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Ozet

Bu calismada Tepki Yiizey Yontemi kullanilarak kat1 substrat, asilama orani ve
inkiibasyon siiresi gibi faktorlerin enzim iiretimi, spor miktar1 ve biyokiitle
tizerine etkileri incelenmigir. Optimizasyon ¢aligmalari, D-Optimal ve Merkezi
Karma deney tasarimlar1 kullanilarak 2 basamakta gerceklegtirilmistir. D-
Optimal deney tasarimi sonuclarma gore musir kiri@t en yiiksek enzim
aktivitesini verdiginden Merkezi Karma Deney tasarminda misir kirig kati
substrat olarak kullanilmistir. Sonuglar, asilama orani ve inkiibasyon siiresinin
enzim {iretimi, spor miktar1 ve biyokitle iizerine Onemli diizeyde etkili
oldugunu gostermektedir (p<0.001). Hesaplanan optimum sonuglara gore
asilama oran1 2 x10” toplam spor, inkiibasyon siiresi 5-6 giin oldugunda enzim
aktivitesi 30.55 U/g, spor miktar12.23 x 10’ spor/ml ve biyokiitle 13.74 mg/ml
olarak belirlenmistir. Ayrica sivi ortamda ayni kiiltiirle yapilan optimizasyon
caligmalariyla karsilastrildiginda daha yiiksek enzim aktivitesi elde edildigi
goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Poligalakturonaz, Aspergillus sojae, kat1 Kkiiltiir
fermentasyonu

Giris

Biyoteknolojideki gelismelere paralel olarak endiistriyel enzim kullanimi da
giderek artmaktadir. Enzim iiretimlerinin biiyiik kismi1 siv1 kiiltiir fermentasyon
yontemiyle gerceklegirilirken, giintimiizde kat1 kiiltiir fermentasyon
yonteminin kullaniminda da 6nemli bir artis s6z konusudur. Bunun altinda
yatan en Onemli nedenler arasinda yiiksek verim, diisiik maliyet, basit alet-
ekipman kullanimi, saflastrmada kolaylik yer almaktadir. Ayrica tarmsal
materyallerin ve endiistriyel atiklarin kat1 ortam olarak kullanilmasina olanak
saglanmasiyla organik asitler, proteinler ve enzimler gibi yiiksek ticari degere
sahip trtinlerin iretilmesi gerceklesmektedir.

Diinya gida enzimleri satismda %25'lik bir paya sahip ve gida endiistrisinde
bilyilk Onem tasiyan enzim grubu olan pektinazlar daha cok kati kiiltiir
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yontemiyle tiretilmektedir. Pektinazlar arasinda yer alan poligalakturonaz (PG)
tiretiminde ticari olarak Aspergillus niger susu kullanilmaktadir. Buna karsilik
Aspergillus sojae susunun kullanimma iliskin literatiirde bir bilgi yer
almamaktadir. Ancak yapilan on c¢alismalar bu susun iyi pektinaz iiretme
potensiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

Bu calismada, kati kiiltiir fermentasyonlar icin O6nemli faktorler oldugu
digiiniilen kat1 substrat, asilama orani ve inkiibasyon siiresinin etkileri
incelenmistir. Yiiksek enzim iiretiminin yani sira biyokiitle ve spor miktarinin
incelenmesi de amaclanmigtir. Yiiksek spor iiretimi, spor inokulasyonu
gerektiren sivi kiiltiir fermentasyonlar icin biiylikk onem tasimaktadir. Ayrica
literatiirde biyokiitle ve enzimin iiriin olarak atk artma tesislerinde
kullanilmasi gibi uygulamalarin yer almasi biyokiitle miktarmin incelenmesini
Oonemli kilmaktadir.

Materyal ve Yontem

Aspergillus sojae ATCC 20235 susu YME (Malt eksrakt, maya eksrakti)
plakalarda canlandirildiktan sonra melas slant besiyerine aktarilarak 30 °C'de 1
hafta inkiibe edilmistir. Daha sonra, steril Tween 80-su siispansiyonu kat1
besiyeri iizerine ilave edilerek spor siispansiyonu hazirlanmigir. Asilama,
icerisinde 50 ml steril sivi melas besiyeri bulunan erlenlere bu spor
stispansiyonun farkl oranlarda aktarilmasiyla gerceklegtirilmistir. Bu besiyeri
inokulum besiyeri olarak adlandirilmaigtir.

Kat1 Kiiltiir Fermentasyonu, icerisinde 50 g steril kati substratlardan birini
iceren (misir kirid, misudzii kiispesi, misir kogani) 500 ml'lik erlenlere
yukarida belirtilen inokulum besiyerinin ilave edililip, 30 °C'de 3-10 giin
inkiibasyona birakilmasiyla gerceklegirilmigir. Kat1 substratlarm inkiibasyon
oncesi baslangic nemi %4899 (musir kirig), %51.04 (musirdzii kiispesi),
9%50.69 (misir kogani) seklindedir. Inkiibasyon siireleri sonunda erlenlere 150
ml steril Tween 80-su siispansiyonu (%0.02) ilave edilip siiziilerek
ekstraksiyon iglemi gerceklestirilmigtir.

