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OZET

Lipazlar (triacylglycerol hydrolases) yag-su arayiizeyinde uzun zincirli agilgliserollerin ester baglariin
hidrolizini katalizleyen hidrolitik enzimlerdir. Rhizopus delemar’ 1n lipaz tretimi i¢in karistirma hizi,
havalandirma hiz1 ve oksijen tasiyici olarak kullanilan perflorokarbon (PFR) miktarmin etkisi karbon kaynagi
olarak glukoz veya melas sakkarozu kullanilan ortamlarda kesikli bir biyoreaktérde incelenmistir. Maksimum
lipaz aktiviteleri, ana karbon kaynagi olarak glukoz veya melas sakkarozu igeren ortamlarda sirasiyla 43,0 U/L
ve 103,12 U/L olarak 150 ve 200 devir/min karigtirma hizlarinda biiylimenin durgun fazinda (fermentasyonun
120. saati) elde edilmistir. Havalandirma hizinin lipaz aktivitesi lizerine etkisi 1-4 vvm araliginda incelenmis, en
yiiksek lipaz aktiviteleri karbon kaynagi olarak glukoz veya melas sakkarozu ve %10 PFR igeren ortamlarda 2
vvm havalandirma hizinda sirastyla 102,67 U/L, 171,20 U/L olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Lipaz, R. delemar, karistirma hizi, havalandirma hizi

EFFECTS OF STIRRING AND AERATION RATES ON LIPASE PRODUCTION
AND GROWTH OF R. DELEMAR IN THE MEDIA CONTAINING GLUCOSE OR
MOLASSES SUCROSE AND PFC

ABSTRACT

Lipases (triacylglycerol hydrolases) are hydrolytic enzymes that can catalyze the hydrolysis of the ester bond of
long-chain acylglycerols at the oil-water interface. The effects of stirring rate, aeration rate, and the amount of
perfluorocarbon (PFC), as an oxygen carrier, in the nutrient media containing glucose or molasses sucrose as
main carbon sources were investigated in a batch bioreactor. The maximum lipase activities in the media
containing glucose or molasses sucrose as main C source were found to be 43.0 U/L and 102.83 U/L,
respectively, at the stationary phase of growth (120th hour of fermentation), at 150 and 200 revolution per
minute stirring rates, respectively. The effect of aeration rate on lipase activity was investigated in range of 1-4
vvm. The maximum lipase activities in the media containing glucose or molasses sucrose and 10% PFC were
determined as 102.67 U/L, 171.20 U/L, respectively, at 2 vvm aeration rate.

Keywords: Lipase, R. delemar, agitation rate, aeration rate

1. GIRIS (INTRODUCTION) hidrolizini katalizleyerek diagilgliserinler,

monoagilgliserinler, gliserin ve serbest yag asitlerini
Lipazlar, enzimler icerisinde yag asitlerini sentezleyen  olustururlar [1]. Lipaz enzimi ile Kkatalizlenen
veya yaglart hidrolizleyen lipolitik enzimler  reaksiyonlar baglica {i¢ amagla kullanilir. Bunlar yag
oldugundan onemli bir grup olustururlar. Lipazlar  asidi iiretimi igin trigliserid hidrolizi, lipid sentezi ve
sulu ortamda kat1 ve siv1 yaglarin ve diger lipidlerin  esterlerin  interesterifikasyonuna  dayanan  yag
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modifikasyonudur [2]. Glinlimiizde mikrobiyal
kaynakli lipazlar, gida endiistrisinde siit {riinlerinde,
iceceklerde, et ve balik tiretiminde aroma arttiriminda,
hayvansal yaglarin transesterifkasyonunda ve bitkisel
yaglarin hidrolizinde, eczacilikta transesterifikasyon
ve hidroliz reaksiyonlarinda, kozmatik sanayiinde
kullanilan iiriinlerin igerigindeki kimyasal maddelerin
sentezlenmesinde,  deri, kagit ve  deterjan
endiistrilerinde ~ yaglarin  hidrolizi amac1 ile
kullanilmaktadir [3-6].

