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Ozet

Aspergillus sojae ATCC 20235 susu kullanilarak, karistrma hizi (rpm),
asilama ortami (spore/ml) ve maltrin (g/ml) ile misir surbu siras1 (CSL) (g/ml)
konsantrasyonlar1 gibi 6nemli fermentasyon parametrelerinin enzim aktivitesi,
morfolojik yap1 ve biyokiitle lizerine etkileri Yiizey Tepki Yontemi (RSM)
kullanilarak incelenmigir. Buna gore pektinaz enzim aktivitesi (U/ml) iizerinde
en etkili faktorlerin maltrin ve misir sirast konsantrasyonlar1 oldugu (P<0,001),
fakat inokiilasyon oraninmn fazla onemli olmadigt goriilmiistir (P>0,05).
Morfolojik olarak ise gesitli yogunluk ve biiyiikliiklerde pelletlerin olustugu
gozlemlenmistir. Pellet biiyiiklikklerinin ise 0,5232-7,2693mm arasinda
degistigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Pektinaz, optimizasyon, morfoloji, fermentasyon,
Aspergillus sojae

Giris

Pektinaz enzimi, diinya enzim piyasasinda biiyiikk pay1 bulunan ve gida, tekstil,
kagit ve atik sularm arttilmast gibi alanlarda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Bazi istatistiksel verilere gore pektinaz enzimi, diinya gida enzimleri satig
gelirinin % 25 ine sahip olup, bu oran giderek artmaktadir (1). Bu anlamda
pektinaz enzim iiretiminin daha verimli yontemler ile yapilmasi, artan talebin
karsilanmasi acisindan 6nemlidir. Bu enzim ticari olarak daha ¢ok mikrobiyal
yollardan 6zellikle de kiiflerden elde edilmektedir. Bu calismada pektinazlar
arasinda ticari onemi bilylikk olan poligalakturonaz (PG) enzimi aktivitesi
belirlenmistir. Aspergillus sojae susu ise Japon koji gidasinin {iretiminde kat1
hal fermentasyonuyla iyi bilinmesine ragmen, heniiz siv1 tip fermentasyonda ve
pektinaz enzimi iiretiminde kullanilmamasi agisindan 6nemlidir. Sivi ortam kiif
fermentasyonlar1 giiniimiizde endiistriyel olarak baglica enzim, antibiyotik,
organik asit {iretimi olmak iizere gida, eczalilik, tip, kimya, tekstil gibi bircok
alana hitap etmektedir. Bu anlamda bu tip fermantasyonlarda karsilasan baslica
sorunlar son {riinii dnemli diizeyde etkilemektedir. Bunlardan en 6nemlileri
tretimde kullanilan kiifin fermantasyon sirasinda gosterdigi morfolojik
yapidir. Bu morfolojik yapr son iriiniin verimliligin yani sira, alt akim
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islemlerini de bilyilk 6lgiide etkilediginden, sivi tip kiif fermantasyonlarin
optimize edilmesi son derece onemlidir. Bu yiizden ama¢ maksimum enzim
aktivitesini ve ayni1 zamanda en uygun morfolojiyi saglayacak kosullari
belirlemek ve boylece endiistriyel sivitip fermentasyonlara faydali olmaktur.

Materyal ve Yontem

Aspergillus  sojae  ATCC 20235 oOncelikle YME plakalar {iizerinde
canlandirildiktan sonra melas agilama slant besi yeri iizerine inokule edilmis ve
bir hafta siireyle 30°C inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra tween 80 — su
karigimi, kat1 besi yerleri tizerine ilave edilmis ve buradan hiicreler siispansiyon
halinde bir falkon tiip igerisine alinmigir. Tiip icinde toplanan hiicreler igin,
spor ve canli hiicre saymi yapilmistir. Buradan, degisik oranlarda Merkezi
Karma Deney Tasarimi (CCD) ile planlanan toplam 31 tane erlenmeyere
inokulasyon yapilmis ve 30 °C 'de 150 - 300 rpm araliklarinda 96 saat siireyle
degisik maltrin ve misir surubu sirast konsantrasyonlarindaki kompleks
besiyerinde fermantasyona birakilmistr. Bu siire sonunda poligalakturonaz
(PQG) aktivitesi (2), biyokiitle, morfolojik yap1 incelenmigtir. Morfolojik olarak
pellet bilyiikliikleri IMAGE PRO goriintii analiz programi ile 6lciilmiistiir.
Deney tasarrmi MINITAB V13 istatistik paket programi ile
gerceklestirilmigtir. Calkalama hizi (150 - 300 rpm), inokulasyon orani
(2,5%10° - 7,5% 105t0plam spor), maltrin (25 — 75 g/l) ve musir surubu sirast (2,5
— 15 g/1) konsantrasyonlarinm PG aktivitesi ve biyokiitle iizerine etkileri
incelenmistir. Degiskenlerin etkileri i¢in tahmin edilen ikinci derece polinom
modeli asagida belirtilmigtir.
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Bulgular ve Tartisma

