GIDA (1989) 14 (3) 179 - 182

Tempe Uretiminde Asetik ve Laktik Asit Olciimleri Igln
Kullanilan Iki Metodun Karsilastiriimasi .
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OZET

SOy'a fasulyesinin 1slatma asamas'mda fer-
mantasyona uframas! tempenin daha kaliteii
olmasina neden olmaktadir, Béyle bir ferman-
tasyonda meydana gelen Laktik ve Asetik asit
miktarlarinin 6[9ijlmesiundé gesitli ydéntemier
kullaniimaktadir, Aragtirmada bu asitler tek ola-

rak ve karistirilarak HPLC ve Enzimatik yontem- -

fe dlgllmis ve sonuglar karsilastirlmstr.
HPLC y-ﬁnterhi ile meveut Laktik ve Asetik asit
miktarlarinin % 40" belirlenebilmis, enzimatik
yontemde ise bu % 70'e kadar gikmistir,
Anahtar kelime : Asetik asit, laktik asit, HPLC,
 Enzimatik ydntem.

SUMMARY

THE COMPARING of 2 METHODS IN LACTIC
and ACETIC ACID ANALYSES ON ACIDIFIED
SOYABEANS IN TEMPEH.

it is found that good quality tempeh can
be produced from fermented soaked soyabeans.
Buring this fermantation mainly lactic and ace.
tic acids are produced. There are number of
methods of detection on these two acids. In
this research only HPLC and Enzymatic met-
hods were used. In HPLC Method 40 % of ac-
. tual amount of Lactic andacetic acid could al-
ways be detected whereas in enzymatic met-
fod this amount was 70 %.

GiRig

Tepme liretiminde ilk agsama soya fasulye-
sinin 1slatiimasidy. Son frinde  istenmeyen
bakterilerin bask altina alinmasi ve boylece
tempe kalitesinin yitkseltilmesi igin bu asama-
da pH nin diisik tutulmasr gereklidir. Diisiik
pH soya fasulyelerini fermantasyona ugratarak
laktik ve asetik asit olugumuyla saglanabilecegi
gibi bu asitleri disaridan vermek suretiyle de
elde ‘edilebilir (Shurtleff ve Aoyagi, 1980). By
galismada degisik yontemlerle yapilan laktik ve

asetik asit analizterinden iki tanesl' kutlaniimig
ve bunlardan hangisinin. socyafasulyesi igin .uy-
gun. oldugu arastirlmustir,

Bu cahgmadaki ilk asetik ve laktik asit
analizleri organik bilesiklerin aynlmasinda kul-
lantan yitksek basing ~smwi kromotografisi
(HPLC, High Pressure Liquid Chromatography)
yontemiyle yapilmistir. H‘P‘L'C,‘ gabuk sonug ver.
digi, az miktarda ornede ihtiyagc duydugu ve
ayirma glicii yitksek oldugu igin giinimiizde bit_
cok laboratuvarda kullaniimaktadir  (Dilts,
1974) . Gida sanayindeki analizlerde uygulanan
yontemler genellikle HPLC nin en vaygin olarak
kullamldigi eczacthk endiistrisinden alnmugtir.
Gidalarda yapilan vitamip analizlerinde kulla-
nilan kolon feknikleri, la¢ ve tabletler igin ge-

- ligtirifen yontemlerle aymdir (Saxby, 1978).

Bu galismada ikinci asetik ve laktik asit
analizleri enzimatik kitler kullaniarak yapiimig.

tir. Reaksiyonlarin spektrofotometrilk olarak ol

¢limii prensibine dayanan kitlerin kullanimi pra-

- tik olmakia beraber pahalidir.

Enzimatik ybntemle asetik asit' tay_fnlnde
olugan reaksiyoniar asagida agiklandig: gibidir.,

1 — Agetat, ATP, CoA ve asetll CoA sen-
tezaz'in bulundugu ortamda asetn CoA'ya gev-
ribir,

ACS ‘

Asetat + ATP + CoA —— asetil-CoA

© 4 APM 4 pirofosfat .