Lipazlar kullanilacaklar1 yerlere goére de farklilik
gostermektedirler.  Ornegin  deterjan {iretiminde
kullanilacak lipazlarin yiiksek sicaklik ve pH
degerlerinde aktivite gostermesi gerekmektedir. Bu
durumda istenen kosullar1 saglayan yeni lipazlarn
liretecek yeni mikroorganizmalarin  belirlenmesi
gerekmektedir [7-9]. Mantarlardan elde edilen lipazlar
farkli substrat spesifikliklerinden dolay1 gida ve diger
endiistrilerde bir ¢ok kullanim alani bulurlar. Misel
yapili mantar R. delemar, ikincil degil birincil
esterlerin hidrolizi i¢in ¢ok yiiksek se¢imlilik gosteren
en az ¢ dis hiicresel lipaz iretir [9, 10]. Lipaz
iiretiminde karistirma ve havalandirmanin varliginin
Ozellikle maya ve/veya kame¢ili mantar tiri
mikroorganizmalarin  lipaz  iretimini  arttirdigi
literatiirde kaydedilmistir [11-13]. Oksijen transfer
hizint arttirarak, mikroorganizma tiremesini, Uriin-
enzim dretkenligini ve lipaz enzimi {retimini
arttirmanin bir yoluda, perfluorokarbonlar (PFR) gibi
oksijen tasiyicilarinin  fermentasyon ortamlarina
eklenmesidir [14, 15]. Perfluorokarbonlar,
hidrokarbonlarin hidrojen molekiilleri yerine flor
konularak sentezlenen petrol-bazli bilesiklerdir. Bu
bilesikler ¢ok kuvvetli karbonfluorin baglarinin
varlig1 sayesinde hem kararli hem de kimyasal olarak
eylemsizlerdir. PFR’ lerin ayn1 zamanda biyolojik
olarak da inert ve biyolojik sistemler igin zehirleyici
olmadiklart  bilinmektedir. PFR’ de oksijenin
¢ozlnirliigi saf sudakinden 10-20 kez daha biiyiiktiir.

Bu c¢alismada ana karbon kaynag olarak glukoz veya
melas sakkarozu igeren ortamlarda, R. delemar’ in
lipaz aktivitesi ve biyokiitle konsantrasyonu iizerine
karigtirma hizinin etkisi, PFR iceren ve igermeyen
ortamlarda havalandirma hiziin etkisi kargilastirmali
olarak arastirilmigtir. Ayrica havalandirma hizlari 1-4
vvm araliginda degistirilerek ¢6ziinmiis O, profilleri
elde edilmis ve ¢Oziinmiis O, konsantrasyonunun
lipaz aktivitesi iizerine etkisi incelenmistir.

2. MATERYAL ve METOT (MATERIAL and
METHOD)

2.1. Mikroorganizma Uretimi ve Lipaz Uretimin
Gerceklestirildigi Deney Diizenegi (Experimental
Setup for Microorganism Growth and Lipase Production)

R.  delemar (NRRL 2872) Amerikan Tarim

Bakanligi’ndan temin edilmis olup, 100 mL ¢aligma
hacmine sahip, 250 mL’ lik erlenlerde, 30 °C sabit
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sicaklik ve 150 devir/min karnistirma hizinda
calistirllan ¢alkalamali su banyosunda iiretilmistir. R.
delemar ¢ogalmasi ve lipaz enzimi {iretmesi i¢in iki
farkli karbon kaynagi glukoz veya melas sakkarozu 1
g/L  konsantrasyonunda kullanilmigtir. Kompleks
besin ortaminin diger bilesenleri (g/L) olarak;
K,HPO4 0,5, KH,PO4 0,5, MgS0O4.7H,0O 0,2, maya
oziitii 2° dir. Glukoz veya melas sakkarozu igeren
ortamlara indiikleyici olarak ay¢igegi yagi sirasiyla %
1,0 ve % 0,5 (v/v) eklenmistir. Optimum agilama
orani (ast hacmi/biyoreaktoriin iiretim hacmi) 5/1000
olarak belirlenmistir [16].

En uygun karistirma hizi ve hava giris hizinin
belirlendigi ¢alismalarda 100 mL caligma hacmine
sahip, 150 mL’ lik pyreks camdan yapilmis, silindirik
bir biyoreaktor kullanilmistir (Sekil 1). Biyoreaktoriin
kapag1 tizerinde hava giris ve ¢ikig delikleri, 6rnek
alma deligi ve karistirict mil yatagi bulunmaktadir.
Biyoreaktor i¢inde vorteks olusumu onleyici tampon
levha ile manyetik karistiricinin bagl oldugu saft
vardir. Biyoreaktor sabit sicaklifa ayarlanabilen bir
manyetik  karigtirict  iizerinde  oturtulmustur.
Biyoreaktér ortamimin pH’ 1, kesikli karigtirmali
kaplarda gerceklestirilen ¢alismalarda bulunan en
uygun pH 8,0 ve sicaklik 30+0,5 °C’ vye
ayarlanmistir[ 17]. Hava giris hizinin ve ¢6ziinmiis O,
konsantrasyonunun lipaz aktivitesi iizerine etkisinin
incelendigi  ¢aligmalarda  karistrma hizi 100
devir/dak.’ da sabit tutulmustur.

