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Calismanin amaci, Lactobacillus casei (DSM20011) mikroorganizmasinin tutuklanarak,
glukozdan laktik asit {iretimi, fermentasyon ortam kosullarinin Cevap Yiizey Yontemi
(RSM) ile optimizasyonunun gergeklestirilmesi ve kinetik hiz sabitlerinin bulunmasidir.
Tutuklama da Fe3Os nanoparcaciklart kullanilmigtir. FesOs nanoparcaciklart birlikte
coktiirme yontemi ile sentezlenmis, sentezlenen Fe3Os nanopargaciklart APTES ve
Dopamin ile ayri ayri fonksiyonellestirillestirilmistir. Fonksiyonellestirilmis Fe3O4
nanopargaciklari ve aljinat- Fe3sO4 nanopargaciklari ile ayr1 ayri hiicre tutuklama deneyleri
gerceklestirilmis, tutuklanan Lactobacillus casei hiicrelerinden laktik asit tiretimi
calisilmistir. Nanotaneciklere istenilen oranda tutuklama gergeklesemedigi icin
calismanin devaminda mikroorganizma, nanoyapida Fes3Os iceren kalsiyum aljinata
tutuklanarak laktik asit {iretimi iizerine liretim parametreleri incelenmistir. pH ve sicaklik
etkilerinin incelendigi 6n ¢alismalarda, 6.5 pH ve 25 °C sicaklik degerlerinde 14.3 g/L
laktik asit elde edilmistir. RSM deneylerinde mikroorganizma derigimi, substrat derigimi
ve deney siiresi parametrelerinin laktik asit derigsimi tizerindeki etkileri incelenmistir.
Laktik asit derisiminde en yiiksek sonuclara, mikroorganizma derisiminin 4.5 g/L ve
substrat derisiminin 30 g/L. alinarak baslatildigi ve deney siiresinin 96 saat slirdiigii
calismalarda varilmistir. Bu degerler sonucunda laktik asit derisimi 28.1 g/L. degerine
ulagsmistir. Elde edilen bu kosullarda tutuklanmis mikroorganizmalarin tekrar kullanimini
incelenmis ve dordiincii kullanim sonunda laktik asit derisiminin %72.8 i korunmustur.

Caligmanin ikinci boliimiinde tutuklanmis mikroorganizmalarla laktik asit iiretim kinetigi
incelenmis, kinetigin substrat aktivasyon modeline uydugu belirlenmistir. Kinetik
sabitleri sirasiyla; rsmax= 11.385 mmol/L.h, Ki=31.9012 mmol/L ve K2=0.7285 mmol/L
olarak bulunmustur. Calismada etkinlik katsayis1 yaklagik 1.00 bulunmus ve gdzenek igi
ve dis1 difiizyonve kiitle aktarim kisitlamalar1 olmadigi belirlenmistir. Boylece, bulunan
hiz denklemindeki sabitler, kisitlamasiz durumdaki gercek hiz sabitleri olarak ele
alimustir.

Ocak 2021, 83 sayfa
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The aim of the study is to immobilized Lactobacillus casei (DSM20011) microorganism,
to produce lactic acid from glucose, optimize fermentation conditions with Response
Surface Method (RSM) and to find kinetic rate constants. Fe3O4 nanoparticles were used
in the immobilized. Fe3Os nanoparticles were synthesized by co-precipitation method,
and the synthesized Fe3O4 nanoparticles were functionalized separately with APTES and
Dopamine. Cell immobilized experiments were performed separately with functionalized
Fe304 nanoparticles and alginate- Fe3O4 nanoparticles, and lactic acid production from
immobilized Lactobacillus casei cells was studied. Since the desired amount of
immobilized of the nanoparticles could not occur, the microorganism was immobilized
in the calcium alginate containing nanostructure of Fe3Os and the production parameters
on lactic acid production were examined. In the preliminary studies investigated the
effects of pH and temperature, 14.3 g/L lactic acid was obtained at 6.5 pH and 25 ° C
temperatures. The effects of microorganism concentration, substrate concentration and
test duration parameters on lactic acid concentration were investigated in RSM
experiments. The highest results in lactic acid concentration have been reached in the
studies in which the microorganism concentration was 4.5 g/L, the substrate
concentration was 30 g/L and the test period lasted 96 hours. As a result of these values,
the lactic acid concentration reached 28.1 g/L. In these conditions, reuse of immobilized
microorganisms were examined and 72.8% of the lactic acid concentration was preserved
at the end of the fourth use. In the second part of the study, lactic acid production kinetics
with immobilized microorganisms were examined, and it was determined that the kinetics
fit the substrate activation model. Kinetic constants, respectively; rsmax = 11.385
mmol/L.h, Ki = 31.9012 mmol/L and K2 = 0.7285 mmol/L. In the study, the efficiency
coefficient was found to be approximately 1.00 and it was determined that there were no
observation the intra and interparticle resistances. Thus, the constants in the found rate
equation are considered as real rate constants in the unresistance state.

January 2021, 83 page
Key Words: Fe3Os4 Nanoparticles, Functionalization, Immobilized Microorganism,
Lactic Acid Production
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Calismalarim takip ederek danigsmanliginda calismak istedigim, bu istegimi en olumlu
sekilde karsilayip kabul eden, 6n arastirma, ders agamasi, tez ¢aligmalari ve tiim asamalar
boyunca beni yonlendiren, bilgi ve tecriibelerini her zaman en igtenlikle paylasan, sabir
ve hosgoriisiinii benden esirgemeyen, disiplinine hayran oldugum, destegini en zorlu
zamanlarimda hep hissettiren degerli danisman hocam Prof. Dr. Emine BAYRAKTAR’
a (Ankara Universitesi Kimya Miihendisligi Anabilim Dali) sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Calismalarim boyunca desteklerini sunan Prof. Dr. Ulkii MEHMETOGLU ve Prof. Dr.
Afife GUVENC’ e, yiiksek lisans dénemim boyunca hem arastirmalarimda hem
deneylerimde her seyi danisabildigim, her zaman giileryiiz ve hosgoriisiiyle karsilayan
degerli hocam Aras. Gor. Dr. Rahime SONGUR’ e, demir oksit nanoparcaciklari sentezi
calismalarimin gerceklestirilmesinde ve sonuglarimin yorumlanmasinda destek olan
hocalarim Prof. Dr. Nuray YILDIZ, Aras. Gor. Dr. Ceren ATILA DINCER ve Aras. Gor.
Dr. Yavuz GOKCE’ ye, kinetik model ¢alismalarini gerceklestirmemiz fikrini sunan Dog.
Dr. Emir Hiiseyin SIMSEK’ e, HPLC ¢alismalarim boyunca bilgisine danistigimiz, konu
hakkinda ¢ok yardimci olan Uzm. Dr. Niliifer VURAL’ a tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvarda bilgi birikimini aktaran ve her zaman yardim saglayan ¢aligma arkadasim
Elif UZUN’ a, ¢alismalarimiz boyunca birbirimize destek oldugumuz irem ONDER’ e
tesekkiirlerimi sunarim. Her zaman desteklerini arkamda hissettigim degerli arkadaslarim
Kiibra POLAT ve Nursen OCAL’ a ve varlifiyla gii¢ veren, en biiyiik destegim Akin
ERGUN’ e tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak, bugiinlere gelmemi saglayan, her zaman diisiincelerimde beni destekleyen,
sabir ve sevgileriyle yanimda olan canim ailem, her zaman yanimizda oldugunu bildigim
ve hissettigim babam Hakan KACAR, annem Selma KACAR ve kardesim Efe KACAR’
a tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Endiistriyel uygulamalarda enzim/mikroorganizmalarin kullanimi sinirlidir (Mutha vd.
2012). Coziinen ya da serbest haldeki hiicreler, genellikle reaksiyonun sonunda geri
kazanilamaz. Hiicre teknolojisinin yeni ve degerli bir alani, hiicrelerin aktivitesi igin
destekler veya tastyicilar olarak islev géren membranlar ve pargaciklar gibi ¢dzlinmeyen
polimerlere tutuklanmasi ile ilgilidir. Hiicreler siirekli bir katalitik siire¢ boyunca fiziksel
olarak sinirlandirilir, reaksiyon karistmindan geri kazanilabilir ve tekrar tekrar

kullanilabilir, bdylece siirecin ekonomisi iyilestirilebilir (Smith 2009).

Tiim hiicreler, biyokataliz, ¢evresel izleme, farmakoloji, gida endiistrisi gibi gesitli
alanlarda fonksiyonel algilama i¢in kullanilir. Serbest hiicre ¢ozeltide kararsizdir ve geri
dontistiiriilmesi gii¢ olup, sonraki iirlinlerin ayrilmasi ve saflastirilmasini etkiler (Zhuang
vd. 2017). Tutuklanmis hiicreler ¢oziiniir karsiliklarina gére daha kararlidirlar (Smith
2009). Tim hiicrenin tutuklanmasi, bu dezavantajlarin iistesinden gelmek i¢in etkili
yollardan biridir ve tekrar kullanimini kolaylastirabilir, tirliniin saflastirilmasini

basitlestirebilir (Zhuang vd. 2017).

Hiicre tutuklamasi tekniklerinde; kati desteklere fiziksel adsorpsiyon, hidrojel i¢inde
tutulma, hiicrelerin ¢apraz baglanmasi ve tasiyicilara kovalent baglanma yer almaktadir

(Zhuang vd. 2017).

Biyokatalizorlerin pratik kullanimi ve tutuklama igin c¢esitli destek malzemeleri ve
teknolojileri gelistirilmistir. Nano 6lgekli destek ve biyokatalizin basit kombinasyonunun
Otesinde, sinerjik bir etki enzim stabilizasyonu, susuz bir organik ¢oziicliide biyo
doniisiim, hassas tespit i¢in biyosensorlerin gelistirilmesi, yliksek glic yogunlugu igin
biyoyakit hiicreleri ve bir elektroenzimatik biyo-doniisiim sisteminin gelistirilmesi gibi

yenilik¢i sonuglarin elde edilmesine yardimer olmustur (Min and Yoo, 2014).

Son yillarda tutuklama etkinliginin iyilestirilmesine olanak saglamak amaciyla nanoyap1
malzemeleri kullanimi tercih edilmistir. Kullanilan nanoyapt malzemeleri olarak, ¢esitli

nanomateryaller, manyetik nanopartikiiller, karbon nanotiipler, silika bazl



nanomateryaller, seliiloz bazli membran, polimerler ve recinelerden bahsedilebilir (Ameri
vd. 2020). Fonksiyonellestirilmis manyetik nanopartikiiller, tutuklama i¢in genis ylizey
alanlar1 saglama gibi bir¢ok avantaj sunar (Akhond vd. 2016).

Bu yiiksek lisans tez calismasinda, Lactobacillus  casei (DSM20011)
mikroorganizmasinin tutuklanarak, glukoz ile laktik asit {iretimi amaglanmistir.
Tutuklama icin  FesOs  nanaoparcaciklarindan  faydalanilmustir.  Oncelikle
fonksiyonellestirilen Fe3O4 nanaoparcaciklari, daha sonra ise aljinat ile birlestirilmis
Fe3Os nanaoparcaciklart kullanilarak, hiicre tutuklamasmin ve akabinde laktik asit
tiretiminin gergeklestirildigi calismalar yapilmistir. Fermentasyon ortami sicakligi,
karistirma hizi, baslangi¢c pH’ 1, tutuklama i¢in kullanilan Na-aljinat miktarlari i¢in farkl
kosullar denenerek optimum c¢alisma degerlerine ulasilmistir. Fermentasyon ortaminda
kullanilan mikroorganizma derisimi, substrat derisimi ve fermentasyon siiresi i¢in ise
optimum kosullarin belirlenmesi i¢in Cevap Yiizey Yontemine (RSM) basvurulmustur.

Ayrica, ¢caligsmalarin son agamasinda tepkimenin kinetik modeli belirlenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Laktik Asitin Yapisi ve Ozellikleri

Laktik asit (2-hidroksipropanoik asit), biyoteknoloji endiistrisindeki en 6nemli organik
asitlerden biridir. CH3CH (OH) COOH kimyasal formiiliinii sunan, {i¢ karbon atomlu
organik bir omurgaya sahip optik olarak aktif bir molekiildiir. Karboksil grubuna bitisik
hidroksil grubu mevcut oldugundan o-hidroksi asit olarak smiflandirilir. Asimetrik
karbonu nedeniyle iki optik izomer, 1 (+)- laktik asit veya S-laktik asit ve d (-)- laktik asit
veya R-laktik asit formunda bulunur (Vandenberghe vd. 2018). Sekil 2.1° de laktik asit

formlar1 verilmistir.

Laktik asit (C3HeO3) yasamin pek cok alaninda bulunur. Insanlar ve hayvanlar igin en

onemli fonksiyonu, kas dokularina enerji saglamasidir.

CHj CHsj

H,
C|; \\\\\\\H ///I,'

C
Ho” | Wcoon  Hooc?” o

L-lactic acid D-lactic acid
Sekil 2.1 Laktik asit enantiyomerleri, L(+) laktik asit ve D(-) laktik asit (Cinelli vd. 2019)

D(-) laktik asitin yiiksek dozda kullanimi1 insan viicudu i¢in zararli oldugundan, gida ve
ilag endiistrilerinde L(+) laktik asitin kullanimi tercih edilmektedir. Bu nedenle D(-)
laktik asit tretimi ile ilgili yapilan c¢aligma sayist azdir. Ancak D(-) laktik asitin
giiniimiizde biyobozunur bir polimer olan polilaktik asitin 6zelliklerini iyilestirici yonde

etkisi oldugundan iiretimi de 6nem kazanmistir (Eldeleklioglu, B. 2009).

Cizelge 2.1’ de laktik asite ait baz1 fiziksel 6zellikler verilmistir.
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Cizelge 2.1 Laktik asidin fiziksel 6zellikleri (OMAY, D. 2010)

Molekiil agirlig 90.08 g.mol-1

Erime noktast 289.8 K

Kaynama noktasi 66.7 Pa’ da 355 K, 1733.2 Pa’ da 395
K

Ayrigma sabiti, 298 K’ de Ka 1.37x10-4

Yanma 1s1s1 1361 kJ mol-1

Ozgiil 1s1, 293 K de Cp 190 J.mol-1 K

2.2 Laktik Asit Kullanim Alanlari

Laktik asit ilk kez 1780 yilinda Isvecli kimyager Scheele tarafindan eksi siitte
bulunmustur. Diger bazi1 bilim adamlar1 Scheele’ nin asidin saf olmadigini ve asetik asidin
baska bir yapi ile birlesmis ve modifiye olmus hali oldugunu iddia etmislerdir. Berzelius,
Scheele’ nin deneylerini tekrarlamis ve laktik asidin saf bir asit oldugunu 1808 yilinda
dogrulamistir. Braconnat ise, laktik asidin varligini 1813 yilinda tekrar ispatlamis ancak
Scheele’ ninkinden farkli oldugunu iddia etmistir. Laktik asidin varligi en son 1833
yilinda Gay-Lussac tarafindan ispat edilmistir. Laktik asit fermentasyonu ise ilk olarak
1839 yilinda, Fremy tarafindan, seker pancari, siit sekeri, nisasta ve dekstrin gibi
maddeleri kullanarak gergeklestirilmistir. Laktik asidin ilk ticari tiretimi ise 1881 yilinda
Charles Avery tarafindan yapilmstir. i1k basaril1 endiistriyel kullanim alani deri ve tekstil

sektorlerinde 1894 yilinda baglamis ve iiretim yillik hacmi 5 ton civarinda olmustur

(OMAY, D. 2010).

Laktik asit, gidalarda kullanilan en eski asitlerden biridir. Laktik asidin ilk ticari
kullanimlari, lezzet vermek, pH diizenlemesi, mikrobiyal kalitenin iyilestirilmesi ve
mineral takviyesi i¢in gida {riinleri ve igeceklerdir. Sekerleme, unlu mamiiller, bira,
sarap, igecekler, siit iiriinleri ve et iirlinleri, laktik asidin kullanildig: {iriin ¢esitlerine 6rnek

olarak verilebilir. Peynir tiretiminde pH’ 1 ayarlamak ve lezzet verici bir madde olarak

ilave edilir (Dziezak, J.D. 2003).
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Laktik asit, hem dogal olarak hem de lahana tursusu, yogurt ve diger fermente gidalarda
oldugu gibi in situ fermentasyon {iriinii olarak bulunur. Laktik asit ayn1 zamanda bir¢ok
canli organizmada da temel metabolik bir ara maddedir. Sodyum ve potasyum laktatlar,
ticari olarak dogal veya sentetik laktik asidin notrlestirilmesiyle tretilir. Bir gida katki
maddesi olarak kullanilacak laktik asit, karbonhidratlarin fermentasyonu veya asetaldehit
ve hidrojen siyanitten laktonitril olusumu ve ardindan hidrolizi i¢eren kimyasal bir

prosediirle elde edilebilir (Ramis-Ramos, G. 2003).

Ayrica, bu organik asit kozmetik endiistrisinde, pH diizenleyici, antimikrobiyal madde,
nemlendirici olarak kullanilmaktadir. Farmasotik endiistrisinde, sodyum laktat siklikla
parenteral ve intravendz c¢ozeltilerde elektrolit olarak kullanilirken, kalsiyum laktat
kalsiyum eksikligi tedavisi i¢in ve bir antikanser madde olarak kullanilir. Kimya
endistrisinde ise laktik asit, akrilik asit, piruvik asit, biyosolventler ve esterler gibi bir¢ok

Onemli irinun 6ncusudur.

Laktik asidin en belirgin uygulamalarindan biri, biyolojik olarak parcalanabilen ve biyo-
uyumlu bir alifatik polyester olan polilaktik asitin (PLA) yapi1 tasidir. PLA genellikle
solventsiz bir eriyik isleminde laktik asit yogunlagmasinin bir iiriinii olan laktidin halka
agma polimerizasyonu yoluyla sentezlenir. Bu polimer, 6zellikle laktik asidin 1 (+)
izomerinden iretildiginde, implantlar, siitiirler, kemik fiksasyonu, doku miihendisliginde
iskele ve kontrollii ilag salimimi gibi bir¢ok biyomedikal uygulamada, ayrica
ambalajlama, yapisal diger uygulamalarda da kullanilabilir. Kiiresel laktik asit talebinin
2020 yilina kadar 1.96 x 106 ton, PLA talebinin ise 1.21 x 106 ton olarak tahmin edildigi
belirtilmektedir (Vandenberghe vd. 2018).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B012227055X000547#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780444639905000189#!

2.3 Laktik Asit Uretimi

Laktik asit, kimyasal veya biyolojik sentez yoluyla iiretilebilir. Kimyasal sentez
genellikle laktonitrilin gii¢lii asitlerin kullanimai ile hidrolizi seklinde gergeklestirilir. Bu
islem ile rasemik karisim (d ve l-laktik asit) elde edilir. Biyolojik (enzimatik) sentez ile
optik olarak daha saf laktik asit iretilebilir. Bu stereoselektivite, laktik asidin biyolojik
sentezinin avantajli olarak kabul edilmesinin ana nedenlerinden biridir, ¢iinkii optik saflik
laktik asidin hemen hemen tiim uygulamalar1 i¢in dnemlidir. Ornegin, d (-) - laktik asit
insanlar ve hayvanlar tarafindan metabolize edilmez. PLA’ nin kristallik ve gerilme

direnci de dogrudan optik saflikla iligkilidir (Vandenberghe vd. 2018).

Laktik asit elde etmenin mikrobiyolojik ve kimyasal yontemlerinin iiretim maliyetleri
benzerdir ve ¢ok rekabet¢idir. Yaygin kullanimdaki bir biyosentez yontemi, glikoz ile
baslar ve stereospesifik laktat dehidrojenaz kullanilarak hem 1 (+) hem de d (-)
izomerlerine dontstliriilebilen piruvat tretir; ancak, sadece 1 (+) formu ticari olarak
uiretilir. Rasemik karisim her zaman kimyasal sentez ile elde edilir. Sentetik laktik asit,
normalde fermentasyon yoluyla elde edilen iiriinde bulunan kirletici maddelerden
arindirilmistir ve bu nedenle tamamen renksiz ve muhtemelen daha stabildir. Laktik asit
ve tuzlar oldukga higroskopiktir ve bu nedenle genellikle kati1 formda degil, konsantre
cozeltilerde (agirlikca % 60-80) kullanilir. Bu cozeltiler renksiz ve kokusuzdur ve hafif
tuzlu bir tada sahiptir (Ramis-Ramos, G. 2003).

Laktik asit bakterileri (LAB) ve laktik asit iireten mantarlar gibi mikroorganizmalar,
metabolik yollarindan optik olarak saf laktik asit {iretmek amaciyla yaygin olarak
arastirilmis ve calisilmistir. LAB, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ila¢ Yonetimi’
nden (FDA) Genellikle Giivenli Olarak Kabul Edilir (GRAS) statiisiinii almis ve laktik

asit iiretimi i¢in en 6nemli mikroorganizmalardir (Vandenberghe vd. 2018).

