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Ozet

Bu galigmada siit pihtilagtiran bir enzim olan renninin Mucor miehei'nin ticari bir kiiltiirinden (NRRL
3420) mikrobiyal {iretimi siirekli sistem fermentorde incelenmigtir. Fermentorde kiiltiirtin topaklagarak
kiiresel formda biytimesi saglanmig, ortam pH’1, karigtirma hizi (KH), seyrelme hiz1 (D) ve besleme D-glikoz
derigimi (S,s) parametrelerinin siit pihtilagtirma aktivitesi (S.P.A) tizerine etkileri degerlendirilmistir. Op-
timum tretim parametreleri 37°C’da, 1.24 IU/mL S.P.A. igeren fermentasyon ¢ozeltisi icin KH=400 rpm,
D=0.125 giin™' ve Sy; = 7.5 g/L olarak bulunmus ve pH kontrolu yapilmayan siirekli sistem fermentérde
575 saatte toplam 10230 IU S.P.A. enzim iiretimi yapilmigtir. Fermentayon cozeltisinde yapilan incelem-
elerde bulunan R faktérii (1.55x107% S.P.A./P.A) ve 6zgiil S.P.A. (5.28 TU/mg protein) degerleri, enzimin
saflagtirildiktan sonra ticari maya aktivitesine ulagabilecegini gostermektedir. Yapilan model ¢aligmalarinda
ulagilan maksimum S.P.A. degerleri, tiretimin gergeklestigi ortam pH’1, D-glikoz ve ¢ozlinmiig oksijen derigimleri
ve seyrelme hizinin fonksiyonu olarak ifade edilen goklu dogrusal bir modelle mitkemmel uyum saglamis ve bu
model enzim iiretimini igletim parametrelerinden ziyade fermentasyon ortam parametrelerinin denetledigini
kanitlamigtir.

Anahtar Soézciikler: Rennin, Siit Pihtilagtirma, Peynir, Mucor miehei, Biyofilm

Production of Microbial Rennin in a Continuous System Fermenter and
Modelling of the Activity

Abstract

In this work microbial production of rennin, a milk clotting enzyme, from a commericial strain of Mucor
miehei (NRRL 3420, USDA) has been investigated in a continuous fermenter. The spherical biofilm type
growth of the culture has been accomplished in the fermenter and the effects of operational parameters;
medium pH, mixing rate (K.H.), dilution rate (D) and feed D-glucose concentration (Sys) on milk clotting
activity (S.P.A.) have been elaborated. For a fermenter sample containing 1.24 IU/mL S.P.A., optimum
production parameters at 37°C have been determined as K.H.=400 rpm, D=0.125 day ! and S,;=7.5 g/L
without pH control. Under these conditions, the fermenter operated 575 hours continuously producing 10230
IU S.P.A. in total. In the fermenter sample, R factor and specific S.P.A. were deteremined as 1.55x1072
S.P.A/P.A. and 5.28 IU/mg protein, respectively, denoting competitive activity of a commercial rennet after
concentration. In model simulation studies of the results, maximum S.P.A. obtained has been succesfully
represented with a multiple-linear function expressed in terms of fermentation medium pH, D-glucose and
dissolved oxygen concentrations and dilution rate. Model simulations also showed that enzyme produc-
tion rate was solely controlled by fermentation medium characteristics rather than operational fermenter
parameters.
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Giris

Mikrobiyal yolla enzim iiretimi, giiniimiizde ar-
tan bir kapasiteyle endiistriyel alanda kendine biiyiik
bir uygulama alani yaratmakta ve hayvansal kokenli
rennin enzimi aciginin kapatilmas: ancak mikrobiyal
yontemle iiretimden gegmektedir (Sardinas, 1968,
1972). Peynir mayasi olarak da adlandirilan enzim
preparati rennet, siitiin peynir yapisina doniigmesini
saglayan, piht1 olugmasinda temel gorevi iistlenen
proteolitik karakterli hiicre dis1 bir enzimdir. Peynir
iiretim asamasinda rennin enziminin esas itibariyle,
stitlin kazeininin ¢oktiiriilmesinde rol oynadig1 ve bu
etkisinin Ca™! varhgmda arttigi da bilinmektedir
(McMahon (1984a), Okigbo (1985), Topal (1985),
Dénmez ve Ozcelik (1986)).