Hava
Filtresi

Kompresor

L Reaktor
[ Tampon levha

Isiticili Manyetik
<4— Karistirict

Sekil 1. Karistirmali ve havalandirmali biyoreaktor
(Stirred and aerated bioreactor)

2.2. Analitik Olgiim Yontemleri (Analytical
Measurement Methods)

Fermentasyon ortamindaki ¢Ozlinmiis 0,
konsantrasyonu, masa  tipi  ¢ift  gostergeli,

pH/mV/iyon/iletkenlik/¢coziinmiis  O»/sicaklik  6lger
(PCD 5500) ile biitiinlesik kullanilabilen bir O,
elektrodu ile dl¢iilmiistiir.

Biyoreaktorden belirli zaman araliklarinda, belirli

hacimlerde alinan Ornekler filtrasyon isleminden
gegirildikten sonra, berrak sivida enzim aktivitesi
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Ol¢iilmiistiir. Enzim aktivite tayininde para-nitrophenil
palmitate (p-NPP) yontemi adi verilen
spektrofotometrik yontem kullanilmistir [16-18]. 1 U
lipaz aktivitesi 37 °C* de, 1 dakikada aciga ¢ikan 1
umol p-nitrophenol olarak ifade edilir.

Biyokiitle analizi igin reaksiyon ortamindan alinan
belirli hacimdeki 6rnek daha dnceden darasi alinmig
mavi bant stizge¢ kagidi araciligr ile siiziiliir, 8 saat
siire ile 80 °C’ ye ayarlanmuis etiivden alindiktan sonra
sabit tartima gelince siizge¢ kagidinin agirligt
bulunur. Biyokiitle analizi fermentasyon ortamlarinda
tirbidimetrik yontem kullanilarak gerceklestirilmistir
[19].

3. DENEYSEL SONUCLAR ve TARTISMA
(RESULTS and DISCUSSION)

Kesikli diizende yiiriitiilen fermentasyon
¢alismalarinin bir kismi, 100 ml ¢alisma hacmine
sahip erlenlerde, sabit karistirma hizi (150 devir/min)
ve sicaklikta (30 °C) orbital karigtirmali inkiibatérde
yiriitiilmiistir. Bu caligmalarda ana karbon kaynagi
olarak glukoz veya melas sakkarozu, iceren
ortamlarda elde edilen maksimum enzim aktivitesi
sirastyla 31,92 U/L, 93,07 U/L olarak belirlenmistir.
Biyoreaktorde karistirma ve havalandirma hizlarimin
etkisinin incelendigi deneylerdeki sonuglar kesikli
karistirmali inkiibat6érde elde edilen maksimum enzim
aktiviteleri referans alinarak degerlendirilmistir.

3.1. Karbon Kaynagi Olarak Glukoz veya Melas
Sakkarozu Indiikleyici Olarak Aycicegi Yagi
Iceren Ortamlarda Karnstirma Hizimn Etkisi

(Effect of Stirring Speed in Media Containing Glucose or
Molasses Sucrose as Carbon Source and Sunflower Oil as
lnducer)

R. delemar ile lipaz enziminin iiretimi {izerine
karigtirma hizinin  etkisi, karbon kaynagi olarak
glukoz veya melas sakkarozu iceren, bilesimi bolim
2.1 de verilen besin ortamlarinda ve ozellikleri
aciklanan  biyoreaktérde karsilagtirmali  olarak
incelenmistir. Sekil 2’ de ana karbon kaynagi olarak
glukoz igeren ortamda biyoreaktdrde farkli karigtirma
hizlarinda elde edilen enzim aktivitelerinin zamanla
degisimi verilmektedir. Lipaz enzimi aktivitesi R.
delemar tiremesinin durgun evresinde gozlenir. Lipaz
mikroorganizma tiremesinden bagimsiz bir ikincil
metabolittir. Lipaz enzimi aktivitesi, fermentasyon
ortaminin kosullarina bagli olarak, mikroorganizma
iiremesinin 4.-5. gliniinde en yiiksek degerine ulasir.
Bundan sonra mikroorganizma iiremesinin 6.
giiniinden itibaren 6liim evresine girilmesiyle birlikte
enzim aktivitesi dismeye baslar.