Deney Tasarimi, Design Expert 6.0.11 ve 7 Trial (Statease Inc.) istatistiksel
programi ile yapilmigir. D-Optimal deney tasarimmda kati substrat (misir
kir1g1, misirozii kiispesi, misir kogani), asilama orani (2.5x10°- 7.5x10° toplam
spor) ve inkiibasyon siiresinin (6-10 giin ) enzim aktivitesi ve spor miktar1
tizerine olan etkileri incelenmigir. Merkezi Karma Deney Tasarimmnda
kullanilan araliklar D-Optimal Deney T asarimindan elde edilen veriler 1518inda
secilmistir. Asilama oran1 (1.25x10*-2x10” toplam spor) ve inkiibasyon
stiresinin (3-9 giin) enzim aktivitesi, spor miktar1 ve biyokiitle iizerine etkileri
incelenmistir. Degiskenlerin etkileri ikinci dereceden polinomiyal denklem ile
ifade edilmektedir.

244



Turkiyve 9. Gida Kongresi; 24-26 Mayis 2006, Bolu

— 2 2
y=b, +bx, +b,x, +b,,x,, +b, X; +b,,x; +€

Bulgular ve Tartisma

D-Optimal tasarmindan elde edilen sonuglara gore sadece kati substratin
enzim aktivitesi izerinde etkili oldugu (p<0.05) ve misir kiriginm en yiiksek
aktiviteyi gosterdigi tespit edilmistir. Oncelikli amac yiiksek enzim aktivitesine
sahip enzim iretimi oldugundan misir kirigi, Merkezi Karma tasarimda
kullanilmistr. Sonuglarm normal dagilima uygun olmast igin gerekli
transformasyonlar uygulanmistr. Varyans analizi sonuglarina gore asilama
orani ve inkiibasyon siiresinin enzim aktivitesi, biyokiitle ve spor miktar1
iizerine énemli diizeyde etkili oldugu tespit edilmigtir (p<0.001). R* degerleri
enzim, spor miktar1 ve biyokitle icin sirasiyla 09963, 09775, 09760
seklindedir. Regresyon katsayilar1 kodlanmis olarak onemlilik seviyeleri ile
Tablo 1'de verilmektedir.

Tablo 1. Regresyon Katsayilar1

Regresyon Ln (PG Ln (spor) 1/Sqrt Onemlilik Seviyesi
katsay1s1 aktivitesi) (Biyokiitle) 005
by 2,84 15.99 0.35 #%0.01
b, 0.92" 1277 0.10™" #4001
b, 025" 037" 0.047" 1: Asilama oran1
biz 0.13° 0.36" 0.039" 2: idibasyon
uresi
by 0.38 -0.33 0.025
b 1,057 0.52" 029"

Hesaplanan optimum sonuglar, asilama oran1 2 x10’ toplam spor, inkiibasyon
siresi 5-6 giin oldugunda enzim aktivitesi 30.55 U/g, spor miktar1 2.23 x
10’spor/ml ve biyokitle 13.74 mg/ml olarak belirlenmistir. Bu degerlerin,
modelin dogrulanmasi i¢in yapilan deneylerden elde edilen sonuglara ¢cok yakin
oldugu gorillmektedir (29.093 U/g, 231 x 10’ spor/ml, 11.8 mg/ml). Sekil 1.,
2., 3 asilama orani ve inkiibasyon siiresinin etkilerini gostermektedir. Enzim
aktivitesi, biyokiitle ve spor miktarin1 maksimize etmek icin gerekli kosullar1
gosteren uyumluluk grafigi Sekil 4'te verilmektedir. Sonuglar literatiirdeki
verilerle karsilastrildiginda %90 bugday kepegi, %10 seker kamist kati
substrat olarak kullanildiginda gida endiistrisinde ticari ©neme sahip
Aspergillus niger sugunun gosterdigi poligalakturonaz aktivitesi 9.0-15.0 U/g
arasinda degistigi gdozlemlenmigtir (1). Sivi ortam optimizasyon caligmalarmnda
ise Aspergillus sojae susunun 7.63 U/ml aktivite gdsterdigi tespit edilmigtir. Bu
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da kati kiiltiir fermentasyonunun veriminin yiiksek oldugunu ve elde ettigimiz
sonuglarin literatiirdekilere oranla daha iyi oldugunu gostermektedir.
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Sekil 2. Asilama orani ve inkiibasyon
stiresinin spor miktari iizerine etkisi

Sekil. 1. Asilama orani ve inkiibasyon siiresi-
nin PG enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil.4. Enzim, biyokiitle ve spor
miktarin1 maksimize etmede agilama
orani ve inkiibasyon siiresinin etkisi

Sekil.3.Agilama oran: ve inkiibasyon siiresinin
biyokiitle iizerine etkisi

Sonuc¢

Sonug¢ olarak bu calisma literatiirde fazla rastlanilmayan Aspergillus sojae
susunun kat1 kiiltiir fermentasyon yontemiyle iyi bir poligalakturonaz iireticisi
oldugunu gostermektedir. Bunun yaninda yiiksek oranlarda spor ve biyokiitle
iiretmesi, enzim endiistrisi, gida endistrisi, atik artma tesisleri ve
mikrobiyoloji alanina yeni bir kiiltiiriin tanitilmasi agisindan biiyiikk onem
tasimaktadir.
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