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OZET

Nigsasta Onemli bir biyopolimer olup; gida, tekstil gibi bir ¢ok endiistri alaminda
kullanilmaktadir. Nisasta molekiillerini daha kiigiik boyutta molekiillere doniistirmek ve
tatlandiric1 elde etmek igin yaygin olarak enzimler kullanilmaktadir. a-Amilaz enzimi, nigasta
molekiillerinin hidroliz reaksiyonunu katalizleyen bir enzimdir. Bu nedenle, nisasta hidroliz
prosesinin veriminin yiiksek olmasi i¢in a-amilaz enziminin stabilitesini korumasi gerekir,
Ultrasonikasyon islemi, reaksiyonlar1 hizlandirmak ve doniiglim orammi arttirmak igin
kullamimaktadar,

Bu c¢aligmada, ultrasonikasyon islemi uygulanarak bugday nisastast Bacillus species ve
Bacillus licheniformis kaynakli a-amilaz enzimleri ile hidroliz iglemine tabi tutulmustur.
Biyokatalitik bir reaksiyon olan bu hidroliz iglemi, ceketli cam bir reaktorde
gerceklestirilmistir. Reaksiyon sonunda, nisasta hidroliz derecesi ile enzim aktivitesinin,
sonikasyon parametreleri (akustik giic ve frekans aralif) ve sicaklik ile deZigimi
incelenmisgtir. Analizler spektrofotometrik yontemle yapilmistir. Yapilan deneyler sonucunda,
40°C’de 20 W ve 100 W’lik akustik giliclerde frekans aralifinin %10°dan %80’°¢
arttiriimasiyla enzim aktivitesi ve hidroliz derecesinde ¢nemli bir degisiklik
gozlemlenmemistir. 40°C sicaklikta ultrasonikasyon isleminin uygulanmasi ile reaksiyon
sonu enzim aktivitesi Bacillus species kaynakli a-amilaz enzimi icin 20 W ve 100 W’lik
akustik giiclerde %7, Bacillus licheniformis kaynakh a-amilaz enzimi i¢in 20 W’da %7 ve
100 W’da %10 oraninda azalmigtir. 50°C°de yapilan deneylerde ise, 20 W ve 100 W’lik
akustik gliclerde frekans aralifimn %10°dan %80°e arttirilmasiyla enzim aktivitesinde
Bacillus species kaynakli a-amilaz enzimi icin %16 ve Bacillus licheniformis kaynakli
o-amilaz enzimi i¢in %10’luk bir azalma goériilmiigtiir. Yapilan modelleme sonucunda,
deneysel verilerin sifirinc1 mertebe inaktivasyon modeline uydugu saptanmigtir, Ayrica, 50°C
sicakliktaki hidroliz derecesinin 40°C’dekine gore Bacillus species kaynakli a-amilaz enzimi
i¢in yaklagik 3.4 kat ve Bacillus licheniformis kaynakli o~amilaz enzimi igin ise yaklasik 2.4
kat arttig1 tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Bugday nigastasi, enzimatik hidroliz, ultrasonikasyon, akustik giig,
frekans aralig



ABSTRACT

Starch is an important polymer, and it is used in many industrial areas such as food, textile
and etc. Enzymes are used widely in order to convert starch molecules into smaller molecules
and to procude sweetners. a~Amylase enzyme catalyzes the hydrolysis reaction of starch
molecules. For this reason, the stability of a-amylase enzyme must be prevented during the
hydrolysis process to obtain higher yield. Ultrasonication is used in order to accelerate the
reactions and increase the conversion ratio.

In the present study, wheat starch was hydrolysed with a-amylase enzymes produced from
Bacillus species ve Bacillus licheniformis by using a sonifier. The hydrolysis process was
carried out in a jacketed reactor made from glass. At the end of the reaction, the degree of
starch hydrolysis (%) and residual enzyme activity (%) were investigated versus sonication
parameters (acustic power and duty cycle) and temperature. Analyses were performed using
spectrophotometric method. According to the the experiments carried out at temperature
40°C, increasing the duty cycle ratio from 10 % to 80 % at 20 W and 100 W acustic powers,
no significant change was observed for the values of hydrolysis degree and enzyme activity.
By applying ultrasonication treatment at 40°C, the decreases obtained for the enzyme activity
were; 7 % for a~-amylase enzyme produced from Bacillus species at 20 W and 100 W acustic
powers, and 7 % and 10 % for a-amylase enzyme produced from Bacillus licheniformis at 20
W and 100 W, respectively. At 50°C, increasing the duty cycle from 10 % to 80 % at 20 W
and 100 W acustic powers, decreases obtained for the enzyme activity were; 16 % for
a-amylase enzyme produced from Bacillus species and 10 % for o-amylase enzyme
produced from Bacillus licheniformis. As a result of the modelling, it was determined that
experimental data fitted to the zero order inactivation model. It was also found that hydrolysis
degrees at 50°C, approximately 3.4 times higher value was obtained for a-amylase enzyme
produced from Bacillus species and approximately 2.4 times higher value was obtained for
a-amylase enzyme produced from Bacillus licheniformis compared to the the values at 40°C.

Keywords: Wheat starch, enzymatic hydrolysis, ultrasonication, acoustic power, duty cycle
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1. GIRiS

Giinlimiizde g¢evre ve insan saglifinin 6n plana g¢gikmasi ile enzimlerin teknolojide ve
endiistride kullanimi artmaktadir. Enzimler; verimlilikleri, segicilikleri, 1limh sartlar altinda
caligabilmeleri ve biyolojik olarak parcalanabilir olmalar1 nedeniyle pek ¢ok endiistri alani
icin ¢ok uygun bir segenek olusturmaktadir. Enzim kullanimi ile enerji tasarrufu saglandigy,
sicaklik, basing ve korozyona dayanikli malzemelere gereksinim duyulmadigi igin ekonomik
ve pratik yararlar saglamaktadir. Ayrica, enzimler dogal olduklar igin ¢evresel zararlar: da
olduk¢a azdir. Clinkii, sert kimyasallarin yerini alirlar ve tiretim sirasinda ¢ok az istenmeyen

yan etkileri ve yan tirtinleri vardir.

Enzimlerin hiicre ve canli metabolizmasindaki 6énemi ¢ok fazladir. Hiicrenin yasamasi ve
organizmalarin baghica iglevleri enzimlerin varligina baglidir. Bu sebeple yasam, bir ¢ok

enzim reaksiyonlarinin bir araya gelmesinden ibaret bir sistem olarak tanimlanabilir.

Bugiin dogal olarak hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalardan elde edilen 3000’in
iizerinde enzim mevcuttur. Ancak, 120°nin iizerindeki enzimler endiistriyel amagh
kullaniimaktadir. Enzimler basta gida sekt6rli olmak fizere tarim, deterjan, tekstil, kimya gibi
endiistrilerde kataliz6r olarak dnemli bir yer tutmaktadr.

Enzimlerin gida endiistrisinde kullanimi oldukga eskidir. Sekerlerden alkoliin olugumu, peynir
yapilmasi ve sarabin sirkelesmesi gibi enzimatik olaylar tarih 6ncesi devirlerden beri
bilinmektedir.

Nisasté,, bagta tatlandirici liretimi olmak iizere cok gesitli endiistrilerde kullamlan bir
biyopolimerdir. Nigastanin glikoz birimleri arasindaki baglarn hidrolizlenebilmesi, bu
kaynagin endtistride gok yonlii kulamlabilmesini miimkiin kilmigtir. Amilaz enzimleri ise,
nigasta hidroliz proseslerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Giinlimiiziin ileri teknolojilerinden olan ultrases teknolojisi, ¢esitli alanlara uygulanmakta ve
bu teknoloji sayesinde yeni teknikler gelistirilmektedir. Ozellikle ultrasonikasyonun
biyoteknolojik proseslere uygulanmas: son zamanlarda biiytik ilgi ¢ekmektedir.

Ultrasonikasyon islemi, genellikle hiicrelere zarar vermekte ve yapisimi bozmaktadir; ancak,
kontrollti sonikasyon isleminin canli kataliz6rliiglindeki reaksiyonlara yararli etkileri oldugu
ortaya ¢ikmugtir.



Biyoreaktorierde Ihikrobiyolojik, bitki ve hayvan hﬁcreleﬁndeki metabolik verimliligin
artmas1 biyoteknoloji proseslere ekonomik yararlar saglamaktadir. Ayrica, ultrasonikasyon
isleminin kullanimi, biyolojik katalizbrlerin ve proseslerin verimliligini biiyiik Olgtide
arttirmaktadar.

Bu ¢aligmada; Boliim 2°de ultrasonikasyon baglig1 altinda ultrasonikasyon hakkinda bilgilere,
Boliim 3°de enzimler ve yapisi ile ilgili bilgilere yer verilmistir. Boliim 4°de amilaz enzimleri
ve genel ozellikleri ve Boliim 5°de nisasta ve dzellikleri anlatilmistir. Boliim 6°da literatiirde
yer alan nigastanin ultrasonik ortamda hidrolizi ile ilgili ¢caligmalar 6zetlenmistir. Deneysel
calismalarda kullanilan maddeler, cihazlar ve analiz yontemleri materyal ve yontem baglif
altinda Boliim 7’de; deneysel ¢aligmalar ve bunlara ait deneysel veriler kullamlarak elde
edilen matematiksel ifadeler arastirma bulgulart baglig1 altinda B&liim 8°de yer almaktadir.
Béliim 9°da ise deneysel ¢aligmalardan elde edilen sonuglar 6zetlenmisgtir.