R. delemar bir fungal hiicre oldugundan, eger yeterli

karigtirma  saglanmazsa,  pelletler  olusturarak
topaklagsmaktadir. Bu da kiitle transfer kisitlamalari
nedeniyle, hem substratin ve indiikleyicilerin

mikroorganizma hiicreleri i¢ine difiizyonunu, hem de
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salgilanan enzimin fermentasyon stvisina
difizyonunu yavaslatmaktadir. Maksimum enzim
aktivitesi 150 devir/min karistirma hizinda 43,0 U/L
olarak elde edilmis, daha sonra karistirma hizinin 250
devir/min’ e kadar arttirilmas: ile kademeli olarak
azalmistir. Ana karbon kaynagi olarak melas
sakkarozu iceren ortamda ise en yiiksek enzim
aktivitesi 200 devir/min karigtirma hizinda elde
edilmistir, daha sonra karigtirma hizinin 250
devir/min’ e kadar arttirilmasi ile azalmistir (Cizelge
1). Yiiksek karistirma hizlarinda aktivite degerlerinin
goreceli olarak azalmasi, siddetli karistirma hizi
nedeniyle, arttan kesme kuvvetleri ile
mikroorganizma  hiicrelerinin  zarar  gormeye
baglamasi ile aciklanabilir.

Cizelgel. Melas sakkarozu igeren ortamlarda farkli
karigtirma hizlarinda maksimum lipaz aktiviteleri
(Maximum lipase activities obtained at different stirring rates in the
media containing molasses sucrose)

Karistirma Hizi Maksimum lipaz aktivitesi

(devir/min) (UL)
50 79,94
100 86,09
150 93,07
200 103,12
250 89,95
60
—— 50 devir/min
—— 100 devir/min
—&— 150 devir/min
40 —>— 200 devir/min
=) —%— 250 devir/min
2
8
220
v
<
0
0 5 10 15

Zaman (GTin)
Sekil 2. Glukoz igeren ortamlarda farkli karigtirma
hizlarinda enzim aktivitelerinin zamanla degisimi
(Change of enzyme activities obtained at different stirring rates
with time in the media containing glucose)

3.2 Karbon  Kaynagi  Olarak  Glukoz,
Indiikleyici Olarak Aycicegi Yagi Iceren Ortamda
Hava Giris Hizimin Etkisi (Effect of Aeration Rate in

Medium Containing Glucose as Carbon Source and Sunflower
Qil as Inducer)

R. delemar ile lipaz enziminin iiretimi {izerine hava
giris hizinin etkisi, oncelikle karbon kaynagi olarak
glukoz kullanilan besi ortaminda incelenmistir. Farkli
hava giris hizlarinda zamanla enzim aktivitelerindeki
degisim Sekil 3. a-)’ da verilmektedir. Karistirma hizi
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100 devir/min’ de sabit tutulmustur. Daha yiiksek
karigtirma hizlari, ozellikle yiiksek hava giris
hizlarinda, reaktor iginde vorteks olusumu ve
kopiiklenmeye yol agmaktadir. Maksimum enzim
aktiviteleri 1 ve 2 vvm hava giris hizlarinda
fermentasyonun 5. giiniinde elde edilirken, 3 vvm ve
4 vvm hava giris hizlarinda maksimum enzim
aktivitesi fermentasyonun 4. giiniinde elde edilmistir.
En yiiksek enzim aktivitesi 3 vvm hava giris hizinda,
61,07 U/L olarak elde edilmistir. Bu deger
havalandirmasiz ortamda elde edilen degerden, 1,42
kat daha biiyiiktiir. Ortamda havalandirmanin varligi
hem enzim aktivitesini arttirmis, hem de daha erken
ve uzun siireli enzim aktivitesi gdzlenmesini
saglamistir. Ornegin 2 vvm hizda havalandirilan
ortamda, fermentasyonun 3. ile 6. giinleri arasinda
44,27-51,73 U/L arasinda kararli bir enzim aktivitesi
gozlenmistir.