LAB, metabolik yollarina gore ii¢ fizyolojik gruba ayrilabilir.
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1.

Zorunlu homofermentat LAB, glikoliz yoluyla heksozlar1 oksitleyerek ana son
iirlin olarak laktik asit {iretir; fruktoz 1,6 difosfat aldolaz enzimine sahiptirler

(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Laktik asit liretimi i¢in homofermentatif yol

. Zorunlu heterofermentat LAB, pentoz-fosfat yolu yoluyla heksozlar1 ve pentozlari

okside eder ve sadece laktik asit degil ayn1 zamanda COz, asetik asit ve / veya

etanol iiretir; fosfoketolaz enzimine sahiptirler (Sekil 2.3).

Son olarak, fakiiltatif heterolaktik LAB, heksozlar1 metabolize etmek icin
glikolitik yolu (fruktoz 1,6 difosfat aldolaz igerir) kullanir ve pentozlari
metabolize edebilmeleri i¢in indiiklenebilir bir fosfoketolaz sentezler

(Vandenberghe vd. 2018).
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Sekil 2.3 Laktik asit iiretimi i¢in heterofermentatif yol

2.3.1 Homofermentatif ve heterofermentatif laktik asit bakteri tiirleri

Zorunlu homofermentatif LAB’ 1n tiirleri arasinda; Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus helveticus, Lactococcus lactis, Lactobacillus amylophilus ve Enterococcus

faecalis bulunur.

Zorunlu heterofermentatif LAB’ 1n tiirleri arasinda; Lactobacillus brevis, Lactobacillus
latocus, Latobacillus lacacus, Latobacillus lacacus, Latobacillus lacacus, Latobacillus
lacacus, Latobacillus lacacus, Latobacillus lacacus, Latobacillus lacacus, Latobacillus,
Latobacillus, Lactobacillus helveticus, Lactococcus lactis, Lactobacillus amylophilus ve

Enterococcus faecalis bulunur.

Fakultatif heterolaktik LAB’ 1n turleri arasinda Lactobacillus casei, Lactobacillus

pentosus, Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus sake vardir.



Genellikle, glikoz ve sukroz, laktik asidin mikrobiyal {iretimi i¢in en uygun karbon
kaynaklaridir. Ayrica amino asitler, vitaminler ve mineraller formundaki azot da, iyi
tiretim verimleri saglamak icin 6nemli parametrelerdir. Cogu zaman, pahali azot
kaynaklar1 olan maya 6ziitli veya peptonun ortama ilavesi gereklidir. Dolayisiyla, azot
bakimindan zengin organik atiklarin kullanilmasi, tiretim maliyetlerini en aza indirmenin
bir alternatifi olabilir. Alternatif karbon kaynaklarmin kullanimi, laktik asit tiretimi igin
genis capta ¢alisilmistir. Bunlar, tarim ve gida endiistrilerinden yan iirlinler, nisastali ve
lignoseliilozik biyokiitle, peynir alt1 suyu, gliserol, alg biyokiitlesi igerir (Vandenberghe
vd. 2018).

2.4 Tutuklama Tanimi

Endiistriyel uygulamalarda enzim/mikroorganizmalarin kullanimi sinirhdir, ¢linki
hiicrelerin ¢ogu katalitik islem tamamlandiktan sonra reaksiyon karigimlarindan aktif
enzimlerin yliksek maliyetle izolasyonu, aritilmasi ve geri kazanimi bakimindan oldukga
kararsizdir. Bu sebeplerden 6tiirii endiistriler, yiiksek fraktozlu suruplar veya ampisilin
gibi yar1 sentetik antibiyotikler gibi bir¢ok iiriinii iiretmek i¢in serbest enzimlerin sinirh
bir sekilde kullanilmasini saglamistir. Bunu yapmak i¢in, enzim, bazi kati destegin
ylizeyinde tutuklanmalidir. Veya kayip olmadan siirekli substrat akisini (diriine
doniistiirebilmek i¢in degistirilmelidir. Bu teknikler ayni zamanda tiim hiicreleri ve bazen
de olii hiicreleri yasatacak sekilde uyarlanmistir. Bununla birlikte, islemin bir mikrop
enzimi tarafindan gerceklestirilebilecek bir dizi adim gerektirmesi durumunda biitiin
hiicreler avantajlidir. Ayn1 zamanda, yliksek reaksiyon hizlarinda ¢alisan biiyiik hiicre
poplilasyonlar1 ile siirekli calisan siireclere izin verme avantajina sahiptirler.
Hareketsizlestirilmis hiicreler, genellikle mikroskobik olarak kiigiik kiireler veya elyafa
tutturulmus halde, yiiksek fraktozlu suruplar, aspartik asit ve biyoteknolojinin diger

bir¢ok {iriinli yapmak i¢in kullanilirlar (Mutha vd. 2012).

Ticari enzimlerin neredeyse % 95’ 1, ¢esitli alanlarda, cogunlukla tek kullanimlik bazda
dogrudan tiiketilen ¢ozilinebilir bir bigcimde satin alinmaktadir. C6ziinen ya da serbest
haldeki enzimler, genellikle reaksiyonun sonunda geri kazanilamaz. Enzim teknolojisinin

yeni ve degerli bir alani, enzimlerin enzim aktivitesi i¢in destekler veya tasiyicilar olarak
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islev géren membranlar ve parcaciklar gibi ¢éziinmeyen polimerlere tutuklanmasi ile
ilgilidir. Enzimler siirekli bir katalitik slire¢ boyunca fiziksel olarak sinirlandirilir ve
reaksiyon karisimindan geri kazanilabilir ve tekrar tekrar kullanilabilir, boylece siirecin
ekonomisi iyilestirilebilir. Hiicre icermeyen formda isiyla hizla inaktive olan bazi
enzimler inert polimerik desteklere tutunarak stabilize edilebilirken diger orneklerde
boyle ¢ozlilmemis enzimler sulu olmayan ortamlarda kullanilabilir. Biitiin mikrop
hiicreleri ayn1 zamanda poliakrilamid boncuklar i¢inde tutuklanabilir ve ¢ok c¢esitli

katalitik islevler i¢in kullanilir (Smith 2009).

Yeni enzimlerin ¢esitliligi ve muhtemelen ucuza ulasabilecek tiim organizma sistemleri,
ozellikle ila¢ ve tan1 alanlarinda, gelecege yonelik heyecan verici olanaklar sunmaktadir.
Tutuklanmis katalizorlerin meveut uygulamalart agirlikli olarak endiistriyel proseslerle
siirhidir, 6rnegin L-amino asitler, organik asitler ve fruktoz surubu tiretimi. Tutuklanmig
biyokatalizorlerin gelecekteki potansiyeli, serbest biyokatalizorleri kullanan mevcut
stireglere alternatif olmaktan ziyade yeni uygulamalar ve yeni iiriin gelistirmeye dayanir.
Tutuklanmaig hiicreler ¢oziiniir karsiliklarina gore daha kararlidirlar ve saflastirilmis, yari
saflagtirilmis veya biitlin hiicre formunda yeniden kullanilabilirler. Tutuklanmig
hiicrelerin katalitik 6zellikleri, daha genis veya daha titiz reaksiyon kosullar1 altinda islem
yapilmasina izin vermek i¢in ¢ogunlukla olumlu sekilde degisebilir; 6rnegin tutuklanmis
glikoz izomeraz 60 ve 65 °C arasindaki sicakliklarda 1000 saat boyunca siirekli olarak

kullanilabilir (Smith 2009).

2.4.1 Tutuklamanin 6nemli 6zellikleri

Hiicre tutuklamasi, ¢oziiniir protein katalizorlerini veya yiikiin siirekli olarak ge¢gmesine
izin verilen bir reaktor sistemindeki hiicrelerin bireysel ylizdiirme iglemini sinirlar. Hiicre
tutuklamasi, fermentasyon teknolojisinde biyosensor, biyoelektronik sensér ve enzim

terapotiklerinin gelistirilmesinde kullanilir.

Hiicre tutuklamasi, yiizey fazinda sabitlemede kullanilir; bununla birlikte, ince partikiillii,
membrandz veya monolitik kiireler bi¢ciminde olabilir. Tutuklama, enzim fazlarinda

(polimerik matris) enzimlerin adsorpsiyon veya fiziksel tutulmasi kullanilarak kovalent
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baglama yoluyla elde edilir. Tutuklanmis enzimin dogasi karakteristik olarak matris ve

enzim fazinin karakterine baglhidir (Mutha vd. 2012).

Tutuklanmamis enzimlerin dezavantajlari,

Endiistriyel uygulamalarda enzimlerin kullanimi sinirlidir. Enzimler nispeten dengesizdir
ve 1s1 ile hizla inaktive edilirler. Katalitik islem tamamlandiktan sonra reaksiyon
karisimlarindan aktif enzimlerin izolasyonu, saflastirilmasi ve geri kazanilmasi igin
yiiksek maliyet 6demesi gereklidir. Kesikli islemlerde ¢oziiniir enzimler i¢in ekonomik

degildir, ¢linkii her reaksiyondan sonra aktif enzim kaybolur.

Tutuklanmis enzimlerin avantajlari;

Dezavantajlar, tutuklanmis hiicreler kullanilarak asilabilir. Tutuklanmis hiicreler stirekli
bir katalitik siire¢ boyunca fiziksel olarak hapsedilir. Tutuklanmig hiicreler reaksiyon
karisimindan geri kazanilabilir ve tekrar tekrar kullanilir ve boylece siirecin ekonomisi
iyilestirilebilir. Siirekli olarak ¢alistirilabilirler ve kolayca kontrol edilebilirler. Uriinler
kolaylikla ayrilabilir ve enzim Ozellikleri (aktivite ve stabilite) olumlu sekilde

degistirilebilir.

Hiicrelerin tutuklanmasindan sonra, Ozellikle de fiziksel ve kimyasal ozelliklerinde
meydana gelen degisiklikleri en 1iyi sekilde anladigimiz zaman, en 1iyi sekilde
kullanilabilir. Bu tiir enzimlerde, destekleyici matris tarafindan kendilerine yiiklenen
mikrogevre ve kendi etkilerinin {irlinleri nedeniyle, kararlilik ve kinetik 6zelliklerinde

degisiklikler meydana gelir (Mutha vd. 2012).

2.4.1.1 Kararhhk

Inorganik tasiyicilara baglanan enzimler ¢oziinemezken, genellikle 4 ya da 23 °C’ de
depolandiginda organik polimerlere tutunanlardan daha kararliydi. Enzimlerin kararliligi,

tagtyicinin  enzimatik proteini denatiire ya da stabilize edebilen bir mikrogevre

11



saglamasina bagli olarak, ¢6ziinmezlik {izerinde ya artar ya da azalir. Enzim molekiillerini
bir matriste tutuklayarak karsilikli saldiridan izole etmek, proteolitik (protein pargalayan)
enzimlerin otomatik parcalanmasiyla inaktivasyonu azaltir. Denatiire edici ajanlara

kararlilik bazen ¢6zlinmezlik tizerine degisir (Smith 2009).

2.4.1.2 Kinetik ozellikler

Kinetik 6zellikler genellikle bir enzimin ¢oziinmezligi lizerine spesifik aktivitesinde
azalmaktadir. Bir enzimin ¢6ziinmez hale gelmesinden sonra, kendisini, serbest ¢ozeltide
var olanla biiyiik dl¢iide farkli olabilecek bir mikro ortamda bulur. Yeni mikro cevre,
destek matrisinin tek basina fiziksel ve kimyasal karakterinin bir sonucu olabilir veya

matrisin enzimatik reaksiyonda yer alan substratlar veya iiriinlerle etkilesimlerinden

kaynaklanabilir (Smith 2009).

Michaelis sabiti, tasiyict matriste karsit yilik substrat kullanildiginda, birden fazla sirayla
azalmaktadir. Bu diisiik iyonik mukavemetlerde ve notr substratlar kullanildiginda
meydana gelir. Substratin yi18in soliisyondan tutuklanmig hiicrenin mikro cevreye
diflizyonu, enzim reaksiyon oranini sinirlayabilir. Substratin ¢ézliinmeyen partikiil
tizerinden ge¢gme orani difiizyon filminin kalinligini etkiler ve bu da substratin enzim
cevresinde derisimini ve dolayisiyla reaksiyon oranmi belirler. Biiyiikk molekiillerin
difiizyonu, matristen stearik etkilesimlerle de sinirlidir. Bu, baglanmis enzimlerin yiiksek
molekiiler agirlikli substratlara goreceli etkinligini yansitir. Genellikle diisiik molekiil
agirlikli substratlara kiyasla daha diisiik bulunur. Bununla birlikte, bazi durumlarda bir
avantaj olabilir, ¢iinkii tutuklanmis hiicreler bliyiikk inhibitér molekiiller tarafindan

saldirtya kars1 korunabilir (Smith 2009).

2.4.2 Tutuklamanin ¢esitleri / yontemleri

Uygulamada hiicre tutuklamasi i¢in hem fiziksel hem de kimyasal yontemler rutin olarak
kullanilir. Fiziksel olarak, enzimler ¢oziilmeyen bir matriste absorbe edilebilir, bir jel

icine sikisabilir veya bir mikrokapsiil icine veya yar1 gegirgen bir zarin arkasina
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kapsiillenebilir. Kimyasal olarak enzimler kat1 desteklere kovalent veya capraz bagh

olabilir (Smith 2009).

Enzimlerin zorunlu olmayan islevsel gruplari vasitasiyla seramik, cam, demir, zirkonyum
ve titanyum gibi inorganik tasiyicilara, sefaroz ve seliiloz gibi dogal polimerlere, naylon,
poliakrilamid ve diger vinil polimerleri ve kopolimerler gibi sentetik polimerlere kovalent
baglanmas1 icin ¢ok sayida kimyasal reaksiyon kullanilmistir. Bu prosediirlerin
birgogunda enzimlerin tasiyicilara kovalent olarak baglanmasi spesifik degildir, yani
enzimin tastyiciya kimyasal aktif gruplar vasitasiyla rastgele dagitilmasiyla baglanir

(Smith 2009).

Daha yeni calismalar enzimin katalitik aktivitesini etkilemeden yiiksek aktiviteli bir
tasiyictya baglandigi hiicre tutuklama teknikleri gelistirmeye calismigtir. Jel
matrislerindeki enzimlerin yakalanmasi, enzim varliginda polimerizasyon veya
cOkeltme/pihtilasma tepkimelerinin gergeklestirilmesi ile basarilir. Poliakrilamidler,
kolajen, silika jel, vb. uygun matrisler oldugu kanitlanmistir, ancak sikistirma islemi

nispeten zordur ve diisilk enzim aktivitesine neden olur (Smith 2009).

Tutuklamanin yontemleri, dort ana kategoriye ayrilir; inert bir tasiyiciya fiziksel
adsorpsiyon, polimerize bir jelin kafeslerine eklenme, iki fonksiyonlu bir reaktif ile

capraz baglama ve reaktif ¢oziinmeyen bir destege kovalent baglanmasidir (Mutha vd.

2012) (Sekil 2.4).

Bu yontemler, katalizoriin matrise (tasiyiciya) fiziksel olarak bagli olmasina baglidir.
Secilen matris, tutuklanmis hiicre aritiminin operasyonel kararliligini arttirmalidir. Bu
amagla kullanilan tasiyicilar organik (dogal veya sentetik) veya inorganik o6zelliklere
sahip gozenekli veya gozeneksiz malzemeler olabilir. Katalizor, polimere kovalent olarak
baglanabilir, fiziksel olarak polimer iizerine adsorbe edilir, kendisi ve muhtemelen baska
bir inert protein ile ¢apraz baglanabilir, bir polimer matris i¢ine sikistirabilir veya bir

polimerde kapsiillenebilir (Mutha vd. 2012).
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Sekil 24 Farkli tutuklama yontemlerinin sematik gosterimleri
(http://www.indusgenex.com/immobilized-enzymes.html Erigim
Tarihi: 17.10.2020.)

2.4.2.1 Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, hiicreleri tutuklamak i¢in kullanilan tekniklerden en eskidir; 1916 da
Nelson ve Griffin, invertazin adsorbe edilmesi i¢in odun komiirii ve aliiminyum hidroksit
kullantyordu. O zamandan beri genis bir yelpazede organik ve inorganik maddeler enzim
emilimi i¢in destekler olarak kullanildi. Odun kémiirii, ¢esitli seliiloz tiirevleri ve iyon
degistirici regineler gibi organik maddeler ve silis, aliimina, titanyum, cam ve ¢esitli dogal
olarak bulunan mineraller de dahil olmak iizere inorganik malzemeler kullanilmigtir

(Mutha vd. 2012).

Bir enzimin bir katiya fiziksel adsorpsiyonu, tutuklanmis hiicreleri hazirlamanin en basit
yoludur. Metod, bir enzim ¢ozeltisini kati ile karistirarak enzim proteini ve matrisin

ylizeyi arasindaki spesifik olmayan fiziksel etkilesime baglidir. Cesitli tipteki bilesikler;
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kalsiyum fosfat (a-amilaz), odun komiirii (katalaz), selofan - glutaraldehid ile capraz
baglama, inorganik adsorbanlar - (glukoz oksidaz), odun kémiirii ve DEAE-sefadeks

(invertaz), agaroz jel, DEAE-sefadeks (amilogliikosidaz) ve seliiloz (subtilisin).

Bir enzimin adsorbe edilmesi islemi enzimin ve polimer desteginin karistirilmis bir
reaktor i¢inde temas ettirilmesi ya da bir destek malzemesinden olusturulmus paketlenmis
bir yatak, boru ya da zar yoluyla enzimin siiziilmesi ile ger¢eklestirilmektedir. Bu islem
sirasinda, elektrostatik, hidrofobik etkilesimler veya matriste bagli benzer baglanma gibi
farklr spesifik ve spesifik olmayan kuvvetler uygulanir. Adsorbe edilen enzim miktari,
tagtyicinin birim ylizeyine derisimine baghdir ve spesifik aktivitenin azalmasiyla
doygunluga yaklasan enzimin derisiminin artmasiyla aktivite artar. Prosediir, enzimin,
pH, ¢oziiciiniin dogasi, iyonik kuvvet, enzim ve adsorbentin derisimi ve sicaklik gibi

uygun kosullar altinda karistirilmasini igerir (Mutha vd. 2012).

Bu nedenle, islemde higbir reaktif giic kullanilmadigindan, tutuklanmis hiicrelerde
konformasyonel degisiklikler yoktur. Aliimina, aktif karbon (odun komiirii), killer,
kollajen, cam diatomlu toprak, hidroksipatit, seliilloz metal oksitler ve cesitli silisli
malzemeler yaygin olarak kullanilan adsorbanlardir. Enzimlerin fiziksel adsorpsiyonu
hidrofobik etkilesimlerdir. Adsorpsiyon, hem iyonik hem de hidrofob ¢ekim kuvvetlerine
dayanmaktadir. S6z konusu zayif baglar nedeniyle, proteinin desorpsiyonu, sicaklik, pH,
iyonik mukavemet veya substratin varligi degisikliklerine baglidir. Adsorpsiyon avantaji;
coziinmeyen enzimler i¢in reaktif gerekmez. Etkinlestirme adimlarinin yalnizca en az
olmas1 gerekir. Adsorpsiyon ucuzdur, kolayca uygulanir. Baglanma, kimyasal baglanma
araclarindan ziyade enzimatik proteine daha az zarar verici olma egilimindedir; baglanma
esas olarak hidrojen baglari, ¢coklu tuz baglantilar1 ve Van der Wall’ un kuvvetleri

tarafindan yapilmaktadir (Mutha vd. 2012).

2.4.2.2 Capraz baglanma

Proteinlerin molekiiller arasi1 ¢apraz baglanmasi, hiicre tutuklamasi i¢in bir bagka
yontemdir. Enzim, destek matrisine kovalent olarak baglanmasindan beri, bu yontemi

kullanarak ¢ok az desorpsiyon olusabilir. Proteinin ya diger protein molekiillerine ya da
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¢oziinmeyen bir destek matrisi lizerindeki fonksiyonel gruplara molekiiller arasi ¢apraz
baglanmasiyla basarilir. Bir enzimin ¢apraz baglanmasi pahalidir ve yetersizdir, ¢ilinkii
protein materyalinin bazilar1 kaginilmaz olarak nispeten diisiik enzim aktivitesi ile
sonuglanan bir destek olarak davranir. Capraz baglama yontemi, diger yontemlerden
biriyle birlikte en 1yi sekilde kullanilir. Adsorbe edilen enzimleri stabilize etmek i¢in daha

yaygin olarak kullanilir (Mutha vd. 2012).