2 — Asetil-CoA, .oxaloasetat ile sitrat-sen-
tezaz'in varliinda reakswona glrere»k sitrata
doniigdr. : _

. - C8

Asetil-CoA + oxaloasetat '+ H0 —
sitrat + CoA - o

. 3 — 2. reaksiyon igin ihtiyac duyulan ox-
aloasetat, malatdehidrogenaz'in varliinda ma-
lat ve NAD'dan sentezlenir. Burada NAD NADH'
yve indirgendir,
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MDH
Malat + NAD+ —_— Oxaloasetat +
NADH + H+

Burada olugan NADH spektrofotometnk olarak‘

leiiliir (Anen, 1986a).

Laktik asit tayininde ise reaksiyonlar,

Laktik asit, laktat dehidrogenaz'in ~varhgim-
da NAD pruvata okmde o[ur L- Laktat + NAD+
LELDH - ) :
——>privat + NADH 4+ H+ ‘Bu reaks.yonun
dengesi laktat tarafina dogrudur. Ancak L-glu-
tamat ve glutamat. privat transaminaz’'in varl-
@mda bu reakslyonUn ybnii tersine yani pmvat
vgr_NAD'H tarafina olabilir. .
GPT

2 — Pruvat + L glutamat — }.-afamn '

+ 2 oxoglutarat .
Olugan NADH'nin miktan spetrofotometrik ola-
rak o]culur {Anon, '1986b).

. Bu. aragtirmada slatilmig soya fasulyesing
helli miktarlarda eklenen laktik ve asetik asit
mlktarlan yukanda agiklanan HPLC ve enzima-
tik yon_tamler belirlenmig ve farkliliklar tartigil-
mlﬁ.tl:l". e } £

Materyal ve Metod -

-.-Mekaniksel olarak kabugu ayrilmis soya-
fasulyeleri gesme suyu ile yikandiktan sonra 3
“kati su eklenerek islatitmistir, Bu 1slatma suyu-
na-degisik konsantrasyonlarda laktik ve asetik
asit ilave edilerek fermantasyonu 6nlemek ama-
c1yIa buzdolabinda 24 saat bekletilmigtir. islat-
ma su!ari suzulerek fasu!ye!erm pH lan &lgiil-
mu$tur Enzimatik analiz ve HPLC- igin ayni or-
nek.:kulianilmis - ofup,. sa!ﬂa$t|rma farkll metod-
larla yapilmsgtir, . o

| Enzimatik ydntemle analiz

a] Orneklerin saflagtirlmas

10 gram drnek benderda homo;emze edil-
d[kten sonra 5 m 1 molar konsantrasyonunda
pevklorik asit gbzeltisi eklenerek santriifiij edil-

mistir: Ustte kalan swvi; nbtralize edilmek ama-

ciyla 2 molar KOH ¢ozeltisi ile pH 7 ye gelin:
ceye kadar titre edilmistir, Burada titre edilen
sivinin ve ‘harcanaf KOH 1n miktarlar sulan-
dirma faktoriinii hesaplamak igin kaydedilmig-
tir! KCLOMip okiesi - fgin buzdoiabinda 20 da-

kika bekletildxkten sonra filtreden gegirilmis,

elde ‘edilensivi- laktik -asit - konsantrasyonu

0.02-02 g/l asetik asit konsantrasyonu ise.

0.01-0.15 g/l arasinda olacak sekilde -sulandi-

nidiktan. sonra kullamimigtir,

b) Laktik asit analizinin y‘a'p|h$1 ve hesahi
Kullanilan gézeltiler;

- Gdzelti 1 : 440 mg Lwglumatik asit + sta-

bilizatdér -+ tampon olarak pH s1 10 oian ghsu-

* glisin -(toplam hacim 30 -ml)..

Gozelti 2 : Liyofilize edilmis 210 myg NAD
6 ml redestile suda gbzlilmiigtilr.