80
—&— 1 vvm
——2 vvm
60 —4&—3 vvm
3 ——4 vvm
)
=40 F
=
=
<20 }
0
0 5 10 15
Zaman (Glin)
a-)
120

—_
0 o
S O

Aktivite (U/L)
o
S

40
20
0
0 5 10 15
Zaman (Giin)
b-)

Sekil 3. Farkli hava girig hizlarinda elde edilen enzim
aktivitelerinin zamanla degisimi: a-) Glukoz igeren
ortamlarda; b-) Melas sakkarozu igeren ortamlarda

(Change of enzyme activities obtained at different aeration rates
with time in the media containing: a-) glucose; b-) molasses

sucrose)
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3.3. Karbon Kaynag1 Olarak Melas Sakkarozu,
Indiikleyici Olarak Aycicegi Yag iceren Ortamda
Hava Giris Hizimin Etkisi (Effect of Aeration Rate in
Medium Containing Molasses Sucrose as Carbon Source and
Sunflower Oil as Inducer)

Karbon kaynagi olarak melas sakkarozu igeren
ortamda, farkli hava giris hizlarinda zamanla enzim
aktivitelerindeki  degisim  Sekil 3. b-)’ de
verilmektedir. Maksimum enzim aktivitesi 2 vvm
hava giris hizinda, fermentasyonun 4. giiniinde 102,83
U/L olarak elde edilmis olmakla beraber, 1-4 vvm
hava giris hizlarinda yakin degerler almaktadir. 4 vvim
hava giris hizinda ise fermentasyonun 4. giiniinden
baslayarak, 6. giinde dahil olmak iizere 97,47 U/L ile
68,80 U/L arasinda yiiksek ve uzun siireli enzim
aktivitesi gozlenmistir. Frost ve Moss (1987)
tarafindan, karistirma veya hava piiskiirtme ile sivinin
havalandirilmasinda kaydedilen ilerlemelerin, tek
hiicreli organizmalar ve pek ¢cok durumda kameil kiif
mantarlarmin lipaz tretimi i¢in ¢ok gerekli oldugu
gosterilmistir [20]. Elibol ve Ozer® (2000) tarafindan
Rhizopus  arrhizus ile lipaz {retiminin hiicre
¢ogalmasindan ziyade oksijenin varligina bagh
oldugu gosterilmistir [15]. O, taginiminin arttirtlmast,
hem mikroorganizma ¢ogalmasi hem de enzim
iiretiminde artis ve/veya fermentasyon siiresinde
azalma saglar. Bu c¢alismada R. delemar ile lipaz
iiretimine hava giris hizinin etkisi icin elde edilen
bulgular literatiirle uyumludur.

34 Karbon Kaynagi  Olarak  Glukoz,
Indiikleyici Olarak Aycicegi Yag ve PFR iceren
Ortamda Hava Giris Hizimin Etkisi (Effect of Aeration
Rate in Medium Containing Glucose as Carbon Source,
Sunflower Oil and PFC as inducer)

R. delemar ile lipaz enzimi iretimi {izerine
havalandirmanin etkisinin arttirilmast i¢in, ikinci grup
deneyler PFR igeren ortamda hava giris hizlan
arttirilarak gergeklestirilmistir. Karbon kaynagi olarak
glukoz iceren besi ortamina O tastyicist olarak %10
oraninda (v/v) PFR eklenmistir. Glukoz, aycicegi yagi
ve O tastyicisit olarak da perfluorokarbon igeren
ortamda, hava giris hizlarn1 1-4 vvm arasinda
arttirllmisgtir.  Farkli hava giris hizlarinda zamanla
enzim aktivitelerindeki degisim Sekil 4 a-)’ da
verilmektedir. PFR iceren ortamda, 2 vvm hava giris
hizinda, fermentasyonun 4. giiniinde olduk¢a erken ve
yiikksek, 102,67 U/L bir enzim aktivitesi elde
edilmistir. Elde edilen bu en yiiksek aktivite degeri
havalandirmasiz ortamdan 2,38 kat, havalandirmali
ancak PFR igermeyen ortamdan 1,68 kat daha
biiyiiktiir. 1 vvm hava giris hizinda fermentasyonun 4.
giiniinde 97,07 U/L enzim aktivitesi elde edilirken, 3
vvm hava giris hizinda fermentasyonun 3. giiniinden
baslayarak 6. giinde dahil olmak iizere biraz daha
disiik (63,73 U/L) fakat uzun siireli enzim aktivitesi
gozlenmistir. PFR igeren ortamda hava giris hizinin
arttirilmasinin -~ mikroorganizma  konsantrasyonu
lizerindeki etkisi arastirtlmigtir, farkli hava giris
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hizlarinda elde edilen ¢cogalma egrileri Sekil 5. a-)’ da
verilmektedir. Maksimum mikroorganizma
konsantrasyonuna, fermentasyonun 6. giiniinde 2 ve 3
vvm hava giris hizlarinda ulagilmis olup sirasiyla 6,82
ve 6,87 g kuru mikroorganizma ag. /L degerleri elde
edilmistir. Cogalma egrisinde 6. giinden sonra
gbzlenen, mikroorganizma  konsantrasyonundaki
azalma, mikroorganizmanin 6lim evresine girdigine
isaret etmektedir. Bu degerler aymi fermentasyon
kosullarinda havalandirmasiz ortamda elde edilen
mikroorganizma konsantrasyonu degeri (6,55 g kuru
mikroorganizma ag. /L) ile karsilagtirildiginda
goriilmektedir ki hava giris hizinin arttirilmast ve
ortama PFR eklenmesi, mikroorganizma
konsantrasyonundan ziyade lipaz enziminin iiretimini
arttirmustir. Bagka bir deyisle mikroorganizmanin
lipaz aktivitesi mikroorganizma ¢ogalmasinden
ziyade, hava giris hizinin arttirilmas1 ve fermentasyon
ortaminda O, taginiminin hizlandirilmasi ile artmstir.