Reed (1969) tarafindan Mucor hemoris, Mu-
cor pisullus, Mucor miehei ve Endothia para-
sitica gibi kufler ve Basillus subtilis gibi bakteri-
lerle yapilan mikrobiyal rennin iiretimi caligmalar:
bagariya ulagmigtir. Whitaker (1972) tarafindan
da Mucor pisullus ve Endothia parasitica kiiltiirleri
kullanilarak peynir tiretiminde kullanilabilen mikro-
biyal rennet iiretimi gerceklegtirilmistir. Melachours
(1968) aragtirmalarinda Basillus cereus'tan elde
edilen mikrobiyal ve hayvansal renneti karsilagtirmig
ve bu mikrobiyal renninin pH’a daha az duyarh
oldugu, maksimum siit pihtilagtirma aktivitesini 40-
45 °C’de verdigini saptamigtir. Yerli girdenleri ve
bunlardan yapilan peynir mayalarini inceleyen Uraz
(1976) yurdumuzda siv1 girden mayalarin genellikle
sahip olmalar: gereken nitelikleri tagimadiklarini ve
mikrobiyolojik kalitelerinin diigiik olduklarini be-
lirtmigtir. Prins (1970) uygun sartlar saglanarak
Mucor miehei’den geligtirilen enzime “rennilase”
adini vermis ve Mucor pisullus’tan iiretilen mikro-
biyal enzime kiyasla CaCly varligina daha az duyarh
oldugu saptanmgtir. Sternberg (1971) Mucor miehei
kokenli renninin kristal halde iiretimi ve bunun
bazi ozellikleri tizerinde ¢aligmigtir. Wieland (1972)
Mucor miehei, Mucor pisullus ve Mucor rhizopus
gibi kiif tiirlerinden proteaz tiretilebilecegini ve bun-
larin proteolitik aktivitelerinin diigiik oldugu halde
siit pihtilagtirma aktivitelerinin yiiksek oldugunu,
bunun da, bu suslarn siitteki x-kazeine spesifik
enzimi yiiksek miktarda iiretme oOzelliginden ileri
geldigini belirtmigtir.  Thakur ve arkadasglarimin
(1990) kat1 hal fermentasyon kogullarinda termofi-
lik Mucor miehei sugu ile yaptiklar1 aragtirmada
erlen deneylerine yakin siit-pihtilagtirma enzim ak-
tivitelerine ulagilmigtir. Bagka bir ¢aligmada (Es-
cobar ve Barnett (1993)) substrat tiiketimi, sub-
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strat titkketim hizi ve hiicre ve enzim konsantras-
yonu gibi kinetik parametreler farkli karigtirma
hizlarida incelenmigtir. Uretim ve iireme arasindaki
iligki incelenerek {iiriin tiretiminin iiremenin hangi
agamasindan itibaren bagladigi da aym caligma
kapsaminda aragtirilmigtir.  Son yillarda yapilan
caligmalar ise peynir olugsum mekanizmasi, yeni
kiiltiirler ve bu kiiltiirlerin verimlerinin artirilmasina,
iligkin genetik galigmalari igermektedir (McMahon
(1984b), Bailey (1988), Carlson (1987), Bio Endus-
trial Group (1989)).

Bu calismada bir asit proteaz olan rennin
enziminin Mucor miehei’den mikrobiyal {iretimi
siirekli sistemde c¢aligan karigtirmali fermentorde
gerceklestirilmis ve kiiresel formda biytitiilen
bu kiiltiirden rennin enziminin iiretimi optimize
edilmigtir. Bu amaca uygun olarak sistem parame-
trelerin  (ortamin glikoz ve oksijen derigimleri,
pH, karigtirma hiz1) enzim aktivitesine olan etkisi
ongoriilen seyrelme hiz araliginda incelenmis, maksi-
mum siit pihtilagtirma aktivitesini ve liretim siiresini
veren caligma kosullari belirlenmigtir. Stirekli sis-
tem fermentor deney sonuclar: bilgisayar ortaminda
irdelenerek enzim tretimine etki eden kosullar be-
lirlenmis ve sistem a matematiksel olarak model-
lenmigtir.