Gozeltt 3 : 0.7 ml glutamat-pruvat transa-
minaz [1100 U]
Cozejtl 4 : 0.7 ml Lakat de«hldrogenaz [3800
v,

“Analizin Yap|h$[ ’
Spektrofotometre
kiivetine koyulan )
cizeltiler - Kontrofl  Ornek
Gozelti 1 1.00 ml 1.00 .ml
Cozelti -2 0.20 ml 0.20 ml
Redestile su 1.00 ml 090 ml .
Cozelti 3 0.02 ml 0.02 ml
Ornek — 010 m

. }Kgrwt-rrllml# ve yaklagik 5 dakika sonra o-
kunan absorbans A, olarak kaydedilmistir.

Cozelti 4 -'0.02" ml _ "0:02 mi
. Karistirilmig ve yaklasik 20 dak. sonra re-
aksiyop tamamlanmistir, Kontrol ve Grnedin ab-

sorbanslar (A;) okunmustur.

JKonsantrasyon a$agldafkj formul[e hesaplan-

- mughr, ' .

V.. MW .

C = : x A A (g/l})

... -E.d.w~ . 1000
V' = toplam ‘hacim (ml)’
v = ornek hacmi (ml)
MW = laktik asitin molekiil agirhgi (g/mol)
d -= kilvet genigligi (1s1din gectidi yol) (cm)
E= NADH nin absorpsiyon wkatsayISI .
340 nm de 6.3 (1 x mmol-! x em-1) ¢
AA = A A ornek — A.A kontrol '

Ornek sulandmid:ysa su'andtrma fakttiruy-
le carpinustir.
B — laktik asit analizi, L-laktik a'si-tten-son.
ra-aym kivette yapilmistir, '
- Bu dwumda L-laktik asit reaksiyonu tamam-
landiktan sonra kontrol ve ‘drnede 0.05 -ér ml-
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D-LDH ilave ‘ediimistir. Hesap igin formiildeki
toplam hacim diizeltiimistir,

C) Asetik asit analizinin yapilisi ve hesabi;

Kullanlan Gbzeltiler : '

Cozelti 1 : 134 mg L-malik asit + 87 mg
Magnezyum kloriir + stabilizatér + ph s1 8.4
olan tiiethanolamin (tampon toplam hacim 32
ml.) ‘

Céozelti 2 : 175 mg ATP 4 18 mg CoA +
86 mg NAD + Stabilizator liyofilize edilmig bu
karigim 7 ml redestile suda gbziilerek kullaml
mistur. C

- Gbzelti 3 : Malat - dehidrogenaz (1100 Ul
+ sitrat sentezaz (270 U)in 0.4 mi lik enzim
suspansiyonu

Gozelti 4 : Asetil-CoA-sentezaz (5 U) 0.25
ml redestile suda ¢dzillerek kullanilmistir,

Analizlerinp Yaptlis:

Spekirofotometre

kiivetine koyulan

cozeltiler Kontrol Ornek
Cozelti 1 1.00 ml 1.00 mi
Cozelti 2 0.20 ml - 0.20 mi
Redestife su 2.00 ml 1.0 ml
Ornek _ — 0.10 m!

Karistirlnms ve okunan absorbans A, ola-
rak kaydedilmistir.

Cozelti 3 . 0.01 mt 0.01 m!

 Karistinlmig ve 3 dak. sonra okunan ab-
sorbans A, olarak kaydedilmistir,

Cozelti- 4 0.02 ml 0.02 mi

_ Kanstibmig 10-15 dak. reaksiyonun ta-
mamlanmasi beklenmistir. Okunan absorbans A,
olarak kaydedilmistir. 15 dak, sonra reaksiyon

tamamlanmamissa, absorbanstaki artma 2 dak.

siirg iginde sabit kalincaya kadar okumaya de-
vam edilmistir. Konsantrasyon asa§idaki for-
miille hesapianmistir. Ornek sulandirildiysa su-
landirma faktoriiyle de ¢arpiimustir.

vV . MW
C = x AA @@/l

E ..d.v . 1000
V = toplam hacim (ml)
v = &rnek hacmi (ml}
MW = Asetik asitin molekil agirhidi {g/mol)
d = kilvet genisligl (1$18in gegtigi yol) (em}
E = NADH nin absorpsiyon katsayisl