120

100

Aktivite (U/L)
AN N o0
(e} (o] [an]

o
(e

(=]

0 5 10 15

Zaman (Glin)

a)

0 5 10 15
Zaman (Giin)

b-)
Sekil 4. % 10 PFR iceren ortamlarda farkli hava giris
hizlarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi: a-)
Glukoz igeren ortamlarda; b-) Melas sakkarozu igeren

ortamlarda (Change of enzyme activities obtained at different
aeration rates with time in the media containing 10% PFC and a-)

glucose b-) molasses sucrose)
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Sekil 5. %10 PFR igeren ortamlarda farkli hava giris
hizlarinda elde edilen mikroorganizma
konsantrasyonlarmin zamanla degisimi: a-) glukoz
iceren ortamlarda; b-) melas sakkarozu igeren

ortamlarda (Change of microorganism concentrations obtained
at different aeration rates with time in the media containing 10%

PFC and a-) glucose; b-) molasses sucrose)

35 Karbon Kaynag Olarak Melas
Sakkarozu, Indiikleyici Olarak Aycicegi Yag1 ve
PFR Iceren Ortamda Hava Giris Hizimin Etkisi

(Effect of Aeration Rate in Medium Containing Molasses
Sucrose as Carbon Source, Sunflower Oil and PFC as Inducer)

Karbon kaynagi olarak melas sakkarozu igeren
biyoreaktdr besi ortamma O» tastyicist olarak %10
oraninda (v/v) PFR eklenmigtir. Farkli hava giris
hizlarinda zamanla enzim aktivitelerindeki degisim
Sekil 4 b-).” de verilmektedir. 1 vvm hava giris
hizinda, 4. ile 7. giinler arasinda 103,47 U/L ile
baslayan fermentasyonun 6. ve 7. giinlerinde 48,16
U/L’ ye diisen yiikksek ve en uzun siireli enzim
aktivitesi gozlenmistir. 2-4 vvm arasinda hava giris
hizinin arttirilmast ile fermentasyonun 4. ile 6. glinleri
arasinda yiiksek, kararli aktivite gozlenmis olup, 2
vvm hava giris hizinda 171,20 U/L en yiiksek enzim
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aktivitesi elde edilmigtir. Elde edilen bu en yiiksek
aktivite degeri havalandirmasiz ortamdan 1,84 kat,
havalandirmali ancak PFR icermeyen ortamdan 1,66
kat daha biiyiiktiir. PFR iceren ortamda, maksimum
mikroorganizma konsantrasyonu 4 vvm hava giris
hizinda elde edilmis olup, 541 g kuru
mikroorganizma ag. /L olarak bulunmustur (Sekil 5.
b-). Elibol ve Mavituna (1995) PFR’ nin besi
ortamlarina katilmasinin serbest suspanse
Streptomyces  coelicolor hiicrelerinin  aktivitesini
arttirdigr, ve bunun da daha yiiksek antibiyotik
konsantrasyonlar1 ile sonuglandigimi gostermislerdir
[14]. Elibol ve Ozer (2000)°, fermentasyon
ortamlarina PFR eklenmesinin daha yiiksek lipaz
iiretimine neden oldugunu kanitlamiglardir [15].
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3.6 Glukoz ve Aycicegi Yag iceren Ortamda
Coziinmiis Oksijen Profilleri ve Coziinmiis O:

Konsantrasyonunun Lipaz Uretimine Etkisi (Effect
of Dissolved Oxygen profiles and Dissolved O: concentration on
Lipase Production in Medium Containing Glucose and