2. ULTRASONIKASYON

2.1 Ultrasonikasyonun Tammi

Ultrasonikasyon, insan kulagimmn isitebilecegi ses frekansmm (16 Hz-18 kHz) {izerindeki
akustik dalgalara denir. Ultrasonik dalgalar1 insan kulag1 duyamaz [1]. Diger bir deyisle
ultrasonikasyon, akustik spektrumda frekansi 20 kHz’den (saniyede 2000 devir) biiylik
yiiksek frekansh sesler olarak adlandiriimaktadir (Yalgm vd., 2002). Ultrasonikasyon bir
mekanik enerji ¢esididir, elektrik enerjisi degildir. Cizelge 2.1°de ses dalgalarmin frekanslara
gbre gruplandirilmasi ve Cizelge 2.2°de ise gii¢ ve frekansa gore ultrasonikasyonun uygulama
alanlar1 g6riilmektedir.

Cizelge 2.1 Ses dalgalan ve frekanslari (Povey ve Mason, 1998; Cracknell 1980)

Frekans Arahg
Infrases (kiziltesi ses) 0Hz-15Hz
Insan kulagmn isitebildigi sesler 16 Hz - 20 kHz
Giig ultrasonikasyon dalgalari 20 kHz - 2 MHz
Tan1 (diagnostik) ses dalgalart 5MHz- 10 MHz
Mikroses (eski adiyla “hiperses”™) > 500 MHz

Cizelge 2.2 Giig ve frekansa gore ultrasonikasyonun uygulamalar [2]

Uygulama alam Frekans Giic Ornek
Diisiik gii¢ uygulamalar1 | Yiksek frekans | Diislik gii¢ Malzeme bilimi,
(>100 kHz) (<1Wiem® | tibbi tam
Yiiksek gii¢c uygulamalar1 | Diigiik frekans | Yiiksek giic Temizleme,
(<100 kHz) (1 W/em?) | homojenizasyon,
sonokimyasal uygulamalar

Ultrasonikasyon islemi i¢in genellikle 20 kHz - 40 kHz aralifindaki frekanslar kullamlir. Bu
aralik laboratuarda kullanilan ultrasonik banyolarda gegerlidir. Ancak, akustik kavitasyon bu
frekansin tizerindeki frekanslarda da olugabildiginden son yillardaki aragtirmalarda 5 MHz’e
kadar ¢ikilmaktadir. 5 MHz’in {fizerindeki frekanslar ise kavitasyon yaratmaz, tipta
goriintiileme tekniklerinde kullanilir (Kog (Onciil), 2001; Povey ve Mason,1998).




2.1.1 Frekans aralig

Ultrasonikasyon cihazlarinda kullanilan parametrelerden biri frekans araliidir. Frekans

aralip yiizde olarak ifade edilir ve prosesteki aktif zamanin toplam zamana oramdir

(Schlager, 1998). Diger bir deyisle, gii¢ ¢eviricideki titresim sliresinin bir fraksiyonudur.
Aktif zaman (on)

Frekans araligi = 2.1
Aktif zaman (on) + Aktif olmayan zaman (off)

Kesikli ve siirekli olmak tizere iki gesit ultrasonikasyon islemi bulunmaktadir. %100 frekans
araligy, stirekli islemi ifade eder. Eger, frekans arahift %100° den kiigitkse kesikli proses
olarak adlandirilir.

Frekans aralif: sistemdeki zararli etkilerin (asir1 sicaklik yiikselmesi gibi) olugmasimi Gnler.
Frekans araligy arttik¢a daba ytiksek sicaklik ortaya ¢ikar [3, 4].

Titresim oram, zamana gdre enerji konsantrasyonunu ifade eder. Yani, cihazin agik oldugu
stirenin kapali oldugu siireyle kargilagtirilmas: sonucu elde edilen bir orandir. Ornegin,
titresim oram 1:4 ve toplam titresim siiresi 10 milisaniye ise; ultrasonikasyon {initesi bir birim
siire (2 milisaniye) enerji vermekte, 4 birim stire (8 mili saniye) enerji vermemektedir. Yani;
stirenin  %20’sinde cihaz ¢aligmaktadir. Ultrasonikasyon cihazi daha yliksek frekans
araligmmda, daha fazla enerji verir. Cizelge 2.3°de frekans arahig ile titresim oranlarinm
karsilagtirilmas1 yapilmigtir [5].

Cizelge 2.3 Frekans aralifi ve titresim oranlarmin karsilagtiriimasi [5]

Islem Modu Titregim Oran Frekans Arahigi
Stirekli %100
Kesikli 1:1 %30

1:2 %33
1:3 %25
1:9 %10




2.2 Ultrasonikasyonun Tarihcesi

1867:

1880:

1883:

1895:

1917:

1927:

1929:

1930:

1931:

1933:

1943:

1944:

1945:

1950:

1963:

1970:

1980:

Ik kavitasyon aragtirmalari Tomlinson ve Gernez tarafindan gerceklestirilmistir.

Pierre Curie tarafindan piezoelektrik etkinin kesfi. Pierre Curie, mekanik basing
uygulanirsa kuvars ve rosel tuzu (potasyum sodyum tartarat) gibi asimetrik kristallerin
elektrik yiikil tirettiini tespit etmistir. Tersi durumda da, aym kristallere elektriksel
salimimlar uygulanirsa mekanik titresimler olugmaktadir.

Galton tarafindan ilk ultrasonik dénistiirlictiniin yapima.

Suyun igindeki pervanenin hizli hareketiyle kavitasyon kabarciklarmin olustugu
Thornycroft-Barnaby tarafindan gézlenmistir. .

Rayleigh tarafindan kavitasyon kabarcigi igin ilk matematik model yapildi. Cok yiiksek
sicaklik ve basinglara yol agacag: belirtildi.

Ultrasonikasyonun kimyasal etkileri lizerine ilk basilmis yayin; Richards and Loomis
tarafindan yapildi.

Metal nesneleri incelemek igin ultrasonikasyonun kullanilmasi tartisgilmaya baslandi.
Demann ve Asbach’in ultrasonikasyonu polimerizasyon i¢in kullanmalari.

Katilardaki kusurlari bulmak igin ultrasonikasyonun kullanima ile ilgili bir patent alindi.
Ultrasonikasyon ile polimer ¢ozeltilerinin viskozitesinde azalma oldugu rapor edildi.
Ultrasonikasyon ile temizleme tizerine ilk patent alindi.

Ultrasonikasyon ile emiilsiyon yapimu izerine alan ilk patent.

Japon arastirmacilar ultrasonun tibbi teghislerde kullammun arastirmaya bagladilar.

Kavitasyon ve ultrasonikasyon aragtirmalarmin yogunlagmasi ve ultrasonikasyon
kullanilan uygulamalarin sayisinin artmasi. Noltingk ve Neppiras tarafindan “Hot spot”
modelinin ortaya konulmast.

Ultrasonikasyonun plastik kaliplarinda kullaniligz.
Sonokimya aragtirmalar: hiz kazanda.

Sonokimyanin etkileri tizerine yapilan aragtirmalarin artmasi.



1986: ingiltere’de Warwick Universitesi’nde sonokimya ile ilgili ilk uluslar arasi toplant:
yapildi.

1990: European Society of Sonochemistry’nin kurulusu (Ensminger,1988; Kuttruff, 1991;
Kog (Onciil), 2001; [1]).

