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Purpose: The aim of this study is to investigate growth kinetics of R. glutinis in the presence of glycerol as a
carbon source and also to enhance catalase (CAT) activity by using different radical promoters.

Theory and Methods: R. glutinis was grown on slant agar medium and then inoculated to fermentation media.
The effects of different radical promoters on CAT activity such as UV light, hydrogen peroxide, a,0'-
azodiisobutyramidine dihydrochloride, methylene blue, methyl viologen and dissolved oxygen concentration
were investigated. Cells were distrupted by glass beads and CAT activity assay was performed
spectrophotometrically.

Results: The growth kinetic model of R. glutinis in the presence of glycerol as the sole carbon source was
found as:
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K +Cot ¢/
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Substrate inhibition occurred at high levels of glycerol. The kinetic parameters were specified as; pmax =0.278
h'!, Ks =11.84 g/L, Ki = 174.5 g/L. CAT enzyme activity was found to show different patterns in glycerol
containing medium and universal yeast medium (UYM). Radical promoters enhanced CAT activity in glycerol
containing media more than UYM. This may be due to the radical scavenging effect of glucose. The highest
CAT activity was obtained as 32.6 U/mg protein in bioreactor experiments using high dissolved oxygen level.

Conclusion: R. glutinis, having a potential to be used at biodiesel processes in the future was found to use a
biodiesel process by-product, glycerol, as a carbon source and moreover, produced high activity of an
antioxidant enzyme, catalase. Bioreactor experiments showed that dissolved oxygen concentration, when
maintained at 100% level provided 108 fold of increase in CAT activity by R. glutinis. Future experiments
may investigate the use of the real by-product of biodiesel process, containing impurities, and also the
combined use of various radical promoters such as different chemicals and high dissolved oxygen
concentration.
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ONECIKANLAR

e  Gliserol varliginda R. glutinis ¢ogalma kinetiginin belirlenmesi
e  Kiigiik dl¢ekte radikal olusturucu metilen mavisi etkisi ile katalaz aktivitesinde %260 artig
e  Biiyiik ol¢ekte biyoreaktorde yiiksek ¢oziinmiis oksijen etkisi ile katalaz aktivitesinde 108 kat artis
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Endiistriyel yan iiriin olan gliseroliin, R. glutinis ¢ogalmasi ve antioksidan enzim olan katalaz aktivitesi
lizerindeki etkisi incelenmistir. Cogalma kinetigi igin parametreler; umax =0,278 h'!, Ks =11,84 ¢/L, Ki =
174,5 g/L olarak elde edilmis; gliseroliin yiiksek derisimlerinde substrat inhibisyonu oldugu belirlenmistir.
Radikal olusturucu etkenlerin UYM ve gliserol igeren ortamlarda katalaz aktivitesi tizerindeki etkilerinin
farki oldugu belirlenmistir. UYM ortaminda en yiiksek katalaz aktivitesi degeri 5 U/mg olarak, 20 mM H20:2
ile elde edilmistir. Gliserol ortaminda ise en yliksek deger %260 artis ile 10,24 U/mg olarak, 33 mM metilen
mavisi ile elde edilmistir. Oksijen etkisinin incelendigi biyoreaktdr deneylerinde ise asilamanin
baslangicindan itibaren ¢ogalma ortaminda %100 ¢oziinmiis oksijen degeri saglandiginda, 12 h’de oksijen
derisiminin serbest birakildig1 kontrol ortamina gore 108 kat artis saglanarak 32,6 U/mg katalaz aktivitesi
elde edilmistir

The kinetics of Rhodotorula glutinis growth and the enhancement of catalase activity in
glycerol containing media

HIGHLIGHTS

e  Determination of Rhodotorula glutinis growth kinetics in glycerol containing media
e 260% increase in catalase activity by radical promoter methylene blue at small scale experiments
e 108 fold increase in catalase activity at high dissolved oxygen concentration in bioreactor
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The effect of glycerol, an industrial by-product, on the growth of R. glutinis and the synthesis of an
antioxidant enzyme catalase, was investigated. The parameters for the growth kinetics were obtained as; ptmax
=0,278 h'!, Ks =11,84 g/L. Ki = 174,5 g/L. At high concentrations of glycerol, substrate inhibition was
observed. The effect of radical promoters on catalase activity were found to be different in UYM and glycerol
containing media. The highest catalase activity in UYM was determined as 5 U/mg, using 20 mM H202;
while the highest catalase activity in glycerol was determined as 10,24 U/mg using 33 mM of methylene
blue. When the dissolved oxygen concentration was maintained as 100% from the beginning of the
inoculation, 32,6 U/mg catalase activity was achieved, that was 108 fold of the control media where no extra
oxygen was supplied.
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1. GIRIS INTRODUCTION)