2.4.2.3 Kovalent baglanma

Enzim c¢oziiniirliigli i¢in kullanilan yaygin yontemdir. Enzimler, amino asitlerin
zincirlerinden yapilir ve uygun aktif destekli kimyasal baglar olusturmak igin
kullanilabilen ¢ok sayida reaktif yan zincire sahiptir. Teknik, enzim ve destek matrisi
arasinda kovalent baglarin olusumunu igerir. Belirli bir proteinin ¢oziilmedigi tepkime
tiirliinlin se¢imi i¢in, se¢im siirh kalir, ¢iinkii baglanma reaksiyonu, enzim aktivitesinin
kaybolmasina neden olmayan kosullar altinda gerceklestirilir. Bu yontemde enzimin aktif

bolgesi kullanilan reaktiflerden etkilenmemelidir (Mutha vd. 2012).

Kovalent baglanma, pH, iyonik kuvvet veya substrat tarafindan tersine ¢evrilmemis bir
baglanma avantajina sahiptir. Bununla birlikte, bir enzimin aktif bolgesi kimyasal
reaksiyon ve enzim hareketsiz birakilarak engellenebilir. Kimyasal baglarin olusumunda
yer alan ¢esitli enzim gruplari amino, imino, amid hidroksil, karboksil, tiyol, metiltiol,
guanidil, imidazol ve fenol halkasidir. Proteinlerin islevsel gruplari, hafif kosullar altinda
kovalent baglama i¢in kullanilir. Onemli fonksiyonel gruplar sunlardir; zincirin alfa
amino gruplar1 ve lizin ve argininin epsilon amino gruplari, zincir ucunun alfa karboksil
grubu ve aspartik ve glutamik asitlerin beta ve gama karboksil gruplari, tirozin fenol
halkasi, sistein tiol grubu, serin ve teoninin hidroksil gruplari, histidin imidazol grubu ve
triptofanin indol grubu. Kullanilan aktive polimerler diazo, karbodimid veya azid gruplari

ile birlestirilen hidro jellerdir (Mutha vd. 2012).
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2.4.2.4 Kapsiilleme

Kapsiilleme, substrata temas etmek i¢in enzime genis ylizey alani saglar. Bu yontem
faydalidir, ¢iinkii birgok enzim tek bir asamada tutuklanabilir. Enzimler mikrokapsiiller
icerisinde tutuklanabilir. Bunlar organik polimerlerden hazirlanir. Zarlar enzimi kusatir
ve substrat ve iriinler i¢in yar1 gegirgen kalir. Bu kolay ve ekonomik bir tekniktir.
Cozeltideki biyokatalizoriin kararliligi bu teknigin 6nemli bir parcasidir. Bu yontem
yiiksek molekiil agirlikli yiizeyler i¢in gegerli degildir. Bazen tutuklama prosediirii
sirasinda enzimin inaktivasyonu olusur ve enzim membran duvarina dahil edilebilir.
Enzim sizintisi, mikrokapsiil vasitasiyla gerceklesir. Bu teknigi kullanarak, uygun
boyuttaki kapsiiller elde edilebilir. Diflizyon sinirlamasi da kontrol edilir. Kapsiiller, etil
seliiloz, nitroseliiloz, polistiren, polivinil asetat, poliamin glikol, polietilen vs. den iiretilir

(Mutha vd. 2012).

2.4.2.5 Hapsetme

Teknik, enzimlerin bir polimer matrisinin kafesine baglanmasina veya onlar1 yari
gecirgen membranlara ¢cevrelemesine dayanir. Bu, substratlarin ve tirlinlerin difiizyonuna
izin verirken proteinlerin serbest kalmasini engeller. Bu yontemde, enzimin kendisi
membrana veya jel matrisine baglanmaz ve birlestirme yontemi ile karsilastirildiginda
biyolojik aktivitenin biraz inaktivasyonu vardir. Enzim molekiillerinin aktif bolgeleri

kimyasal baglar tarafindan engellenmez ve enzim dogal haliyle kalir (Mutha vd. 2012).

Yontemin gerceklestirilmesi kolaydir. Enzimler polimer onciillerinin bir ¢ozeltisinde
¢Oziiliir. Polimerler poliakrilamid jeller veya dogal jeller (seliiloz triasetat, agar, jelatin
veya alginat) olabilir. Diisiik molekiiler agirlikli enzimlerin jelden sizmasini 6nlemek
icin, jelin ortalama gdzenek boyutu miimkiin oldugunca yiiksek olmalidir. Gozenek

boyutunun asir1 difiizyon sinirlamasi degiskenligi kontrol edilmelidir (Mutha vd. 2012).

Avantajlart; en yiliksek enzim derisimine sahiptir. Enzimler, aktivite kaybina neden

olabilecek herhangi bir kimyasal degisiklik veya baglanma olmaksizin olabilir. Coklu
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enzim sistemleri, tutuklanma enzim sistemlerini muhafaza etmek icin yasayan canli metot
oldugundan kolaylikla kullanilabilir. Dezavantajlari; poliakrilamid jel, canli hiicrelerin
hassas enzimleriyle birlikte kullanilir. Polimerizasyon sirasinda olusan serbest radikaller
toksiktir. Agar ve carragenin hafif 1s1 ile depolimerize edilebilir. Canli hiicreler igin

kalsiyum aljinat tutuklama i¢in uygun jeldir (Mutha vd. 2012).

2.5 Nanoyapilar ve Nanoyapilara Tutuklama Yontemleri

Tim hiicreler, biyokataliz, ¢evresel izleme, farmakoloji, gida endiistrisi gibi ¢esitli
alanlarda fonksiyonel algilama i¢in kullanilir. Bu arada, biitiin hiicre bir mini reaktor
olarak gerekli tiim kofaktorleri ve enzimleri igerir. Bu nedenle, ilag ara iiriinlerinin ve
degerli kimyasallarin hazirlanmasi i¢in siklikla biyokatalizor olarak kullanilirlar. Bununla
birlikte, serbest hiicre ¢ozeltide kararsizdir ve geri dontstiiriilmesi gii¢ olup, sonraki
drtinlerin ayrilmast ve saflagtirilmasini etkiler. Tiim hiicrenin tutuklanmasi, bu
dezavantajlarin iistesinden gelmek i¢in etkili yollardan biridir ve tekrar kullanimini

kolaylastirabilir, {iriiniin saflastirilmasini basitlestirebilir (Zhuang vd. 2017).

Hiicre tutuklamasi tekniklerinde; kati desteklere fiziksel adsorpsiyon, hidrojel i¢inde
tutulma, hiicrelerin ¢apraz baglanmasi ve tasiyicilara kovalent baglanma yer aliyor. Bu
yontemler arasinda, fiziksel adsorpsiyon, hiicre yapilarinin daha kii¢iik dalgalanmalarina
bagl olarak biyoaktivite iizerinde nispeten az etkiye sahiptir. Bununla birlikte, zay1f
baglanma, hiicrelerin sizintisina neden olabilir. Capraz baglama reaktifi hiicre
toksisitesine sahip oldugu ve hiicre kiitlesi aktarimini ve gegirgenligi etkilemek i¢in hiicre
ylizeyi iizerindeki proteini etkilediginden, c¢apraz baglama ve kovalent baglama
kullanarak giiclii baglar hiicrelerin sizintisin1 azaltirken, hiicrelerin aktivitesi ilizerinde
biiyiik bir etkiye sahiptir. Ustelik, kovalent ydntem, hiicre yiizeyinin bir enzim veya dogal
aktif bir grup gostermedikge veya hiicre yiizeyi iizerinde aldehitler gibi reaktif gruplarin
kimyasal olarak tiretilmedik¢e basarmak zordur. Bu nedenle hiicre tutuklamasi i¢in umut

verici pratik bir yontem gelistirmek 6zellikle 6nemlidir (Zhuang vd. 2017).

Biyokatalizorlerin pratik kullanimi ve tutuklama igin ¢esitli destek malzemeleri ve

teknolojileri gelistirilmistir. Son zamanlarda, molekiiler biyoteknoloji ve nanoteknolojide
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biiylik ilerlemeler kaydedilmistir. Nano 6l¢ekli desteklerin en biiyiik avantaji olan genis
ylizey alani, cok daha yiiksek bir yiikleme yogunluguna olanak saglamis ve bdylece birim
hacim veya kiitle basina goriinen biyokatalitik aktivite 6nemli dl¢lide artmistir. Kisa bir
siire sonra, arastirma odagi nano Ol¢ekli materyallerin elektriksel iletkenlik ve
manyetizma gibi diger 6zelliklerine kaymustir. Sonug olarak, nano 6lg¢ekli destek ve
biyokatalizin basit kombinasyonunun Otesinde, sinerjik bir etki enzim stabilizasyonu,
susuz bir organik ¢oOziiciide biyo doniisiim, hassas tespit i¢in biyosensorlerin
gelistirilmesi, yiiksek giic yogunlugu icin biyoyakit hiicreleri ve bir elektroenzimatik
biyo-doniisiim sisteminin gelistirilmesi gibi yenilik¢i sonuglarin elde edilmesine yardime1

olmustur (Min and Yoo, 2014).

Son yillarda tutuklama teknolojisindeki ¢alismalar oldukga artis géstermis ve tutuklama
etkinliginin iyilestirilmesine olanak saglamak amaciyla yiiksek yiizey alanlarindan dolay1
nanoyap1 malzemeleri kullanimi tercih edilmistir. Tutuklama i¢in tasiyict veya destek
olarak kullanilan nanoyapit malzemeleri olarak, cesitli nanomateryaller, manyetik
nanopartikiiller, karbon nanotiipler, silika bazli nanomateryaller, seliilloz bazli membran,

polimerler ve reginelerden bahsedilebilir (Ameri vd. 2020).

Fonksiyonellestirilmis manyetik nanopartikiiller, tutuklama i¢in genis yiizey alanlari
saglama gibi bircok avantaj sunar. Manyetik alan uygulamasi altinda siipernatanttan
kolayca ayrilabilirler, iyi biyouyumludurlar, geri doniistiiriilebilirler ve birkag kez tekrar
kullanilabilirler. Ornegin, silika kapli manyetik nanopartikiiller, aminosilan molekiilleri
kullanilarak ytiizey fonksiyonellestirmede kullanilabilen fonksiyonel gruplardan olusur ve
bunlar da glutaraldehit (birlestirme ajani) ile sonradan aktive edilebilir. Aminosilan ile
modifiye edilmis manyetik / silika ¢ekirdek / kabuk nanopartikiillerinin hiicre tutuklama

protokollerinde basariyla uygulandigi belirtilmelidir (Akhond vd. 2016).
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2.5.1 Tutuklamada kullanilan nanoyapilarin fonksiyonellestirilme islemleri

Manyetik Fe3Os nanopargaciklarinin siiperparamanyetizmasi, kuantum boyutu etkisi ve
ylizey sinir etkisi nedeniyle 6zel fiziksel ve kimyasal 6zellikleri vardir. Bununla birlikte,
hiicreleri manyetik Fe3Os nanoparcaciklarina dogrudan tutuklamak zordur. Bu nedenle,
manyetik Fe3Os4 nanopargaciklarinin yilizeylerini modifiye ederek hazirlanmasi,
modifikasyonu ve dagiliminin gelistirilmesi lizerinde yogunlasan c¢alismalar yapilmistir

(Feng vd. 2016).

(3-aminopropil) trietoksisilan (APTES), Fe3Os’ {in hidroksiliyle asilanabildiginden,
manyetik Fe3Os nanoparcaciklarini fonsiyonellestirmek icin tercih edilmektedir. Fe3Oa-
APTES nanoyapilarinin olusurken, APTES Fes3Os nanoyapilarina Si-O baglar1 ile
baglanmaktadir. Boylece, Fe304-APTES olusumunda Fe-O-Si baglar1 olusmaktadir.
Destekte hem glutaraldehit hem de manyetik nanopartikiillerin kullanilmasi, hizli bir
tyilesme ile daha yiiksek tutuklama verimliligi saglamaktadir (Akhond vd. 2016). Olusan
Fe304-APTES nanopargaciklara, glutaraldehit ile ¢apraz baglama yapilarak daha giiglii
fonksiyonellestirme saglanmis ve hazirlanan aminoasilaz ¢ozeltisi Fe3Os-APTES-

glutaralehit yapisina tutuklanmustir (Sekil 2.5). (Feng vd. 2016).
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Sekil 2.5 APTES ile fonksiyonellestirilmis Fe3O4 nanopargaciklarinin sematik gosterimi
(Feng vd. 2016)
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Manyetik  FesOs nanoparcaciklarint  fonsiyonellestirmek i¢in  dopamin  de
kullanilmaktadir. Bitkilerden veya hayvanlardan ekstrakte edilen proteinin bir grubu olan
lektin, bakterilerin yiizeyindeki spesifik karbonhidrat kisimlarina giiclii bir sekilde
baglanabilir. ConA, Canavalia ensiformis’ ten ekstrakte edilen yaygin ve kolaylikla elde
edilebilen bir lektin olup, tutuklanmais hiicreler i¢in yararl oldugu kanitlanmistir. Ayrica,
conA, mannoz ve glukozla baglanan bir proteindir, boylece de E. coli gibi gram negatif
bakterilerin terminal (ug, kutup) karbohidratlarin1 6zel olarak taniyabilir. Polidopamin
kaplamada sunulan artik kinon fonksiyonel gruplar, Michael eklenmesi ve Schiff baz
olusumu ile kovalent olarak conA’ y1 polidopamin ile eslestirebilen conA’ nin niikleofilik
amino gruplarina karsi reaktiftir. Manyetik nano- Fe3;O4—Dopamin’ e basarili bir sekilde
astlanmis olan conA, FTIR spektrumunda conA’ nin amino grubu ve manyetik
nanotastyicinin polidopaminde bulunan kinon grubunun olusturdugu Schiff baz baginin
CN baglarina dayandirilabilir. Bu yapilara ait fonksiyonel gosterim ise sekil 2.6’ da

gosterilmektedir.
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Sekil 2.6 Dopamin ile fonksiyonellestirilmis Fe3Os4 nanopargaciklarinin sematik
gosterimi (Zhuang vd. 2017)

Cok sayida nanomateryal tiirli arasinda, iki boyutlu (2D) bir bal petegi kafes olan grafen,
dikkat ¢ekici kimyasal kararlilik, mekanik mukavemet, biyolojik uyumluluk ve toksisite
eksikligi sunar, bu nedenle bir¢ok 6zel alanda biiyiik bir gelecegi vardir. Grafenin bir

onciisii olan grafen oksit (GO) levhalar, hem oksijenli polar alanlardan hem de onlara
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geleneksel bir blok ko-polimerin ikili 6zelliklerini veren aromatik polar olmayan
alanlardan olusur. Ayni1 zamanda uygun mekanik giice, iyi biyouyumluluga, yiiksek 6zgiil
ylizey alanina, 6l¢eklenebilir tiretime, kontrol edilebilir yiizey kimyasina ve tam islevsel
gruplara sahiptirler, bu nedenle GO’ nun 6zellikleri tutuklama i¢in onu ideal bir tastyici
yapar (Zhang vd. 2017). Ek olarak, GO’ larin yiizeyinde tutuklama icin hem fiziksel

adsorpsiyon hem de kovalent baglanma yontemi uygulanabilir (Ameri vd 2020).

1-Etil-3- (3-dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC), karbon bazli nanomateryaller
tizerinde biyokatalizoriin kovalent tutuklamasi icin yaygin olarak kullanilan g¢apraz
baglama reaktifidir. Ornegin, karbon nanotiipler (CNT’ ler), ilk dnce yiizeydeki karboksil
gruplarint fonksiyonellestirmek i¢in bir H2SO4 ve HNO3 (genellikle 3: 1, v / v%)
karisimi ile oksitlenmistir. Sekil 2.7’ de gosterildigi gibi, EDC, CNT’ ler iizerindeki
karboksil gruplart ile reaksiyona girmis ve bir amin-reaktif o-asilizoilire ara maddesi
olusturmustur. Ara iirtin daha sonra enzimin maruz kalan amin gruplar ile kararli amid
baglar1 olusturmustur. Ara iiriin kararsiz ve hidrolize duyarli oldugundan, tutuklama
verimliligi iyi degildir, bu nedenle N-hidroksisiiksinimid (NHS) veya siilfo-NHS, ara
tiriinii stabilize etmek i¢in uyarlanmig ve sonugta yari kararl bir amin-reaktif NHS-ester
elde edilmistir. Son olarak, amin-reaktif NHS-ester, biyokatalizériin amin gruplar ile
reaksiyona girmis ve kararli bir amid-bagi olusturmustur. Boylece tutuklama verimliligi
onemli Olglide 10 - 20 kat artmistir. Bu yaklasim cesitli enzimlerde yaygin olarak
uygulanmistir (Min and Yoo, 2014).

Karboksil grubunun yani sira, amin-, ester- ve asetil gruplar1 da biyokatalizoriin kovalent
baglanmasi i¢in fonksiyonellestirilmistir. Yiizeyde karboksil-, amin- ve ester-terminal
gruplarina sahip olacak sekilde c¢ok duvarli karbon nanotiipler (MWNT’ ler)
hazirlanmistir. MWNT’ ler, poli-aminle sonlandirilmis MWNT’ leri (MWNTs-NH)
Candida antartica> dan (CALB) elde edilen lipaz B, sirasiyla fonksiyonellestirilmis
MWNT"’ ler iizerinde tutuklanmistir (Sekil 2.7). Sonug olarak, MWNT”’ lerin agirliginin
% 25’ 1 kadar yiiksek enzim yiiklemeleri elde edilmis. Tutuklanmig CALB sadece yiiksek
katalitik aktivite sergilemekle kalmadi, aynm1 zamanda iyilestirilmis depolama ve

operasyonel stabilite sergiledi (Min and Yoo, 2014).
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Cesitli lipazlar ve esterazlar ayrica amin fonksiyonlu grafen oksit ve MWNT iizerinde
capraz baglama reaktifi olarak glutaraldehit ile tutuklanmistir. Yapisal ve biyokimyasal
karakterizasyon yapildi ve sonug olarak nanomateryalin egriliginin tutuklama verimini,
katalitik davranigini ve enzimin ikincil yapisini etkiledigi dogrulanmistir (Min and Yoo,

2014).
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Sekil 2.7 Siilfo-NHS varliginda veya yoklugunda EDC kullanilarak karboksilatlt CNT’
ler iizerindeki proteinin kovalent tutuklamasi (Min and Yoo, 2014)

Cinko oksit (ZnO) nanopartikiilleri, enzim miihendisliginde potansiyel bir materyal
olarak enzimlerin ve substratlarin aktif bolgesi arasinda daha hizli elektron transferini
tesvik etme konusunda benzersiz bir yetenege sahiptir. Bu avantajlar1 sayesinde kataliz,

ila¢ dagitim1 ve biyoloji gibi bir¢ok alanda kullanilmistir (Zhang vd. 2017).

ZnO nanopartikiillerini GO ile entegre ederek hazirlanan hidrojen bagi ve / veya
tamamlayici elektrostatik ¢ekim gibi molekiiller aras1 etkilesimler yoluyla tutuklama i¢in
yeni bir tastyict sunulabilmektedir. GO / ZnO kombine destek malzemesinin olusumu
Sekil 2.8 de gosterilmistir. Hidroksil, epoksi, karbonil ve karboksil gruplar1 dahil olmak
tizere bir¢ok oksijen igceren gruba sahiptir, bdylece fonksiyonel gruplar ve genis ylizey
alan1 enzim ile etkilesime girecek sekilde tutulabilir. Bu gruplar grafenin 6zelliklerini

hidrofobikten giiclii hidrofilike degistirir ve negatif yliklii karboksilat gruplarinin varligs,
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elektrostatik etkilesimler yoluyla proteinlere baglanmayi tesvik edebilir. Ek olarak, ZnO
nanopartikiilleri hidrofiliktir, dolayisiyla bu kompleks suda iyi dagilabilirlige sahiptir ve
bu da tutuklamay1 uygun hale getirir (Zhang vd. 2017).

GO / ZnO kompozitlerinin yeni bir tastyict olarak potansiyel uygulanabilirligini
degerlendirmek i¢in model enzim olarak Candida rugosa lipaz (CRL) secilmistir. Sekil
2.8’ de destek malzemesi olusumu ve enzimin baglandig1 yap: halleri gosterilmistir

(Zhang vd. 2017).

ultrasonic

? Zn(NO)), ZnO

Sekil 2.8 GO/ZnO destek malzemesinin ve Candida rugosa lipaz’ in GO/ZnO yapisina
tutuklanmasinin sematik gdsterimi (Zhang vd. 2017)

2.6 Kaynak Arastirmasi

Mikroorganizma veya enzimlerin tutuklama islemi ile farkli amaclar i¢in kullanilmasi
amaglanan c¢aligmalara dair bazi Ornekler bu boélimde sunulmustur. Nanoyapilara
tutuklama ¢alismalar1 genellikle enzimler {izerine gerceklestirilmistir, ancak Escherichia
coli, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbrueckii ve Lactobacillus rhamnosus gibi

mikroorganizma ile yapilan ¢aligmalarda mevcuttur.