2.3 Ultrasonikasyonun Genel Prensipleri

2.3.1 Ultrasonik dalgalarin elde edilmesi

Ultrasonik dalgalar; mekanik, elektromanyetik ve termal enerji kaynaklari kullanilarak
ultrasonik gli¢ ceviriciler ile iretilir [1]. Ultrasonik gii¢ ceviriciler, mekanik ve elektrik
enerjisini ses enerjisine geviren cihazlardir (Povey ve Mason,1998). Ultrasonik dalgalar;
gazlar (hava gibi), stvilar ve katilar i¢inde tiretilebilir [1]. Ultrasonik dalgalarinin elde edildigi
baglica 3 ¢esit doniistiirticti mevcuttur:

e Siv1 siiriicii doniistiiriiciiler: Bir sivinin ince bir metal yilizeye hizla carpmastyla ¢aligir.
Boylelikle, titresimler meydana gelir. Bu titresimsel hareketler ile basing ve dolayistyla da
kavitasyon olugur (Povey ve Mason,1998).

e Manyetostriktif (manyetik biiziiliimlii) déniistiiriiciiler: Ters manyetostriktif etkisini
kullanarak, manyetik enerjiyi ultrasonik enerjiye gevirirler. Bu, metal alagimlara
(ferrometalik gibi) gliclii bir alternatif manyetik alan uygulanarak saglanir. Bu tip
doéniigtiiriiciilerin 2 dezavantaji bulunmaktadir. Birincisi, frekans araligi 100 kHz den kiigtik
olmasi; ikincisi ise kayiplar nedeniyle sadece %60°a yakin elektriksel verimlilik
saglanabilmesidir (Povey ve Mason,1998; [1] ).

o Piezoelektrik doniistiiriiciiler: Kuvvetli piezoelektrik davranigi gosteren dogal veya yapay
tek kristal (kuvars gibi) veya seramik (baryum titanat gibi) kullanip ters piezoelektrik etki
olusturarak ¢alisirlar. Seramiklerin gekillendirilmesi daha kolay oldugundan kristallerden
daha avantajlidir. Piezoelektrik etki, ilk olarak 1880 yilinda Pierre Curie tarafindan ortaya
atilmigtir. Kuvars ve rosel tuzu (potasyum sodyum tartarat) gibi asimetrik kristallerin
mekanik basing altinda elektrik enerjisi tirettigini bulmustur. Aslinda mekanik titresimler,
elektriksel salimmlarin uygulanmasiyla elde edilmektedir. En yaygm olarak kullamlan
dontistliriicli piezoelektrik doniistiiriiciilerdir. Piezoeletrik dontstlriiciiler, tim frekans
araliklarinda kullanilabilmekte ve %95 elekriksel verim saglamaktadir (Povey ve
Mason,1998; [1]).



Ultrasonik gli¢ kaynaklari, voltaj hattindaki normal elektirik enerjisini yliksek frekanstaki
elektrik enerjisine doniistiirmektedir. Bu elektrik enerjisi, mekanik enerjiye doniistiiren proba
iletilmektedir. Prob, boylamsal yénde titresir ve bu hareket ¢ozeltiye daldirilmig titanyum uca
iletilir. Probtaki titresimler, titanyum ug tarafindan giddetlendirilmektedir. Cozeltiye yayilan
glicli sok dalgalarin etkisiyle olusan mikroskopik kabarciklarin anlik olarak olugup
sonmesiyle kavitasyon olusur (Cropek ve Dankowski, 2000; [6]).

2.3.2 Kavitasyon ve etkileri

2.3.2.1 Kavitasyon

Akustik enerji, mekanik bir titresimdir ve ses dalgalari iginden gectikleri ortamdaki
molekiillerin titregimlerini etkiler. Ancak bu mekanik titregimlerin frekansi, molekiillerin
titresim frekansindan gok daha diistik oldugundan, akustik enerji molekiiller tarafindan direkt
absorplanamaz (Cracknell, 1980). Ses enerjisinin prosesler tizerindeki etkisi kavitasyon olay:
ile aciklanabilir. Kavitasyon ile dayamklh kiiciik molekiiller ve biyoaktif makromolekiiller
parcalara ayrilabilir (Chisti, 2003).

Kavitasyon; ultrasonikasyon uygulanan bir ¢ozeltide, ultrasonik dalgalarin genlesme
evresinde sivinin i¢inde mikrokabarciklarin ve gukurlarin olusmas: ve dalgalarn sikistirma
evresinde bu kabarciklarin sonmesi seklinde gergeklesen bir akustik prosestir (Schlager,
1998). Stnen kabarciklar ile ortamda siddetli dalgalar olusmaktadir. Kabarcigin olugmasi ve
sonmesi ¢ok hizli bir gekilde gerceklesmektedir. Kavitasyon, sadece ultrasonik glic
uygulandifinda olugmaktadr.

Ses, Sekil 2.1°de gosterildigi gibi ardarda gelen sikisma ve genlesmelerden olusan basing
dalgalar1 halinde ilerler. Bu basing dalgalari, icinde ilerledikleri ortamdaki molekiillerin
titresimlerini etkiler (Andag, 2002). Bir sivi sikisma dalgalarina kolaylikla dayamirken,
yeterince giiclii bir genlesme dalgas1 sivi molekiilleri arasindaki baglarin kopmasina sebep
olabilir. Bu durumda olugan bogluk, sivi i¢ginde bulunan gaz yada buhar tarafindan doldurulur
ve kavitasyon baloncugu olugur. Olusan bu baloncuk pespese birkag genisleme dalgasi
boyunca ortamdan gaz yada buhar olarak biiylimeye devam eder ve kararhi. durumunu
kaybeder. Bdylece bir sikigma dalgasi kavitasyon baloncugunun patlamasina neden olur
(Andag, 2002; Casadonte, 2000). Sekil 2.2°de bir kavitasyon kabarciginmin olugmasi, bitytimesi

ve sOnmesi gosterilmistir.
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Sekil 2.2 Kavitasyon kabarciginin olugmasi, biiylimesi ve s6nmesi (Casadonte, 2000;
Giz, 2000)



Akustik alanda olusan kabarcik kararli degildir. Ciinkii, gevresindeki diger kabarciklar
olusmakta ve biiylimektedir. Boylece bazi kabarciklar dengesiz boyuta kadar sigerler ve
siddetli bir sekilde sdnerler. Bu kabarciklarin sénmesi, kimyasal ve mekanik etkiler igin
gereken enerjiyi firetir. Sonokimyasal proseslerde kavitasyon olusumu istenen bir durumdur
(Kog (Onciil), 2001; Chisti, 2003).

Kavitasyon enerjisinin ortaya ¢ikmasini agiklayan “hot spot” (sicak nokta) teorisine gore; her
bir kavitasyon kabarcigi, sivi sistemlerde bir mikroreaktdr gibi harcket ederek birkag bin
derece sicaklik (5000 X gibi) ve bin atmosferin tizerinde basing (2000 atm basinca kadar)
firetir. Kabarciklarin olugumu ve sdnmesi sirasinda kabarcik etrafindaki lokal sicaklik 110°C/s
den daha fazla olacak sekilde degismektedir. Bunun yaninda hizli sénmenin sonucu olarak
meydana gelen biiyiik mekanik etkiler de s6z konusudur (Chisti, 2003).

2.3.2.2 Kavitasyonun cegitleri
Kavitasyon iki gekilde gergeklesmektedir:

e Kararh kavitasyon: Bu kavitasyon tiiriinde, kabarciklar biiyiik ve periyot stireleri olduk¢a
uzundur. Kalici kavitasyon igin gerek duyulan ultrasonik glic yogunlugu, gegici
kavitasyonun gerektirdiginden daha dugtiktiir. Ayrica; kalici kavitasyonun olusturdugu
sicaklik ve basing, gecici kavitasyonunkinden oldukga daha diigtiktiir.

e Gecici kavitasyon: Yiiksek sicaklik (5000 K gibi) ve yiiksek basingta (1000 atm) gegici
kavitasyon olugur. Kavitasyon sirasinda, hizli bir gekilde kiigtik kabarciklar olusur ve
yliksek miktarda enerji ¢ikisi g6zlenir. Gegici kavitasyon igin yitksek ultrasonik giig
yogunlugu gerekir. Gegici kavitasyon, suyun sterilizasyonu ve bitkisel besin ¢ézeltilerinde
mikrobiyolojik populasyon kontroliinde ¢ok fazla kullamilmaktadir (Schlager, 1998).

2.3.2.3 Kavitasyonu etkileyen faktirler

e Uygulanan frekansin etkisi: Ultrasonik dalgalarin frekans: arttikga, sivilardaki
kavitasyonun siddeti ve tiretimi azalir. Bunun sebebi, ¢ok yiiksek frekanslarda genlesme ve
sikisma evrelerinin ¢ok kisa olmasidir. Genlegsme evresinin simrh zamani, kabarcigin
yeterli derecede biiylimesine izin vermez. Genlesme sirasinda kabarcik iiretilse bile,
sdnmesi icin belirli bir siire gereklidir. Bu nedenle, yiiksek frekanslarda meydana gelen

kavitasyon etkiler daha az olur.