Gliserol (propantriol); tatl, kokusuz, renksiz bir s1vi olan ve
hayvansal ve bitkisel yaglarin yapisinda bulunan degerli bir
kimyasaldir. Endiistriyel olarak sabun, deterjan, kozmetik
gida, ilag, recine, boya ve kagit gibi triinlerin eldesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira, biyodizel
iretim proses ¢iktisinin yaklasik %10'unu olusturmaktadir
ki; bu oldukea yiiksek bir miktardir. Bu nedenle, gliseroliin
kullanimi1 ekonomik ve ¢evresel agidan biiyiilk Onem
tagimaktadir. Bu kapsamda aragtirilan konulardan biri de,
cesitli mikroorganizmalar tarafindan substrat olarak
kullanimidir [1]. Bu mikroorganizmalar arasinda R. glutinis
mayasi da yer almaktadir. R. glutinis turuncu-kirmizi renkli,
pigmentli bir mayadir. Mayanin rengi, 1518in belli dalga
boylarini bloke edebilmek i¢in olusturulan pigmentlerin
sonucudur. Ayni zamanda tuz toleransli olan bu maya,
vitamin, protein ve lipidler agisindan da zengin oldugundan,
gida katkisi olarak da c¢ok uygundur. Kuru agirhigmin
yaklagik  yarisi  kadar yilksek bir oranda lipid
biriktirebilmektedir. Bu nedenle son zamanlarda
arastirmalarin ilgi odagi olmustur. Ozellikle biyodizel
iiretimi aragtirmalarinda 6n plana ¢ikmaktadir. Bunun yani
sira, antioksidan Ozellikte olan karotenoidleri yiiksek
verimlilikle iiretebilme 6zelliginden dolay1 yaygin olarak
calistlmaktadir.  Ucuz tarimsal  kaynakli  maddeler
kullanilarak da kolaylikla ¢ogaltilabildiginden endiistriyel
acgidan da ilgi cekmektedir [2, 3]. Literatiirde R. glutinis’ten
yararli kimyasallarin iiretimi; gliserol, tek ya da ek karbon
kaynagi olarak kullanilarak, arastirilmistir. Bunlar arasinda
R. glutinis’ ten lipid iiretimi [4, 5] karoten {iretimi [6] ve
onemli antioksidan enzimler olan siiperoksit dismutaz ve
katalaz enzimleri [7] yer almaktadir.

Katalaz enziminin (KAT) (H202:H2O> oksidorediiktaz, EC
1.11.1.6) fonksiyonu hidrojen peroksidi su ve oksijene
parcalamaktir. KAT gida endistrisinde H»O’den
kagmilmasi gerektiginde genellikle glukoz oksidaz enzimi
ile birlikte kullanilmaktadir. Peynir {retiminde siitten
H>0>’nin uzaklastirilmasinda [8], sensor iiretiminde [9],
bira, meyve suyu, sarap, kurutulmus gida ve mayonezden
oksijenin uzaklastirtilmasinda [10], tekstil endiistrisinde ve
kozmetik endiistrisinde (lens bakimi) iriinlerden peroksit
uzaklastirllmasinda  [11]  kullanilmaktadir.  Ayrica,
antioksidan, yaslanma karsiti, hiicre yenileyici, yag eritici ve
Omiir uzatici 6zellikleriyle kapsiiller halinde ¢esitli markalar
biinyesinde ticari olarak satilmaktadir. KAT enziminin de
icinde bulundugu diinya endiistriyel enzimlerin {iretim
pazarinin 2018 yilinda 4,8 milyar dolardan (2013) 7,1 milyar
dolara ulagmasi beklenmektedir [12]. Bu nedenle enzimlerin
iretimi ve gelistirilmesi biiyilk dnem tasimaktadir. Diger
antioksidan enzimlerin de oldugu gibi, KAT sentezinin de
artirilabilmesi  i¢in  hiicrenin stres kosullarinda olmasi
gerekmektedir.  Stres  kosullarimin  olusturulmast ise
genellikle hiicre c¢ogalma ortamimin radikal olusturucu
etkenlere maruz birakilmasi ile yapilmaktadir. Farkli tiirden
radikal ya da radikallerin olusumuna yol acan bu etkenler,
hiicresel antioksidan savunmayi harekete gegirmekte ve

hedeflenen antioksidan molekiiliin sentezini artirmaktadir.
Bu etkenler arasinda H,O» [13, 14], metil viyolojen (MV)
(paraquat) [15], metil mavisi (MM) [15], 2,2’-azobis(2-
metilpropiyonamidin) dihidrokloriir (AAPH) [15], juglon
[14], menadion [13, 14], 2-merkaptoetanol [16], Fe™ [16],
Cd"? [17, 18] ve ayrica yine Cd* [19], sodium
hexametaphosphate [20] vb. sayilabilir.