24



Literatiirde Zhuang ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada, gliserol dehidrojenaz
barindiran rekombinant E. coli tutuklanmistir. Tutuklanmig enzimler i¢in yararh oldugu
kanitlanan ConA, Canavalia ensiformis’ ten ekstrakte edilen yaygin ve kolaylikla elde
edilebilen bir lektindir. Bu c¢aligmada, hiicre yilizeyinin mannozu ve manyetik
nanopartikiillere ilave edilmis conA arasindaki spesifik tanimay:1 kullanarak yeni bir
tutuklama yontemi gelistirilmistir. {1k olarak dopamin ile fonksiyonellestirilmis ve sonra
ConA ilave edilmis Fe3O4 nanoparikiilleri ile manyetik nanotasiyict hazirlanmistir.
Manyetik nanotastyici igine yeni bir hiicre silispansiyonu ilave edilmis ve karigim,
tutuklama i¢in inkiibe edilmistir. Sekil 2.9’ da goriildiigii gibi, 50 °C, pH 8’ de maksimum
aktivite gozlenmistir (% 99). Sicaklik arttikga, serbest hiicrenin bagil aktivitesi,
tutuklanmig hiicreye gore azalmistir. 80 °C’ de tutuklanmis hiicre % 70 baslangic
aktivitesi, serbest hiicre ise yarisi kadar aktivite gostermistir. Hiicre asilanmis conA
nanoparcaciklarinin yiizeyine tutuklama ile tercih edilen bir kararhilik gézlenmistir. 10

dongiiden sonra ilk faaliyetinin yaklasik % 62’ sini korumustur (Zhuang vd. 2017).
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Sekil 2.9 Serbest ve tutuklanmig hiicrenin bagil aktivitelerine pH ve sicakligin etkileri

Feng ve arkadaslarinin, Aminoasilaz, 3- (aminopropil) trietoksisilan (APTES)
modifikasyonu ile manyetik demir oksit (Fe3O4) nanopartikiillerine kovalent baglanma
yoluyla yaptiklar1 tutuklama c¢aligmasinda, manyetik Fe3O4 nanopartikiilleri kimyasal
¢cOktiirme ile hazirlanmistir. Sonuglar, optimal nanopartikiil derisiminin, glutaraldehit
derisimlerinin, ¢apraz baglanma siiresinin ve tutuklama siiresinin sirasiyla 8 mg / mL, %
1.0, 1 saat ve 1.5 saat oldugunu gostermistir. Tutuklanmis enzim, 42-52 °C’ lik optimum

sicaklik araliginda serbest enzime kiyasla, uygun 1s1l ve pH kararlilig1 gostermistir. Buna
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ek olarak, tutuklanmis enzim 6 geri dontisiimden sonra aktivitesinin % 40’ 1n1 korumustur

ve manyetik olarak geri kazanimi kolaydir (Feng vd. 2016) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10 (a) pH = 7.0'da ¢ozeltide tutuklanmis ve serbest enzimin optimum sicakliginin
arastirilmasi.(b) Birka¢ dongii icin yeniden kullanimdan sonra tutuklanmig
enzimin bagil enzim aktivitesi

Ameri ve arkadaglar1 yaptiklar ¢aligmada, ilk olarak GO nano levhalar (3-aminopropil)
trietoksisilan (APTES) kullanilarak hazirlanmis ve fonksiyonellestirmeye tabi
tutulmustur. Daha sonra, sentezlenmis nanoyapi, Bacillus atrophaeus FSHM2'in
termoalkalofilik lipazin1 (BaL) tutuklamak i¢in uygulanmigtir. Sekil 2.11° de goriildiigii
gibi, maksimum serbest BaL aktivitesi pH 9.0’ da gdzlenirken, GO-NH2 {izerinde
tutuklanmig Bal, pH 10.0” da maksimum aktivitesini sergilemistir. Tutuklanmig Bal, 80
°C’ de en yiiksek verimliligini gostermistir. 10 dongliden sonra tutuklanmis BaL

aktivitesinde % 25’ lik diisiis gostermistir ve bu durum, enzimin inaktivasyonuna

atfedilebilir (Ameri vd. 2020).
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Sekil 2.11 Serbest ve tutuklanmig enzimin bagil aktivitelerine pH ve sicakligin etkileri
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Zhang ve arkadaslari, daha iyi enzim tutuklamasi i¢gin GO’ yu ZnO nanopartikiiller ile
entegre eden yeni bir destekleyici materyal tasarlamislardir. GO / ZnO kompozitlerinin
yeni bir tasiyici olarak potansiyel uygulanabilirligini degerlendirmek i¢in model enzim
olarak Candida rugosa lipaz (CRL) se¢ilmistir. Sonuglara gore, GO / ZnO kompozitleri
tizerindeki enzim yilikleme miktarinin g basina yaklasik 73.52 mg protein oldugu
goriilmiistiir. Aktivite deneyinde, tutuklanmis lipaz GO / ZnO @ CRL, 1s1l kararlilik ve
yeniden kullanilabilirlik agisindan 6zellikle miitkemmel performans sergilemistir. 50 °C’
de 30 dakika i¢inde, serbest enzim, GO @ CRL ve ZnO @ CRL, baslangi¢ aktivitelerinin
strastyla % 64, % 62 ve % 41’ ini kaybetmistir. Bununla birlikte, GO / ZnO @ CRL, 50
°C’ de 180 dakika sonra hala % 63’ liik aktivitesini korumustur. GO / ZnO @ CRL’ nin
14 kez yeniden kullanimindan sonra, ilk aktivitenin % 90 1 korunmustur. GO ile
fonksiyonellestirilmis ZnO nanopartikiiller, ¢ok ¢esitli uygulamalarda enzim tutuklamak

i¢in tastyicilar olarak biiyiik potansiyele sahip olabilir (Zhang vd. 2017).

Literatiirde Akhond ve arkadaslari tarafindan arastirilan ¢alismada, silika kapli manyetik
nanopartikiillerin ylizeyinde a-amilazin kovalent tutuklamasi i¢in yeni bir yontem
sunulmustur. Degistirilmis manyetik nanopartikiillerin domuz pankreas o-amilazinin
kovalent tutuklanmasi i¢in potansiyeli arastirilmistir. Sentez ve tutuklama islemleri basit
ve hizlidir. Birlikte ¢okeltme yontemi, daha sonra sol-jel reaksiyonu ile silika ile kaplanan
manyetik demir oksit (Fe3O4) nanopartikiillerinin (NP'ler) sentezi i¢in kullanilmistir.
Amino-iglevli NP’ ler, silika kapli NP’ lerin 3-aminopropiltrietoksisilan (APTES) ile
islenmesi ve ardindan a-amilazin glutaraldehit ile kovalent olarak tutuklanmasi yoluyla
hazirlanmistir. Destekte hem glutaraldehit hem de manyetik nanopartikiillerin
kullanilmasi, hizli bir iyilesme ile daha yiiksek tutuklama verimliligi saglamistir.
Tutuklama reaksiyonu i¢in optimum enzim derisimi ve inkiibasyon siiresi sirastyla 150
mg ve 4 saattir. Bu tutuklama {izerine, a-amilaz baslangictaki spesifik aktivitesinin % 50’
den fazlasini korumustur. Tutuklanmis enzimin maksimum katalitik aktivitesi i¢in 45 °C’
de optimum pH 6.5 idi. Enzim reaksiyonunun Michaelis-Menten kinetik davranisini
izledigi bulunmustur (Sekil 2.12). Tutuklanmis enzim ve onun serbest hali iizerindeki
kinetik ¢alismalar, kabul edilebilir bir Km ve Vmax degisikligi ortaya ¢ikarmigtir. Km
degerleri, serbest ve tutuklanmis enzimler i¢in sirasiyla 4 ve 2.5 mM olarak bulunmustur.

Vmax degerleri ise sirastyla 1.75 ve 1.03 pmol/mgmin gelmistir. Tutuklanmis amilazin
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reaksiyon karisimindan hizli bir sekilde ayrilmasi, manyetik olarak aktif bir destek
uygulandiginda elde edilmigstir. Serbest enzime kiyasla, tutuklanmis enzim termal olarak
stabildir ve 9 dongii i¢in yeniden kullanilabilirligi sonucunda baslangi¢ aktivitesinin %

68’ ini korurmustur (Akhond vd. 2016).
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Sekil 2.12 Serbest ve tutuklanmis enzimler i¢in Michaelis-Menten grafikleri
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Literatiirde Chen ve arkadaglari, atik gazlarda siklikla bulunan, yiiksek derecede toksik
gaz halindeki THF’ nin uzaklastirilmasi tizerine ¢aligsmis ve islem tutuklanmis hiicrelerle
yikli, yeni gelistirilen bir ii¢ fazli hava ikmal biyoreaktoriinde (TPAB)
gerceklestirilmistir. TPAB’ de atik gazlarin uzaklastirilmasinda 10. giin sonunda 1yi bir
performans sergilenmis ve verimlilik % 90’ m lizerinde gozlenmistir. Uzaklastirma
verimliligi 70. giin sonunda kademeli olarak % 60’ a diismiistiir. Bunun sebebi, bu siire
zarfinda tutuklanmis boncuklar 6nemli 6l¢lide sigip kirildik¢a, boncuk boyutu tigte bir
oraninda azalmis, bundan dolayr THF ile boncuklar arasindaki etkili temas alan1 ve

bozunma oran1 diismiistiir.

Bos yatak kalma stiresinin (EBRT) (80, 100, 120 ve 140 s) eleme kapasitesi lizerindeki
etkileri farkl giris yiikleri altinda degerlendirilmistir. Eleme kapasitesi 80 s’ lik EBRT’
de 259 gm *-h 'iken, 140 s’ lik EBRT’ de 37.8 gm 3 - h ~"" e ulasmustir. Yiiksek
gaz halindeki THF derisimi, yiiksek bir substrat itici giice yol agmis, bu da TPAB’ da
THF uzaklastirilmasini arttirmistir. Bu ¢alisma, gaz halindeki THF’ nin tam 6l¢ekli olarak
uzaklagtirilmasi i¢in alternatif bir yontem saglar ve tutuklanmis boncuklarda belirli bir

indirgeyicinin biyokiitlesini belirlemek i¢in yararli bir ara¢ sunar (Chen, Ruan vd. 2020).
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Asagida laktik asitin tutuklama yontemleri ile liretimine dair arastirmalara yer verilmistir.

Idris and Suzana’ nin yaptiklari literatiir ¢alismasinda, sivi ananas atiginin laktik aside
fermentasyonu, 72 saat boyunca anaerobik kosullarda tutuklanmis Lactobacillus
delbrueckii subsp. Delbrueckii ATCC 9646 kullanilarak gerceklestirilmistir. Tutuklama
matrisi olarak kalsiyum aljinat kullanilmis ve sodyum aljinat derisimi, boncuk capi,
baslangic pH ve sicakliginin hiicre biiyiimesi, glikoz tiiketimi ve laktik asit tiretimi
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Maksimum laktik asit derisimi, 29.02 g/L yani % 92.7’
lik bir verim ile baglangi¢ pH 6.5’ de elde edilmistir. En yiiksek laktik asit {iretimi 37 °C’
de elde edilmis ve % 91.7 verimle 28.73 g/L olmustur (Sekil 2.13). Ayrica maksimum
laktik asit {iretimi i¢in optimum siire, 56 saatlik fermentasyon siiresi olarak bulunmustur.
[lk pH 4.5° den 6.5 e yiikseltildiginde, Ks degerleri 7.221 g/L’ ye yiikselmistir. Baslangig
pH’ indaki daha fazla artis ile Ks degerleri 0.574 g/L.’ ye diismiistiir. En yiiksek Ks degeri,
ilk pH 6.5 oldugunda elde edilmistir (Idris and Suzana, 2006).
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Sekil 2.13 Ca-aljinata tutuklanmis L. delbrueckii ile laktik asit iiretiminde baslangic pH
degeri ve sicakligin etkisi
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Bahry ve arkadaslarinin yiiriittiigli, Liibnan endiistrisinden kati1 ke¢iboynuzu atiginin
degerlendirilmesi {izerine yapilan c¢alismada, aljinat boncuklarda tutuklanmis
Lactobacillus rhamnosus ve cevap yiizey yontemi kullanilarak laktik asit iiretimini
optimize etmek arastirilmistir. Sonuglar, pH ve aljinat derigiminin laktik asit tiretimi
tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu goéstermistir. Deneysel sonuclar, aljinat
derisimindeki artigin laktik asit verimi iizerinde olumsuz bir etkiye sahip oldugunu
gostermistir. % 2’ lik aljinat derisimi, 22 g / L. derisiminde laktik asit olusumu ve % 77°
lik verim saglamistir. Elde edilen sonuglara gore, 6.4” liik bir pH optimal deger olarak

bulunmustur (Bahry vd. 2019).

Lactobacillus casei CSL3’ iin tutuklanmasi ile gerceklestirilen ¢alisma, Petit Suisse
peynirinde saklama ve GIT’ den in vitro gegis sirasinda yasayabilirliginin
degerlendirilmesi lizerine gergeklestirilmistir. Probiyotik bakterilerin tutuklanmasinda en
uygun destegi degerlendirmek i¢in ii¢ kurutulmus meyve kullanilmistir. L. casei CSL3,
Man, Rogosa ve Sharpe (MRS) siv1 besi yerinde biiyiitlilmiistiir. Susuz kalmis ananas,
guava ve kivi parcalarinda (=1.0 cm3 kiipler) hiicre tutuklamasi gergeklestirilmis, 43
giinliik saklama siiresi sonunda, ananasin daha yiiksek bir bakteri derisimini muhafaza
ettigi gozlemlenerek, tutuklama destegi olarak kullanilmasina karar verilmistir (Vitola vd.
2020). Tutuklanmis mikroorganizma tarafindan laktik asit olusumundaki kademeli artis,
bakterinin serbest durumuna kiyasla yiiksek bir metabolik aktiviteyi siirdiirdiigiinii

gostermektedir (Kourkoutas vd. 2005; Mitropoulou vd. 2013) .

Gastrointestinal gegis kosullari, serbest veya tutuklanmis formda probiyotik canliligini
etkilememistir. Serbest bakteri iceren peynir, sogutulmus depolamanin 1. haftasinda
analiz edildiginde, tutuklanmig bakteri iceren peynirden daha yiiksek GIT sayilar
gostermistir. Bununla birlikte, 8. hafta sonrasinda, GIT sirasinda serbest veya tutuklanmig
bakteri sayilar1 benzer gelmistir. Sekil 2.14” de goriildiigii gibi, gastrointestinal gecisten
gectikten sonra, bitki dokusunun GIT oncesindeki goriintiiye kiyasla hasar gordiigii
kaydedilmigtir. L. casei CSL3, yiiksek asitligi olan ve farkli enzimlerin bulundugu
diismanca bir ortam buldugunda, morfolojisini basilden kokoid formuna degistirmistir

(Vitola vd. 2020).
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Sekil 2.14 Dondurarak kurutmadan sonra ananasin taranan elektron mikroskobu (SEM)
mikrograflari; (A) GIT gecisinden Once ananas yiizeyi; (B) GIT ge¢isinden
sonra ananas yuzeyi; (C) L. casei CSL3, GIT gec¢isinden Once ananas
ylizeyinde tutuklanmis; (D) L. casei CSL3, GIT gecisinden sonra ananas
yilizeyinde tutuklanmis (Vitola vd. 2020)

Chen ve arkadaslarmin yaptigi calismada, laktik asit (LA) fermentasyonu, cesitli
fermentasyon stratejileri kullanilarak, Lactobacillus plantarum 23 susunun tutuklanmis
hiicreleri ile gerceklestirilmistir. Karbon kaynagi olarak glikoz ve alternatif, nispeten ucuz

bir karbon kaynagi Chlorella vulgaris ESP-31 mikroalginin hidrolizat: kullanilmistir.

Maksimum {iretkenlige pH 5.5° de 3.49 g/L/saat degeri ile ulagilmistir. 40 g/L glikoz
derisiminde maksimum iiretkenlige 4.28 g/L/sa degeri ile ulasilmistir. Mikroalgal
sekerler, kesikli ve siirekli iiretim yontemlerinde LA fermentasyonunda glikoz yerine
kullanilarak ¢alisma yapilmistir. Kesikli fermentasyon yonteminde, 46.53 g/L miktarinda
mikroalgal sekerler kullanilmis ve LA derisimi 45.55 g/L, iiretkenlik 7.56 g/L/saat ve
verim 0.93 g/g degerlerindedir. Ayn1 kosullar altinda glikoz kullanmaya gore daha yiiksek
sonuglanmistir. Stirekli fermentasyon yontemi ise, 100 g/L mikroalgal seker ile
gerceklestirilmistir. Elde edilen LA derisim, liretkenlik ve verim degerleri sirasiyla 39.72

g/L, 9.93 g/L/saat ve 0.99 g/g olarak sonu¢lanmistir. Bu g¢alismada, tutuklanmis L.
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plantarum 23’ iin hem glikoz hem de mikroalgal sekerleri kullanarak yiiksek LA {iretimi
saglayabildigi sonucuna ulagilmistir. Ayrica, mikroalgal sekerlerin geleneksel olarak LA
fermentasyonunda kullanilan saf ve basit sekerlerin yerini alabilecegini gostermistir

(Chen, Hong vd. 2020).

Aragtirilan literatiir ¢calismalarindan yola ¢ikilarak, son yillarda tutuklama materyali
olarak Fe3Os4 nanoyapisinin sik¢a kullanildigi ayrica Grafen Oksit nanomateryali
kullaniminin da yayginlastig1 goriilmektedir. Sikca karsilasilmasa da bazi ¢aligmalarda
da iki farkli nanomateryalin (6rnegin; Grafen Oksit ve Cinko Oksit) birlikte kullanildigi
caligmalarda mevcuttur. Calismalarin tamaminda goriilmiistiir ki, tutuklanmis hiicre veya

enzimin, serbest olan haline gore aktiviteleri daha verimli sonu¢lanmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismada kullanilan Lactobacillus casei (DSM20011) hiicreleri DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen)’ den liyofilize (dondurularak

kurutma) olarak temin edilmis ve -20 °C* de muhafaza edilmistir.

Pepton, et 6ziitli, maya Oziitii, glukoz, Tween 80, di-potasyum fosfat, sodyum asetat,
amonyum sitrat, magnezyum siilfat heptahidrat, mangan (II) siilfat hekzahidrat
mikroorganizma sivi besi ve fermentasyon ortamlart hazirlamak icin kullanilmigtir. Bu
bilesenlere ek olarak agar ilavesi ile kat1 besi ortami hazirlanmistir. Sodyum hidroksit ve
stilfiirik asit ise ortam pH’ 1n1 ayarlamak i¢in kullanilmistir. Deneylerde kullanilan tiim
kimyasallar analitik saflikta Merck ve Sigma’ dan, analizlerde kullanilan ¢oziiciiler ise
HPLC safliginda olup Merck’ den temin edilmistir. Kullanilan kimyasal maddeler ve

ozellikleri EK 1’ de verilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Mikroorganizma ve Kiiltiir kosullari

Lactobacillus casei (DSM20011) ¢cogalma ortam1 olarak Man, Rogosa ve Sharpe (MRS)
ortam1 kullanilmigtir. Ortamin igeriginde pepton, et dziitli, maya 6ziitii, glukoz, Tween
80, di potasyum fosfat, sodyum asetat, amonyum sitrat, magnezyum siilfat heptahidrat,
mangan (II) siilfat hekzahidrat bilesikleri bulunmaktadir. Karisimdaki bilesenlerin
derigsimleri Cizelge 3.1’ de verilmistir. Ortamin pH’ 1 NaOH ve H2SO4 ¢ozeltisi ile 6.5 e
ayarlanmistir. Kat1 lireme ortami igin ise ayni bilesimlere sahip ortama 15 g/L agar
eklenmistir. Hazirlanan ¢ogalma ortamlar1 121 °C’ de 20 dakika siire ile otoklav cihazinda
(Hirayama HV-85L) sterillenmistir. Sterilizasyonu tamamlanan kat1 ortam steril petri
kaplarina sicak haliyle dokiilmiis ve donmast i¢in UV 1smn1 altinda bekletilmistir.

Kullanima hazir ortamlar +4 °C’ de muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.2 Lactobacillus casei (DSM20011) i¢in Man, Rogosa ve Sharpe (MRS)

cogalma ortamu igerigi (http://www.dsmz.de)

Bilesen Kimyasal Formiilii | Derisim (g/L)
Pepton Ci13H2404 10
Et oziitii - 10
Maya 0Oziitii Ci10H11FN202 5
Tween 80 CeaH 124026 1
Glukoz CeH1206 20
Di-potasyum fosfat | K2HPO4 2
Sodyum asetat C2H3NAO2 5
Amonyum sitrat CeH11INO7 2
Magnezyum siilfat | MgSO4.7H20 0.2
heptahidrat

Mangan (II) stlfat | MnSO4.6H20 0.05
hekzahidrat

Agar* C14H2409 15

*Kat1 ortam hazirlanirken kullanilmistir.