Materyal ve Metot

Materyal

Aragitrmada  Mucor mieheinin yiiksek siit
pihtilagtirma aktivitesi gosteren ticari bir sugu
(NRRL 3420) USDA, Agricultural Research Ser-
vice’den freeze-dried formda temin edilmigtir.
Mikroorganizmanin Tablo 1’de bilegimi verilen steril
besiyeri igeren erlenlere ekimi yapilmadan oOnce,
temin edildigi kiiltiir merkezinin (Northern Region
Research Laboratories, U.S.Division of Agriculture)
onerdigi patates dekstroz agarli kat1 besi ortaminda
biiyiiyerek sporlanmasi saglanmigtir (agar/saf su
orani:39 g agar/1 L saf su).

Metot

Literatiirde verilen standart yontemler kul-
lanilarak fermentasyon ortaminda siit pihtilagtirma
aktivitesi (S.P.A.) (Payens, 1984, McMahon,
1984b), proteolitik aktivite (P.A.) (Mickelsen,
1969, Takamine, 1984) ve toplam protein (Lowry,
1951, Bensadoun, 1976) tayinleri gerceklegtirilmistir.
Reaktorden alinan orneklerdeki glikoz derigimi
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Reflolux® marka glikometre ile, amonyum iyonu
derigimi Crison® marka iyon analizorii ve Cole
Parmer® marka amonyum elektrodu ile, ¢ozlinmiig
oksijen derigimi ise reaktore daldirilmig konumda bu-
lunan Gaﬂenkamp® marka ¢oziinmiis oksijen elek-
trodu ile saptanmigtir.

Tablo 1. Erlen Deneylerinde Kullanilan Besi Ortama.

Bilegen Derisim (g/L)
D-glikoz 20.00
(NH4)250, 4.500
MgSO4.7HQO 0.100
KoHPOy 3.000
NayHPO,4 2H20 5.600
FGSO4,7HQO 0.001
KCI 0.050
Maya oziiti 2.000
Mikrobesi ¢ozeltisi 2.0 ml

Mikro besi bilegimi | Derigim (g/L)
Fe(NHy)2(SO4)2 1.000
ZnSOy 1.000
MnSOy4 0.500
CuSOy4 0.080
COSO4 0.100

Tk agamada kiltiiriin calkalamali erlenlerde
degisen baslangic D-glikoz ve amonyum  siilfat
derigimleri, ortam pH ve sicaklik degerlerinde
biiytimesi saglanarak S.P.A. ve P.A. tayinleri
yapilmigtir.  Bu deneylerden amag siirekli fer-
mentérde uygulanacak optimal pH wve sicaklik
degerlerini saptamak ve stirekli fermentor icin karbon
ve azot kaynaklarinin derigim araliklarini bulmaktir.
Bu deneyler siinger tipali 250 ml’lik erlenlerde 75
vuru/dakika hizla galigan galkalayicili su banyosunda
yuritilmustiir. Ortam olarak Tablo 1’de bilegimi
verilmig sivi besiyeri kullanilmig ve baslangic D-
glikoz, amonyum sulfat derigimleri sirayla 5-40 g/L
ve 2-14 g/L, baglangic pH1 4-8 ve ortam sicakligi
20-45°C araliginda degistirilmistir.

Ikinci agamada, belirlenen parametre
araliklarinda galigmak iizere siirekli sistem deneyleri
yirtitiilmiigtiir. Bu deneylerde; 5 L ¢aligma hacimli
New Brunswick marka pH, sicaklik, c¢Ozlinmiig
oksijen kontrollii fermentor kullanilmigtir.  Her
bir deneyin baglamasi igin petriler icerisinde
bulunan kiiltiir sporlarindan erlenlere 10 ml
(~4x10° spor/ml) asilma yapilarak, 75 vuru/dakika
calkalama hizinda galigan galkalayicilisu banyosunda
37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmigtir.