Bu maddeler iretim ortamina bastan itibaren diisiik
derisimlerde stirekli beslenebildigi gibi, belli bir anda daha
yiiksek bir derisimde eklenerek, hiicrelerdeki antioksidan
madde {iiretimlerindeki degisiklik izlenmektedir. Bunlarin
disinda UV 1gmmanin ve hatta beyaz 15181n da [21] radikal
olusturma etkisi kullanilmaktadir. Bu c¢alismada amag;
gliseroliin tek karbon kaynagi olarak kullanildig1 ortamda R.
glutinis’in ¢ogalma kinetiginin incelenmesi ve gliserol
varhiginda R. glutinis’ten KAT enzim sentezinin radikal
olusturucu etkenler kullanilarak artirilmasidir.

2. DENEYSEL METOT (EXPERIMENTAL METHODS)
2.1. Materyal (Materials)

Caligmada ticari olarak saglanan R. glutinis (DSM 70398)
kullanilmistir.  Malt  6ziitii, maya Oziiti, ve agar
Scharlau’dan;  glukoz ~ Applichem’den  (Darmstadt,
Germany); ve pepton, metil violojen Fluka’dan (Missouri,
USA) satin alimmistir. Metilen mavisi ve HoO, Merck’den
(Darmstadt, Germany); gliserol ve AAPH ise Sigma’dan (St.
Louis, USA) alinmustir.

2.2. Uretim Ortamlart (Fermentation Media)

Kat1 agar ortamu olarak iiniversal maya ortami (universal
yeast medium: UYM) kullanilmistir. UYM; 3g/L maya
0ziitl, 3 g/L malt oziitii, 5 g/L pepton, 10 g/L glukoz ve 15
g/L agardan olusmaktadir. R. glutinis kat1 agar ortaminda 21
h siire ile ¢ogaltilmistir (Edmund Biihler TH 30). Kinetik
¢aligmalar i¢in kullanilan ortamda 3 g/L maya &ziiti, 5 g/L
pepton bulunmaktadir. incelenen gliserol derisimleri 10, 20,
30, 40, 50 ve 60 g/L olarak belirlenmistir. Belli zaman
araliklarinda alinan orneklerle &lgiilen hiicre derisimleri
kullanilarak 6zgiil ¢ogalma hizlart hesaplanmistir. Deneyler
250 ml hacmindeki erlenlerde 100 ml hacminde
gerceklestirilmigtir  (T=32,2°C, N=150 rpm). Radikal
olusturucu etkenlerin incelenmesi amaciyla, UYM 24. saatte
farkl1 siire ve/veya derisimlerde UV 1s1ma, H,O> ve AAPH
etkisine maruz birakilmis ve KAT aktivitesindeki degisim
incelenmistir (T=30°C, N=150 rpm). Karbon kaynag1 olarak
gliseroliin kullanildig1 ortam bilesimi:3 g/L maya 6ziiti, 5
g/L pepton, 16,5 g/L gliserol seklindedir. N= 150 rpm’de 24
saat siire ile liretim gergeklestirildikten sonra {iretim ortami
farkli siire ve/veya derisimlerde UV 1s1ma, H,O,, AAPH,
metil viyolojen ve metilen mavisi etkisine maruz
birakilmistir. Incelenen tiim ortamlarda baslangic hiicre
absorbansi 0,26+0,02 (A=600 nm) (Shimadzu UV-1601)
olacak sekilde ayarlanmistir. Coziinmiis oksijen derisiminin
incelendigi biyoreaktdr (Sartorius Biostat B plus Twin)
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deneyleri i¢in hiicre kat1 agar ortaminda 21 saat siire ile
cogaltildiktan sonra 150 ml hacmindeki Onc¢ogalma
ortamina, absorbansi 0,750+0,03 (A=600 nm) olacak sekilde
asilanmigtir. Ongogalma ortami, 3 g/L maya oziitii, 5 g/L
pepton, 16,5 g/L gliserol bilesimindedir. Hiicreler bu
ortamda 30°C ve 150 rpm karistrma hizinda 24 saat
¢ogaltildiktan sonra, ayni bilesimdeki V=1,5 L hacmindeki
biyoreaktdr ortamina aktarilmistir. Biyoreaktorde ¢oziinmiis
oksijen, prob yardimiyla dl¢iilmiistiir. Karistirma hiz1 N=500
rpm’de sabit tutulmus ve ortama Q=1 L/min akis hizinda
kuru hava ve/veya O, beslenmistir.