Liyofilize haldeki mikroorganizma ilk olarak 50 mL’ lik MRS siv1 ortamina aktarilarak
canlandirilmistir. Bu islem 30 “C sicaklik, 150 rpm calkalama hiz1 ve 24 saat kosullarinda
orbital ¢alkalayicida (Labcon 5081U) gerceklestirilmistir. 24 saat sonunda dlgek biiyilitme
i¢in, erlenden 10 mL alinarak 100 mL’ lik MRS s1v1 ortamina aktarilmistir. Kat1 ortama
ise, mikroorganizmalar 6ze yardimiyla aktarilmis ve 30 °C’ de 24 saat siireyle
inkiibatorde (Shel Lab) ¢ogalmalar1 saglanmistir. Tiim ekim islemleri steril kabinde

(Holten S-2010 1.8) gerceklestirilmistir.
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3.2.2 Mikroorganizma kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi

Fermentasyon ortamina aktarilacak hiicre miktarinin her deney seti i¢in yaklasik olarak
ayni olmasi Onemlidir. Aktarilacak mikroorganizma derisimini belirlemek amaciyla
absorbans- hiicre derisimi kalibrasyon dogrularinin olusturulmasi gerekmektedir. Bunun
i¢cin, 250 mL’ lik erlene 100 mL’ lik ¢ogalma ortami konulup, mikroorganizmalar ekilmis
ve mikroorganizma derisiminin zamanla degisim grafigi olusturulmustur. Lactobacillus
casei (DSM20011) hiicrelerinin absorbans verdigi en uygun dalga boyu degeri 660 nm
olarak belirlenmistir. Buna gore ¢ogalma siiresince her saat basi erlenden 2 ml’ lik

ornekler alinip, UV-VIS spektrofotometresinde analizlenmistir.

Aymi zamanda 2 farkli erlende daha, esit ekim yapilmasina dikkat edilerek, ¢ogalma
baslatilmistir. Bu ¢ogalma deneylerinin baglatilmasinin sebepleri; yas hiicre ve kuru hiicre
agirliklarina bakilmasi, seyreltme yapilarak farkli seyreltme oranlarinda mikroorganizma

derisim degerlerine ulagilmasidir.

Yas hiicre agirhigini belirleyebilmek i¢in erlenden 50 mL’ lik 6rnek alinmis, darasi
almmis iki falcon tiipe paylastinlmis, 4 °C, 8000 rpm’ de 15 dakika siireyle
santrifiijlenmistir (Hettich Rotina 35 R). Sivi kisim atilarak kati kismin kiitlesine
ulasilmistir. Elde edilen yas hiicre kiitlesi 6rnek hacmine (50 mL) boliinerek yas hiicre
derisimi hesaplanmistir. Ayni islem kuru hiicre derisimini belirlemek i¢in de
gercgeklestirilmis, santrifiij sonrasi elde edilen kati kisim sabit tartima gelene kadar etiivde
(Niive, EN400) kurutulmustur. Sabit tartim sonucu elde edilen kuru hiicre kiitlesi 6rnek

hacmine (50 mL) boliinerek kuru hiicre derisimi hesaplanmaistir.

Seyreltme yapilmasi i¢in alinan 6rnekler MRS ortamu ile seyreltilmis (0.5, 0.4, 0.3, 0.2,
0.1 mL mikroorganizma ¢ogalma ortami1 / 2 mL) ve UV-VIS spektrofotometresinde
analizlenmistir. Ardindan her bir seyreltme oraninin absorbans degerlerine karsilik gelen
yas ve kuru hiicre derisimleri hesaplanmistir (EK 2). Buna gore, elde edilen yas hiicre
derisimi-absorbans ve kuru hiicre derisimi-absorbans kalibrasyon grafikleri sirasiyla sekil

3.1 ve sekil 3.2 verilmistir.
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Sekil 3.2 Kuru hiicre derisimi-absorbans kalibrasyon grafigi

3.2.3 Fermentasyon ile laktik asit iiretimi

Fermentasyon 250 mL’ lik erlenlerde 100 mL ¢alisma hacminde gergeklestirilmistir.
Uretim ortami; pepton, et dziitii, maya oziitii, glukoz, Tween 80, di potasyum fosfat,
sodyum asetat, amonyum sitrat, magnezyum siilfat heptahidrat, mangan (II) siilfat
hekzahidrat bilesenlerinin belli derigimleri ile hazirlanmig, NaOH ve H2SO4 ¢ozeltileri ile

pH ayar1 yapilmustir. 121 °C” de 20 dakika siire otoklavlanarak sterillenmistir.
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Fermentasyon baglatilirken mikroorganizmanin ¢ogaltildigt MRS ortamindan alinan 10
mL’ lik érnek 4 °C, 8000 rpm, 15 dakika kosullari altinda santrifiijlenmistir. Santrifii]
sonras1 sivl kisim atilarak kati kisim tartilmig ve 10 mL’ lik MRS ortam1 6rneginin
yaklagik 0.3 g yas hiicre igerdigi belirlenmistir. Buna gore her fermentasyon isleminde
yaklagik 0.3 g yas hiicre 100 mL’ lik iiretim ortamina eklenmis ve fermentasyon
baslatilmistir. Fermentasyon baslatilirken her bir erlene % 1 (w/v) olacak sekilde CaCO3
ilave edilmigtir. Bu ilavenin sebebi, fermentasyon ortaminda laktik asidin iiriin

inhibisyonuna yol agmasina engel olmaktir.

Uretim, 30 °C sicaklik, 150 rpm ¢alkalama hizinda 120 saat siire icin orbital ¢alkalayicida
gerceklestirilmistir. Fermentasyon esnasinda belli araliklarla ortamdan Ornekler
almmigstir. Mikroorganizma UV-VIS spektrofotometresinde analiz edilmistir. Zaman
degisimi ile mikroorganizma derisimindeki degisim gdzlenmistir. Uriin derisimini
belirlemek amaciyla ise HPLC’ de (Thermo Finnigan Spectra System) analiz yapilir.
Bunun i¢in yine belli araliklarla alinan 6rnekler ependorf tiiplere konup ve 4 °C, 13000
rpm, 15 dakika kosullar1 altinda santrifiijlenmistir. Sivi kistm 0.22 pm’ lik PVDF

filtrelerden siiziilerek viallere doldurulmustur.

Deneylerin tamami kontrol edilebilirligin saglanmasi ve deneysel hatanin en aza
indirilmesi amaciyla iki tekrarl yapilmistir. Laktik asit tiretimi sonunda elde edilen verim
icin efektif verim hesabina bagvurulmustur. Fermentasyon sonunda olusan laktik asit
derigiminin, ortamda baslangictaki glukoz derisimine yiizdesel orani hesaplanmistir

(Omay, D. 2010).

3.3 Analiz Sistemi

Uretilen laktik asit analizleri Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC, Thermo
Finnigan Spectra System), mikroorganizma derisim analizleri ise Diod Array dedektor
kullanilarak UV-VIS spektrofotometresi (Shimadzu UV-1601) ile gergeklestirilmistir.
HPLC analiz kosullan ¢izelge 3.2’ de verilmistir. Laktik asidin standart ¢dzeltisine ait
kromatogram sekil 3.3 de verilmistir. Belirtilen analiz kosullarinda sekil 3.3° de bulunan

laktik asit ¢ozeltisi kromatogramina gore, laktik asitin kalma siiresi yaklasik 7 dakikadir.
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Cizelge 3.2 HPLC analiz kosullar1

uv
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Sekil 3.3 Standart laktik asit ¢6zeltisi igin HPLC kromatogrami

Uretilen Fe3Os4 nanoparcaciklarinin ve fonksiyonellestirilen Fe3Os4-APTES ve Fe3sOs-

Dopamin nanopargaciklarinin sentezlerinin basarili olup olmadigini kontrol etmek i¢in

ise FTIR (Fourier Doniisimli Kizilotesi

gerceklestirilmistir ve piklerin olmasi gereken yerlere dikkat edilmistir.

3.3.1 Laktik asit kalibrasyon dogrusunun olusturulmasi

Spektroskopisi) cihazinda analizleri

Laktik asit kalibrasyon dogrusunun olusturulmasi i¢in 3.33, 6.66, 10, 13.33 g/L

derigimlerinde standart ¢ozeltiler hazirlanmig ve Cizelge 3.2’ de verilen kosullarda

HPLC’ de analizlenmistir. Standart ¢ozeltilerin analizleri sonucu olusturulan kalibrasyon

dogrusu sekil 3.4° de gbsterilmistir.
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Sekil 3.4 Laktik asit kalibrasyon dogrusu

3.4 Tutuklama Yontemleri

3.4.1 Fe3Oq4 sentezi, tutuklama ve fonksiyonellestirme

Bu c¢alismada, c¢ok az sayida calismada kullanilmis olan, mikroorganizmay1
nanoparcaciklara tutuklama islemi iizerinde durulmustur. Oncelikle, manyetik
nanopargacik olan Fe3Os sentezi yapilmistir. Sentez asamasinda birlikte ¢oktiirme
metodu tercih edilmistir. Fe3O4sentezi igin, FeCl2.4H20 ve FeClz.6H20 demir tuzlari sulu
HCl i¢inde ¢6ziinmiistiir. Fe2+ ve Fe3+ iyonlarinin mol orani 0.5 dir (Dinger, C. 2015).
Bu ¢o6zelti, inert atmosfer altinda sulu NaOH ¢6zeltisi igine aktarilmistir. Gli¢lii mekanik
karistiricida karigtirtlmigtir. Santriflij yapilmis ve manyetik parcaciklar elde edilmistir.
Ultra saf su ile yikama ve 60 °C vakum etiiviinde 24 saat kurutma yapilmistir. Uretim
asamasindaki kurulan mekanizma ve iiretilen Fe3O4 nanoparcaciklari resim 3.1 ve 3.2° de

gosterilmistir.
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Rsim 3.2 Uretilen e.4 tanecikleri

Literatiir arastirmalari sonucunda, Lactobacillus casei (DSM20011) ile tutuklama yapilan
herhangi bir calismaya rastlanmamustir. Bu sebeple, referans alabilmek i¢in Lactobacillus
casei (DSM20011) gibi gram pozitif olan bakterilerin tutuklamasinin yapildigi ¢alismalar
incelenmistir. Lactobacillus casei (DSM20011)’ i manyetik nanopargacik olan Fe3O4’ e

tutuklamak i¢in, 30 mL’ lik mikroorganizma ¢ogaltilmig ortamdan alinip, igerisine 0.5 g
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Fe304 nanoparcaciklari ilave edilmistir. 4 °C ve 150 rpm kosullarinda 2 saat karismaya

brrakilmustir.

Tutuklama siiresi sonlandiktan sonra, tutuklanmis Fe3Os nanoparcaciklart miknatisla
toplanarak sivist alinmistir. Tutuklanmig Fe3sO4 nanopargaciklari ise iki defa steril ultra
saf su ile yikanmistir. Hem alinan sivinin hem de yikama sonrasi sivilarinin UV-VIS

spektrofotometresi (Shimadzu UV-1601) ile analizleri gergeklestirilmistir.

Daha sonra yikanan tutuklanmis Fe3O4 nanoparcaciklari fermentasyon ortamina konmus

ve tretimin gerceklesip gergeklesmeyecegi gdzlenmistir.

Yapilan literatiir aragtirmalarinda Fe3Os nanopargaciklarinin farkli kimyasallar ile
fonksiyonellestirilerek tutuklama islemine hazirlandig1 goriilmiistiir. Bu sebeple, uygun

olanlar secilerek Fe3O4 nanoparcaciklarinin fonksiyonellestirilmesi {izerine ¢aligilmistir.

Ik olarak, APTES (3-Aminopropiltrietoksisilan) kullanilarak fonksiyonellestirme
yapilmistir. Bu islem i¢in, 0.173 g Fes3Os4 nanopargaciklar1 ile 17.3 ml c¢ozelti
hazirlanmistir, ¢ozeltinin % 50’ si etanolden olugsmaktadir. Fe3O4 ¢ozeltisi ve 57.67 pL
APTES bir siseye konarak, azottan gegirilmistir. 40 °C ve 150 rpm kosullarinda 24 saat
karigmaya birakilmistir. Siire tamamlandiktan sonra, miknatis ile toplanmis ve tiger defa
sirastyla ultra saf su ve etanol ile yikanmistir. Ardindan, 60 °C vakum etiiviinde bir gece
kurutulmustur. Boylece, Fe304-APTES nanopargaciklari olusturulmustur. Ayrica, Fe3Oa-
APTES-glutaraldehit nanoparcaciklart iiretimi icin de calisma yapilmistir. Capraz
baglanma ile baglanan glutaraldehit, nanoparcaciklari aktive ettigi ve diigiik derisimlerde
protein baglanma oranini arttirdig1 i¢in ¢alismalarda tercih edilebilmektedir (Feng vd.

2016). Glutaraldehit ile fonksiyonellestirme i¢in hacimce % 2 glutaraldehit eklenmistir.

Ikinci olarak ise, Dopamin kullanilarak fonksiyonellestirme yapilmstir. Bu islem igin,
0.120 g Fe304 nanopargaciklari, 50 mL’ lik 10 mM ve 8.5 pH degerindeki Tris-HCI
tamponu ile karistirilarak 30 dakika ultrasonikasyon islemine birakilmistir. Karisima

asamali olarak 125 mg Dopamin ilave edilmistir. Dopamin ilavesinden sonra diisen pH
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degerinin 8.5 e ayarlanabilmesi i¢cin NaOH eklenmistir. Oda sicakliginda ve 200 rpm
kosullarinda 3 saat karismaya birakilmistir. Siire tamamlandiktan sonra, miknatis ile
toplanmis ve bes defa ultra saf su ile yikanmistir. Bdylece, Fe3Os-Dopamin

nanopargcaciklari olugturulmustur.

Hem Fe304-APTES hem de Fe3Os-Dopamin nanoparcaciklari, mikroorganizmali
ortamlara ilave edilmis ve 4 °C, 150 rpm, 2 saat kosullar1 altinda tutuklama yapilmistir.
Bu calisamada nanoparcacik-mikroorganizma orani, 2 mg fonksiyonellestirilmis
nanoparcgaciga 0.4232 g/mL mikroorganizma igeren 20 mL mikroorganizma ortami
seklindedir. Siire tamamlandiktan sonra, yine yikamalar yapilmis ve alinan s1v1 ile yikama

stvilarinin UV-VIS spektrofotometresi (Shimadzu UV-1601) ile analizleri yapilmistir.

Fe304, Fe304-APTES ve Fe304-Dopamin nanoparcaciklarinin FTIR analizleri yapilarak,
piklerin nerelerde geldigine dikkat edilmis, literatiir arastirmasi ile karsilastirilarak

tiretimlerinin basarili olup olmadiklar1 kontrol edilmistir.

3.4.2 Na-aljinata tutuklama

Lactobacillus casei (DSM20011) mikroorganizmasini Fe3O4, Fe3sOs-APTES ve Fe3Os-
Dopamin nanopargaciklarina tutuklayip, daha sonra fermentasyon ortamina koyup, laktik
asit iiretimini gézlemledigimizde sonuglar basarisiz olmustur. Bu sebeple, yaygin bir

yontem olan mikroorganizmay1 Na-aljinat’ a tutuklama se¢ilmistir.

Na-aljinat’ a tutuklama islemi icin, 25 mL % 2’ lik Na-aljinat ¢ozeltisine 0.5 g Fe3O4
nanopargcaciklart eklenmistir. Mikroorganizmali ortam santrifiijlenmis ve ¢oken kisim
tizerine bir miktar Na-aljinat ve Fe3Os nanopargaciklari bulunan karisim ilave edilip
coziinmesi beklenmistir. Fe3O4 nanoparcaciklar: katilarak gerektigi zaman pelletlerin
ortamdan ayrilmasinin  kolayligi amaclanmistir. Coziindiikkten sonra tamam
karistirilmistir. Homojen hale gelene kadar calkalama ve karigtirma yapilmistir. Bir
behere hazirlanmis olan % 2’ lik CaCl2 konmus, iizerine hazirlanmis homojen karisim

pasteur pipeti yardimiyla damla damla ilave edilmistir. Karistm CaCla ¢ozeltisiyle
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karistig1 an pelletler olusmaya baslamistir. Elde edilen pelletler 2 saat siire +4 °C’ de
buzdolabinda tutulmus, ardindan siiziilmiistiir. Siiziilen pelletler % 0.5° lik CaClz
¢oOzeltisine aktarilmig, buzdolabinda kullanim i¢in saklanmistir. Pellet caplar yaklagsik 2-

3 mm olarak 6l¢lilmiistiir.

3.4.2.1 Na-aljinata tutuklanms Lactobacillus casei (DSM20011) ile fermentasyon

Fermentasyon 250 mL’ lik erlenlerde 100 mL ¢alisma hacminde gergeklestirilmistir.
Uretim ortami1 ayn1 sekilde hazirlanmis, pH ayar1 yapilmustir. 121 °C’ de 20 dakika siire

otoklavlanarak sterillenmistir.

Serbest mikroorganizma ile c¢alisilirken, her fermentasyon isleminde yaklasik 0.3 g yas
hiicre 100 mL’ lik iiretim ortamina eklenmis ve fermentasyon baslatilmistir. Dolayisiyla,
tutuklanmis mikroorganizma ile yapilan deneylerde de 100 mL’ lik calisma hacimli
tiretim ortaminda 0.3 g yas hiicre bulunmalidir. Bunun i¢in ne kadar kiitlede pellet
kullan1lmas1 gerektigi hesap edilmistir. Ornegin; 1.5 g yas hiicre ile yapilan tutuklamada
15 g pellet iiretilmis ise fermentasyonda 0.3 g yas hiicre bulunmasi i¢in 3 g pelletin

fermentasyon ortamina ilave edilmesi gerekir.

Fermentasyon baglatilirken her bir erlene % 1 (w/v) olacak sekilde CaCOsilave edilmistir.
Bu ilavenin sebebi, fermentasyon ortaminda laktik asidin iiriin inhibisyonuna yol
agmasina engel olmaktir. Uretim, 30 °C sicaklik, 150 rpm calkalama hizinda 96 saat siire
icin orbital calkalayicida gergeklestirilmistir. Uriin derisimini belirlemek amaciyla
fermentasyon esnasinda belli araliklarla ortamdan O6rnekler alinmistir. Alinan Srnekler
ependorf tiiplere konup ve 4 °C, 13000 rpm, 15 dakika kosullar1 altinda santrifiijlenmistir.
Sivt kisim 0.22 pm’ lik PVDF filtrelerden siiziilerek viallere doldurulmus ve HPLC

(Thermo Finnigan Spectra System) analizi yapilmasi i¢in +4 °C’ de saklanmuigtir.

Deneylerin tamami kontrol edilebilirligin saglanmasi ve deneysel hatanin en aza

indirilmesi amaciyla iki tekrarl yapilmstir.
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Deney esnasinda izlenen adimlar sekil 3.5” de sematik olarak gdsterilmistir.

Katidan siviya Ornek
aktarim [

=3 B

MRS kati MRS sivigogalma  \fikroorganizma derisimi analizi Mikroorganizma
¢ogalma ortamu, ortami, 100 mL, 30 UV/VIS Spektrofotometresi Tutuklama
30 °C, 24 saat °C, 150 rpm, 24 saat (660 nm)
3 g pellet

Ornek
s 4 ] ¢
0.22 um PVDF Santrifi
filtre 24 °C, 13000 Fergentasyon
rtami

rpm, 15 dakika

-- Uriin analizi
(Inertsil ODS-4, Su (% 0.2 (v/v) HCI) :
— Asetonitril (80:20), 0.8 mL/min, 30 °C,
0 k. .ﬁ: I = UV dedektor; 214 nm)

HPLC Case

Sekil 3.5 Deney yontemi basamaklarinin sematik gdsterimi

3.5 Laktik Asit Uretimi I¢in Ortam Kosullar1 Tasarim

Lactobacillus casei (DSM20011) mikroorganizmas: kullanilarak, substrat olan
glukozdan laktik asit tiretimi i¢in farkli kosullarda deneyler tasarlanmistir. Fermentasyon
ortam1 sicakligl, karistirma hizi, baglangic pH’ 1, tutuklama i¢in kullanilan Na-aljinat
miktarlar1 i¢in farkli kosullar denenerek optimum calisma degerlerine ulasilmistir.

Fermentasyon ortaminda kullanilan mikroorganizma derisimi, substrat derisimi ve
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fermentasyon siiresi i¢in ise optimum kosullarin belirlenmesi i¢in cevap ylizey yontemi

(RSM) uygulanmustir.