10

e Coziiciiniin etkisi: Bir sivida bosluklarin ve mikrokabarciklarin olugmas: igin, sivinin
kohesiv kuvvetlerinin iistesinden gelebilecek genlesme evresiyle etkisini gosteren negatif
bir sabit basing gereklidir. Viskoz veya yiiksek ylizey gerilimli sivilarda bu daha zordur. Bu
durumda daha biiyiik siddet gereklidir. Bununla birlikte; viskoz siv1 kavitasyon kabarcigin
retebilirse, kabarciklarin ¢okmesinden ortaya ¢ikan sicaklik ve basing etkileri oldukga
biiylik olur. Ciinkii ¢6kme baglangicinda basing ¢ok fazladir. Kavitasyona etki eden diger
¢oziicii faktorii de buhar basincidir. Bu direkt olarak sicaklikla ilgilidir.

o Sicakhgm etkisi: Reaksiyon sicakhifinin artmasi, daha diisilkk akustik siddetlerde
kavitasyona izin verir. Bu, sivinin isitilmasiyla buhar basincinin artmasimin direkt bir
sonucudur. Buhar basinci artarsa, uygulanan akustik basincin etkisi azalir, dolayisiyla
kavitasyon kabarciklarmin ¢okmesinin sonucu olan etkiler azalir. Sonug olarak, maksimum
sonokimyasal yarar saglamak i¢in deneylerin diiglik sicaklikta yapilmas: gerekir.
Coziictiniin diigiik buhar basincina sahip olmasi tercih edilmelidir.

e Gaz tipi ve icerigi: Kiiciik atomlu gazlarin kullanimi, igi gaz dolu kabarciklarin daha
biiyiik sonokimyasal etkiler yaratmasim saglayacaktir. Bu nedenle tek atomlu gazlar (He,
Ar, Ne) iki atomlulara gore tercih edilir. Sivinin gaz igerigi arttikca, zayif noktalarda artma
olur ve kavitasyon egigi diiger.

e Uygulanan ‘dis basmem etkisi: Dig basmcin arttirilmasiyla kavitasyon esifinde ve
kabarcik ¢okme siddetinde bir artma olur. Py (stvinun basinci) - P, (akustik basing) > 0 ise,
kavitasyon kabarciginin olusmadigi kabul edilir. Yiiksek dig basing, yiksek P, degeri
vereceginden, Py - P,< 0 olur. Bu durum ultrasonik giddeti yeterli derecede attiracak ve
kavitasyon iiretecektir (Kog (Onciil), 2001).

2.3.2.4 Kavitasyon etkileri

Kabarciin patlamasi esnasinda igeriginin ¢ok yiiksek sicaklik ve basing degerine ulastig
bilinmektedir. Ancak patlama, kabarcigin gevresini de etkiler. Patlama esnasinda kabarcigin
etrafinda meydana gelen kayma gerilmeleri, mikrojetler ve sok dalgalari, radikal olugumunu
saglama, kiitle transferini arttirma, tanecik boyutunu diigiirme ve ylizey temizleme gibi gesitli
fiziksel ve kimyasal etkilere sebep olurlar. Bunlar: daha iyi anlayabilmek i¢in kavitasyonun
farkli siv1 sistemleri lizerinde meydana getirecegi muhtemel degisimleri incelemek gerekir
(Andag, 2002).
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2.3.2.4.1 Homojen siv1 sistemler

Kavitasyonun reaksiyon baslatma etkinligi, homojen sartlarda daha azdir. Aragtirmalar,
sonokimyasal etkinin ¢dken kabarcifin iginde agir1 kosullarda (yitkksek sicaklik ve
basinglarda) olustugunu, sivi ile kabarcik icindeki bosluk arasindaki ylizeyde ise fazla agiri
olmayan kogullarda olustugunu gdstermistir. Kabarcigin hemen etrafinda bulunan sivida ise
mekanik etkiler baskmndir (Sekil 2.3) (Kog (Onciil), 2001).

Baloncugun igi |
-~ {(Agin sicaklik ve basing)

-~ (Ortalama sicaklik ve basing)

‘Sekil 2.3 Homojen bir sivida kavitasyon (Giz, 2000)

Cokme sirasinda kavitasyon kabarcigimin igerisinde asin kosullarm (yliksek sicaklik ve
basing) olugmast icin kimyasal maddenin kabarciga girmesi gerekir. Yani, kimyasal madde
ugucu olmalidir. Bilinen laboratuar cihazlar1 kullanilarak ultrasonik olarak tiretilen kavitasyon
kabarciklarinin konsantrasyonu ¢ok kiigtiktiir. Dolayisiyla bu tip reaksiyonlarda verim
oldukga diisiiktiir (Giz, 2000; Kog (Onciil), 2001).

2.3.2.4.2 Heterojen sistemler

1) Siv1 icindeki kati yiizeylerin olusturdugu heterojen sistemler

Heterojen bir sistemde olusan kavitasyon, homojen reaksiyonlarda bahsedilen gekilde ortaya
cikar. Aralarindaki fark, sadece heterojen sistemde bulunan fazlarin ara ylizeyleri civarinda
kabarciklarim sénmesinden kaynaklanir. Eger kavitasyon kabarciklar biiyiik bir kat1 yiizey
yakiminda olusurlarsa, kabarciklarin stnmesi simetrik olmaz. Biiyilk kati ylizey sivinin
hareketini kisitlar. Kat1 ylizey, sonen kabarcigin bir kenarindan sivi hareketine engel olarak,
diger taraftan kabarcigin igine dogru biiyiik bir siv1 akigina neden olur. Bunun sonucu olarak,
hiz1 100 m/s’den biiytik bir “siv1 jeti” olusur (Sekil 2.4). Siv1 jetin mekanik etkisi yiiksek



12

basing olusturdugundan dolayi, ultrasonikasyon islemi temizlemede etkili olur. Kullanilan
kosullara bagh olarak bu giiclii siv1 jeti, katalizor ylizeylerini aktif hale getirir; katalitik
maddenin gozenek igine emilmesi i¢in gereken kuvveti arttirir ve ara ylizey tabakalarmin
bozulmastyla yiizeye kiitle ve 1s1 transferini arttirir (Kog (Onciil), 2001; Tuzcuogly, 2000).

' e COken kabarcifin bir
= kenarmdan sivinin
* igerisine akig

" olusumu

Sekil 2.4 Kat1 ylizey yakininda kavitasyonun etkisi (Povey ve Mason, 1998)

2) Sv1 icindeki toz halindeki katilarm olusturdugu heterojen sistemler

Kat1 partikiil halindeyse, kavitasyon katinin cinsine ve boyutuna bagli olarak ¢esitli etkiler
olusturur. Bu etkiler, bir aradaki kiimelerin mekanik olarak topaklanmasimin Onlenmesi,
agmnmayla ylizey kaplamalarin kalkmasi ve yiizeye kiitle transferinin saglanmasidir. Biiyiik
tanecikli katilarda pargalanma ve bolimmeler olurken, kiictik tanecikli katilardan olugan
sistemlerde kavitasyon nedeniyle hizlanan c¢arpismalar sonucu tanecikler birlesir (Sekil 2.5).
Ancak, her iki durumdada kiitle transferi artacaktir (Andag, 2002; Kog (Onciil), 2001).
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Biyiik partikiiller Kiigtik partikiiller

Pargalanma

=~ Hatali yiizeyde
\ kay.itasyon

\ " Siddetli
carpisma ™

Sekil 2.5 Kavitasyonun toz halindeki katilar fizerindeki etkisi (Kog (Onciil), 2001)

3) Karismayan sivilarn olusturdugu heterojen sistemler

Karismayan sivilarin ara yiizeyinde veya yakimnda kavitasyon kabarciklarmin ¢dkmesi, ara
yiizeylerin pargalanmasint ve karigmay: saglar. Bunun sonucu olarak da iyi emilsiyonlar elde
edilir. Bu esas olarak mekanik bir etkidir (Sekil 2.6) (Onciil (Kog), 2001).

i Faz sinir tabakagiritn
. bozulmast

Sekil 2.6 Kavitasyonun karigmayan sivilar tizerindeki etkisi (Andag, 2002)

2.3.3 Ultrasonikasyon igleminde kullanilan cihazlar

Ultrasonikasyon kayna@ olarak, elektrik enerjisini ses enerjisine geviren bir doniistiirlicii
kullanilir. Laboratuarlarda en ¢ok kullamilan ultrasonikasyon cihazlari, ultrasonik banyo ve
ultrasonik prob sistemidir (Kog (Onciil), 2001).
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2.3.3.1 Ultrasonik banyo

Basit bir ultrasonik temizleme banyosu en fazla kullamilan ve en ucuz ultrases kaynagidir
(Sekil 2.7). Banyonun kendisini reaksiyon kabi olarak kullanmak miimkiin ise de bu
genellikle banyo duvarlarinin korozyonu, buharlarin veya gazlarin yayilmasinin kontrolii gibi
problemlerden dolay: ¢cok nadir yapilir. Standart kullanimda, cam reaksiyon kaplari ultrasonik
banyo i¢ine daldrilir.

Reaksiyon kab i¢in 6zel bir adaptor gerekli degildir. Kap icerisinde inert bir atmosfer veya
basing saglanabilir, Cihazin duvarlarindan reaksiyon ortamina ulasan enerji miktar1 diigtiktiir,
normal olarak 1-5 W cm™ arasindadir. Ticari ultrasonikasyon banyolarinda termostatik
kontrol genellikle zayiftir ve bu nedenle sistem ek olarak termostatik kontrol gerektirir (Kog
(Onciil), 2001; Povey ve Mason, 1998).

Reaksiyon
karisimi™s_ .

Celik

Sekil 2.7 Ultrasonik temizleme banyosu (Povey ve Mason, 1998)

2.3.3.2 Ultrasonik prob

Ultrasonik prob, reaksiyon ortamima direkt olarak ultrasonik enerjinin uygulanmasim saglar.
Prob sisteminde, banyo sisteminde bulunan reaktér duvarlari ve dalgamn transfer edildigi su
ortamu aradan ¢ikarilmigtir (Sekil 2.8).