2.3. Hiicrelerin Par¢alanmasi (Cell Disruption)

Uretim ortami, +4°C, 12000xg kosullarinda 10 min siire ile
santrifiijlenerek elde edilen hiicreler iki kez distile suyla
yikandiktan sonra iizerlerine 5 ml fosfat tamponu (0.05 M,
pH 7,0) eklenmistir. 0,5 mm ¢apli cam boncuklar eklenerek
30 s’lik periyotlar halinde 4800 titresim/min hizinda 8 kez
par¢alanmis (Biospec Mini Bead Beater) ve her bir
pargalama periyodu ardindan 30 s’lik siireler halinde buzda
sogutulmustur. Parcalama isleminin tamamlanmasinin
ardindan tiipler 12000xg’de10 min boyunca
santrifiijlenmistir (Hettich Rotina Mikro 22). Elde edilen {ist
faz, hiicre i¢i analizlerinde kullanilmisgtir.

2.4. Hiicre Derigimi (Cell Concentration)

Uretim ortamindan alman 6rnekler filtre edilmis, saf su ile
yikanmis ve daralar1 alinmis filtre kagitlarinda 85 °C’da 24 h
boyunca kurutulmustur. Sabit tartima ulasildigi andaki
toplam kiitleleri ile daralar1 arasindaki farktan yararlanilarak
hiicre kiitleleri hesaplanmis ve 6rnek hacmine boliinerek
derigim degerleri elde edilmistir.

2.5. Protein Derigiminin Ol¢iilmesi (Protein Assay)
Hiicre i¢i protein derisimleri Bradford [22] yontemine gore,

standart olarak bovin serum albumin (BSA) kullanilarak
belirlenmistir.

2.6. Katalaz (KAT) Aktivitesinin Olgiilmesi
(Catalase Activity Assay)

Katalaz aktivitesi, Aebi [23] tarafindan gelistirilen
yontemine gore, H>O, nin parcalanmasinin takip edilmesi
ile gergeklestirilmistir. Analizlerde 0,05 M pH 7,0 fosfat
tamponu i¢inde hazirlanan 10 mM H>O; nin pargalanmasi,
A=240 nm’de 1 min boyunca takip edilmistir (Shimadzu UV-
1601). Bir iinite (U) katalaz aktivitesi, 25°C ve pH 7,0’de, 1
dakikada 1 mikromol H,O>’nin pargalanmasini saglayan
enzim miktari olarak tanimlanmistir.

3. SONUCLAR VE TARTISMALAR
(RESULTS AND DISCUSSIONS)

3.1. R. glutinis ¢cogalma kinetigi (Growth Kinetics of R. glutinis)

Gliseroliin  degerlendirilmesi, yiiksek miktarda  bir
endiistriyel yan {riin olmasi sebebiyle bilylilk Onem
tagimaktadir. 2012 yilinda yayimmlamis oldugumuz bir
caligmada, mayalarin temel iiretim ortami olan UYM ortami
dahil olmak tizere pek ¢ok farkli ortamda R. glutinis
¢ogalmast incelenmistir [7]. Kullanilan ¢esitli karbon
kaynaklar1 incelendiginde, gliseroliin ¢ogalmayi en ¢ok
destekleyen seker alkolii oldugu belirlenmistir. Literatiirde
bu ortamdaki ¢ogalma kinetigi verileri yer almamaktadir.
Dolayisiyla, bu ¢alismada R. glutinis'in tek karbon kaynagi
olarak  gliserol  kullanildiginda  ¢ogalma  kinetigi
incelenmistir (Sekil 1). 50 ve 60 g/L gliserol derisimlerinde,
substrat inhibisyonu gozlenmistir. Substrat inhibisyonu
varliginda hiicre ¢ogalmasi igin kinetik model Es. 1°de yer
almaktadir [24].