Tiim c¢alisma kosullart i¢in belirlenmis olan optimum kosullarda, son olarak tekrar
kullanilabilirlik deneyleri yapilmis ve tutuklanan mikroorganizmalarin birden fazla defa

kullaniminin laktik asit {iretimini ne sekilde etkiledigi gozlenmistir.

3.5.1 Cevap yiizey yontemi (RSM) ile ortam kosullarinin optimizasyonu

Deneylerdeki calisma kosullarinin bir kismu farkli degerler denenerek belirlenmis iken
mikroorganizma derisimi, substrat derigsimi ve silire faktorleri igin cevap ylizey
yonteminin (RSM) kullanimi tercih edilmistir. Design Expert 7.0 programi kullanilarak,
belirlenen faktorlerin optimize edilmesi amaglanmistir. Optimizasyon i¢in, Cevap Yiizey
Yontemi (Response Surface Method, RSM) olan Merkezi Kompozit Deney Tasarimi
(Central Composite Design, CCD) kullanilmustir. 3 seviyeli deneysel tasarim uygulanmus,
merkez noktada 6 deney olmak iizere toplam 20 deneylik set elde edilmistir. Deney
kosullar1 i¢in belirlenen seviye ve aralik degerleri cizelge 3.3’ de, olusan deney seti ise
cizelge 3.4° de verilmistir. Gergeklestirilen istatistiksel deney tasariminda kontrol
edilebilirligin saglanmasi ve deneysel hatanin en aza indirilmesi amaciyla her deney seti
iki kez tekrarlanmistir. Sonuglarin birbirine yakin oldugu belirlenmis ve bu nedenle elde
edilen degerlerin ortalamas1 alinmistir. Tasarimda cevap degiskeni olarak laktik asit

derigimi se¢ilmisgtir.

Cizelge 3.3 RSM ile deney tasarimi seviye ve aralik degerleri

No | Faktor -1.68 -1 0 +1 +1.68
1 Cx, g/lL 0.5 1.5 3.0 4.5 5.5
2 Cs, g/L 3.2 10 20 30 36.8
3 t, sa 31.6 48 72 96 112.4
!Cx: Mikroorganizma derisimi, Cs:Substrat derisimi,
t:Zaman

45



Cizelge 3.4 Olusan deney seti verileri

No Cx!, g/L |Cs!, g/L |t',h
1 1.5 10 48
2 4.5 10 48
3 1.5 30 48
4 4.5 30 48
5 1.5 10 96
6 4.5 10 96
7 1.5 30 96
8 4.5 30 96
9 0.5 20 72
10 5.5 20 72
11 3 32 72
12 3 36.8 72
13 3 20 31.6
14 3 20 1124
15 3 20 72
16 3 20 72
17 3 20 72
18 3 20 72
19 3 20 72
20 3 20 72

3.6 Tepkime Kinetik Modeli

Tutuklanmis mikroorganizma ile laktik asit liretimi kinetigi enzimatik tepkime kinetigi
gibi diistiniilebilir. Bes farkli substrat derisimi degerinde (10, 20, 30, 40, 50 g/L) deneyler
yapilmistir. Her deney, 30 °C sicaklik, 150 rpm calkalama hizinda 120 saat siire i¢in
orbital calkalayicida gergeklestirilmistir.

Her bir substrat derisiminde baslangi¢ tepkime hizlarinin (ri) belirlenmesi i¢in zamana
kars1 laktik asit derisimi grafigi cizilmistir. Grafigin egimi esitlik 3.1 ile belirlenerek,
baslangi¢ tepkime hizlar1 hesaplanmistir. Esitlikteki Crao, laktik asidin baslangi¢ (t=0)

derisimini; CLa, t anindaki laktik asit derisimini géstermektedir.

_ g _ ﬁCLA CLA_CLAO maol

= ] (3.1)

U™ ax At t
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2
cs/z
K1

2
Cs Cs
1475/ + K2

(3.2)

Iy = I'smax *

Esitlik 3.2 hiz denkleminde yer alan kinetik sabitler (rsmax, Ki, K2) i¢cin Sigmaplot
programi kullanilarak hesaplanmistir. Programa esitlik 3.2 denkleminin ¢oziimii icin
glukoz derisimi ile baslangic tepkime hizi girilmistir. Denklemin ¢oziimii ile substrat
derisimleri ve baslangi¢ tepkime hizlar1 (Cso, 1ii) verileri kullanilarak, maksimum tepkime

hiz1 (rsmax) ve denklem sabitleri (K1 ve K2) elde edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez caligmasi kapsaminda, Fe3Os nanoyapilari sentezlenmis, sentezlenen Fe3Os
nanoyapilar1  fonksiyonellestirilmis ve mikroorganizma tutuklama caligmalari

gergeklestirilmistir. Daha sonra ise laktik asit liretimi lizerine ¢aligmalar yapilmistir.

4.1 Fe3O4 Nanoyapilarinin Sentezi ve Fonksiyonellestirilmesi

Fe304 nanoyapilari birlikte ¢oktiirme metodu ile sentezlenmistir. Daha sonrasinda Fe3O4

nanoyapilar1 fonksiyonellestirilmistir.

Manyetik Fe3Os nanopargaciklarinin siiperparamanyetizmasi, kuantum boyutu etkisi ve
ylizey sinir etkisi nedeniyle 6zel fiziksel ve kimyasal 6zellikleri vardir. Bununla birlikte,
hiicreleri manyetik Fe3Os nanoparcaciklarina dogrudan tutuklamak zordur. Bu nedenle,
manyetik Fe3Os nanoparcaciklarinin yiizeylerini modifiye ederek hazirlanmasi,
modifikasyonu ve dagiliminin gelistirilmesi tizerinde yogunlagan ¢alismalar yapilmistir

(Feng vd. 2016).

Fonksiyonellestirilmis manyetik nanopartikiiller, tutuklama icin genis ylizey alanlari
saglama gibi bir¢ok avantaj sunar. Manyetik alan uygulamasi altinda silipernatanttan
kolayca ayrilabilirler, iyi biyouyumludurlar, geri doniistiiriilebilirler ve birkag kez tekrar

kullanilabilirler (Akhond vd. 2016).

Uretilen Fe3O4 nanoyapilarmin ve fonksiyonellestirilen Fe3Os-APTES ve Fe3Os-
Dopamin nanoparg¢aciklarinin sentezlerinin basarili olup olmadigini kontrol etmek i¢in
ise FTIR (Fourier Doniisiimlii Kizilotesi  Spektroskopisi) cihazinda analizleri

gerceklestirilmistir ve piklerin olmasi gereken yerlere dikkat edilmistir.

Fe304-APTES nanoyapilarinin olusurken, APTES Fe3Os nanoyapilarina Si-O baglar ile
baglanmaktadir (Sekil 4.1) (Feng vd. 2016). 1000 cm™" deki pik, Si-O baglarmin biikiilme
titresimine aittir. 3420 cm™” deki absorpsiyon pikleri O-H gerilimli titresime aitken, 1633
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cm™” deki absorpsiyon pikleri O-H deforme titresime aittir. Sekil 4.1> de de goriildiigii
gibi, Fe3O4’ iin IR spektrumu ile karsilastirildiginda, FesO4-APTES IR spektrumu, 584
ve 1000 cm™ de daha biiyiik absorpsiyon pikleri gosterir ki bu da Fe-O-Si baglarmmn
olustugunu gosterir, diger 3420, 2934 ve 1633 cm-1'deki absorpsiyon piklerinde
neredeyse hi¢ fark goziikmemektedir. Bu oOzellikler yiizey degisikliginin basarili
oldugunu ve APTES' in manyetik Fe304 nanopartikiillerinin yiizeyine baglandigin
gostermektedir (Sekil 4.2).

NH: XH

H.M N

H
Fedh-APTES

Sekil 4.1 APTES ile fonksiyonellestirilmis Fe3O4 nanopargaciklarinin sematik gosterimi
(Feng vd. 2016)
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Sekil 4.2 Fe304 ve Fe304-APTES nanopargaciklarina ait olan FTIR analizi sonuglar

Fe304-Dopamin nanoyapilarinin olusum formiilii sekil 4.3’ de gosterilmistir (Zhuang vd.
2017). Sekil 4.4 ve sekil 4.5’ de Fe3Os4 ve Fe3Os-Dopamin nanoyapilarmin IR
spektrumlarinin  karsilastirmas:  gosterilmektedir. 580 cm™” deki pik, Fe3Os
spektrumundaki Fe-O baglarmin titresimine karsilik gelmektedir. 3400 cm™” deki pikler
O-H baglarmni, 2400 cm™” deki pikler C-H baglarim1 ve 1600 cm™ deki pikler C=0O
baglarini belirtmektedir.

HO MH; HCI
@ - O e
-
HO

DOPAMIN HIDROKLORUR

0] o

Fe304-DOPAMIN

Sekil 4.3 Dopamin ile fonksiyonellestirilmis Fe3Os nanoparcaciklarinin formiilsel
gosterimi (Zhuang vd. 2017)
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Sekil 4.4 Fe304 ve Fe304-Dopamin nanopargaciklarina ait olan FTIR analizi sonuglari

Gegirgenlik (% T)

120

100 -

80 -

60 -

40

20 -

0

—— FE304

FE304-
DOPAMIN
2

4500

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0
Dalga Sayisi (1/cm)

Sekil 4.5 Fe304 ve Fe304-Dopamin nanoparcaciklarina ait olan FTIR analizi sonuglari

4.2 Mikroorganizma Cogalmasi ve Fe3O4 Nanoyapilarina Tutuklama

Bu caligmada, mikroorganizma tutuklama islemlerinin 6ncesinde Lactobacillus casei

(DSM20011) mikroorganizmasinin ¢ogalma egrisinin olusturulmasi i¢in 100 mL MRS

ortami igeren 250 mL’ lik erlenlerde 30 “C sicaklik ve 150 rpm ¢alkalama hizinda

cogalma gergeklestirilmistir. Cogalma siiresince ortamdan belirli araliklarla alinan 2 mL’

lik 6rnekler UV-VIS spektrofotometresinde 660 nm’ de analizlenmistir. Cogalmanin 24

saatte tamamlandig1 kararlastirilmistir. Yas hiicre derisimi-absorbans (Sekil 3.2) ve kuru
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hiicre derisimi-absorbans kalibrasyon grafikleri (Sekil 3.3) yardimiyla zamana karsi
mikroorganizma derisimi egrisi ¢izilmistir (Sekil 4.6). 24 saat sonunda 24.52 g/L

mikroorganizma derisimine ulasilmistir.

N w
(52} o
1 J

N
o
1

Mikroorganizma Derisimi, g/L
= =
o (6,

(9]
1

O T T T T T

0 5 10 15 20 25
Zaman, h

30

Sekil 4.6 Lactobacillus casei (DSM20011) i¢in hiicre ¢ogalma egrisi (MRS ortami, T; 30
°C, pH; 6.5, calkalama hizi; 150 rpm)

Lactobacillus casei (DSM20011) mikroorganizmasinin serbest hali ile laktik asit iiretimi
i¢in, mikroorganizma MRS ortami bulunan sivi ortama ekilip 30 “C sicaklik, 150 rpm
calkalama hiz1 kosullarinda 24 saat boyunca ¢ogalma islemi gergeklestirilmistir. Islem
sonunda 10 mL &rnek 4 "C, 8000 rpm 15 dakika kosullari altinda santrifiijlenmistir.
Yaklasik 0.3 g yas hiicre 100 mL’ lik iiretim ortamina eklenmis ve fermentasyon
baslatilmistir. Uretim, 30 °C sicaklik, 150 rpm calkalama hizinda 96 saat siire i¢in orbital
calkalayicida gercgeklestirilmistir.

Fermentasyon esnasinda belli araliklarla ortamdan 6rnekler alinmis ve tiretilen laktik asit

derisimini belirlemek amaciyla ise HPLC’ de analiz yapilmistir.

Analiz sonuglarina gore, 24. saat sonunda alinan 6rnekte tiretilen laktik asit derigimi 6.1
g/ gelmistir. Fermentasyonun devaminda 48, 72 ve 96. saatlerde alinan o6rneklerin

analizinden gelen sonugclar ise sirasiyla 12.8, 14.5, 19.0 g/L olarak ¢ikmustir (Sekil 4.7).
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Fermentasyon ortaminda baslangicta 20 g/L derisiminde glukoz bulunmaktadir.
Fermentasyon esnasinda glukoz laktik aside doniismektedir, kuramsal temeller kisminda
laktik asit iiretimi yontemlerinde konudan detayli bahsedilmistir (Sekil 2.3 ve Sekil 2.4).
Fermentasyonun 96. saatinde hesap edilmis 19.0 g/L laktik asit derisimine gore, deney
sonucundan alinan verim % 95 dir. Bdylece fermentasyonun basarili oldugu sonucuna

ulasilmis ve deney siiresinin ideal 96 saat siirecegi gézlenmistir.

Deneylerin tamami kontrol edilebilirligin saglanmasi ve deneysel hatanin en aza
indirilmesi amaciyla tekrarli olarak yapilmistir. Tekrar deneylerinde de, HPLC’ deki
analiz sonuglarina gore iiretilen laktik asidin hesaplanan derisimleri benzer sonuglarda

gelmistir.

20

16

0 20 40 60 80 100 120
t,h

Sekil 4.7 Serbest Lactobacillus casei (DSM20011) hiicreleri ile yapilan deneyler
sonucunda zamana karsi laktik asit derisimi degisimi (MRS ortami, T; 30 °C,
pH;6.5, calkalama hizi: 150 rpm, baslangi¢ yas hiicre miktari: 0.3 g)

Daha sonra, hem sentezlenen manyetik nanoyapi Fe3O4 hem de fonksiyonellestirilmis
Fe304 nanoyapilari tutuklama i¢in kullanilmistir. B6liim 4.1° de Fe3O4, Fe304-APTES ve
Fe304-Dopamin nanoyapilarinin basarili olarak tiretildigi FTIR analizleri sonuglar ile

gozlenmistir.
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Tutuklama i¢in, 30 mL’ lik 1.5 g/L derisimde mikroorganizma ¢ogaltilmis ortamdan
almarak icerisine 0.5 g Fe3O4 nanoparcaciklari ilave edilmistir. 4 °C ve 150 rpm
kosullarinda 2 saat karigmaya birakilmistir. Tutuklama siiresi sonlandiktan sonra,
tutuklanmig Fe3O4 nanoyapilart miknatisla toplanarak sivisindan ayrilmistir. Tutuklanmis
Fe304 nanoyapilar ise iki defa steril ultra saf su ile yikanmistir. Hem alinan sivinin hem
de yikama sonrasi sivilarinin UV-VIS spektrofotometresi ile mikroorganizma analizleri

gerceklestirilmistir.

Baglangi¢ mikroorganizma miktar1 0.606 g iken APTES, APTES-Glutaraldehit ve
Dopamin ile fonksiyonellestirilen Fe3O4 nanoyapilarindaki tutuklanan mikroorganizma
derisim  degerlerinin UV analiz sonuglar1 ¢izelge 4.1° de verilmistir.
Fonksiyonellestirilmis Fe3O4 nanoparcaciklari ile tutuklama islemi, mikroorganizmanin

yiiksek yapili olmast sebebiyle basarisiz olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.1 UV analiz sonuglarina gére nanoparcaciklarin tutuklama islemi sonrasi alinan
stvidaki mikroorganizma miktarlari

Fe30s- Fe30s- Fe30s- Fe30s-
APTES APTES- Dopamin 1 Dopamin 2
Glutaraldehit
Mikroorganizma
Miktar1 (g) 0.5922 0.5994 0.5625 0.5745

Yapilan tutuklama deneylerinde sonug basarisiz geldigi i¢in farkli yol izlenme karari
almmig, farkli bir literatiir kaynagi referans alinarak tutuklama i¢in kullanilan
mikroorganizma miktar1 azaltilmistir. Ancak bu deneylerde de sonuglar basarisiz

gelmistir.

Nanoyapilar iizerinde gergeklestirilen tutuklamalarin biiylik ¢ogunlugu enzimler ile
gerceklestirilmistir. Mikroorganizma ile yapilan calismalarda ise tutuklama islemi
cogunlukla aljinata tutuklama olarak yapilmistir. Literatiirde mikroorganizmanin
nanoyapilara tutuklanmasi ile ilgili bulunan nadir ¢alismalardan Zhuang ve arkadaslarinin

yaptigi calismada FEscherichia coli dopamin ile fonksiyonellestirilmis Fes3O4
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nanoparcaciklaria tutuklanarak, serbest ve tutuklanmis hiicrenin gliserol dehidrojenaz
aktivitesi tizerindeki pH, sicaklik, tuz derisimi gibi etkileri aragtirilmistir. 9 mg/mL hiicre
siispansiyonu kullanilarak tutuklama gergeklestirilmistir. En yiiksek tutuklama verimi pH
8.0, tutuklama siiresi 2 saat ve sicaklik 4 °C kosullarinda % 91 olarak elde edilmistir

(Zhuang vd. 2017).

Bai ve arkadaglarinin yapmis oldugu baska bir calismada ise, polidopamin (PD) ile
kaplanmis Fe3Os nanopargaciklarina Sphingomonas sp. Y2 tutuklanmistir. Nonilfenol
polietoksilatlart (NPEOs) pargalayan bakteri Sphingomonas sp. tiri Y2 verimi
degerlendirilmistir. 2 mg/mL hiicre siispansiyonu kullanilmis ve tutuklama yontemi ile 1.

ve 2. giinde sirastyla % 79.5 ve % 99.9 NPEO’ lar bozunma verimi sergilemistir (Bai vd.

2018).

Ayrica literatiirde, fitaz, lakkaz, maltogenaz, seliillaz, amilaz vb. enzimler nanoyapilara

tutuklanarak gergeklestirilen ¢alismalarin ¢ok sayida 6rnekleri vardir.

4.3 Fe304 iceren Ca-Aljinat’ a Tutuklanmis Mikroorganizmalar fle Laktik Asit

Uretimi

Hiicrelerin ¢esitli matrislerde tutuklanmasi iki amaca hizmet eder; hiicre yogunlugunu
arttirtr ve hiicreler durgunluk asamasindayken ve aktif olarak biiylimediginde
fermentasyonu gerceklestirir. Tutuklanmis hiicreler, gelismis hiicre yiiklemesi, substrat
inhibisyonunu ve fermentasyon sirasinda diisiik hiicre yogunluklarini hafifleterek LA

tiretkenligini artirmak i¢in kullanilabilir. (Chen vd. 2020).

Onceki ¢alismalarin ardindan, Ca-Aljinat’ a tutuklama islemi ile galismaya devam etme
karar1 alimmustir. Bu ¢alismalar gergeklestirilirken, biyoreaktér ortamindan tutuklanmis
mikroorganizmalarin rahat ayrilmasi amaciyla manyetik alan olusturma diisiincesiyle
Fe30asigeren Ca-Aljinat’ a tutuklama islemi gergeklestirilmistir. Deneylerde, % 2 sodyum

aljinat derisimi ile ¢alisilmustir.
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Cok diisiik sodyum aljinat derisimi, ¢ok yumusak boncuklara neden olur, % 1 ve daha
diisiik aljinat derisiminde, boncuklar ¢ok yumusak ve diisiik mekanik mukavemette
olmalar1 nedeniyle kolayca kirilirlar. Bu durumda bakteriler boncuklardan kolayca

sizarlar (Bahry vd. 2019).

Sodyum aljinat deriminin % 2’ nin iizerine ¢ikarilmasi ise boncuklari sertlestirir, % 2’
den daha yiiksek aljinat derisimlerinde kiitle kisitlamasi sebebiyle sekerlerin hiicre
gozeneklerine sizmasi daha zor olacagi i¢in glikoz ve fruktoz tiiketiminde gecikmeye yol

acabilmektedir (Ercan vd. 2013).

Serbest mikroorganizma ile calisilirken, her fermentasyon isleminde yaklasik 0.3 g yas
hiicre 100 mL’ lik iiretim ortamimna eklenmis ve fermentasyon baslatilmistir.
Lactobacillus casei (DSM20011) mikroorganizmasinin tutuklanmig hali ile laktik asit
iretimi i¢in yapilan deneylerde ise, 100 mL’ lik ¢caligma hacimli liretim ortaminda 0.3 g
yas hiicre bulunmalidir. Bunun i¢in ne kadar kiitlede pellet kullanilmas1 gerektigi hesap
edilmistir. Ornegin; 1.5 g yas hiicre ile yapilan tutuklamada 15 g pellet iiretilmis ise
fermentasyonda 0.3 g yas hiicre bulunmasi i¢in 3 g pelletin fermentasyon ortamina ilave
edilmesi gerekir. Hesap edilen miktar, steril kosullarda tartim yapilarak iiretim ortamina
eklenmistir. Uretim, 30 °C sicaklik, 150 rpm calkalama hizinda 120 saat siire igin orbital
calkalayicida gerceklestirilmistir.