Ardindan bu kiltiir, steril olarak hazirlanmig fer-
mentére % 10 (v/v) oraminda asgilanarak siirekli
beslemeli fermentér deneyi baglatilmistir. Ongériilen
seyrelme ve karigtirma hizlarinda pH, ¢6ziinmiig ok-
sijen, biyokiitle, glikoz, amonyum stilfat derigimleri
stirekli olarak oOlgilmugtiir. pH kontroli gerek-
tiren deneylerde steril 0.1 N sodyum hidroksit
ve 0.1 N siilfiirik asit ¢ozeltileri kullanilmistir.
Tim deneyler steril kogullarda gergeklestirilmis,
hazirlanan sivi besiyeri ve ekipmanlar 121°C’de
net 15 dakika siire otoklavlandiktan sonra kul-
lamilmigtir.  Strekli beslemeli fermentoérde rennin
enziminin tliretimi reaktordeki glikoz, amonyum iy-
onu ve c¢oziinmiig oksijen derigimleri, karigtirma
hizi1 ve ortam pH’inin fornksiyonu oldugundan, bu
parametrelerin degigimi ile elde edilen farkli S.P.A.
degerlerinin dogrusal bir matematiksel modelle tem-
sil edilmesi diigiintilmiigtiir. Bu amacla yapilacak
deneylerde caligma araligi Tablo 2’de verildigi gibi
diizenlenmistir. En yiiksek degerlerde ve uzun
siire devamli iiretilen siit pihtilagtirma aktivitesinin
(S.P.A.) elde edildigi kogullarin daha iyi saptanmasi
amaciyla optimum karigtirma ve seyrelme hizlarinda
yalniz besleme D-glikoz derigiminin degistirildigi
bir seri deney gergeklestirilmistir. Bu deneylerde
fermentore yollanan taze besi ortam bilegiminde
amonyum derigimi 1.25 g/L olarak sabit tutulmus,
D-glikoz ise 0.5, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 15.0, 20.0,
25.0, 30.0 g/L olarak degistirilmis ve diger or-
tam bilesenleri Tablo 1’deki derisim degerlerinde
sabitlenmigtir.

Stiirekli beslemeli fermentor deneylerinde elde
edilen maksimum siit pihtilagtirma aktivitesinin
(ML.A., IU/mL) ve deney siiresince iiretilen toplam
siit pihtilagtirma aktivitesinin (T.A., IU) siirekli
sistem fermentor c¢aligma parametrelerine olan
bagimhliklar1 standart ¢oklu dogrusal ifadelerle
(Ertek, 1982) modellenerek aragtirilmigtir. Siirekli
fermentorde tretilen toplam aktivite zamana
karsi degisen S.P. A’larin integrasyonu ile elde
edilmis ve T.A. (IU)=D.V. [ (S.P.A.)dt seklinde

tanimlanmigtir.

Model iki farkli objektif fonksiyonla (M.A. ve
T.A.), iki farkli durumda irdelenmistir;

1. durumda gergeklesen maksimum siit
pihtilagtirma aktivitesi (M.A.) veya toplam siit
pihtilagtirma aktivitesi (T.A.), mikroorganizmanin
etkilemedigi sistem parametreleri cinsinden ifade
edilmigtir. Bu parametreler; karigtirma hizi (K.H.),
reaktor baglangi¢ glikoz derisimi (Sg;), taze besleme
D-glikoz derigimi (Sqr) ve seyrelme iz (D)’dir.
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pH'in kontrol edildigi deneylerde mikroorganizma
topaklar1 parcalanip aktivite gozlenmediginden
dolay1, pH model i¢cinde parametre olarak yer al-
mamigtir.

2. durumda gergeklesen maksimum siit
pihtilagtirma  aktivites (M.A.) veya toplam siit
pihtilagtirma aktivitesinin (T.A.), maksimum M. A.
aninda ortamda Olgililen ve miroorganizmanini etk-
iledigi sistem parametreleri cinsinden ifadesi mod-
elde yeralmigtir. Bu parametreler; ortam pH’1, glikoz
derigimi (Sgm ), ¢Oztinmiis oksijen derisimi (Sy,) ve
seyrelme hizi (D)’dir. Burada seyrelme hizi, operator
tarafindan kontrol edilmesine kargin dogrudan pH,
Sgm ve Som lizerine etkili olmasindan 6tiiri mod-
ele dahil edilmigtir. Siirekli beslemeli fermentorde
yiiriitiilen deneylerden model calismasi igin 1. du-
rumda 15 set veri ve 2. durumda ise 13 set veri elde
edilmigtir. Model olusumunda kullanilan matem-
atiksel ifadeler; coklu-dogrusal modelde sabit kat-
sayil1 degiskenlerin yalin, ikili ve iiglii kombinasy-
onlar1 geklinde standart yontemlerle olusturulmusg
(Ertek, 1982), ve anlatilan iki farkli durum igin bil-
gisayar ortaminda irdelenmistir. Bunun icin ¢oklu
dogrusal ve dogrusal olmayan regresyon yapabilen
Systat® paket programi (Version 3, Systat Inc.,
USA) kullanilarak her kombinasyon ayri ayri de-
nenmis; deneysel verilere en iyi uyumu saglayan ve is-
tatistiksel analizlerle kanitlanan modeller secilmistir.
Dogru bir model kurulmasi amaciyla modeller
olugturulurken; parametre sayisi, veri sayisi ve mod-
elin igerdigi terim sayisi gozoniine alinmistir.