Cs

o »
(%)

Elde edilen veriler yardimiyla, ¢ogalma kinetigi i¢in ilgili
parametreler; max =0,278 h'!, Ks =11,84 g/L, Ki=174,5 g/L
olarak elde edilmistir. Bu verilere gore gliseroliin yiiksek
derigsimlerinde 6nemli inhibisyon olustugu goriilmektedir.
Literatiirde bu konuyla ilgili bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

= = =
=t (3] (3=
[ =1 [

Ozgiil cogalma huz, p, bl
— =
LA =

=
=
=

30

40 30 60 10

Gliserol derizimi, g/L

Sekil 1. Baslangig gliserol derigimi ile R. glutinis’in 6zgiil ¢ogalma hizinin degisimi
(The change in the specific growth rate of R. glutinis with initial glycerol concentration)
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3.2. UYM ¢ogalma ortaminda R. glutinis’ten KAT

aktivitesine radikal olusturucularin etkisi
(The Effect of Radical Promoters on Catalase Activity by R. glutinis in
UYM)

R. glutinis’ten KAT iretiminin artirtlmast i¢in, radikal
olusturucu etkenlerin incelenmesinde Oncelikle mayalarin
¢ogalmasini en c¢ok destekleyen temel ortam olan UYM
kullanilmistir. Radikal olusturucu etkenin kullanilmadigi
ortam kontrol olarak kabul edilmistir. Sonuglar Sekil 2’de
sunulmustur. Antioksidan savunma sistemini harekete
geciren etkenlerden biri, g¢esitli mekanizmalarla degisik
tiirden bir¢ok radikalin olugsmasina neden olan UV 1simadir.
Ug farkli siire boyunca UV 1simaya maruz birakilan
ortamdan alinan hiicreler parcalandiktan sonra KAT
aktiviteleri ol¢iilmiistlir. Sonuglara gére UV 1simanin KAT
aktivitesini en c¢ok artirdigi siirenin 8§ min oldugu
belirlenmistir. KAT spesifik aktivite degeri kontrol ortamina
gore %25 artis gostererek 4,31 U/mg degerine ulasmustir.
Ancak UV 1simaya 16 min boyunca maruz birakilan R.
glutinis  hiicrelerinin  KAT  aktivitelerinin  azaldig1
belirlenmistir (Sekil 2).

H>O> nin etkisi ise 20, 50 ve 100 mM olmak iizere ii¢ farkli
derisimde incelenmistir. Mayalarin en fazla dayanabildigi
H>0O, derisimi 100 mM [25] oldugu i¢in daha yiiksek
derigimler kullanilmamistir. Bu maddeye maruz kalma
siiresi olarak incelenen 120 min, 30 min ve 15 min
strelerinin  sonunda KAT aktivitesi gdzlenememis,
dolayisiyla maruz kalma siiresi 8 min’e indirilmistir. Bu
siirede incelenen derisimler arasinda KAT aktivitesini en ¢ok
artiran degerin 20 mM H,O> derisimi oldugu belirlenmis;
%45 artig ile 5 U/mg degerine ulasilmigtir. Ancak, derigim
arttik¢a aktivitenin azaldig1 belirlenmistir (Sekil 2). 100 mM
derisimde kontrol ortamina gore daha diisiik degerin elde
edilmesi, H,O,’ nin yiiksek derisimlerinin KAT aktivitesi

iizerindeki inhibisyon etkisini gostermektedir. AAPH
¢Oziindiigii ortamda o©nce karbon merkezli radikaller
olusturmakta, bu radikaller de oksijen ile tepkimeye girerek
peroksil radikalleri olusturmaktadir [15]. Incelenen tiim
AAPH derisimlerinde, KAT aktivitesinde artis oldugu
gozlenmistir. En yiiksek spesifik aktivite degeri ise 4,3 U/mg
olarak elde edilmistir (Sekil 2). UYM ortaminda ¢ogalan R.
glutinis hiicrelerine uygulanan radikal olusturucu etkenlerin
KAT aktivitesi iizerine etkileri kiyaslandiginda, kontrol
ortamina gore en yiiksek degerin, 5 U/mg olarak, 20 mM
H,0: ile elde edildigi belirlenmistir.