»
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vvvvvv

Jenerator

Degigtirilebilir Ug v

Sekil 2.8 Ultrasonik prob sistemi (Povey ve Mason, 1998)

Bu tip sistemlerin giicii kontrol edilebilir ve banyo sistemine gére daha yiiksek gii¢ yogunlugu
(maksimum birkag yiiz W cm™) saglanabilir. Ancak, prob sistemi banyodan daha pahalidir
(Kog (Onciil), 2001; Povey ve Mason, 1998).

2.3.4 Ultrasonikasyonun yararlari

Kimyasal ve biyokimyasal proseslere ultrasonikasyon isleminin uygulanmasindaki en Snemii
amag, kimyasal reaktifligi arttrmaktir (Lii vd., 1999).

Reaksiyon hizim arttirmak igin kullanilan yontemler sunlardar:
e Reaksiyon sicaklifini arttirmak,

e Reaktanlarin konsantrasyonunu arttirmak,

e Dis basinci arttirmak,

e Kataliz6r kullammu,

e Ultrasonikasyon

Ultrasonikasyonun reaksiyona etkisi, katalizrlin reaksiyonu hizlandirma etkisine
benzemektedir. Ultrasonikasyon, en gok katalitik bazh (katalizériin kullanildigi) proseslerde
etkili olmaktadir. Ultrasonik ve enzimatik etkiler; proses siiresini kisaltmakta ve yiiksek
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oranda doniisiim saglamaktadir. Ayrica, ultrasonikasyon cihazi yaydigi dalgalarla ortamin
sicakligini yiikseltmektedir. Bu nedenle sistemde sogutucu bulundurulmalidir (Schlager,
1999). Yapilan c¢aligmalar sonucu, ses Stesi dalgalarin enzimatik reaksiyonlar lizerinde 1000
kat daha etkili oldugu gériilmiigtiir. Ayn1 tepkime stiresine sahip bir kimyasal ¢alismada, ses
otesi dalgalarin uygulandif1 sistemde, karistirmali sisteme gore daha yiiksek doniigiim
degerlerine ulasilmigtir. Diger bir kimyasal galigmada ise, ses otesi dalgalar ve karistirmali
sistem birlikte uygulanarak yiiksek dontistim degerleri elde edilebilmistir. (Yalgin vd., 2002).

Sivi ortamda, ultrasonikasyonun biyokimyasal reaktiflige etkileri iki temel akustik olaydan
elde edilir (Schlager, 1998):

o Akustik dalga
e Kavitasyon

Ses otesi dalgalarin uygulandi sistemlerde meydana gelen titregim, etkili bir karigma
meydana getirir (Yalgin vd., 2002). Ultrasonikasyonun kanstirict etkisi sunlari saglar:

o Kiitle transferi
o Aktif kisimlardaki yenilenme ve tiretim hiz1
o Enzim yiizeylerindeki {irin ve toksinlerin desorpsiyonu (Schlager, 1998).

Organik maddelerin buytikliikleri, onlarin biyolojik degredasyon lizinin saptanmasim saglar.
Biiyilk molekiillerin ve kolloidal maddelerin degredasyonu yavastir. Ciinkii, molekiillerin
hiicre zarma niifuz etmeleri zordur. Yavag hidroliz reaksiyonlar: ultrasonikasyonun
uygulanmasiyla hizlandirilabilir (Neis, 2002).

Kimyada ultrasonikasyon kullaniminin diger avantajlan su sekilde Ozetlenirse;
ultrasonikasyon uygulandifi zaman, reaksiyon hizlandirilir veya daha kolay sartlarda
gergeklestirilebilir. Reaksiyonlarda indiiksiyon siiresi 6nemli derecede azaltilir. Reaksiyonlar,
genellikle ek kimyasal madde gerektirmeden ultrasonikasyon ile baglatilabilir. Bazi
sentezlerde reaksiyon basamagi sayisi azaltilabilir. Bazi durumlarda ise reaksiyon,
ultrasonikasyon etkisi ile tamamen farkl1 bir yolla gergeklestirilebilir (Kog (Onciil), 2001).

Ultrasonikasyon kullaniminin ¢ok az dezavantaji bulunmaktadir. Bu dezavantajlar ise, cihazin
glirlilttlli ¢aligmas: ve ultrasonikasyonun endiistriye uygulanmasindaki maliyettir.
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2.3.5 Ultrasonikasyonun kullamim alanlari
Teknolojide goriilen gelismelere paralel olarak ultrasonikasyonun kullanim alanlart hizli bir
sekilde artmaktadir. Cizelge 2.4’de ultrasonikasyonun kullanim alanlar1 verilmigtir.

Cizelge 2.4 Ultrasonikasyonun kullanim alanlar1 (Andag, 2002; Cropek ve Dankowksi, 2000;
Chisti, 2003; Kog (Onciil), 2001; [1])

Alan Uygulama

Biyoloji, e Homojenlegtirme

Biyokimya | e Hiicre parcalanmasi

Akustik giig, cesitli caligmalar igin hiicre duvarlarimi pargalayarak,
hiicrelerdeki istenmeyen yapilari ayirmada kullamilir. Ayrica, hiicreler
inaktive edilebilir.

Kimya o Reaksiyon siiresini azaltma

o Reaksiyon verimini arttirma

e Reaksiyon mekanizmasi degistirme
e Kataliz6r aktivitesini arttirma

e Radikal olugturma

o Indiiksiyon stiresini azaltma

e Homojenizasyon ve karigtirma

e Hidroliz
Cografya, o Vurug/yanki teknikleri
Jeoloji e Petrol yataklarmin yerinin saptanmasi

e Deniz ve okyanuslarda derinlik dlglimii
o Sonar (ultrasonik radar)

Endiistri e Boyalar ve katilarin; boya, niﬁrekkep ve regineler iginde kolayca
dagilmasin saglar.

e Ultrasonik banyolara daldirilarak yaglamay: azaltma ve temizleme islemleri
yapilir.

e Akustik filtrasyon ve ultrasonikasyon ile kurutma uygulamalari ise pek
yaygin degildir.




18

Cizelge 2.4 (Devam)
Plastikler ve | e Termoplastiklerle kaynak yapiminda,
Polimerler | o Polimerizasyon reaksiyonlarini baslatmada,
e Polimer zincirlerinin kirilmasinda.
Okyanus ¢ Su altinin izlenmesi
bilimi e Deniz tabakasimin hatlarinin gizilmesi
o Batik gemilerin bulunmast
e Balik siiriilerinin aranmas:
Metalurji ve | o Metal oksit katalizor hazirlama
Malzeme e Kolloid ve dispersiyon hazirlama
e Elektroliz
e Metal ve plastik birlestirme-kesme
¢ Yiizey temizleme: Elektronik aksamlar, otomotiv, ugaklarda kullanilan
metal, seramik veya kristal ylizeylerden gres (kati1 yag), pas ve boyalarmn
cikarilmasi gibi
o Lehimleme ve kaynak
Malzemelerin iglenmesi: Karmagik sekillerin, ¢ok sert ve asmdirici
malzemelerin ilenmesinde kullanilabilir. Yumusak celik, seramik, cam, |
tungsten gibi malzemeler bu teknikle islenebilir.
Malzemelerdeki hatalarin bulunmasi: Vurus yanki teknigi kullanilir. Bu
teknikte ses dalgalari, muayene edilecek nesneye gonderilir ve yanki analiz
edilen icteki hata veya geometrik ylizeyin bir bolimiinden aliciya geri
doner. Hatalar ve maddenin i¢indeki diger diizensizlikler dalgalarin
yansimasinda degisiklikler meydana getirir. Vurus yanki metodu Sncelikle
kaynak ve dokiimlerin incelenmesinde kullanilir.
o Akustik mikroskop: 1 p seviyesine kadar detaylar goriilebilir.
o Malzeme Ozelliklerinin belirlenmesi (pargacik biiyiikliigi, gozeneklilik,
kirilma mukavemeti gibi 6zellikler)
Gida » Kopiik giderme

o Karistirma ve oksidasyon
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Cizelge 2.4 (Devam)
Dig ¢ Dislerin temizlenmesi ve delinmesinde kullanilir.
hekimligi
Tlag o Enzim aktiflestirme
¢ Emiilsiyon haline getirme
e Kemoterapi uygulamalar:
Tip e Cerrahi aletlerin sterilizasyonu
e Goriintiileme tenikleri: insan kalbindeki kanm akigi, kalp kapakgiklarnm
durumu (doppler); bobrek, safratasi ve tiimorlerin  tetkikinde
kullanilmaktadir. 2-10 MHz frekans aralifi ultrasonikasyon ile
gorintillemede, 6zellikle dogumlarda, fetusu (cenini) gzlemlemek igin ve
ameliyatlarda kesim aletlerine rehberlik etmek icin kullamlir.
e Fizyoterapi: Diiglik frekanslarda (20-50 kHz) kas incinmelerin tedavisinde
kullanilar.
Elektronik | e Elektronik komponentlerin muayenesi, temizligi ve montaji
e Yiizey akustik dalga filtreleri ultrasonik frekanslarla caligir. Bunlar cep
telefonu ve TV alicilari igin Snemlidir.
Tarm e Hayvanlardaki yag tabakasimn kalinhgm dlgmek

¢ Homojenlestirilmis stitlin kalitesini arttirma

e Hasereler ile miicadele
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3.ENZIMLER

3.1 Enzim Nedir?

Kimyasal reaksiyonlarin aengesini bozmaksizin hizini degistiren maddelere katalizor denir.
Enzimler ise, biitiin canli organizmalarda bulunan, hiicre igerisinde meydana gelen binlerce
tepkimenin hizinm1 ve Szgiilliigiinii belirleyen, organizmadaki metabolik olaylar: hizlandiran ve
¢ogunlugu protein yapisinda olan biyolojik katalizdrlerdir. Enzimler, diger proteinler gibi
birbirlerine peptit baglan ile baglanmig uzun amino asit zincirlerinden olusmaktadir
(Demirsoy, 1989; Telefoncu, 1995; [7]).