Sonuclar ve Tartigma

Erlenlerde yiiriitillen 6n deneylerde kiiresel for-
mda topaklagarak biiyliyen kiilturin 37°C’de, 3,0
g/L D-glikoz ve 1.25 g/L amonyum baglangic
derigimleri ve 6.8 basglangi¢ pH ‘inda en yiiksek (~
6 IU/mL, 2400 Soxhlet Unit/ml) siit pihtilagtirma
aktivitesini (S.P.A.) ve 2000 PU/mL proteolitik ak-
tivitesini (P.A.) gosterdigi saptanmigtir. Optimum
sicaklik olarak bulunan 37°C biitiin siirekli sistem
deneylerinde uygulanmigtir.

Proteolitik ve siit pihtilagtirma aktivitesinin
gozlenebildigi, literatiirden saptanan pH 5-8
araliginda fermentoriin 37°C’de pH kontrollu olarak
caligtirilmast gerek S.P.A.’y1 ve gerekse kiiltiiriin
kiiresel formda biiyiimesini olumsuz yonde et-
kilediginden c¢ogu deneyde ortam pH’1 kontrol
edilmemigtir.

Stirekli beslemeli fermentorde karigtirma hizinin
topak olugsumunu ve g¢apini, c¢oziinmiig oksi-
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jen derigimini ve kiitle aktarim hizlarim kontrol
edecegi diiguntlerek literatir deneyimi ile belir-
lenen 200-800 rpm araliginda degigtirilen karigtirma
hizinda 37°C’de pH kontrolii yapilmaksizin deneyler
gergeklegtirilmigtir. 600 rpm ve daha yiiksek
karigtirma hizlarinda olusan topraklar dagilmig ve
kiiltiir siirekli ortamda biiytitiillmemigtir. 200 rpm’de
diigiik kalan karigtirma hizi, fermentorde yeterli kiitle
transfer hizini gerceklestirememis ve ¢oziinmiig ok-
sijen derigimi ortamda ¢ok azalarak S.P.A’y1 olum-
suz etkilemistir (maksimum S.P.A.=0.0133 IU/mL).
1 TU/mL gibi yiiksek bir S.P.A. veren 400 rpm
diger deneyler icin degigsmez karigtirma hizi olarak
secilmigtir.

Stirekli sistem fermentorde ortam substrat
derigimlerini ve kontrol edilmedigi durumda pH’1
etkileyen seyrelme hizimin (D) maksimum siit
pihtilagtirma aktivitesine (MA) ve toplam aktivite
(T.A.) tiretimine etkisinin belirlenmesi i¢in D, 0.06-
0.25 giin~! arahginda degistirilmistir. Cok uzun
alikonma siiresinin (diigiik seyrelme hizinin) or-
tam substrat derigimlerini enzim iiretemeyecek kadar
diigtirdiigii, kisa alikonma siiresinin de ortam en-
zim derisimini seyrelttigi sonucuna varilmig ve en
ideal seyrelme hiz1 0.125 giin~! olarak saptanmistir.
Ayrintili olarak incelenen son parametre bu seyrelme
hizinda gerceklestirilmistir.

pH kontrolii yapilmaksizin, 400 rpm karigtirma
ve 0.1257! seyrelme hizlarinda reaktore gonderilen
siv1 besiyerindeki D-glikoz derigiminin etkisi 37°C’de
bir seri deneyle incelenmis ve gozlenen enzim ak-
tivitesi zamana kargt Sekil la ve Sekil 1b’de grafige
gecirilmistir.

Grafiklerdeki genel egilim beslemedeki D-glikoz
derisimi diistiikge enzim aktivitesinin azalmasi,
fakat tiretimin devam ettigi zaman araliginin
geniglemesidir. Ancak ilk egilim 15 g/L’den sonra
degismig diigen D-glikoz derigimi ile 7.5 g/L’ye
kadar enzim aktivitesi artmig ve {iretim zaman
araligl da geniglemigtir. Bu derisimden sonra aza-
lan besleme D-glikoz derigim miktarlar: enzim ak-
tivitesini diigiirlirken, liretim bandi geniglemeye de-
vam etmigtir. Azalan besleme D-glikoz derisimiyle
hi¢ degismeyen egilim ise maksimum aktivitenin
gergeklegtigi siirenin  (fmax) uzamasidir. Gerek
ulasilan enzim aktivitesi ve gerekse ortalama iiretim
hiz1 acisindan en iyi besleme D-glikoz derigimi 7.5
g/L’dir.
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Derigimlerinde Goézlenen Siit Pihtilagtirma
Aktivitesinin Zamanla Degigimi (Sqy = 10— 30
g/L, D=0.125 giin "', KH=400 rpm).