3.3. Gliserol varliginda R. glutinis’ten KAT aktivitesine

radikal olusturucularin etkisi
(The Effect of Radical Promoters on Catalase Activity by R. glutinis in the
Presence of Glycerol)

Gliserol varliginda ¢ogalan hiicrelerin radikal olusturucu
etkenlere kars1 sentezledigi KAT enzim aktivitesinde
sergiledigi degisikliklerin incelenebilmesi amaciyla, benzer
Olciimler bu ortamda da gerceklestirilmigtir. Herhangi bir
radikal olusturucu etken kullanilmadiginda, gliserol
varligindaki kontrol ortaminda, KAT aktivitesinin 2,84
U/mg KAT oldugu belirlenmistir. Bu degerin UYM kontrol
ortamindaki degerden (3,44 U/mg KAT) %17 daha az
oldugu belirlenmistir (Sekil 3). Bunun yani sira, gliserol
varliginda incelenen tim H>O, derisimlerinin KAT
aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi yarattig1 belirlenmistir
(Sekil 3). Gliseroliin H,O- ile okside oldugu bilinmektedir.
Bu tepkime sonucu olusan {irlinlerin, mayanin
dayanabileceginden fazla miktarda radikal olusumuna sebep
olarak aktiviteyi tamamen azalttig1 diisiiniilmektedir.

UV 1s1ma etkisinin aktivite iizerine etkisi 8, 16 ve 32 min
maruz kalma siirelerinde incelenmistir. En yliksek KAT

AAPH T s e e e e e e e e e e e e e e ey
AAPH I o e e e e L e e e e e e e e e e
AAPH] ESrooonnnmnnnnnnnnnn e g

H : D:_III [T T T T T T T T T T T T
H : D:_II T T T T T T T T T
H : 0:_1 (T T T T T T T T T T T T T T T T T IO

VIl Esasssssssenseraeyy
[RAE LA AL AL A LA AL AL AL L L |
[AE AL L LALLM AL LA LA LA LA LR AL R R R

Eontrol

EAT spesifik aktivitesi, U/mg

Sekil 2. Radikal olusturucu etkenlerin UYM ortaminda iiretilen KAT aktivitesi tizerine etkisi
(UV-I :4 min, UV-II: 8 min, UV-II: 16 min, UV-1V: 32 min; H,O»-1: 20 mM, H,O,-1I: 50 mM, H,O,-I1I: 100 mM,;
AAPH-I: 0,5 mM, AAPH-II: 1,25 mM, AAPH-III: 2,5 mM)

(The effect of radical promoters on catalase activity in UYM)
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aktivitesi degeri 16 min siire sonunda %126 artis ile 6,44
U/mg KAT olarak elde edilmistir (Sekil 3). UV 1simaya
maruz birakilma siiresi 32 min’e yikseltildiginde ise
inhibisyon gozlenmistir.

AAPH etkisi incelendiginde, en yiiksek aktivite degeri 5,77
U/mg olarak 0,5 mM derisimde elde edilmistir. Daha yiiksek
derisimlerde ise aktivitenin azaldigi ancak her birinde
kontrol ortamina gore daha yiiksek degerler elde edildigi
belirlenmistir (Sekil 3).

Radikal olusturucu etkenler, UYM ve gliserol igeren
ortamda c¢ogaltilan R. glutinis hiicrelerinin KAT aktivitesi
degerlerine gore kiyaslandiginda, H»O> disindaki tim
radikal  olusturucu  etkenlerin  gliserol  ortaminda
uygulandiginda KAT aktivitesinde daha yiiksek degerler
sagladig1 belirlenmistir. Dolayisiyla bu ortamda ek olarak iki
radikal olusturucu etken daha incelenmistir. Bunlardan biri
parakuat olarak da anilan ve ortamda siiperoksit radikali
olusturan MV dir. Cok zararli olan bu radikal olusturucunun
antioksidan enzim olan KAT aktivitesini inhibe etmeden
artirabilmesi i¢in oldukca diisiik derimlerde ¢aligilmast
gerekmistir. On deneyler sonucunda belirlenen uygun
derigim araligina gore, en yiiksek aktivite degeri 8 x10~ mM
derisiminde, %166 artis ile 7,57 U/mg olarak elde edilmistir

(Sekil 3). Bir diger ek radikal olusturucu etken olarak ise
MM segilmistir. MM ortamda ¢oziindiigiinde singlet oksijen
radikali olusturmaktadir. Yapilan 6n deneylere gore
belirlenen derisim degerleri uygulandiginda, her {i¢ derisim
degerinde de KAT spesifik aktivitesinin arttig1 belirlenmistir
(Sekil 3). En yiiksek aktivite olan 10,24 U/mg degerine 33
mM derisimdeki MM ile ulagiimustir.

Karbon kaynagi olarak gliserol kullanildigi durumda
incelenen radikal olusturucu etkenler arasinda R. glutinis’ten
KAT aktivitesini en ¢ok artiran maddenin MM (33 mM)
oldugu belirlenmistir. Kontrol ortamina goére aktiviteyi
%260 oraninda artirmustir. Bu deger ayn1 zamanda radikal
olusturucu etkenler kullanilidiginda elde edilen en yiiksek
deger olarak belirlenmistir.

