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OZET

Denemeye alinan 18 ayri Aspergillus su-
sunun, sivi ve kat hesiyerinde Ureme duru-
mu ile poligalakturonaz aktivite diizeyinin be-

lirlenmesi, arastirmanin konusunu olusturmak-

tadir.

Bu agidan, kat hesiyeri swi besiyerine g6-

re daha olumlu sonu¢ vermektedir. Kati besi-

yerine organik asid, bitkisel yad vb. katilmas:,
mikroorganizma gelismesi {izering olumlu et-
kide bulunmakia, ancak suslarin enzim dize-
yini etkilememektedir.

Poligalakturonaz aktivite dizeyi en yiiksek
sus olarak; Aspergillus niger IG ve Aspergil-
sus olarak; Aspergillus niger 1G ve' Aspergil-
lus niger 4 S ortaya ¢ikmaktadir, Adi gegen iki
sus, aym zamanda pektinmetilesteraz aktivi-
tesi de gostermektedir.

GIRiS
Gida endiistrisinde enzim kullanimi, giderek
yayginlasmaktadir. Enzim uygulamasinin dnem
tasidigi alanlardan birisi de meyve suyu en-
distrisidir. Bu alanda enzim uygulamasi, ma-

serasyon ve duruitma olmak {zere baghca iki
amaca yoneliktir.

Maserasyon enzimi, preslemeden o&nce
meyve ezmesine uygulanmaktadir, Bu -uygula-
ma ile; presleme igtemi kolaylasmakta, pres-
leme siiresi kisalmakta, meyve suyu randima-
- ni artmakta ve meyve suyunun bilesimi zen-
ginlesmektedir (1). Du'rul-tma'-ya da filtrasyon
enzimi ise, presten alinan ham meyve suyuna
uygulanmaktadwr. Durultma igleminde izlenen
baglica asamalar; meyvede bulunan goziinmez
pektinin ¢oziiniirkiik kazanmasi, goziinen pekti-

;
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nin pargalanarak viskozitenin azalmasi ve kol--
loidal bulanikiik yapan bilesiklerin topaklasa-
rak ¢dkmesidir. Pektolitik enzim katkisi ile filt-
rasyon kolaylastigi gibi, meyve suyunun kon-
santrasyonunuda tnemli olan 1st iletim katsa-
yisi da artmaktachr (2),

Gerek maserasyon ve gerekse durultma
amaci ile degisik firmalar “tarafindan farkl
preperatiar pazarlanmaktadir. Uretim  teknigi
gizii tutulmakla birlikte; maserasyon amaci ile
kullanlan bir preperatté -seliilotik, pektolotik,
proteolotik ve amilolitik  “altivite dnem tagi-
maktadir. Durultma amaci ile kullamlan bir
bir preperatin ise, daha cok pektolitik, ancak
bazi durumlarda amilolitik aktivite gdstermesi
de gerekmektedir.

Ulkemizde maserasyon enzimi kullammi
yaygin degildir. Daha gok durultma amac ile,
visne, elma ve Uziim gibi meyve suyu islen-
mesinde enzim kullanimaktadir. Ve {lkemiz -
bu ihtivacin ithal yolu ile kargilamaktadwr. Bu
durum, diviz kayb) yaninda; enzimin zamaninda
safjlanamamas1 nedenl ile - iiretim azalmasi,
aktivite diismesi nedeni ile de maliyet vyiik-
selmesi gibi sonuglara yol! agmaktadir. Anilan
bu sakincalar ayn: zamanda, yerli olanaklarla
pektolitik enzim “{iretime geredini de ortaya
koymaktadir.