Sekil 2 ise maksimum siit pihtilagtirma ak-
tivitesinin (S.P.A.) elde edildigi durumdaki sistem
parametre degerlerini (pH, Sgm, Som, Xm, S.P.A.
ve tmax) gostermektedir. 7.5 g/L D-glikoz besleme
derigiminde 1.235 TU/mL degeriyle, S.P.A. maksi-
mum olarak gergeklegmistir. Bu maksimum ak-
tiviteyi veren noktada Sg;,=3.04 g/L, S,=3.64

mg/L, pH=4.48 ve X,,=4.37 g/L’dir ve deneyde en-
zim {iretimi 48-515. saatler arasinda devam etmistir.

7.5 g/L D-glikoz besleme derigiminde iiretilen
deristirilmemis renninin, derigtirilmig bir piyasa
iriinii olan ve hayvansal kokenli rennet iceren
Pmar® ticari mayasliyla karsilastirilmas: Tablo 3’de
verilmektedir. Tablodaki sonuclara gore iiretilen en-
zimin mayalama kuvveti ticari enzime gore 23 kat
azdir, ancak uygun R katsayisi enzimin iyi bir maya
olabilecegini gostermektedir. Ozgiil S.P.A. degerinin
(5.28 TU/mg protein) ticari egdegerinden kiigiik ol-
masi, fermentasyon ortaminda bagka proteinlerin de
oldugunu, ancak derigtirme igleminden sonra ticari
enzimle ayni spesifik aktiviteyi saglayabilecegi izlen-
imini vermektedir.
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— @ — (oziinmiis oksijen derisimi (mg/L)
— A — Biyokiitle derisimi (g/L)

8 —V— pH
74 — &— Aktivite (IU/mL)
— +— tmax/100
= 67
3 v\ —
£ 5 v— A—
s 54 v
o
E e \t<A~X><V
§_ A, /. \v\v
5 3 —a\
Z u +
c% 24 .i.\jL
.\.\
1 ’é: '/‘\‘\0%’>;<’
0,
0 5 10 5 20 25 30

Besleme D-glikoz derisimi (g/L)

Sekil 2. Maksimum Siit Pihtilagtirma  Aktivitesinin
elde Edildigi Durumdaki Sistem Parametre
Degerlerinin  Besleme D-glikoz Derigimi ile
Degigimi

Matematiksel modelleme boltimiinde daha ¢nce
ayrintisi verilen her iki durum igin en uyumlu mak-
simum (M.A.) ve toplam (T.A.) enzim aktivitesini
veren modellerin agagidaki ifadeler geklinde oldugu
saptanmigtir.

Tablo 2. Siirekli Sistem Fermentordeki Caligma Araliklar

Degisken

Calisma aralig:

Baglangic ve besleme glikoz derigimi

0.5-30 g/L

pH

5-8

Reaktor karigtirma hiz

200-800 rpm

Seyrelme hizi

0.06-0.25 giin?
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Tablo 3. S,;=7.5 g/L Olarak Yiiriitillen Siirekli Sistem Deneyinde Uretilen Deristirilmemis Enzimle Ticari Enzimin

Kargilagtirilmas:
Nitelik NRRL 3420' | Ticari enzim?
SP.A (IU/mL) 1.24 28.00
Toplam protein (mg/mL) 0.235 4.11
S.P.A /Toplam protein (IU/mg) | 5.28 7.05
P.A/Toplam protein (PU/mg) | 3400 2985
R=S.P.A/P.A.(IU/PU) 1.55x1073 2.36x1073

(1) Derigtirilmeden, fermentasyon ortamindan alindig1 gibi, (2) Derigtirilmis
1.Durum: M.A. ve T.A. objektif fonksiyon ve bagimsiz degiskenler; K.H., Sg;, Sqr ve D.