Incelenen radikal olusturucu etkenler degerlendirildiginde,
UYM ve gliserol ortamlarinda ¢ogaltilan R. glutinis’in KAT
enzimi sentezi agisindan olduk¢a farkli davrandigi
gozlenmektedir. Bu da ¢ogalma ortaminin enzim {iretimi
iizerindeki etkisinin 6nemli oldugunu gostermektedir. Sigler
vd. [26] calismalarinda Gutteridge (1984)’nin glukozu
radikal tutucu olarak tanimladigini bildirmistir. Bu durumda
UYM ortaminda tiiketilmeden kalan glukoz, radikal tutucu
olarak davranarak daha az KAT sentezine neden olmasi
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Sekil 3. Radikal olusturucu etkenlerin gliserol ortaminda iiretilen KAT aktivitesi iizerine etkisi
(UV-I :4 min, UV-II: 8 min, UV-III: 16 min, UV-IV: 32 min; H2O,-1: 20 mM, H,O»-11: 50 mM, H,O,-III: 100 mM;
AAPH-I: 0,5 mM, AAPH-II: 1,25 mM, AAPH-III: 2,5 mM; MV-I: 4 x10° mM, MV-II: § x10° mM, MV-IIL: 16 x10~
mM; MB-I: 8,25 mM, MB-II: 16,5 mM, MB-III: 33 mM)

(The effect of radical promoters on catalase activity in glycerol containing media)
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Sekil 4. Biyoreaktorde ¢oziinmiis oksijen (CO) ve KAT spesifik aktivitelerinin zamanla degisimi

(The change in dissolved oxygen and catalase activity with time in bioreactor)

mimkiindiir. Bunun yami sira gliserol yapisinda bulunan
hidroksil gruplarinin, ortamda bulunan radikalleri artirict
yonde tepkimelere katilmasi nedeniyle KAT aktivitesini
artiricr yonde etkisinin olabilecegi diistiniilmektedir.

3.4. Gliserol varliginda R. glutinis’ten KAT aktivitesine
¢oziinmiis oksijen derigiminin etkisi

(The Effect of Dissolved Oxygen on Catalase Activity by R. glutinis in the
Presence of Glycerol)

R. glutinis’ten KAT enzim iiretimine, ¢6ziinmiis oksijen
etkisinin arastirilmasi1 amaciyla, biyoreaktdr deneyleri
gerceklestirilmigtir.  Kontrol ortami olarak tasarlanan
deneyde tiretim ortamindaki ¢6ziinmiis oksijen (CO) %100
oldugunda agilama yapilmig ve iiretim boyunca Q=1 L/min
(Q/V= 0,67 L/L min) kuru hava beslemesi yapilmustir.
Oksijenin etkisi iki ayr1 CO profili (A, B) kullanilarak
incelenmistir. i1k isletimde (A), ¢ogalmanin basindan sonuna
kadar ortamda %100 CO saglanmistir. Bu, sisteme Q=1
L/min kuru hava beslenirken CO azaldiginda fazladan saf
oksijen gaz1 gonderilerek saglanmustir. ikinci isletimde ise
(B), yine %100 CO ile deneye baslanmis, ilk 24 h sadece
Q=1 L/min kuru hava beslenerek, ortamdaki CO serbest
birakilmis, 24. h sonunda saf oksijen gazi gonderilerek deney
sonuna kadar %100 CO saglanmustir.

Uretim ortamindaki CO degerlerinin degisimi ve KAT
spesifik aktivitelerinin zamanla degisimi Sekil 4’te
verilmistir. Kontrol ortaminda CO degerlerinin 15. h civarina
kadara  azaldigi, daha sonra artmaya basladig1
gozlenmektedir. Bu isletimde KAT aktivitesi uzun siire
diisiik degerlerde seyrettikten sonra 36. saatte artarak 8,34
U/mg degerine ulasmustir.

Asilamanin yapildigi ilk andan itibaren ¢oziinmis CO
degerinin %100 degerinde sabit tutuldugu isletim A’da ise
12. h’de spesifik aktivite kontrol ortamina (0,3 U/mg) gore

108 kat artarak 32,6 U/mg degerine ulasmustir. ilerleyen
saatlerde ise aktivite azalarak kontrol ortamina benzer bir
deger ve degisim gostermistir. Asilamanin ardindan 24.
h’den itibaren %100 CO’nun kullanildig: isletim B’de ise,
30. h’de aktivite kontrol ortamina (3,3 U/mg) gore 9,7 kat
artarak yine 32,1 U/mg degerine ulasmistir (Sekil 4).