LITERATUR TARAMASI

Berrak tip meyve suyunda budanikliga yol
égan bilesiklerin baginda, pektik madde grubu
gelmektedir. Genellikle pektin olarak adlandi-
rifan bu grubta, bilesimi farkl ¢ok sayida mad-
de yer almaktadir. Bunlarin bilegim farkliltk-
lari bilinmeden, bu madde grubunu b,arg:ala-

(*) Bu arastwma, TUBITAK tarafmdan TOAG - 1;61 no ile destelklen-
mekte olan «Mikrobiyel Yolla Pektolitik Enzim Uretimi Uzerinde
Arastirma» konulu projenin baglang@g domemine iliskin bulgulary

kapsamaltadir.
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mak igin gerekli enzimin belirienmesi de ola-
naksizdir, '

Genel olarak; esteriesmemis galakiuronik
asid kéklerinden olusan zincir pektik asit; tam
veya kismen esterlesmis poligalakturonik asid-
den olusan zincir pektin; pektin zincirleri Ca
ve Mg gibi iyonlarla birbirine baglanmis olan,
suda cdzinmeyen ve bitkide dayamkh formda
bulunan bilesik ise protopektin olarak tanim-
lanimaktadir. Pektik asidin az miktarda metok-

sil grubu Igeren nétr veya asid tuzuna pektat,

az veya ¢ok esterlesmis p‘ekt-i"nin metoksil gru-
bu da igeren tuzuna ise pektinat ad: verilmek-

' tedir (3).

Daha Once de dedinildigi gibi, durultma

ya da filtrasyon enzim preperatinda, daha ¢ok

pektolitik aktivite dnem kazanmaktadir. Ancak
pektolitik aktivite denildiginde, ¢ok sayida en-
zim komponenti akla gelmekte ve bu sayinin
bir ticari preperatta yediye ulagtuidi belirtilmek-
tedir {(4). .

~ Meyve suyu durultmada islevi dnemli olan
pektolitik enzim sayisi ise; pektaz (pektines-
teraz, pektinmetilesteraz, PE}, pektinaz (poli-
galakturonaz, PG) ve pektin - liyaz (pektirtran-
seliminaz, PTE) olmak Gzere Ugtir, Ayrica, dii-
sitk metoksilli pektini parcalayan pektat - liyaz

(LMPL) enzimi de 6nemli bulunmaktadir (5).

Bunlardan pektaz (PE), pektin zincirinde
esterlesmis karboksil grubunu hidrolitik ola-
rak pargalamakta ve metil alkol clusmaktadir.
Pektin - tiyaz (PTE) ise, pektik asid veya pek-
tin zincirindeki galakturonik asid Unitelerinde-
ki besinci C atomundan 1 protonu, glikozidik
grubdaki oksijene tagiyarak alfa; (1,4) - gliko-
zidik bagi pargalamaktadir. Ote yandan pektik
asid zincirindeki alfa - 1,4} - ghkozidik bag da,
pektinaz (PG) tarafindan parcalanarak, oligou-
ronidveya galakturonik asid olusmaktadir (2,6):

Ticari pektolitik enzim eldesinde, ¢ok sa-
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~ yida kif mantan ve bakterinin kullanildig: be-

lirtilmketedir. Bu amagla yararlamlan mikroor-
ganizmalarnin basinda Aspergillus niger sus-
larinin geldigi ifade edilmektedir (7, 8). Ay-
rica Aspergillus sojae ve Aspregillus japonicus
ile Aspergillus fonceeus ta, pektin - liyaz izole
edilen mikroorganizmalar arasinda sayilmakta
olup {9, 10), ancak sus ve besiyeri sakli tutul-
maktadir. '

Besiyerinin birgok mikroorganizmada pek-
tolitik enzim tipi ve aktivite diizeyi iizerine et-
kisi konusunda da ¢ok sayida kaynakta bilgi

bulunmaktadir (11, 12, 13, 14).

MATERYAL VE METOD

Denemeye alinan sus sayisi 18 dir. Bun-
lar sirasi ‘ile; A, foetidué,_ A. oryzae 44242, A.
amstelodami, A. parasiticus, A. itoconica 45630,
A. janus 34361, A. candidus, A. versicolor 49124,
A. wentii 16033, A. niger 17454, A. niger 1942,
A. niger M1, A. niger 10971, A. niger A 12,

A niger 1G, A. nigre 2G, A niger 3G ve A. ni-

ger 48 dir. Bu suslardan dordil, Ankara Univ.
Ziraat Fak. Ziraat Mikrobiyolojisi Unitesi'nde
sodan (S) ve greyfurttan (G) izole edilmis bu-
lunmaktadir.