MA = WyxSys + WoxSyi + WaxD + WaxKH + Wsz(S,1)? + Wex(S,:)? (1)
+ Wrx(D)? + Wy (K H)?

W, = —17.016, Ws = 17.078, W3 = 3.194, W, = 0.002, W5 = 0.492, W = —0.494,
Wy = —15.238, Wy = —0.000
R =0.920

TA= X125y + X228y + XzzD + Xgx KH + X52(Sgr)? + X6x(S4:)? (2)
+ X7x(D)? + Xgo(KH)?

X, = 86.443, Xo = 216.810, X3 = 28500.705, X4 = 15.866, X5 = —4850, X¢ = —12.927,
X7 = —95095.709, X5 = —0.020.
R = 0.899

2. Durum: M.A. ve T.A. objektif fonksiyon ve bagimsiz degiskenler; Sg.,, Som, pH ve D.

MA =Y12S,,, + YoxSyo + YsxpH + Yax D + Ys2SgmaD + YsxSgox D (3)
+ YsapHx D

Y1 = —1.874,Y; = —5.603, Y3 = 3.508, Y, = 33.362, Y5 = 16.502, Y5 = 46.785, Y7 = —35.228.
R = 0.998, Standard Hata= 0.075

TA = Z12Sgm + Z2xSg0 + ZsxpH + ZyxD + ZsxSymxSgo + ZexSgmrpH (4)
+ ZrxSgmxD + ZgxSgoxpH + ZgxSgox D + Z1pxpHx D

7y = —8231.348, Zy = 878.448, Z3 = 7052.969, Z, = —8391.377, Z5 = 520.947, Zg = 447.563,
Zy = 43350.710, Zg = —1715.747, Zg = 62023.919, Z19 = —51348.727.
R = 0994, Standard Hata= 1134.770
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1-4. egitliklerde yer alan matematiksel ifadeler
modele katilan tiim parametrelerin yalin, ikili ve
iiglii kombinasyonlarindan olusturulan set i¢inde en
iyi uyumu veren matematiksel ifadelerdir. 1. du-
rumda en fazla 15, 2. durumda ise en fazla 13 para-
metrenin modele dahil edildigi islemlerde, uyum icin

en yiiksek regrasyon katsayisima (R~1), en uygun
T testine (T>3), istatistiki tablolardaki F oranina
ve P degerine (P<0.05) sahip olan ifade en uygun
model olarak se¢ilmistir. Elde edilen model sonuglari
ile deneysel veriler Tablo 4’de karsilagtirmali olarak
sunulmustur.

Tablo 4. Deneysel ve modelden hesaplanan maksimum siit pihtilagtirma aktivitesi (M.A.) ve toplam aktivite (T.A.)

degerlerinin karsilagtirilmas:

1.DURUM 2.DURUM
M.A.(IU/mL) T.A.(IU) M.A.(IU/mL) T.A.(IU)
Deneysel | Hesaplanan | Deneysel | Hesaplanan | Deneysel | Hesaplanan | Deneysel | Hesaplanan
(Esitlik 1) (Esitlik 2) (Esitlik 3) (Esitlik 4)
0.013 0.467 74.624 -147.662 0.010 0.038 7.255 34.786
1.000 0.867 483.581 625.538 1.000 1.022 783.581 874.454
0.000 1.267 0 -201.262 0.025 0.013 24.313 -20.756
0.010 0.846 7.255 -41.353 0.008 0.003 6.866 6.874
0.025 0.769 24.313 549.494 0.124 0.118 1065.618 1255.224
0.008 0.552 6.866 -269.485 0.621 0.605 7329.443 6871.946
0.124 0.992 1065.618 5373.438 1.078 1.078 8516.295 9046.002
0.621 1.105 7329.443 5874.424 1.235 1.239 10229.55 10057.33
1.235 1.317 10229.55 6501.370 1.112 1.061 7411.108 6275.386
1.112 1.386 7411.108 6466.183 0.920 0.954 3952.659 5309.155
0.920 1.441 3952.659 5744.225 0.670 0.740 1194.040 788.126
0.670 1.399 1194.04 4132.302 0.870 0.783 743.710 697.967
0.870 1.259 743.7097 1652.739 1.030 1.022 823.995 874.454
1.03 1.044 823.995 -1376.090
1.08 1.223 8516.295 6299.949

1. durumda M.A. ve T.A. igin elde edilen en
uygun esgitlikler sonuglar1 temsil etmekten uzaktir.
Regrasyon katsayilar1 ~0.9 civarinda olan bu iki
modelin mikroorganizmanin etkilemedigi siirekli sis-
tem igletim parametrelerinin (karigtirma hizi, fer-
mentor baglangic glikoz derigimi, taze besleme glikoz
derigimi ve seyrelme hiz1) ulagilan maksimum siit
pihtilagtirma aktivitesini (M.A.) veya toplam siit
pihtilagtirma aktivitesini (T.A.) belirleyemeyecegi
anlagilmigtir.

