi olan MD
ve ikinci kaplama malzemesi olarak da mannitol ¢alisma kapsaminda denenmistir. Tez
caligmasi kapsaminda hem KATFO fermantasyon kosullart hem de enkapsiilasyon
stireci istatistiksel olarak optimize edilmistir. Optimum kosulda tiretilen ve kurutulan
KATFO i¢in karsilastirmali toz {irlin analizleri ve raf Omrii analizleri

gerceklestirilmistir.

Bu kapsamda, c¢alismanin ilk basamaginda, S. thermophilum (Mycothermus
thermophilus) kullanilarak KATFO’nun {iretim kosullarinin optimizasyonu igin
gerceklestirilen ©n denemelerde kiiltir ortaminda tannik asit ve H202
konsantrasyonunun  artirilmasinin - mikrobiyal ¢ogalmayr olumsuz etkiledigi
gozlemlenmistir. Eklenen Triton-X 100’{in ¢ogalmayi inhibe ettigi tespit edilirken,

melas ve pektinin ise ¢ogalma iizerinde olumlu etkisi oldugu belirlemistir.
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Fermantasyon kosullarinin istatistiksel optimizasyonu sonucunda en yiiksek KATFO
aktivitesi hedeflenerek 40°C sicaklik, 20 g/L glikoz konsantrasyonu ve %3 melas (a/h)
konsantrasyonu optimum nokta olarak tespit edilmistir. Optimum noktada bagimsiz
degiskenlerden H>O. konsantrasyonu sifir olarak tespit edilmistir. Optimum
kosullarda yapilan tiretim sonucunda 692,4 U/mL katalaz aktivitesine ulagilmistir. Bu
deger optimize edilmemis baslangic kosulunda (H20. ve melas icermeyen kiiltiir
ortami, 45°C sicaklik, 40 g/L glikoz konsantrasyonu) elde edilen 221,8 U/mL katalaz
aktivitesinin 3,1 katidir. Bu sonug, fermantasyon kosulunun optimize edilmesinin ve

melas kullaniminin sonuca katkisini agik¢a ortaya koymustur.

Calismanin ikinci basamaginda, enzimin raf dmrii boyunca stabilitesinin korunmasi
amaciyla gergeklestirilen enkapsiilasyon siirecinin istatistiksel olarak optimize
edilmesi amaglanmistir. Bu hedefe yonelik olarak gerceklestirilen 6n denemeler
sonucunda enkapsiilasyon siirecinde homojenizator kullaniminin manyetik karistiric
kullanimina goére daha yiliksek enzim aktivitesi ile sonuglandigi tespit edilmistir.
Dolayisiyla, enkapsiilasyon siireci i¢in MD ve mannitol konsantrasyonunun yaninda
homojenizasyon hizi da bagimsiz olarak calisilmistir. En yiiksek katalaz aktivitesi
verimi hedefiyle gergeklestirilen istatistiksel optimizasyon sonucunda 1 g MD/g kuru
madde enzim MD konsantrasyonu, 1 g mannitol/g kuru madde enzim mannitol
konsantrasyonu ve 12000 rpm homojenizatér hizi optimum nokta olarak tespit

edilmistir.

Enkapsiile edilmis ve edilmemis KATFO karsilastirmali olarak toz iiriine uygulanan
analizler ve raf omrii analizlerine tabi tutulmustur. Ayrica, kontrol 6rnegi olarak ham

(s1v1) KATFO ile de raf dmrii boyunca enzim aktivitesi takibi yapilmstir.

Enkapsiilasyon sonrasi gergeklestirilen depolamanin ilk 28 giinliikk (4 hafta) kismi
sonunda ham (sivi) KATFO aktivitesini tamamen yitirirken, enkapsiile edilmemis
KATFO’nun aktivitesini %78,5, enkapsiile edilmis KATFO’nun ise aktivitesini %99,2
seviyesinde korudugu tespit edilmistir. Toplam 13 hafta (91 giin) siirdiirtilen raf 6mrii
calismasinin sonunda enkapsiile edilmemis toz KATFO nun aktivitesinin sadece %7,6
seviyesinde korundugu, buna karsilik enkapsiile edilmis KATFO’nun aktivitesinin
%89,4 seviyesinde korundugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, ticari
uygulamalarda KATFO’nun enkapsiilasyon uygulanarak toz halde depolanmasinin

enzim aktivitesinin korunmasi agisindan son derece 6nemli oldugunu goéstermistir.
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Yapilan y1gm yogunluk, darbeli yogunluk ve gergek yogunluk analizleri sonucunda,
enkapsiile edilmis KATFO’nun depolama siiresince enkapsiile edilmemis KATFO’ya
gore yogunluk analizlerinde daha kararli davrandig tespit edilmistir. Buna karsilik,
enkapsiile edilmemis KATFO’nun ise depolama siiresi sonunda yogunluk

degerlerinde 6nemli artis oldugu belirlenmistir.

KATFO numunelerinin gozeneklilik () degerleri karsilagtirildiginda enkapsiile
edilmis Ornegin gozeneklilik degerinin (%81,8) enkapsiile edilmemis Ornege ait
degerden (%89,6) daha diisiik oldugu ve degerlerde 13 haftalik depolama siiresi
sonunda onemli bir farklilik olmadig: tespit edilmistir. Akiskanlik ve yapiskanlik
degerlerinde ise depolama siiresinde Onemli bir artis olmadigi goézlemlenmistir.
Enkapsiilasyon sayesinde toz KATFO’nun akabilirlik derecesi ‘orta’ seviyesinden
‘cok 1yi’ seviyesine yiikselmis, yapiskanlik 6zelligi ise hedeflendigi sekilde ‘orta’

seviyeden ‘diisiik’ yapiskanlik seviyesine ulagmustir.