Enzimler, aktivasyon enetjisini diigiirerek kimyasal reaksiyonlar: hizlandirir ve reaksiyon
sonunda hi¢ bozulmadan ayrilirlar. Bu nedenle, hiicrede tekrar tekrar kullamilirlar. Biitiin
enzimler proteindir, fakat tlim proteinler enzim degildir. Enzimler yardimiyla hiicre iginde
cok sayida madde pargalanir ve yeniden sentezlenir. Biitin bu reaksiyonlar hiicre iginde
normal viicut 1sisinda, diisiik basing altinda ve belli bir pH aralifinda enzimler tarafindan
gerceklesir. Enzimatik reaksiyonlar cok hizli reaksiyonlardir. Enzimler yardim ile enzimler
olmaksizin gergeklestirilecek kimyasal reaksiyonlar 10%-10" kez daha hizlandirilabilmektedir
(Bailey ve Ollis,1986; [8]).

Canli hiicrelerde faaliyet g6stermek {izere olugturulan enzimler, atmosferik basingta, diigiik
sicaklik ve asitlii yiiksek olmayan ortamlarda calisirlar. Birgok enzimin fonksiyonlarini
stirdiirebilmesi i¢in en uygun kosullar; 30-70°C arasinda sicaklik ve notr degere yakin pH
degerleridir. Baz1 teknik wuygulamalarda, yiiksek sicakliklarda ¢aligabilecek enzimler
geligtirilmigtir. Ancak, hicbir enzim 100°C’nin tizerindeki sicakliklarda uzun siire aktiflik

Ozelligi gosteremez [9].

Organizmadaki organik maddelerin yapim, pargalanmasi, kas hareketleri, sindirim ve
solunum gibi fizyolojik olaylar, enzimler yardimiyla yiirtittilmektedir. Bu nedenle hayat bir
cok enzimatik reaksiyonlarin tiimiidiir denilebilir (Cetin, 1983).

3.2 Enzimlerin Ozellikleri

¢ Enzimlerin tlimii protein yapisindadir ya da protein kismi bulundururlar.

o Etki ettigi maddenin sonuna “-az” eki getirilerek ya da katalizledigi tepkimenin cesidine

gore adlandirilirlar. Ornegin, kitine etki eden kitinaz enzimi.
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e Suda yada sulandirilmig tuz ¢Szeltilerinde ¢oziilebilirler. Fakat mitokondrilerde bulunan
enzimler suda ¢bziinmezler.

e Enzimin etki ettifi bilegife “substrat” denir. Enzimin saniyede etki ettigi substrat molekiil
sayisina enzimin etkinlik degeri denir. Bazi enzimler ¢ok spesifiktir ve yalnizca bir
substrata etki ederler. Baz1 enzimler ise ¢esitli substratlara etki ederler.

e Enzimler hiicrede bir takim halinde beraber ¢aligir. Bir enzimin son iiriinii kendisinden
sonraki enzimin substratii olusturur. Ornegin amilaz enzimi nisastay: iki zincirli maltoza,

maltaz enzimi ise maltozu tek zincirli glikoza ¢evirir,

e Kuramsal olarak enzimli tepkimeler doniislidiir. Enzim, tepkimenin yoniinii degil dengenin
oranini saptar. Tipik 6rnek, lipazin yag: parcalamasi, fakat aym zamanda gliserin ile yag
asitlerini birlestirmesidir. Ortamda sadece yag asidi ya da sadece gliserin ile yag asitlerinin
birlesimi varsa denge ona gore, asagidaki sekilde olur. 'Denge noktasi, yani tepkimenin
hangi yone gidecegi termodinamik yasalarina gére belirlenir (Demirsoy, 1989).

Yag — > gliserin + 3 yag asidi

3.3 Enzimlerin Yapis1

Enzimler, proteinler gibi uzun aminoasit zincirlerinden olusan makromolekillerdir ve
molekiil agirliklart genellikle 6000 ile 600000 arasinda degigsmektedir. Tiim enzim proteinleri
genler tarafindan sifrelendiginden her enzimin aminoasit dizilimi kendine Ozgiidiir. Baz1
enzimler (pepsin ve {ireaz gibi) sadece proteinlerden olusmustur. Fakat, difer cogunlugu
apoenzim ve koenzim olmak tizere iki farkli kisimdan meydana gelmigtir (Sekjl 3.1)
(Demirsoy, 1989; Gates 1992).

a) Apoenzim kismi: Enzimlerin protein kismidir. Bu kisim enzimin hangi maddeye etki

edecegini saptar.

b) Koenzim kismi: Organik ya da inorganik, cogu kez fosfattan meydana gelmis; protein
kismina gore ¢ok daha kiigiik molekiillii bir kisimdir. Enzimde iglev géren ve esas isi
yapan yani apoenzime katalitik aktive ozelligi veren bu kisimdir. Bazen enzimin is
gorebilmesi i¢in bir metal iyonuna gereksinimi vardir. Yani, koenzim kismi metal iyonu ise
(Ca™, K", Mg"™, Zn™) buna “kofaktér” ad1 verilir. Apoenzim ve koenzim kismmn ikisine

birden “haloenzim” denir (Demirsoy,1989; Cetin, 1983).
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Apoenzim
Haloenzim

Akdtif
Bolge

Kofaktor

Protein
Zincirleri

Sekil 3.1 Enzimin yapis1 [10]

3.4 Enzimlerin Simiflandirilmasi

Her enzimin 4 rakamli bir numaras: vardir. C)rnegin, 3.6.1.3. “ATP fosfohidrolaz” da birinci

numara siifini, ikinci numara alt sinifini, iglincii numara grubunu ve dérdiincii numarada

kendine 0zgii sira numarasini verir (Demirsoy, 1989; [11]). Enzimler, katalizledikleri

tepkimelere gore alt1 ana sinifa ayrilmigtir:

1. Oksirediiktazlar: Redoks reaksiyonlarinda indirgenme ve yiikseltgenmeyi saglayan

enzimlerdir (Ornegin; katalaz, dehidrojenaz vb.).

2. Tranferazlar: Hidrojen diginda bir atomun veya atom grubunun (metil, karboksil gibi) bir

molekiilden digerine aktarilmasini saglarlar (Ornegin; glikokinaz, dekarboksilaz vb.).

3. Hidrolazlar: Hidrolizlenmeyi katalizleyen enzimlerdir:

Proteazlar (pepsin, tripsin)

Esterazlar ve Lipazlar (pektin esteraz, pankreatik lipaz)

Karbohidrazlar (laktaz, sakkaraz, oi-amilaz, seliilaz)

Fosfatazlar (Iektinaz-c)

Amidazlar (iireaz)

4. Liyazlar: Su molekiilii gikarmadan molekiileri parcalayan enzimlerdir (Ornegin; aldolaz

vb.).
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5. izomerazlar: Molekiil iginde degisiklik yaparak bir molekiiliin izomere doniismesini

katalizleyen enzimlerdir (Ornegin; glikoz izomeraz, mutarotaz vb.).

6. Ligazlar: Enerji kullanarak kiigiik molekiilleri birbirine baglayip biiyiik molekiillerin

olugmasini saglayan enzimlerdir (Ornegin; amidsintetaz).

3.5 Enzim Kaynaklar1

Enzimlerin elde edilmesinde kullanilan ii¢ ana kaynak vardir. Bunlar; hayvansal (karaciger,
kalp, bobrek gibi organlar ve kaslar), bitkisel ve mikrobiyal (mikroorganizmalar, bakteri, kiif,
mantar) kaynaklardir. Bu ii¢ kaynak arasinda en onemlisi, liretimi ve uygulanmasindaki
kolayhik bakimindan mikroorganizmalardir. Bu nedenle endiistriyel enzimlerin tiretiminde

mikroorganizmalardan yararlanilir. Enzimler hiicrelerde bulunduklar: yere gore ikiye ayrilir;

e Hiicre dis1 enzimler: Hiicreler tarafindan disar1 salgilanan enzimlerdir. Elde edilisleri

kolay oldugundan endiistride kullanim alanlari daha yaygindir.

e Hiicre ici enzimler: Hiicre yapilarina sikica bagl olan ve digariya salgilanmayan
enzimlerdir. Elde edilebilmeleri ve saflastirilmalar1 i¢in Oncelikle hiicre zarinin

pargalanmasi gerekmektedir (Cetin, 1983; Tauber,1949).