2. durumda M.A. ve T.A. i¢in elde edilen
modellerdeki bagimsiz degiskenler, kiiresel for-
mda biiyiiyen kiiltiir topraklarinin cevresindeki
kogullardan (ortam pH’1, glikoz ve ¢Oziinmiilg oksi-
jen derigimleri ve seyrelme hiz1) olugmaktadir. Mak-
simum aktiviteyi veren model (Esitlik 3) deney-
sel sonuclara miikemmele yakin bir gekilde uy-
maktadir (P; her terim igin <0.05 |T|; her terim
igin > 6 ve F=211.306). Bu modeldeki terimler
ayr1 ayr1 incelendiginde ozellikle glikoz derigiminin

modelde ¢ok etkin oldugu goriilmektedir. Diger
degiskenlerden ¢6ziinmiis oksijen derigimi, pH ve bu
parametreleri degistirebilen seyrelme hizi es agirlikh
bir etkiye sahiptir. ikili kombinasyon terimleri
sadece seyrelme hizi ile anlamli sonu¢ vermis, en
kuvvetli etkiye sahip terim yine (SymaD) terimi
olmustur. Bu model kullanilarak daha yiiksek siit
pihtilagtirma aktivitesini veren ortam degiskenleri
daha duyar olarak bulunabilir veya ulasilan ¢aligma
kosullarinin saglayabilecegi enzim aktivitesi deney
oncesi Ongoriilebilir.  Ancak bu c¢ikarimlarin is-
tatistiki olarak secilecek noktalarda deneysel olarak
sinanmasi ve daha sonra genellestirilmesi gerekir.

2. durumda toplam tiretilen aktivite (T.A.) igin,
bulunan en iyi M.A. modelinde gozlenen uyuma
ulagilmamaigtir. Bunun nedeni; maksimum en-
zim aktivitesini duyar olarak saptayabilen sistem
parametrelerinin, tiim fermentasyon siiresi boyunca
maksimum aktivitenin gerceklestigi degerleden ¢ok
farkli olabilmesidir. Ancak maksimum aktivitenin
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gerceklestigi kosullar net olarak belirlendiginde bu
kogullar T.A. igin hazirlanan modelde (4) yerine
konularak, tiretilecek toplam aktivite pratik olarak
ongoriilebilir. Zaten deneysel sonuclar da maksimum
enzim aktivitesinin gergeklestigi kosullarda maksi-
mum toplam aktivite elde edildigini gostermektedir
(Sekil 1a, b ve 2).

Bu calisgma TOG-TAG 1279 nolu proje ile

TUBITAK tarafindan desteklenmistir. Yazarlardan
Haluk Beyenal ve Sule Seker TUBITAK’in doktora
burs programi tarafindan desteklenmektedir.

Semboller
D Seyrelem hizi, giin—!
K.H. Karigtirma hizi, rpm
M.A. Maksimum siit pihtilagtirma
aktivitesi (IU/mL)
P.A. Protoeolitik aktivite (PU/mL)
R S.P.A./P.A.(IU/PU)
S Substrat derigimi, g/L

90

Syr Reaktor besleme akimindaki
D-glikoz derigimi, g/L
Sgi Reaktor baglangic
D-glikoz derigimi, g/L
Sgm Maksimum enzim aktivitesine
ulasildigy
andaki D-glikoz derigimi, g/L
Som Maksimum enzim aktivitesine

ulasildigr andaki ¢oziinmiig

oksijen derigimi, mg/L

Siit pihtilagtirma aktivitesi

(IU/mL)

T.A. Fermentasyon siiresince elde edilen
toplam siit pihtilagtirma aktivitesi
(IU)

tmax Maksimum enzim aktivitesine
ulagilma zamani, saat

X Maksimum enzim aktivitesine
ulagildig1 andaki biyokiitle derigimi,

g/L

S.P.A.
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