Sunflower Oil)

Ana karbon kaynagi olarak glukoz igeren ortamda,
havalandirma hizlar1 1-4 vvm aralifinda degistirilerek
¢oziinmiis O, profilleri elde edilmis ve ¢dziinmiis O
konsantrasyonunun lipaz aktivitesi {izerine etkisi
incelenmistir. Sekil 6. a-)’ da 2 vvm hava giris hizinda
elde edilen ¢oziinmiis O; profili ve lipaz aktivitesinin
zamanla degigsimi verilmektedir. En diisik ¢6ziinmiis
O, konsantrasyonu fermentasyonun 3.-5. giinleri
arasinda gozlenmis olup, 3,11-3,61 mg/L arasinda
degismis, fermentasyonun 6. giiniinde ise 6,6 mg/L’
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Sekil 6. Coziinmiis O, konsantrasyonunun ve lipaz aktivitesinin zamanla degisimi a-) Glukoz igeren
ortam 2 vvm hava giris hizi, b-) Glukoz igeren ortam 3 vvm hava giris hizi, c-) Melas sakkarozu i¢eren

ortam 2 vvm hava girig hizi, d-) Melas sakkarozu igeren ortam 4 vvm hava girig hizi (Change of dissolved O,
concentration and enzyme activity with time a-) in the media containing glucose at 2 vvm, b-) in the media containing glucose at 3

vvm, ¢-) in the media containing molasses sucrose at 2 vvm, d-) in the media containing molasses sucrose at 4 vvm)
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ye yikselmistir. En yiiksek enzim aktivitesi ise
fermentasyonun, 3. ve 5. gilnleri arasinda
gozlenmistir. Hava giris hiz1 3 vvm’ de ise en diisiik
¢coziinmiis O, konsantrasyonu fermentasyonun 4.
giiniinde 3,39 mg/L olarak gbzlenmis olup, en yiiksek
enzim aktivitesi de ayni giinde elde edilmistir (Sekil
6. b-)). Ana karbon kaynagi olarak glukoz iceren
ortamda, en yiiksek lipaz aktivitesinin 3 vvm hava
giris hizinda ve 3,39 mg/L ¢ozinmis O;
konsantrasyonunda elde edildigi de goriilmektedir.
Diistik hava giris hizlarinda (1-2 vvm) ortamdaki O,
konsantrasyonu fermentasyonun 1. giiniinden itibaren,
3,78-4,42 mg/L’ ye kadar diiserken, yiiksek hava giris
hizlarinda (3-4 vvm), 4,8 mg/L civarina diismesi i¢in
fermentasyonun 3. giiniine ulagsmak gerekmektedir
[17]. Yiiksek hava giris hizlarinda, fermentasyonun 4.
giiniinde ¢oziinmiis O, konsantrasyonu minimum
degerine ulastiktan sonra, 5. giin itibariyle hizla
yiikselerek yaklasik fermentasyon baslangicindaki
degerine ulagmaktadir. 2-4 vvm hava giris hizlarinda,
en yiksek enzim aktivitesi, ¢Oziinmiis O,
konsantrasyonunun 3,4-3,5 mg/L arasinda degistigi,
¢oziinmiis O, konsantrasyonlarinda gozlenmistir.

3.7 Melas sakkarozu ve Aycicegi Yag Iceren
Ortamda Coziinmils Oksijen Profilleri ve
Coziinmiis O:  Konsantrasyonunun  Lipaz

Uretimine Etkisi (Effect of Dissolved Oxygen Profiles and
Dissolved O: Concentration on Lipase Production in Medium

Containing Molasses Sucrose and Sunflower Oil)