Fermentasyon esnasinda belli araliklarla ortamdan 6rnekler alinmis ve tiretilen laktik asit

derisimini belirlemek amaciyla ise HPLC’ de analiz yapilmistir.

Analiz sonuglarina gore, 24. saat sonunda alinan 6rnekte iiretilen laktik asit derisimi 4.3
g/L gelmigtir. Fermentasyonun devaminda 48, 72 ve 96. saatlerde alinan orneklerin

analizinden gelen sonugclar ise sirasiyla 9.0, 15.3 ve 16.0 g/L olarak ¢ikmistir (Sekil 4.8).

Fermentasyon ortaminda baslangigta 20 g/L. derisiminde glukoz bulunmaktadir.

Fermentasyonun 96. saatinde hesap edilmis 16.0 g/L laktik asit derisimine gore, deney
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sonucundan alinan verim % 80’ dir. Deney siiresinin ideal 96 saat siirecegi gézlenmistir.

Bu siire, mikroorganizmanin serbest hali ile yapilan calismalar ile ayn1 gelmistir.

Deneylerin tamami kontrol edilebilirligin saglanmasi ve deneysel hatanin en aza
indirilmesi amaciyla tekrarli olarak yapilmistir. Tekrar deneylerinde de, HPLC’ deki
analiz sonuglarina gore iiretilen laktik asidin hesaplanan derisimleri benzer sonuglarda

gelmistir.
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Sekil 4.8 Tutuklanmis Lactobacillus casei (DSM20011) hiicreleri ile yapilan deneyler
sonucunda zamana kars1 laktik asit derisimi degisimi (MRS ortami, 20 g/L
glukoz, T; 30 °C, pH;6.5, ¢calkalama hizi: 150 rpm, baslangi¢ pellet miktari: 0.3
g yas hiicreye karsilik gelen pellet miktar)

Tutuklanmis mikroorganizmalarda farkli kosullarin deneylere etkisi aragtirilmis, farkli

kosul olarak pH, sicaklik ve karistirma hizi parametreleri degerlendirilmistir.

4.3.1 Baslangic pH’ 1 etkisi

pH, mikrobiyal metabolizmanin en az iki yoniinii etkiledigi i¢cin fermentasyonda c¢ok
Oonemli bir parametredir, bunlar; enzimlerin metabolizmasi ve besinlerin hiicrelere

tasinmasidir (Panesar vd. 2010).
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Laktik asit bakterileri i¢in kritik pH degeri 4’ diir ve optimum biiyiime pH’ 1 4.5 ile 6.4
arasindadir (Nancib vd. 2001). pH, laktik asidin pKa’ sina (yaklasik 3.9) yaklastiginda,
laktik asidin ayrigmamis formunun, ayrigmig laktat formundan daha inhibe edici bir etki
oynadig1 bilinmektedir. 4’ den diisiik bir pH’ da, ayrismamis asit formu ihmal edilemez.
Ancak 6’ dan bliyiik bir pH, laktik asidin neredeyse tamamen ayrigmasina yol agar ve
laktat olusumu gergeklestirdigi icin asit inhibisyonu Onlenmis olur bu da optimal

fermentasyon pH’ inin 6 civarinda oldugunu agiklar (Pal vd. 2009).

L. casei, fakiiltatif heterolaktik laktik asit bakterisidir. Fakiiltatif heterolaktik LAB, laktik
asit tiretimi yol izinde, glikozlar1 metabolize etmek icin fruktoz 1,6 difosfat aldolaz iceren
glikolitik yolu kullanir (Vandenberghe vd. 2018). Bu c¢alismada, laktik asit {iretimi
esnasinda kullanilmakta olan bu enzimin aktivitesinin pH 6.5 degerinde daha aktif oldugu
goriilmistiir, pH 6.5 degerinin asagisinda ve ilizerinde ise enzim aktivitesinin de

azalmasiyla birlikte laktik asit verimleri diisiik kalmistir.

Deneysel ¢alismalarda elde edilen sonuglardan, 6.5 lik bir pH optimal deger olarak
bulunmustur. Bu pH degerinde iiretilen laktik asit miktar1 14.3 g/L ile % 71.5 verimdedir
(Sekil 4.9). Bahry ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada, Lactobacillus rhamnosus
tutuklanarak laktik asit iiretilmistir, % 4 hiicre tutuklamasinin yapildigi ve 65 g/L seker
derisiminin kullanildig1 bu ¢alismada pH 6.4 degerinde % 77 verim ile en yliksek laktik
asit iiretimine ulasilmistir (Bahry vd. 2019). Bu calismaya ile Bahry ve arkadaglarinin
caligsmasini kiyaslayacak olursak, bu ¢alismada % 10 hiicre tutuklamasi ile hiicre miktari
daha yiiksek iken, Bahry ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢caligmada substrat derisim
miktar daha yiiksektir, ancak her iki durumda da verimlilik degerleri yakin ¢ikmistir.
Ayrica bu optimum pH sonucu, L. delbrueckii kullanilarak ve 31.3 g/L glukoz baslangic
derisimi ile laktik asit liretimini maksimize ettigi bildirilen Idris ve Suzana (Idris ve
Suzana, 2006) sonucu ile aynidir. Bu ¢alismada, maksimum laktik asit derisimi, 29.02
g/L yani % 92.7’ lik bir verim ile baslangic pH 6.5 de elde edilmistir. Benzer sekilde
Panesar ve digerleri (Panesar vd. 2010) maksimum laktoz doniisiim oran1 ve pH degeri
6.5 olan 33.5 g / L optimum laktik asit tiretimi bulmuslardir. Krischke ve digerleri
(Krischke vd, 1991) ise yaptiklar1 ¢alismada 6.0 ile 6.5 arasindaki bir pH araliginin

Lactobacillus casei tarafindan laktik asit {iretimi i¢in optimal oldugunu bildirmistir.
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Sonug olarak, tutuklanmis L. casei i¢in gézlemlenen optimum pH, beklendigi gibi sivi
fazdaki benzer mikroorganizmalar i¢in literatiirde bildirilen optimum degerlere benzer ve

yakindir.

6 6,5 7
pH

Sekil 4.9 Tutuklanmis Lactobacillus casei (DSM20011) hiicreleri ile farkli pH
kosullarinda yapilan deneyler sonucunda laktik asit derisimi degerleri (MRS
ortami, 20 g/L glukoz, T; 30 °C, calkalama hizi: 150 rpm, baslangi¢ pellet
miktari: 0.3 g yas hiicreye karsilik gelen pellet miktar1)

Ayrica, optimal bulunan deger pH 6.5’ de Fe3Os nanopargaciklar1 varliginda ve Fe3O4
nanoparcaciklart  bulunmadiginda  uygulanan  tutuklamalar ile  caligmalar
gergeklestirilmistir. Bu calismalar ile FesO4 nanopargaciklarinin pelletlerde bulunmasinin
bir dezavantaj olusturup olusturmadigi durumu kontrol edilmis, deneyler Fes3O4
nanopargaciklarinin bulundugu ve bulunmadig: pelletler ile gergeklestirilmistir. Fe3O4
bulundugu durumda laktik asit iiretiminin daha avantajli oldugu goriilmiistiir. Aym
kosullarda yapilan deneyler karsilagtirildiginda %18 daha fazla laktik asit iiretimi
saglandig1 goriilmiistiir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Tutuklanmis Lactobacillus casei (DSM20011) hiicreleri ile FesOs4* lii ve
Fe3O4’ siiz yapilan deneyler sonucunda laktik asit derisimi degerleri (MRS
ortami, 20 g/L glukoz, T; 30 °C, pH;6.5, ¢alkalama hizi: 150 rpm, baslangi¢
pellet miktari: 0.3 g yas hiicreye karsilik gelen pellet miktar1)

4.3.2 Sicaklik etkisi

Sicaklik, mikroorganizmanin biiylimesini etkileyen énemli faktorlerden biridir. Tiirlerin
cogu, icinde biiyiiyebilecekleri karakteristik bir sicaklik araligina sahiptir, ancak tiim
sicaklik araliginda ayni hizda biiylimezler. Mikrobiyal biiylime, hiicre ile enzimler
tarafindan katalize edilen kimyasal reaksiyon hizi tarafindan yonetilir (Idris and Suzana,

2006).

Biitiin kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi, her enzim reaksiyonunun da gergeklestigi
optimum bir sicaklik diizeyi vardir. Optimum noktanin biraz {lizerinde enzimler etkisiz
olmasima karsin, sicaklik diisiince tekrar etkili hale gecebilirler. Fakat bu sicakligin
devami ya da sicakligin biraz daha yiikselmesi enzimlerin etkinligini sonsuz olarak

ortadan kaldirir (B. Cinar, 2012).

Calismalarda 25 °C sicaklik optimum deger olarak bulunmus, bu degerdeki laktik asit
derisimi 14 g/L olarak sonuclanmustir (Sekil 4.11). 25 °C’ nin iizerinde de ¢aligsmalar
gerceklestirilmis, sicakligin arttirilmasi hiicre biiylimesini desteklememis, dolayisiyla

laktik asit iiretimi azalmistir. L. casei, bu sicakliklarda glikozu daha az metabolize
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edebilmistir. L. delbrueckii kullanilarak ve 31.3 g/L glukoz baslangi¢ derisimi ile laktik
asit liretimini lizerine ¢aligma yapan Idris ve Suzana, en yiiksek laktik asit tiretimini %
91.7 verimle 37 °C’ de elde etmistir (Idris and Suzana, 2006). Bu farklilik tutuklamada
kullanilan destek maddesinden ve mikroorganizma farkliliklarindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Sicakligin L. casei ile laktik asit iiretimi lizerindeki etkisinin incelendigi bir baska
caligsmada ise, 38 °C ve 41 °C’ de benzer bir biyokiitle elde edilmis, 45 °C’ ye kadar artan
sicaklikla ise fermentasyon dongiisii azalmigtir. 45 °C’ deki sus, 41 °C’ de olanlardan
daha diisiik iiretkenlik ve nihai laktik asit derisimi gdstermistir. Bunun nedeni kismen
enzim aktivitesinin belirli bir esik degerine kadar sicaklikla artmasidir. Esik degerlerin
tizerinde enzimle katalizlenen reaksiyonlarin hizi, enzimin denatiirasyonu nedeniyle

sicaklikla azalir (Qin vd, 2012).

15,00
14,50
14,00

~ 13,50

CLA, g/L

13,00

12,50

12,00
25 30 35

T,°C

Sekil 4.11 Tutuklanmis Lactobacillus casei (DSM20011) hiicreleri ile farkli sicaklik
kosullarinda yapilan deneyler sonucunda laktik asit derisimi degerleri (MRS
ortami, 20 g/L glukoz, pH;6.5, calkalama hizi: 150 rpm, baslangi¢ pellet
miktar1: 0.3 g yas hiicreye karsilik gelen pellet miktar1)

4.3.3 Kanistirma hiz1 etkisi

Calkalama hizi, fermentasyon siirecinde besin maddelerinin yigin fazdan hiicrelere

verimli bir gsekilde aktarilmasi i¢in anahtar bir parametredir (Liu ve Shen, 2008).
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Calismada 100, 150 ve 200 rpm degerlerinde deneyler yapilmis, 150 rpm degeri optimum
karistirma hizi olarak bulunmustur. 100 rpm degerinde istenilen verim elde edilememis,

200 rpm degerinde ise pelletlerin bazilarinda parcalanmalar gozlenmistir.

4.4 Cevap Yiizey Yontemi (RSM) ile Ortam Kosullarinin Optimizasyonu

Laktik asit iiretimi i¢in yapilan 6n deneylerde, fermentasyon ortami sicakligi, karistirma
hiz1, baslangi¢ pH’ 1, tutuklama i¢in kullanilan Na-aljinat miktarlar1 i¢in farkli kosullar
denenerek optimum caligsma degerlerine ulagilmistir. Fermentasyon ortaminda kullanilan
mikroorganizma derisimi, substrat derisimi ve fermentasyon siiresi i¢in ise optimum

kosullarin belirlenmesi i¢in cevap ylizey yontemine (RSM) basvurulmustur.

Design Expert 7.0 programi kullanilarak, Cevap Yiizey Yontemi (Response Surface
Method, RSM) olan Merkezi Kompozit Deney Tasarimi (Central Composite Design,
CCD) kullanilmistir. 3 seviyeli deneysel tasarim uygulanmis (Cizelge 3.3), merkez
noktada 6 deney olmak iizere toplam 20 deneylik set elde edilmistir. Cevap degiskeni i¢in
elde edilen gergek (deneysel) degerler cizelge 4.2° de verilmistir.

Cizelge 4.2 Lactobacillus casei (DSM20011) mikroorganizmasi ile laktik asit tiretiminde
3 faktor icin RSM deney tasarim matrisi ve elde edilen cevap degiskeni

degerleri

Cevap
Degigkeni

No Cx', g/lL|Cs!, g/L [t h Cra!, g/L

1 1.5 10 48 4.83

2 4.5 10 48 7

3 1.5 30 48 20

4 4.5 30 48 22.6

5 1.5 10 96 7.2

6 4.5 10 96 8

7 1.5 30 96 22

8 4.5 30 96 28.1

9 0.5 20 72 6.6

10 5.5 20 72 16

11 3 3.2 72 3

12 3 36.8 72 19.2

13 3 20 31.6 11.3
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Cizelge 4.2 Lactobacillus casei (DSM20011) mikroorganizmasi ile laktik asit iiretiminde
3 faktor icin RSM deney tasarim matrisi ve elde edilen cevap degiskeni
degerleri (devam)

14 3 20 112.4 13
15 3 20 72 13.5
16 3 20 72 13.9
17 3 20 72 13.4
18 3 20 72 14
19 3 20 72 13
20 3 20 72 11.7

'Cx: Mikroorganizma derisimi, Cs:Substrat derisimi,
t:Zaman, Cp: Laktik asit derisimi

RSM ile deney tasarimi sonucunda laktik asit derigimi i¢in elde edilen modele iliskin
istatistik sonuglart ANOVA testi verileri olarak cizelge 4.3 de gosterilmistir. Elde edilen
sonuclar incelendiginde modelin Prob>F degerinin <0.0001 olmasi, modelde hatanin
meydana gelme ihtimalinin % 0.01 ve bu degerin 0.05’ten kiiclik olmas1 % 95 giiven
seviyesinde yer aldigini, boylece cevap degiskeni i¢in modelin anlamli oldugunu

gostermektedir.

Laktik asit derisimi i¢in RSM deney tasariminda iiretimi etkileyen degiskenler arasindan,
substrat ve mikroorganizma derisimi i¢in Prob>F degerlerinin 0.05* den kiigiik geldigi
gorlilmiistiir. Dolayisiyla bu iki terim (Cx, Cs) baslangi¢c tepkime hizi i¢in Onemli
faktorlerdir. Bu iki terim arasindan da substrat derisimi (Cs) Prob>F degeri <0.0001
oldugundan model i¢in en 6nemli terim kabul edilmistir. RSM sonucunda elde edilen
laktik asit derisimi i¢in standart sapma, R? ve hassasiyet degerleri ¢izelge 4.4° de

verilmistir. Modelin R? degeri, laktik asit derisimi icin 0.8730 olarak elde edilmistir.

Cizelge 4.3 Laktik asit derisimi icin RSM deney tasarimi ile elde edilen ANOVA analizi

sonuclari

Karelerin Karelerin p-degeri
Kaynak Toplami df | Ortalamast F degeri Prob>F Yorum
Model 701.2434 3 233.7478 36.64979 <0.0001 | Anlaml
A:M.O.
Derigimi 55.28999 1 55.28999 8.669029 0.0095
B:Substrat
Derisimi 632.1518 1 632.1518 99.11636 <0.0001
C:Zaman 13.80162 1 13.80162 2.163984 0.1607
Uyum
Eksikligi 98.51101 11 | 8.955547 12.66697 0.0058 Onemsiz
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Cizelge 4.4 Laktik asit derisimi i¢gin RSM deney tasarimi sonunda elde edilen standart
sapma, R? ve hassasiyet degerleri

Cevap Degiskeni
Ozellik Laktik asit derisimi
Standart Sapma 2.5254
R? Degeri 0.8730
Diizeltilmis R? Degeri (Adjusted) | 0.8491
Tahmini R? Degeri (Predicted) 0.7693
Hassasiyet (Adequate Precision) 20.2621

RSM deney tasarim programi sonucunda olusan, laktik asit derisimi degerinin

hesaplanabilecegi esitlik ise asagidaki sekildedir (Esitlik 4.1).

CLa=-7.23064+1.341395* Cx+0.680355*Cs+0.041887*t (4.1)

Laktik asit derisiminde en yliksek sonucglara, mikroorganizma derisiminin 4.64 g/L ve
substrat derisiminin 36.59 g/L alinarak baslatildig1 ve deney siiresinin 110 saat stirdiigii
calismalarda varilmistir (Cizelge 4.5). Bu degerler sonucunda laktik asit derisimi 28.5 g/L
degerine ulasmistir. Bu sonuca goére aymi kosullar ile tekrarli iki deney daha
gergeklestirilmis ve gelen sonuglarin ortalamasi 28.02 g/L laktik asit derisimi degerinde

olmustur. Yiizde sapma degeri ise % 1.65 degerindedir.

Cizelge 4.5 Maksimum laktik asit derisimi i¢in cevap yiizey yontemiyle elde edilen
optimum degerler

Faktor Optimum Deger
Cx: Mikroorg. Derisimi, g/L 4.64

Cs: Substrat derigimi, g/L 36.59

t: Zaman, h 110.16

Cra: Laktik Asit Derigimi, g/l [28.5

Cevap degiskenleri icin tahmin edilen modellerin gorsellestirilmesi cevap ylizey

grafikleri ile gerceklestirilmektedir.

Sabit siirede cevap ylizey yontemi grafigine gore substrat ve mikroorganizma

derigimlerinin laktik asit derisimi lizerine etkileri sekil 4.12” de incelenmis, hem substrat
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hem de mikroorganizma derisimi arttik¢a laktik asit derisiminde de artis saglanmistir.
Mikroorganizma derisimi sabit tutuldugunda substrat derisimindeki artis ile beraber
tiretilen laktik asit miktari, substrat derisimi sabit tutuldugunda mikroorganizma

derigimindeki artisa bagl olarak iiretilen laktik aside gore daha fazladir.

ClA, g/L 17.824%

450

Cx, g/L

10.001.50

Sekil 4.12 Cevap ylizey yontemi grafigine gore sabit slirede substrat ve mikroorganizma
derisimlerinin laktik asit derisimi iizerine etkileri (t=72 h)

Sabit mikroorganizma derisiminde cevap yiizey yontemi grafigine gore substrat derigimi
ve silirenin laktik asit derisimi lizerine etkileri sekil 4.13” de incelenmis, hem substrat
derisimi hem de siire arttik¢a laktik asit derisiminde de artig saglanmistir. Ayrica, substrat

derigimindeki artisin laktik asit {iretimine katkis1 daha fazladir.
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10.0048.00

Sekil 4.13 Cevap ylizey yontemi grafigine gore sabit mikroorganizma derisiminde
substrat derisimi ve siirenin laktik asit derisimi iizerine etkileri (Cx=3.0 g/L)

Sabit substrat derisiminde cevap ylizey yontemi grafigine gore mikroorganizma derisimi
ve siirenin laktik asit derisimi lizerine etkileri sekil 4.14° de incelenmis, hem
mikroorganizma derisimi hem de siire arttikca laktik asit derisiminde de artis
gbzlenmistir. Siiredeki artisa gore mikroorganizma derisimindeki artisin laktik asit

derigimi {izerindeki olumlu etkisi daha fazla olmustur.
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Sekil 4.14 Cevap yiizey yontemi grafigine gore sabit substrat derisiminde
mikroorganizma derisimi ve siirenin laktik asit derisimi iizerine etkileri
(Cs=20 g/L)

4.5 Kinetik Model

Tutuklanmis mikroorganizma ile laktik asit iiretimi i¢in kinetik model incelemek
amaciyla, bes farkli substrat derisimi degerinde (10, 20, 30, 40, 50 g/L) deneyler
yapilmistir. Her bir deneyde 4.6 g/ mikroorganizma fermentasyon ortamina ilave
edilmistir. Bunun sebebi, kinetik model tasarimi ¢alismasindan 6nce RSM ile ortam
kosullar1 optimizasyonu flizerine calismalar yapilmis ve bu c¢alismalar sonucunda
mikroorganizma derigimi i¢in optimum deger 4.64 g/L hesaplanmistir. Deneyler, 30 °C
sicaklik, 150 rpm calkalama hizinda 120 saat silire icin orbital calkalayicida
gerceklestirilmistir. 12, 24, 36, 48, 72, 96 ve 120. saat orekleri alinip, analizlenmistir.
Deneylerin tamami kontrol edilebilirligin saglanmasi ve deneysel hatanin en aza

indirilmesi amaciyla iki tekrarli yapilmistir.
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Her bir substrat derisiminde baslangi¢ tepkime hizlarinin (ri) belirlenmesi i¢in zamana
kars laktik asit derisimi (mol/L) grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.15). Ayrica sekil 4.16” da her

bir substrat derisiminde laktik asit tiretimi verimleri gosterilmistir.
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Sekil 4.15 Her bir substrat derisiminde laktik asit derigimi
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Sekil 4.16 Her bir substrat derisiminde laktik asit iiretimi verimi
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Zamana kars1 ¢izilen laktik asit derisimi egrilerinin egimi, esitlik 3.1 ile belirlenerek,
baslangi¢ tepkime hizlart (mol/L.h) hesaplanmistir. Esitlikteki Crao, laktik asidin
baslangi¢ (t=0) derisimini; CLa, t anindaki laktik asit derisimini gostermektedir. Substrat

derisimlerine karsilik hesap edilen baslangi¢ tepkime hizlar1 grafik olarak gosterilmistir
(Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 Substrat derisimiyle baslangic tepkime hizlarinin degisimi

Sekil 4.17 grafigindeki substrat derisimlerine karsilik baslangic tepkime hizlar1 grafigi
incelendiginde, kinetigin substrat aktivasyon modeli ile uyumlu oldugu goriilmiistiir

(Bayraktar, E. 1998).