340 nm de 6.3 {1 x mmol~! X cm~) .
(AgrA)? Grnek

A A = | (ArA,) Brnek — .
: : (AgA,) Ornek)

‘[xA,-Ao]" Kontrol

{As-A,) Kontrol —

(Az-A,) kontrol

Il HPLC yéntemiyle analiz

Analiz Spectra - physics'in HPLC cihaziyla
yapilmigtir. 30 cm X 7.8 mm (iD) boyutlarinda
Aminex HPX-87-H Isimli kolon we shodex RI
SE-81 refraktif index dedektorll kullandmistir.
0.01 N siilfirik asitte c¢dziilen drnek kolondan
0.6 ml/dak. akis hizinda 30°C de gegirilmisgtir.

Ornekler santrfij edilip, Gistteki swi ayril-
diktan sonra filtreden geciriimis ve 20 y/ hac-
mindeki saftastirims érek sisteme enjekte
edilmistir, '

Sonuglar ve Tartisma

Soyafasulyelerinin rslatildiklars suya ilave

- edilen asit miktarlan ile bunlarin HPLC ve en-

zimatik yéntemle belirlenen % leri tablo 1'de
goriilmektedir. % 0.2 laktik asit ilave edilen &r-
nekte enzimatik ydntemle % 0.09; % 1 laktik
asit ilave edilende % 0,528 ve ‘% 2 laktik asit’
ilave edilende ise % 1,202 bulunmustur. Bu
analizlerdeki belirleme oranlan sirastyla % 45,
% 53, ve % 70 olarak hesaplanmigtir. Buradan
anlasildigi gibi -enzimatik ybntemle yapilan
analizierde laktik asit konsantrasyonu arttikga
belirleme oranida artmaktadir. Analiz HPLC
ile yapi!digi zaman ise laktik asit konsantras-
yonu ne olursa olsun belirleme oram % 40
civarinda bulunmustur, \Asetik asit analizi
enzimatik ydntemle yapildign zaman belirleme
% sinlnt % 90 civarinda oldugu abritlmiistir.
Analiz HPLC ile vapildig: zaman ise belirleme
orani yine laktik asit analizinde oldugu gibi %
40 civarinda kalmigtir, Biit{in drneklerde belir-
leme oranmin % 40 civarinda olmast HPLG me-
todunun soyafasulyesinde laktik ve asetik asit.
analizlerinde giivenli bir gekilde kullamlamaya-
cagini gbstermektedir. Diger taraftan enzima-
tik kitlerin pahali olmas: da HPLC nin tercih
edilmesini gerektirmektedir, Bu durumda sova
fasulyesinde asetik ve laktik asit analizlerinde
HPLC vi kullangbilmek icin saflagtirma metod-
Jarinin gelistirilmesi yoluna giditmelidir,



182 ‘ YIL: 14 SAVI : 3 -MAws-—HA'zIR'AN 1989 - GIDA

Table 1. Eklensn laktik ve asetlk .asit miktarlarmin HPLC ve enzimatlk yontemle
analizi ve belirleme yuzcbelerl

Bulunan miktar  Belirleme oram

(%) (%)
Ornek lfave edilen asit {%) pH HPLC = Enzimattk HPLC Enzimatik
1 . laktik asit 0.0 0.000. '0.000
Asstik asit 0.0 6.9 . 0.000 0.000
-2 Laktik asit 0.2 0.080 — 40 —=
- Asetik asit 0.0 6.7 0.000 0.000 :
3 iektk asit 02 . 0.075  0.090 325 45
Asetik asit 0.1 8.1 0.000 0.093 0 93
4 Laktik asit 2.0 , 0.800 1292 40 65
Asetik asit 05 44 0227 0452 454 90
5  Laktik asit - 0.0 ‘ 0.000 0.000 )
- Asettk asit (13 56 0.195 0.341 39 68
8  Laktik asit 2.0 0.830 1.403 415 70
" Asetik asit . 0.0 46 0000 0.000
7 Laktik asit 1.0 ' 0410 © 0528 41 53

Asetilc asit ~ 0.0 5.3 0.000 0.000
2 Analiz yapilimadi. :
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