Ana karbon kaynagi olarak melas sakkarozu igeren
ortamda, Sekil 6. ¢’ de 2 vvm hava girig hizinda elde
edilen ¢oziinmils O, profili ve lipaz aktivitesinin
zamanla degisimi verilmektedir. 2 vvm hava giris
hizinda, ¢Oziinmiis (0)} konsantrasyonu
fermentasyonun, 2. giiniinde 2,72 mg/L’ ye diismiis,
en distik ¢oziinmis O, konsantrasyonu ise,
fermentasyonun 3. giiniinde 1,8 mg/L olarak elde
edilmistir. Fermentasyonun 4. giiniinden itibaren
ortamdaki ¢6ziinmiis O, konsantrasyonu yiikselmeye
baslayarak, 4.-6. giinler arasinda 3,15-4,20 mg/L
arasinda goreceli olarak diigiikk degerlerde bir plato
gozlenmistir. En yiliksek enzim aktivitesi ise
fermentasyonun 4. giiniinde ve 3,15 mg/L ¢6ziinmiis
O, konsantrasyonunda elde edilmistir. Bu hava giris
hiz1 ve ¢oziinmiis O» konsantrasyonunda ayrica ana
karbon kaynag1 olarak melas sakkarozu ve indiikleyici
olarak aygicegi yag1 igeren ortamda elde edilmis olan
en yiksek enzim aktivitesi degerine ulasildig:
goriilmektedir. Sekil 6. d” de 4 vvm hava girig hizinda
elde edilen ¢oziinmiis O, profili ve lipaz aktivitesinin
zamanla degisimi verilmektedir. 4 vvm hava giris
hizinda, en diisiik ¢oziinmiis O, konsantrasyonu,
fermentasyonun 3. giiniinde 2,77 mg/L olarak
gbzlenmis olup, 4.-6. giinler arasinda hizla yiikselerek
6,39-6,65 mg/L arasinda plato degerine ulasmistir. En
yiiksek enzim aktivitesi fermentasyonun 4. giiniinde
gozlenmis, ancak 4.-6. giinler arasinda diismekle
beraber, daha uzun siireli ve kararli bir enzim
aktivitesi gézlenmistir. 1-3 vvm hava giris hizlarinda
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en yiksek enzim aktivitesi, ¢Oziinmis O,
konsantrasyonunun 3,0-4,0 mg/L arasinda degistigi
¢ozlinmiis O, konsantrasyonlarinda elde edilmistir
[17].

Mikroorganizma glukoz veya melas sakkarozunun
yanisira O’ nide ortamda ikincil bir substrat olarak
tilketmektedir. Hava giris hiz1 arttik¢a, fermentasyon
ortamlarindaki, mikroorganizma g¢ogalmasina bagh
olan, ¢oziinmiis O, konsantrasyonundaki azalma
diismektedir. Coziinmiis O, konsantrasyonu egrilerini,
ters cogalma  egrileri  gibi  diisiinebiliriz.
Mikroorganizma {iremesinin maksimum oldugu
aralikta, hava giris hizlarina da bagl olarak ¢6ziinmiis
O, konsantrasyonu minimum degerine diiser.
Mikroorganizma g¢ogalma periyodunun 6. giiniinden
itibaren 6liim evresine girildiginde ise ¢6ziinmiis O,
konsantrasyonu tekrar artarak, baslangigtaki degerine
dogru hizla yiikselir. Coziinmiis 0,
konsantrasyonunun minimum oldugu noktada enzim
aktivitesi de bir maksimum noktaya ulagir. Melas
sakkarozu igeren ortamda mikroorganizma iiremesi
daha hizli oldugu i¢in, durgun evreye glukoz iceren
ortama gore daha once girilir, bu nedenle maksimum
lipaz aktivitesi, ¢oziinmis O, konsantrasyonunun
minimum oldugu noktada degil, durgun evrenin
ortalarma dogru fermentasyonun 4. giinlinde elde
edilir.

4. SONUCLAR (CONCLUSION)

R. delemar bir fungal hiicre oldugundan, eger yeterli
karigtirma  saglanmazsa, pelletler  olusturarak
topaklagsmaktadir. Bu da kiitle transfer kisitlamalari
nedeniyle, hem substratin ve indiikleyicilerin
mikroorganizma hiicreleri i¢ine diflizyonunu, hem de
salgilanan enzimin fermentasyon s1visina
diftizyonunu yavaslatmaktadir. Ana karbon kaynagi
olarak glukoz veya melas sakkarozu igeren
ortamlarda, maksimum enzim aktivitesi sirasiyla 150
devir/min ve 200 devir/min karistirma hizinda 43,0
U/L ve 103,12 U/L olarak elde edilmistir.

Bu nedenle ikinci asama da O, transfer hizim
arttirmak icin besi ortamlarina %10 oraninda (v/v)
PFR eklenmesi, lipaz enzimi aktivitesini ana karbon
kaynagi olarak glukoz iceren ortamda,
havalandirmasiz ortama goére 3,22 kat, havalandirmali
ancak PFR icermeyen ortama gore 1,68 Kkat
arttirmistir.Ana karbon kaynagi olarak sakkaroz
iceren ortamda ise, PFR eklenmesi havalandirmasiz
ortamdan 1,84 Kkat, havalandirmali ancak PFR
icermeyen ortama gore lipaz enzimi aktivitesini 1,66
kat arttirmustir.
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