Benzer sekilde yapilan karsilastirmali higroskopisite ve ¢oziiniirlikk analizleri
sonucunda ‘cok higroskobik’ olarak degerlendirilen enkapsiile edilmemis
KATFO’nun enkapsiilasyon sayesinde ‘kismen higroskobik’ 6zellige sahip oldugu
tespit edilmistir. Bu durum toz enzimin raf omrii siiresince nemden daha az
etkilenmesini saglamasi bakimindan o©nemlidir. Buna karsilik, enkapsiilasyon
uygulamasinin toz KATFO’nun ¢6ziiniirlik performansinmi olumsuz etkiledigi,

¢ozlintirliik (%) degerini %100°den %87 seviyesine diislirdiigii belirlenmistir.

Depolama siiresince su aktivitesi (aw) ve nem degisim profili incelendiginde,
enkapsiile edilmis toz KATFO'nun aw ve nem degerlerinin enkapsiile edilmemis
KATFO'dan daha diisiik oldugu, dolayisiyla enkapsiilasyonun aw ve nem agisindan toz
KATFO'nun stabilitesi i¢in iyilesme sagladigi tespit edilmistir. Bunun yam sira,
enkapsiilasyon sonucunda toz iriiniin parlakliginin (L*) arttigi, kirmiziliginin (a*)

distiigi, sarihgmin (b*) ise degismedigi tespit edilmistir.

Tez caligmast kapsaminda tamamlanan KATFO fermantasyon ve enkapsiilasyon
stireglerine ait istatistiksel optimizasyon ¢alismalar1 ve toz KATFO i¢in karsilagtirmali
raf omrii analizleri sayesinde enzimin ticari olarak iiretimi yolunda bir adim daha
atilmistir. Bundan sonraki ¢alismalarda, belirlenen optimum fermantasyon kosullar
icin farkli bagimsiz degiskenler de eklenerek biyoreaktor dlceginde iiretim sartlarinin

calisilmasi ve sonrasinda pilot dlgege gegis siirecinin planlanmasi 6nerilebilir. Ayrica,
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biyoreaktorde {iretim sonrasinda dondurarak kurutmanin yami sira piiskiirterek
kurutma secgeneginin de degerlendirilmesi sayesinde ticari iiretim siirecleri igin

alternatif yaratilmasinin 6niinii agacaktir.
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EKLER

EKA

Kat1 Besi Yeri Bilesenleri

Bilesen Konsantrasyon (g/L)
Maya Oziitii 4
K2HPO4 1
MgS04.7H20 0,5
Nisasta 15
Agar 20
On Kiiltiir Bilesenleri
Bilesen Konsantrasyon (g/L)
Maya Oziitii 4
K2HPO4 1
MgS04.7H20 0,5
Glikoz 10

Ana Kiiltiir Bilesenleri

Bilesen Konsantrasyon (g/L)
Maya Oziitii 4
K2HPO4 1
MgS0O4.7H20 0,5
CuS04.5H0 0,1
Glikoz" 40
Gallik asit 0,17

*: Bagimsiz degisken
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EK B: Toz formda elde edilmis KATFO gorselleri.

1 2 3 4 5
1 g MD/g kuru 2 g MD/g kuru 3 g MD/g kuru 2 g MD/g kuru 2 g MD/g kuru
madde enzim madde enzim madde enzim madde enzim madde enzim
3 g mannitol/g 1 g mannitol/g 2 g mannitol/g 2 g mannitol/g 2 g mannitol/g
kuru madde kuru madde kuru madde kuru madde kuru madde
enzim enzim enzim enzim enzim
8000 rpm 12000 rpm 4000 rpm 8000 rpm 8000 rpm

homojenizasyon

homojenizasyon

homojenizasyon

homojenizasyon

homojenizasyon

6 7 8 9
1 g MD/g kuru 2 g MD/g kuru 3 g MD/g kuru 2 g MD/g kuru
madde enzim madde enzim madde enzim madde enzim
1 g mannitol/g 2 g mannitol/g 2 g mannitol/g 3 g mannitol/g
kuru madde kuru madde kuru madde kuru madde
enzim enzim enzim enzim
8000 rpm 8000 rpm 12000 rpm 12000 rpm

homojenizasyon

homojenizasyon

homojenizasyon

homojenizasyon

10

2 g MD/g kuru
madde enzim

2 g mannitol/g
kuru madde
enzim

8000 rpm
homojenizasyon

11 12 13 14 15 16 17

2 g MD/g kuru 2 g MD/g kuru 3 g MD/g kuru 1 g MD/g kuru 1 g MD/g kuru 3 g MD/g kuru 3 g MD/g kuru
madde enzim madde enzim madde enzim madde enzim madde enzim madde enzim madde enzim

3 g mannitol/g 1 g mannitol/g 1 g mannitol/g 2 g mannitol/g 2 g mannitol/g 1 g mannitol/g 1 g mannitol/g
kuru madde kuru madde kuru madde kuru madde kuru madde kuru madde kuru madde
enzim enzim enzim enzim enzim enzim enzim

4000 rpm 4000 rpm 8000 rpm 4000 rpm 12000 rpm 8000 rpm homojenizasyon
homojenizasyon homojenizasyon homojenizasyon homojenizasyon homojenizasyon homojenizasyon 8000 rpm
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EK C: Depolamasi yapilan enkapsiile edilmis ve edilmemis KATFO gorselleri.

Z ¥

Enkapsiile Enkapsiile edilmis
edilmemis KATFO
KATFO 1 g MD/g kuru madde

1 g mannitol/g kuru madde
12000 rpm homojenizasyon
hiz1
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