3.6 Enzimlerin Etki Mekanizmasi

Her enzimin katalizleyici etkisi yalmzca bir tip tepkimeye ve yalmzca belirli tiirden
maddelere 6zgiidiir. Enzimin etki ettigi bu maddeye ise “substrat” denir. Enzimlerin molekiil
agirhign, substratin molekiil agirligindan ¢ok daha biiyikk oldugu igin, bu iki molekiil
karsilastiginda enzimin ancak bir bolimii substrata rastlar; iki bilesigin birbirine temas ettigi
bu bolgeye “aktif bolge” denir. Bir enzim, kargilagtifi substrati fiziksel yada kimyasal
kuvvetlerle aktif bolgesine dogru geker; biitiin katalizorler gibi kimyasal tepkimeyi baslatir,
ama kendisi kimyasal tepkimeye katilmaz (Cetin, 1983). Enzimatik reaksiyonlar genellikle {i¢

asamada gergeklesir;
o Substrat enzimi fark eder ve enzime tutunur. Enzim substrat kompleksi olusur.
o Enzimin katalitik kism (aktif bolgesi) substratla temas eder ve substrati {iriine doniistiiriir.

o Uriinler enzim yiizeyinden uzaklastirilir, béylece enzim diger substrat molekiilleri ile

etkilesmek iizere serbest kalir.
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Enzim-substrat etkilesimini agiklayan ilk model, alman kimyacist1 Emil Fisher (1890)
tarafindan savunulan anahtar kilit modelidir (Sekil 3.2a). Enzimin hangi substratla
calisacagini saptayan kisim apoenzim kismudir. Demek ki apoenzim kismu ile substrat
arasinda bir iliski vardir. Fischer bunun anahtar-kilit uyumu gibi olacagini savunmustur.
Enzim ¢ok secicidir ve sekli farkli olan baska bir substrati katalizlemez. Enzim-substrat
etkilesimini agiklayan ikinci model ise, Daniel Koshland (1958) tarafindan savunulan ve
anahtar kilit-modeline gére enzim segiciliginin biraz daha az spesifik oldugu el ve eldiven
modelidir ($ekil 3.2b). Bu modele gore, enzimde substratin baglanacagi kismin esnek bir
yapiya sahip oldugu ve baglanan subsrata gore sekillendigi varsayilmaktadir (Demirsoy,
1989:[11; 12]):

(b) El-eldiven modeli

Sekil 3.2 Enzim-substrat etkilesim modelleri [13]

3.7 Enzim Aktivitesine Etki Eden Faktorler

Enzim aktivitesine etki eden baslica faktorler (Demirsoy, 1989):

Enzim/substrat derigimi: Substrat ya da enzimin fazla olmasi reaksiyon hizini degisik
sekillerde etkileyebilir. Fazla substrat bulunan bir ortama eklenecek enzim, son iiriin

miktarini arttiracaktir.

Sicaklik: Reaksiyon hizini arttirir, enzimin bozulmasina sebep olur.



25
e pH: Enzimler genellikle gok fazla asidik ve bazik ortamda etki gosteremezler ve yapilari
bozulabilir.

e Suyun etkisi: Ezimleri biiyiik bir kismu islevlerini su icerisinde gosterdiklerinden su miktart

az oldugunda islev gosteremezler.
o Inhibitorler/Protein bozucular

e Zaman

3.8 Enzim Inhibisyonu

Inhibitorler; enzime baglanarak enzim aktivitesini azaltan ya da reaksiyonu durduran
maddelerdir. Enzim inhibisyonu ¢ok ¢nemlidir. Ciinkii, bir ¢ok ilag ve zehirli maddeler bu

sekilde etkili olurlar. Enzim inhibitorleri iki ana gruba ayrilir;

1) Tersinir inhibitorler: Enzime zayif baglarla baglanan ve  etkileri tersinir olan
inhibitorlerdir.  Konsantrasyonlar1  diisiiriildiigiinde  enzimlerden ayrilma egilimi
gosterdiklerinden enzim aktivitesi normal seviyeye doner. Tersinir inhibitérler enzime

baglandiklar: yere gore tige ayrilir;

e Rekabetci (competitive) inhibitorler: Yapilari bakimindan substrata benzeyen
inhibitorlerdir. Substratin baglanacag: aktif kisma baglanip substrat molekiiliiniin enzime
baglanmasini engelleyerek reaksiyon hizini diisiiriirler. Yani, substrat ve inhibitér enzimin
aktif bolgesine baglanabilmek igin rekabete girerler (Sekil 3.3). Ornek olarak, siilfamitler

ve malonik asit verilebilir.

'TT. 0*:.&

a) Klasik rekabetci inhibisyon
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e
(o)

b) Klasik olmayan rekabet¢i inhibisyon

Sekil 3.3 Rekabetgi inhibisyon

e Rekabetci olmayan (non-competitive) inhibitorler: Enzim molekiiliinde aktif bolgenin
disinda bir yere baglanirlar, aktif kisimda sekil degisiklii yapar ve ardindan substrat
baglandiginda iiriin olusumunu engellerler. Yani, enzim konformasyonunu degistirerek
reaksiyonun olusumunu engellerler (Sekil 3.4). Bu inhibitorlerin substrata benzerligi
yoktur. Ornek olarak, siyaniir ve karbomonoksidin sitokrom oksidaz enzimini inhibe

etmesi sonucu hiicre solunumuna engel olurlar.

-y
RO M)
-
dns — @b
Sekil 3.4 Rekabetci olmayan inhibisyon

e Yar1 rekabetci (uncompetitive) inhibitorler: Daha 6nce substrat baglanmis enzime

(enzim substrat kompleksine) baglanirlar (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 Yari rekabetci inhibisyon

2) Tersinmez inhibitorler: Enzime sikica, genellikle kovalent baglarla baglanan ya da enzim

yapisindaki kovalent baglari paralayan inhibitorlerdir. Etkileri tersinmezdir [11, 14-16].

vG&lRo-— GED
e
) D

Sekil 3.6 Tersinmez inhibisyon

3.9 Enzimlerin Uygulama Alanlari

Teknolojinin geligimi ile enzimlerin endiistride kullanimi hizh bir sekilde artmaktadir. Ayrica,
enzimlerin kimyasal katalizorlere gore bir ¢ok avantaji bulunmaktadir. Cizelge 3.1°de

endiistride en ¢ok kullanilan enzimler ve kullanim alanlar verilmistir.
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Cizelge 3.1 Cesitli enzimler ve endiistride uygulama alanlari (Cetin, 1983; Telefoncu, 1995)

Enzim Uygulama alanlar:

a-Amilaz Nisastay1 belirli oranda hidroliz ederek ¢oziiniirlestirir. Tekstil endiistrisi,

deterjan sanayi, gida endiistrisi (tatlandirici eldesi igin), atik su arrtim1

B-Amilaz Nisastanin amiloz bilesimi iizerine etki ederek maltoza kadar hidroliz
eder.

Pektinaz Pektin molekiliinii hidroliz eden enzimdir. igecek endiistrisi (meyve
suyu iiretiminde verimi arttirmada, meyve suyunun
berraklagtirilmasinda)

Proteaz Protein hidroliz eden hiicre digi enzim 6ziitleridir. Gida endiistirisinde

(bugday proteinlerinin modifikasyonunda, etin gevreklestirilmesinde,
peynir  endiistrisinde  baglatict),  icecek  sanmayi  (biralarin
berraklastirilmasinda), hayvan yem sanayi (balik atiklarmin
degerlendirilmesinde), deterjan endiistirisi, seliiloz ve kagit endiistirisi,

deri endiistirisi

Seliilaz Seliilozu glikoza hidroliz eden enzimlerdir. Tekstil endiistrisi, deterjan
endiistrisi, hayvan yem sanayi, tarimsal atiklardan glikoz tiretiminde,

eczacilik (sindirimi kolaylagtiric: ilaglarin yapiminda)

Katalaz H,0, » H,0 + % 0, reaksiyonunu katalizler. Gida endiistrisi
(konservelerde glikoz oksidaz enzimi ile birlikte oksijen gikarici olarak

ve siitlerin soguk pastérizasyonunda)

Invertaz Sakkorozu glikoz ve fruktoza hidroliz eder. Gida sanayi (regel,
marmelat, c¢ikolata ve dondurma iiretiminde kristallenmeyi

(sekerlenmeyi) 6nleyici olarak)

Lipaz Yaglar1 yag asitlerine hidrolizler. Gida endiistrisi (yaglarin hidrolizi, siit
iiriinlerinin - koku ve tadim gelistirmede), eczacilik (sindirimi
kolaylastirici ilaglarin yapiminda), hayvan yem sanayi, deterjan sanayi,

kagit endiistrisi, deri sanayi
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Cizelge 3.1 (Devam)

Penisilinaz Penisilini penisiloik aside hidroliz eder. Tip (penisilin zehirlenmelerinde)