CeHi1206 + 2ATP o) 2C3H6O3 + 4ATP + 151 (4.4)
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Esitlik 3.2 hiz denkleminde yer alan kinetik sabitler (rsmax, Ki, K2) i¢cin Sigmaplot 10.0
programi kullanilarak hesaplanmistir. Programa oncelikle glukoz derisimi ile baslangic
tepkime hiz1 girilmigtir. “Statistic”, “Regression Wizard” basamaklarindan sonra
denklem girme asamasinda esitlik 3.2 yazilmigtir. Denklemin ¢oziimii ile substrat
derisimleri ve baslangic tepkime hizlar1 (Cso, 15) verileri kullanilarak, maksimum tepkime
hiz1 (rsmax) ve denklem sabitleri (K1 ve K2) elde edilmistir. Denklem 4.4’ de basit hali ile
gosterilen glukozdan laktik asit olusum denkleminden de anlasilacag: gibi -rs verileri ra

verilerinin yarisidir. Bu deger dikkate alinarak kinetik veriler hesaplanmustir.

Kinetik sabitleri sirasiyla; rsmax= 11.385 mmol/L.h, Ki=31.9012 mmol/L ve K2=0.7285

mmol/L olarak bulunmustur.

c§/
—Ig = (11385) * 7 (31'9((:)212) 2 (43)
14+7%/(0.7285)" S/(31.9012)A2

Sigmaplot da elde edilen sonuglar ile deneysel veriler grafik edilmis (Sekil 4.18) ve deney

ile model sonuglarinin birbiri ile olduk¢a uyumlu oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.18 Sigmaplot 10.0 programi iizerinde hesaplanan rs (mol/L.h) degerleri
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Tutuklanmis mikroorganizma ile yapilan deneylerin baslangic tepkime hizlarinin
bulunmas ile kinetik model ¢ikarilmistir. Ancak serbest mikroorganizma ile yapilan
deneylerden biri referans alinarak (20 g/L substrat iceren MRS ortaml1) bu deney i¢in de
baslangi¢ tepkime hizi hesap edilmistir. Boylece etkinlik katsayist (n) degeri hesap

edilerek gozenek ici hiz kisitlamasinin olup olmadigini kontrol edilmek istenmistir.

Tgozlenen Titutuklanmi
- = == 5 4.5)

Fideal Fiserbest

20 g/L substrat igeren MRS ortaml1 serbest mikroorganizma ile yapilan deney i¢in Esitlik
3.2 denklemi kullanilarak baslangi¢ tepkime hizi, 0.00284 mol/L.h hesaplanmistir.
Tutuklanmig mikroorganizma (20 g/L substrat iceren MRS ortamli) ile yapilan deney i¢in
hesap edilmis baslangi¢ tepkime hizi degeri serbest mikroorganizma (20 g/L substrat
iceren MRS ortamli) ile yapilan deney i¢in 0.00282 mol/L.h olarak hesap edilmis,
baslangi¢ tepkime hizi degerine bdliindiigiinde sonug yaklasik esit 1.00 bulunmustur.
Yani, tutuklanmis mikroorganizma ile yapilan deneyin de serbest mikroorganizma ile
yapilan deneyle ayn1 hizda yapilabiliyor oldugunu gosterir. Bu sonuca gore, tutuklanmis
mikroorganizma ile yapilan deneylerde gozenek i¢i ve gdzenek dist hiz kisitlamasinin
olmadig1 sonucuna varilmistir. Boylece, bulunan hiz sabitleri ¢alismalarda kisitlamasiz

durumdaki gercek hiz sabitleri olarak kullanilabilecektir.

~0.00284 mol/L.h N
n= /0.00282 mol/L.h = 100 (4.6)

Literatiirde sivi ananas atigmin laktik aside fermentasyonunun gerceklestirildigi
calismada, 72 saat boyunca anaerobik kosullarda tutuklanmis Lactobacillus delbrueckii
subsp. delbrueckii ATCC 9646 kullanilarak gerceklestirilen ¢alismada tutuklama matrisi
olarak kalsiyum aljinat kullanilmis ve baslangic glukoz derisimi 31.3 g/L’ dir. Ilk pH 4.5’
den 6.5’ e yiikseltildiginde, Ks degerleri 7.221 g/L’ ye ylikselmistir. Baslangi¢ pH’ indaki
daha fazla artis ile Ks degerleri 0.574 g/L'ye diismiistiir. En yliksek Ks degeri, ilk pH 6.5
oldugunda elde edilmistir. En yiiksek maksimum 6zgiil bliyiime degeri olan pimax, 37 °C’

de 0.09033 h'!, 45 °C’ de ise deger 0.036 h'!” e diismiistiir (Idris and Suzana, 2006).
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Literatiirde de Akhond ve arkadaslari, silika kapli manyetik nanopartikiillerin yiizeyinde
a-amilazin kovalent tutuklamasi lizerine ¢calismislardir. Bu makalede kinetik ¢alismalara
da yer verilmis ve enzim reaksiyonunun Michaelis-Menten kinetik davranigini izledigi
bulunmustur. Tutuklanmis enzim ve serbest hali {izerindeki kinetik caligsmalar, kabul
edilebilir bir Km ve Vmax degisikligi ortaya ¢ikarmistir. Km degerleri, serbest ve
tutuklanmig enzimler i¢in sirasiyla 4 ve 2.5 mM olarak bulunmustur. Vmax degerleri ise

sirastyla 1.75 ve 1.03 pmol/mgmin gelmistir (Akhond vd. 2016).

4.6 Tekrar Kullanilabilirlik

Tutuklamanin amaglar1 arasinda, kiiltiir ortamimin degistirilmesinden sonra yeniden

kullanma yetenegi, cok dnemlidir (Bahry vd. 2019).

Literatiir aragtirmalarinda tutuklama yapilan mikroorganizmalarin, ilk deneylerde
kullanildiktan sonra birka¢ deneyde daha kullanima tabi tutulduklart goriilmistiir.
Tutuklanmis mikroorganizmanin tekrar kullaniminin deneylerdeki verimliligi nasil

etkileyecegini gormek icin bu ¢aligmalarin yapilmasi 6nemlidir.

Bu yiiksek lisans ¢aligmasinda da 20 g/L substrat iceren MRS ortamina, 4.6 g/L
mikroorganizma igeren pelletler ilave edilmistir. 30 °C sicaklik, 150 rpm ¢alkalama
hizinda 120 saat siire i¢in orbital calkalayicida deneyler yapilmistir. 120 saat sonunda
ortamdan alinan pelletler steril ultra saf su ile 2-3 defa yikanip, siiziiliip, taze hazirlanmis
olan 20 g/L substrat iceren fermentasyon ortamina alinip, yeni set deney baslatilmigtir.
Her 120. saat sonunda ortamdan 6rnek alinip, santrifiijlenip siiziilerek analize hazir hale
getirilmistir. Béylece toplamda 4 defa ayni pelletler taze ortam ile bulusarak tekrar tekrar

laktik asit {iretimi i¢in deneyler gerceklestirilmistir.

Ancak iiclincli deney sonunda, ortamda bulaniklik gozlenmis, pelletlerden FesOas
nanopargcaciklarinin ve mikroorganizmalarin sizarak ortama karistigi anlagilmistir (Resim
4.1). Bu durum dordiincii deney sonunda da tekrarlandigindan tekrar kullanilabilirlik

deneyleri dordiincii deneyde sonlandirilmistir.
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Resim 4.1 Tutuklanmis pelletlerden mikroorganizma sizintisi

Her bir tekrar deneyinin numuneleri HPLC’ de analizlenmis ve sonuglar1 sekil 4.19” da
gosterilmistir. Sonuclardan da anlasilacagi iizere; 3. ve 4. deneylerde laktik asit derisimi
giderek azalmaya baglamistir. Dordiincii deney sonunda laktik asit dersiminin % 72.8 i

korunmustur.

14
12

10

CLA, g/L

0 1 2 3 4 5
Tekrar Deneyi Numarasi

Sekil 4.19 Tekrar deneyleri sonucu iiretilen laktik asit derisimleri
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5. SONUC

5.1 Degerlendirme

“MAGNETIK  NANOTANECIK ICEREN  ALGINATA  TUTUKLANMIS
MIKROORGANIZMA iLE LAKTIK ASIT URETIMI” konulu yiiksek lisans ¢alismasi

kapsaminda amag, Lactobacillus casei (DSM20011) mikroorganizmasinin tutuklanarak,

glukozdan laktik asit tiretimi, fermentasyon ortam kosullarinin Cevap Yiizey YOntemi

(RSM) ile optimizasyonunun gergeklestirilmesi ve kinetik hiz sabitlerinin bulunmasidir.

Tutuklama da Fes3Os nanopargaciklart daha genis yiizey alan1 saglayarak
tutuklamay1 kolaylastirmak amaciyla fonksiyonellestirilerek kullaniimistir.
Fonksiyonellestirme isleminde APTES ve Dopamin ayri ayri kullanilmigtir.
Fonksiyonellestirilmis Fe3Os nanoparcaciklar1 ile tutuklamada istenen verim
saglanamamistir. Bunun sebebi, mikroorganizmanin yiiksek yapili olmasindan

kaynaklidir.

Fe3O4 nanopargaciklarinin manyetik o6zelliginden faydalanarak tutuklanmis
pelletlerin sivi ortamdan rahat ayrilmasi amaclanarak, aljinat ile Fe3Oa
nanoparcaciklart  birlestirilmis ve tutuklama islemi bu sekilde de

gergeklestirilmistir.

Yapilan ¢aligmalara gore, 6.5’ lik bir pH optimal degerinde iiretilen laktik asit
derisimi 14.3 g/L elde edimistir. 25 °C sicaklik optimum deger olarak bulunmus,
bu degerdeki laktik asit derisimi 14g/L olarak elde edilmistir.

RSM deneylerinde, mikroorganizma derisimi, substrat derisimi ve siire
parametreleri incelenmis, laktik asit derisiminde en yiliksek sonuglar,
mikroorganizma derisiminin 4.64 g/L ve substrat derisiminin 36.59 g/L alinarak
baslatildig1 ve deney siiresinin 110.16 saat siirdiigii calismalarda elde edilmistir.

Bu degerler sonucunda laktik asit derisimi 28.5 g/L. degerine ulasmistir.
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Tutuklanmis hiicreler, tekrarli deneylere tabi tutulmuslardir, dordiincii deney
sonunda laktik asit derisiminin % 72.8 i korunmustur. Dordiincii deney sonunda
ortamda bulanikliklar fark edilerek, pelletlerden sizint1 oldugu sonucuna varilmis

ve tekrar deneyleri dordiincti dongiide sonlandirilmstir.

Laktik asit iiretim kinetigi incelenmis, kinetigin substrat aktivasyon modeline
uydugu belirlenmistir. Hiz denkleminde yer alan kinetik sabitler (rsmax, Ki, K2) 15
icin Sigmaplot 10.0 programi kullanilarak hesaplanmistir. Kinetik sabitleri
strastyla; rsmax= 11.385 mmol/L.h, Ki= 31.9012 mmol/L ve K>=0.7285 mmol/L
olarak bulunmustur. Calismada etkinlik katsayis1 yaklasik esit 1.00 bulunmus ve
gozenek i¢i ve gdzenek disi difiizyon kisitlamasi olmadigi belirlenmistir. Boylece,
bulunan hiz denklemindeki sabitler, kisitlamasiz durumdaki gercek hiz sabitleri

olarak ele alinmustir.
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5.2 Oneriler

Son yillarda yapilan ¢alismalarda nanomateryal olarak Grafen Oksit kullanimi
yayginlagsmustir, hatta iki farkli nanomateryalin (6rnegin; Grafen Oksit ve Cinko
Oksit) birlikte kullanildig1 calismalarda mevcuttur. Ikili nanomateryal ile yapilan
calismalarda gelen verimlilikler ¢ok daha yiiksek gelmistir. Bu yiiksek lisans tez
caligmast kapsaminda da farkli nanomateryaller ile ya da Fes3O4
nanoparcaciklariin yani sira ikinci bir nanomateryal ile fonksiyonellestirilmesi

ile yapilan ¢aligmalarda daha iyi sonuglar alinabilir.

Kovalent baglama ile tutuklama yontemi yerine farkli bir tutuklama yontemi
tercih edilerek ¢aligmada nasil bir verimlilik gozlenecegi iizerine g¢aligmalar
gerceklestirilebilir. Hatta kovalent ve capraz baglanmanin birlikte kullanilarak

yapildig1 tutuklama yontemleri ile de caligmalar tercih edilebilir.
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Absorbans, Yas ve Kuru Hiicre Derisimi Degerleri
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EK 1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar ve Ozellikleri

Kapali Erime Kaynama  Molekiil Yogunluk,
Adi Formiil Sic.,°C  Sic., °C Agirligi, g/mol  g/mL
Pepton Ci3H2404 - 253 244.33 1.10
Maya 0Oziitii CioHilFN202 - 425.2 210.21 1.41
Tween 80 C32He60010 - 695.8 604.81 1.10
Glukoz CeH1206 150-152 - 180.16 1.54
Di-potasyum  KoHPO4 465 - 174.18 2.44
fosfat
Sodyum asetat C:H3NaO2 324 881.4 82.03 1.53
Amonyum CeH17N307 180 309.6 243.22 1.48
sitrat
Magnezyum MgS04.7TH20 250 - 246.48 1.68
stilfat
heptahidrat
Mangan (II) MnSO4.6H20 - - 259.51 2.07
stilfat
hekzahidrat
Sodyum NaOH 318 1390 39.99 2.130
hidroksit
Siilfiirik asit H2SO4 3 280 98.07 1.840

(http://www.chemspider.com/, http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)
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EK 2 Mikroorganizma Cogalma Ortamindan Alinan Orneklerin Seyreltme

Oranlari, Absorbans, Yas ve Kuru Hiicre Derisimi Degerleri

Seyreltme Orani Absorbans degeri Yas hiicre Kuru hiicre
(660 nm) derisimi, g/L derisimi, g/L

Seyreltme yok 2,312 24,52 2,664
0.5M.0./2mL 1,371 6,13 0,666

0.4 M.O./2 mL 1,081 4,904 0,5328
0.3M.0./2mL 0,892 3,678 0,3996
0.2M.0./2mL 0,578 2,452 0,2664

0.1 M.O./2 mL 0,327 1,226 0,1332

82



	Şekil 2.2 Laktik asit üretimi için homofermentatif yol……………………………….…..7
	Şekil 2.3 Laktik asit üretimi için heterofermentatif yol…………………………………..8
	Laktik asit (2-hidroksipropanoik asit), biyoteknoloji endüstrisindeki en önemli organik asitlerden biridir. CH3CH (OH) COOH kimyasal formülünü sunan, üç karbon atomlu organik bir omurgaya sahip optik olarak aktif bir moleküldür. Karboksil grubuna biti...
	Laktik asit, hem doğal olarak hem de lahana turşusu, yoğurt ve diğer fermente gıdalarda olduğu gibi in situ fermentasyon ürünü olarak bulunur. Laktik asit aynı zamanda birçok canlı organizmada da temel metabolik bir ara maddedir. Sodyum ve potasyum la...

	Laktik asidin en belirgin uygulamalarından biri, biyolojik olarak parçalanabilen ve biyo-uyumlu bir alifatik polyester olan polilaktik asitin (PLA) yapı taşıdır. PLA genellikle solventsiz bir eriyik işleminde laktik asit yoğunlaşmasının bir ürünü olan...
	Laktik asit, kimyasal veya biyolojik sentez yoluyla üretilebilir. Kimyasal sentez genellikle laktonitrilin güçlü asitlerin kullanımı ile hidrolizi şeklinde gerçekleştirilir. Bu işlem ile rasemik karışım (d ve l-laktik asit) elde edilir. Biyolojik (enz...
	Laktik asit elde etmenin mikrobiyolojik ve kimyasal yöntemlerinin üretim maliyetleri benzerdir ve çok rekabetçidir. Yaygın kullanımdaki bir biyosentez yöntemi, glikoz ile başlar ve stereospesifik laktat dehidrojenaz kullanılarak hem l (+) hem de d (-)...

	Laktik asit bakterileri (LAB) ve laktik asit üreten mantarlar gibi mikroorganizmalar, metabolik yollarından optik olarak saf laktik asit üretmek amacıyla yaygın olarak araştırılmış ve çalışılmıştır. LAB, Amerika Birleşik Devletleri Gıda ve İlaç Yöneti...
	LAB, metabolik yollarına göre üç fizyolojik gruba ayrılabilir.
	1. Zorunlu homofermentat LAB, glikoliz yoluyla heksozları oksitleyerek ana son ürün olarak laktik asit üretir; fruktoz 1,6 difosfat aldolaz enzimine sahiptirler (Şekil 2.2).
	Şekil 2.2 Laktik asit üretimi için homofermentatif yol
	2. Zorunlu heterofermentat LAB, pentoz-fosfat yolu yoluyla heksozları ve pentozları okside eder ve sadece laktik asit değil aynı zamanda CO2, asetik asit ve / veya etanol üretir; fosfoketolaz enzimine sahiptirler (Şekil 2.3).
	3. Son olarak, fakültatif heterolaktik LAB, heksozları metabolize etmek için glikolitik yolu (fruktoz 1,6 difosfat aldolaz içerir) kullanır ve pentozları metabolize edebilmeleri için indüklenebilir bir fosfoketolaz sentezler (Vandenberghe vd. 2018).
	Şekil 2.3 Laktik asit üretimi için heterofermentatif yol
	Zorunlu homofermentatif LAB’ ın türleri arasında; Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus helveticus, Lactococcus lactis, Lactobacillus amylophilus ve Enterococcus faecalis bulunur.
	Zorunlu heterofermentatif LAB’ ın türleri arasında; Lactobacillus brevis, Lactobacillus latocus, Latobacillus lacacus, Latobacillus lacacus, Latobacillus lacacus, Latobacillus lacacus, Latobacillus lacacus, Latobacillus lacacus, Latobacillus lacacus, ...
	Fakültatif heterolaktik LAB’ ın türleri arasında Lactobacillus casei, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus sake vardır.

	Genellikle, glikoz ve sukroz, laktik asidin mikrobiyal üretimi için en uygun karbon kaynaklarıdır. Ayrıca amino asitler, vitaminler ve mineraller formundaki azot da, iyi üretim verimleri sağlamak için önemli parametrelerdir. Çoğu zaman, pahalı azot ka...
	Araştırılan literatür çalışmalarından yola çıkılarak, son yıllarda tutuklama materyali olarak Fe3O4 nanoyapısının sıkça kullanıldığı ayrıca Grafen Oksit nanomateryali kullanımının da yaygınlaştığı görülmektedir. Sıkça karşılaşılmasa da bazı çalışmalar...
	L. casei, fakültatif heterolaktik laktik asit bakterisidir. Fakültatif heterolaktik LAB, laktik asit üretimi yol izinde, glikozları metabolize etmek için fruktoz 1,6 difosfat aldolaz içeren glikolitik yolu kullanır (Vandenberghe vd. 2018). Bu çalışmad...
	 Son yıllarda yapılan çalışmalarda nanomateryal olarak Grafen Oksit kullanımı yaygınlaşmıştır, hatta iki farklı nanomateryalin (örneğin; Grafen Oksit ve Çinko Oksit) birlikte kullanıldığı çalışmalarda mevcuttur. İkili nanomateryal ile yapılan çalışma...
	 Kovalent bağlama ile tutuklama yöntemi yerine farklı bir tutuklama yöntemi tercih edilerek çalışmada nasıl bir verimlilik gözleneceği üzerine çalışmalar gerçekleştirilebilir. Hatta kovalent ve çapraz bağlanmanın birlikte kullanılarak yapıldığı tutuk...

	EKLER