Suglar énce CZAPEKS DOX AGAR iizerin-
de gelistirilmis ve aktivasyon saglandiktan sen-
ra esas denemeye alinmigtir. Aradaki fark
belirlemek amaci ile, denemed hem s ve
degisik katki maddeleri kullanilmstir.

Swvi besiyeri; 30 g sakkaroz, 3.0 g Na.N03,
1.0 g KHPOy, 0.5 g MgS0,, 05 g KCI, 0.01 g

" FeSO¢ we 1000 mi damitik su ile hazirlanmis-

tir. Katl besiyeri olarak ise bugday kepegi ve
dedisik katki maddleri kullamimistir.

Gelisen miseller sivi beslyerinden filtras-
yon yolu ile ayrtimis ve filtrata protein ¢ok-
tirme islemi uygulanmistir. Kati besi yerinde
ise ekstraksiyondan sonra filtrasyon ve c¢ok-
tirme islemi yapilmistir, Bu amagla amonyum
sififat, alkol ve aseton "kuliamlm1$t1r.

" PG aktivitesinin  kanitlanmas! icin dnce

- alkol testi uygulanmistir (1), Bu amacgla ma-

teryal olarak % 1 lik pektin cozeltisi ve kaba
filtre kagidindan  gegirilmis ham elma suyu

kullamimistir. Bunlarin 9 ml 'sine 1 .ml ham
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enzim ekstrakti konulmug ve 40°C de 60 da-
kikalik etkiden sonra test yapitmugtir, Yine
PG aktivitesinin saptanmasi igin, HOPPLER vis-
kozimetres] ile 5- 10 dakikalik arahiklarla vis-
“kozite {dinamik) azalmasr santmorz {cP)- ola-
rak belirlenmisgtir,

Ham enzim ekstraktmda PE aktivitesinin
saptanmast igin ise, pektin ve agarla hazirlan-
mu$ besiyeri iizerinde, pektolitik enzim emdi-
rilmis filtre kagidt 37°C de bir gece inkiibas-
yona biralalmig, daha sonra kafit petri kutu-
suna alinmig; hidroksilaminhidroklorid, NaOH,
HCI ve ferriklorid katilarak krrmizi fon izerin-
de berraklasan zon belirmesi incelenmis-
tir (15).. '

BULGULAR VE TARTISMA

Denemeye alinan 18 adet susun pektinli
Ve pektinsiz siv1 besiyerindeki lireme durumu-
" na iligkin bulgular tablo 1 de yer almaktadir.
Goruldiogl gibi, her iki sivi  besiyerinde de

5 ve 10 giinlitk inceleme sonunda gok l|y| bir .

{ireme olmaktadir.

Tablo 1. Denemeye Alman Aspergillus
Suglarinin  Swvi1 Besiyerinde Ureme
Durumu
Susun Pektinli Pektinsiz
Adr- . 8Gilin 10.Giin 5. Giin - 10. Giin
A, foetidus
A. oryzae
A. amstelodami
. prasiticus
. tiaconica
. janus _
. candidus
. versicolor
. wentii
- niger 17454
niger 1942
. iiger M1
. higer 10971
. niger A12
A. niger 1G
A. :ﬁiger . 2G
A
A

+

b B

PrrPrPp

. niger - 3G
. niger. 4G

4+t 4+ F+ A+ A+
S i e e e o e T e S R S

B i e i i e I
FH+F ot +F A+ EF

(+) pozitif geligme .
{—) negatif geligme .

A niger 17454 — + —

Pektinli ve pektinsiz katt besiyerinde sus-
tarin Ureme durumu ise tablo 2'de verilmis bu-
lunmaktadir. Bulgular, kati besiyerinde gogu
suglarin direme durumunun yeterli olmadigini
gbdstermektedir.