Elde edilen sonuglara gore yliksek ¢oziinmiis oksijenin KAT
enzimi iizerinde ¢ok Onemli bir artirict etkisinin oldugu
belirlenmistir. Biyoreaktdrde gergeklestirilen bu deneylerde
KAT aktivite degerinin de erlen ortamlarina gore oldukga
yiiksek degerlerde oldugu goriilmektedir.  Ozellikle
asilamanin baglangicindan itibaren saglanan %100 CO
degeri, kisa siirede (12 h) aktivite iizerinde 108 kat artis
yaratmigtir. Elde edilen bu deger caligmada saglanan en
yiiksek degerdir. Literatiirde ise farkli mikroorganizmalar
kullanilarak gerceklestirilen ¢aligmalarda ise oksijenin KAT
aktivesini artirdigl, azalttig1 ya da etkilemedigini bildiren
caligmalara rastlanmigtir. Kreiner vd. [13] Aspergillus
niger’dan KAT enzim aktivitelerini inceledikleri ¢caligmada,
iistel c¢ogalma fazinin ortalarinda sisteme oksijence
zenginlestirilmis hava gonderildiginde aktivitenin arttigini
bildirmislerdir. Taniguchi vd. [27] ise Streptococcus lactis
ile biyoreaktor ortaminda yaptiklart calismada, tretim
ortamma 6 atm basingta oksijen gondererek ¢6ziinmiis
oksijen seviyesini artirdiklarinda, KAT aktivitesinde bir
degisiklik olmadig: belirtmislerdir. Diger taraftan Pinheiro
vd. [8] Kluyveromyces marxianus ile yaptiklar1 caligmada,
iretimin bagindan itibaren yiiksek oksijen basinci
uygulandiginda KAT aktivitesinde azalma go6zlediklerini
belirtmislerdir.

4. SONUCLAR (CONCLUSIONS)

R. glutinis’ten antioksidan enzim iretiminde en yiiksek
spesifik aktiviteyi saglayan seker alkolii olarak belirlenmis
olan [7] ve biyodizel {iretim prosesinde yan iiriin olarak elde
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edilen gliseroliin, yine biyodizel iiretiminde kullanilabilme
potansiyeline sahip olan bir maya olan R. glutinis tarafindan
substrat olarak kullanilabiliyor olmasi ekonomik ag¢idan
biiyilik yararlar saglamaktadir. Heniiz arastirma asamasinda
olan ve endiistriyel olarak uygulanabilme potansiyeli yiiksek
olan bu konu, en yiiksek spesifik aktivite degerlerini
saglayan karbon kaynagi olarak gliseroliin dne ¢ikmasiyla
ayni sistemde birim fiyati yiiksek ve endiistriyel agidan
kiymetli birden fazla iriiniin iretilebilme potansiyelini
ortaya ¢ikarmistir. Bunun yani sira, biyoreaktor deneyleri
sonucunda elde edilen yiiksek katalaz aktivite artig1 (108 kat)
¢Oziinmiis oksijenin olumlu etkisini gostermektedir. Bu
calismanin devami planlandiginda, yiiksek c¢oziinmiis
oksijen saglanarak aktivite artirtlmasi ve ek olarak radikal
olusturucu etkenlerin birlikte kullanilmasi arastirilmalidir.
Bu sekilde enzim {iretimi en yiliksek seviyede tutulduktan
sonra uygun kosullarda saflastirilmas: gerekmektedir. Bunun
yan1 sira, biyodizel iiretim prosesinden yan {iriin olarak elde
edilen ham gliseroliin kullanimi da incelenmelidir. Saf
gliseroliin kullanildig1 bu ¢alisma, iginde safsizliklarin da
bulundugu yan iriin olan gliserol kullaniminda sartlarin
incelenmesine bir 6ngorii saglayabilir.

5. SIMGELER (SYMBOLS)

AAPH :2,2’-azobis(2-metilpropiyonamidin)dihidrokloriir
BSA  : Bovin serum albumin

Cs : Substrat derisimi

cO : Coziinmiis oksijen

KAT  :Katalaz

Ki : Inhibisyon sabiti

Ks : Substrat doygunluk sabiti
MM : Metil mavisi

MV : Metil viyolojen

U : Unite

UYM : Universal maya ortami

Wmax : Maksimum 6zgiil ¢ogalma hiz1
n : Ozgiil ¢ogalma hiz1
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