Merkezi karma deney tasarimi sonuglarina gore enzim aktivitesi lizerine
maltrin ve CSL konsantrasyonlarmin dnemli diizeyde (P<0,001) etkili oldugu
belirlenmistir. Maksimum PG aktivitesinin (7,63 U/ml) yiikksek maltrin (75
g/ml) ve disik CSL (2,5 g/ml) konsantrasyon kosullarinda saglandigi
goriilmistiir (sekil 1a). Inokulasyon oraninin ise PG aktivitesi lizerine etkili
olmadig (P>0,05), fakat sekil 1b den de goriilecegi iizere diisik inokulasyon
oranmda (2,5%10° toplam spor) ve yiiksek calkalama hizinda (300 rpm)
maksimum enzim aktivitesine (7,63 U/ml) ulasildigr belirlenmistir.

Biyokitle iizerine ise en etkili faktorlerin maltrin ve CSL konsantrasyonlari
oldugu (P<0,01), maksimum CSL (15g/ml), malrin (75g/ml)
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konsantrasyonlarinda ve 225 rpm calkalama hizmda en yiiksek biyokiitle
(00155 g/ml) degerine ulasildigr tespit edilmistir (sekil 2b ve 2a). Ayrica PG
aktivitesi ve biyokitleyi tahmin eden polinom modeli, kodlanmamis
degiskenler acisindan tablo 1 ve 2 de verilmis olup, R* degerleri, enzim
aktivitesi ve biyokiitle icin sirasiyla 86,9 ve 77,3 'diir.

Tablol Tablo 2
Regresyon (PG aktivitesi) Regresyon (Biyokiitle)
katsay1s1 katsay1s1

Bo -3.30372 Bo -0.0142143
B, 0.0110140° B, 0.000257406"
B, -4.35807E-07 B, 2.498681E-09
B; 0.0807656" Bs -0.000207721"
Ba 0.247956" Bs 0.000458347 "
Bis 0.000105126 Bii -6.01050E-07""
Bia -0.00107682° Bss 2.667347E-06
Ps -0.00264339

Onemlilik Seviyesi: * 0.05 level, ** 0.01,_*** 0.001
1: Calkalama hiz1, 2: inokulasyon orani, 3: Maltrin, 4: CSL (misir surubu sirasi)

Maksimum enzim aktivitesini (7,63 U/ml) saglayan kosullarin, maltrin (75
g/ml), CSL (2.5 g/ml), inokulasyon orani (2,5%10° toplam spor) ve calkalama
hiz1 (300 rpm) oldugu belirlenmistir. Bu degerlerin, modelin dogrulanmasi i¢in
yapilan deneylerden elde edilen sonuglara yakin oldugu goriilmektedir (948
U/ml). Bu calismada oncelikli amacimiz maksimum enzim aktivitesini
saglamak oldugu icin dogrulama deneyleri enzim aktivitesine yonelik
yapilmigtir. Morfolojik olarak ise maksimum enzim aktivitesini saglayan
kosullarda pellet bilyiikliikklerinin 2-4 mm arasinda degistigi belirlenmistir.
Yapilan dogrulama deneylerinde elde edilen pellet bilyiklikkleri de bu
araliktadur.

Sonug¢

Sonug olarak maksimum PG aktivitesine yiiksek maltrin, diisiik CSL ve yiiksek
karigirma hizinda ulagilmigtir. Maksimum enzim aktivitesini saglayan bu
kosullar, orta bityiikliikte pelletlerin olustugu ve biyokiitlenin minimum oldugu
kosullardir (sekil 2a ve 2b). Bu da alt akim islemlerinde kolaylik saglamasi
bakimindan 6nemlidir. Heniliz bu sonuglar tam anlamiyla bir optimumu
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vermediginden daha sonra yapilacak optimizasyonun On c¢alismasmni

olusturmaktadir.

Aktivite
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Sekil 1a. Maltrin ve CSL konsantrasyonlarinin  Sekil 1b. Inokulasyon oran1 ve

aktivite tizerine etkisi
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Sekil 2a. Calkalama hiz1 ve inokulasyon
oraninin biyokiitle iizerine etkisi
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