Tablo 2. Denemeye Alinan Aspergillus
Suslarmin  Kati Besiyerinde Ureme
_Durumu
Susun Pektinli Pektinsiz
Adi 5.Giin 10.Giin 5.Giin 10. Giin
A, foetidus — + —_ +
A. oryzae - + — +
A. amstelodami — = — —_ =
A. tiaconica —_ — —_ —
A. jJanus — —_ — —_
A. candidus e | — —_
A. versicolor — —_ _—
A. wentii —

A. niger 1942
A.niger M1
A. niger 10971
A. niger -A12
A niger 1G
A. niger 2G
A.niger 3G
A. niger 48

I
E

I I S
++ A+t

+ + + + + |
+ 4+ + + + |

{+) pozitif iireme
(—) negatif iireme

Bulgulardan ¢rkan bir diger sonucta, pek-
i katkisinin suglann {reme durumu Gzerine
belirli bir etkisinin olmadigidir,

Denemeye alinan suslarm PG aktivitesi
gdsterip gdstermedidine iliskin bulgular tab-
lo 3 te verilmistir. Bulgulara gdre, alkol testi
ile viskozinietre degetleri arasinda bir badint
bulunmaktadir. Bu nedenle, PG aktivitesi be-
lirlenirken, dnce alkol testi uygulanmus ve
olumlu sonug¢ alinanlarda viskozite azalmasi
saptanmigtir, '

Bulguiar topluca degerlendirildiginde, sivi
ve katl besiyerinde sus geligimi ve enzim ak-
tivitesi arasinda bir baginti bulunmadigr gé-

rilmektedir Dolayis: ile, enzim aktivite dilizeyi,

sugun gelisimi ile degil, susun iginde bulun-
dudu dze! kosullarla iliskili bulunmaktadr.
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Tablo 3. Alkol Testi ve Viskozite Degisim
Durumu

Bilye Visko- Visk.
Sugun Disme zite Azal. Alkol
Adi (San}) (cP) (%) Test

A.niger 17454 80 1.062 1.1 —_
A.niger 1942 80  1.062 1M1 —
A.niger M1 73 0.962 18.9
A.niger 10971 80 1.062 11.1
A.niger A12 79 1.048 122

l

l

Enzim aktivite diizeyi, swi besiyerinde kat)
plana gbre-daha azdir. Bu nedenie, enzim {re-
timi igin tava vydntemi ile firetim tekniginin
dabha uygun olacagl diisiiniilmektedir. Bu ydn-
temin uyguniuguna iligkin bilgi, bazr kaynak—
larda da yer almaktadir.

Kati besiyerine eklenen degisik katkilar
(organik -asid, bitkise! vag vb.}, hiicre gelisi-.
mi {izerine olumlu etkide bulunmakla birlikte,
enzim dtretimini geriletmektedir.

: ::zz: ;g ;2 ggg; sii : PG .aktivite diizeyi yitksek olan A.niger

A.niger 3G 26 0.345 71.1 4 IQ ve A.niger 45 suslar, ayn! zamanda PE ak-

A.niger 45 24 0.318 733 + tivitesi de gostermektedir. Bu durum, arastir-

Ultrazim 100 15 0.199 100.0 + manin amaci bakimindan biiyitk Snem tasimak-

Pektin ¢bz. %1 90 = 1195 = 00 — tadir. '
SUMMARY ' :

The Study on Polygalactronase Activity of Aspergillus spp.

In this study the growth condition of 18
Aspergillus spp. were determined. The resuit
showed that the solld medium was found sui-
table for production of polygalactronase.

Some organic acids and plant olls supper- -

ted the mass production of Aspergillus spp.
In conirast polygalactronase activity was in-
hibited. Aspergillus niger 1G and Aspergillus
mger 4S exhibited higher polygalactranase ac- .

tlwty than the other strains,
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