Glikoamilaz | Nisasta zincirlerini glikoza kadar hidroliz eder. Gida sanayi (nigastadan
glikoz tiretimi)

Pepsin Proteinlerin peptid baglarm hidroliz eder. Igecek sanayi (sarapgilikta,
biralarm bulanikliligmin gideriminde), eczacilik (sindirimi kolaylagtirict
ilaglarin yapiminda)

Laktaz Laktozu glikoz ve galaktoza hidroliz eder. Gida sanayi (laktozsuz siit
tiretiminde, peynir alt1 sularinin degerlendirilmesinde)

Tripsin ve Peptid ve proteinleri hidroliz eder. Gida sanayi (etlerin

g gevreklestirilmesinde), igecek sanayi (biralarn berraklastirimasinda),

apain
eczacilik (sindirimi kolaylagtirici ilaglarin yapiminda)

Glikoz- Glikozu fruktoza déniistiiriir. Gida sanayi (sekerleme, ¢ikolata, regel ve

izomeraz marmelat tiretiminde)
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4. AMILAZ ENZIMLERI VE OZELLIiKLERI

Amilaz enzimleri; hidrolazlar grubunda, glikozidik baglar1 pargalayan karbohidrolazlar alt
grubunun {iyeleridir. Polisakkaridazlar olarak da adlandirilirlar (Moseley ve Keay, 1970).
Amilaz enzimi, nisasta (amiloz, amilopektin), glikojen ve oligosakkaritlerdeki a-1,4 ve a-1,6
glikozidik baglarm hidrolizini katalizleyen glikosidazlardir. Bir polisakkarit tiirli olan
nisastay1 pargalarlar (Wong, 1995). Diger bir tanimla amilaz; karbonhidratlary pargalayarak

disakkaritlere ve daha sonrada glikoz gibi monosakkaritlere doniistiiren bir enzimdir [17].

Endiistride yaygm olarak kullanilan ii¢ tip amilaz enzimi vardir: a-Amilaz, B-amilaz ve

glikoamilaz (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Amilaz enzimlerinin gesitleri (Maarel vd., 2002)

Enzimin Adx Sistematik Adi Simif Numarasi
a-Amilaz a-1,4-glukan 4-glukanhidrolaz EC 3.2:1.1
B-Amilaz a-1,4-glukan maltohidrolaz EC 3.2:082
Glikoamilaz al,4-glukan glukohidrolaz BE32.15

Amilaz enzimleri; bakteri (Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis vb.), mantar (4spergillus
niger, Aspergillus oryzae vb.), hayvanlar (titkriik salgisi, pankreatik salgi, kan, ter, gdzyasi,
karaciger ve diger organlar) ve bitkilerde (tohum, tahil) bulunmaktadir (Wong, 1995; Tauber,
1949)

4.1 a-Amilaz

a-Amilaz; nisasta, glikojen ve diger polisakkaritlerdeki a-1,4 glikosidik baglarm hidrolizini
katalizleyerek ~oligosakkaritlere ve daha sonrada maltoz ve glikoza doniistiiren

endoglikosidazdir ve a-konfigurasyonunda iiriin verirler (Wong, 1995; Shaw vd., 1995).

a-Amilaz, glikojendeki o- 1,4 baglar hidrolizler fakat o-1,6 baglarma etki edemez.
Hidrolizlenme reaksiyonu yavas olup maltoz, maltotrioz, glikoz ve bazi oligomerik
dekstrinler olusturur. Bakteriyel kaynakli o-amilazlar, hidroliz iirlinti olarak dekstrin

olustururlar ve sivilastirier enzim olarak isimlendirilirler. Fungal a-amilazlar ise, tatlandirici
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olarak isimlendirilir ve hidroliz iiriinii olarak bir disakkarit olan maltozu olustururlar.
Endoamilaz; amiloz ve amilopektinin i¢ kismindaki a-1,4 glikosidik baglar1 pargalayabilir. a-
Amilaz, iyi bilinen bir endoamilazdir (Dordick, 1991; Maarel, 2002; Suzuki vd., 1989; Violet
ve Meunier, 1989; [18, 19]).

Memelilerden ve tahillardan elde edilen a-amilazlar tizerinde oldukga genis arastirmalar
yapilmig olmasina ragmen bakteri kaynakli a-amilazlar daha gok ticari 6nem kazanmustir.
Endiistriyel boyutta iiretilen a-amilazlar, birbirinden optimum g¢alisma pH ve sicaklik araligi,
181 stabilitesi ve molekiil agirliklari ile ayrilmakta ve endiistriyel uygulamalarda bu 6zelliklere
gore degismektedir. Ornegin, 1stya dayamkli (termostabil) o-amilaz yiksek sicaklikta
nisastanin  sivilagtirlmasinda, 1siyla  bozunur  o-amilaz  ise  nisastanin  gekere
doniistiriilmesinde kullanilmaktadir (Tomazic ve Klibanov, 1988; Bealin-Kelly vd., 1991;
Shaw vd., 1995).

Endiistride en c¢ok kullanilan o-amilazlar malt, pankreatik, fungal, bakteriyel ve 1siya
dayanikli bakteriyel kaynakli olabilmektedirler. Genellikle nisasta hidroliz endiistrisinde ticari
enzim olarak sicakliga dayanikli olan Bacillus amyloliquefaciens ve ozellikle de Bacillus
licheniformis kaynakli enzimler kullanilmaktadir. Molekiil agirligi 50 kD’den kiigiik olan o~
amilaz enzimleri, aktivitesi ve stabilitesi i¢in Ca®* iyonuna ihtiyag duymaktadir. Cizelge
4.2°de ise farkli kaynakli o-amilazlara ait bazi dzellikler (islem sicakligt, islem pH’1, inhibitor
ve aktivator gibi) ve Sekil 4.1°de ise o-amilazin sekli verilmistir (Godfrey ve Reichelt, 1983;
Wiseman, 1987; Wong, 1995; [20]).

Cizelge 4.2 Farkli kaynakli a-amilazlarin bazi 6zellikleri (Godfrey ve Reichelt, 1983)

Enzim kaynag1 | islem sicakhg (°C) islem pH’1 | Inhibitor Aktivator

Malt 55-65 45-55 Metal iyonu Ca?

Pankreatik 40-55 6.5-7.0 Asitler -

Fungal 50-55 4.5-5.5 Metal iyonu Cat

Bakteriyel 60-75 5.5-7.0 Anyonik ylizey aktif Ca*"
maddeler

Isiya dayanikli | 85-110 5.0-7.5 Anyonik yuzey aktif i

bakteriyel maddeler




Sekil 4.1 Bacillus kaynakli o-amilazin sekli [21]

4.1.1 o-Amilazin endiistriyel uygulamalar:

a-Amilazin teknik uygulamalari oldukca yaygindir. Gida, kimya, tekstil ve deterjan gibi

cesitli endiistri dallarinda giin gectikce artan miktarlarda kullanilmaktadir (Atkinson ve
Mavituna, 1991; Casida, 1968; Shaw vd., 1995).

o-Amilazin baslica kullanim alanlari ise soyledir;

e Ekmek tiretimi

e Alkollii igecek tiretimi

e Cikolata iiretiminde surup eldesi
® Bebek gidalarinin hazirlanmasi

o Seker ve tatlandirici surup eldesi
e Kumaslardan hasil sokme islemi
e Piire ve corbalarin sivilastirilmasi
e Bira tiretimi

e Deterjan tiretimi

e Kagit tiretimi

e Nisasta bazli yapistiricilarin hazirlanmasi
e Tatlandiricilarin {iretimi

e Farmakoloji

e Hayvan yemi

e Pis sularin (lagim gibi) aritilmasi
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4.2 B-Amilaz

B- konfigiirasyonunda iiriin veren o-amilaz enzimleri gibi a-1,4 baglarini hidrolizleyen
ekzoenzimlerdir. Nisastanin indirgenmeyen molekiillerine etki eder. Nisastadaki amiloz
bilesigini tamamen pargalar, amilopektini kismen hidrolizler. Son iiriin olarak, maltoz ve B-
limit dekstrinleri olustururlar. Genellikle bitkiler (6zellikle tohumlari) ve bakterilerden
(Bacillus cereus, Bacillus polymyxa gibi) elde edilirler. Enzim aktivitesi icin a2 iyonuna

gereksinim duymaz (Wong, 1995; Maarel, 2002).

Ekzoenzimler; o-1,4 glikozidik bagini parcalayan B-amilaz ve o-1,4 ve o-1,6 baglarim
pargalayan glikoamilaz ve o-glikosidaz enzimleridir. Sekil 4.2°de B-amilazin sekli

goriilmektedir.

Sekil 4.2 B-Amilazin sekli [22]

4.2.1 B-Amilazin kullanim alanlari

Nisastayr ve dekstrini maltoza kadar parcalar. Nisastayr sekerlendirici (sakkarifiye edici)

enzim olarak da adlandirilan B-amilaz, maltoz iiretiminde kullanilir (Cetin, 1983).

4.3 Glikoamilaz

Glikoamilaz, bazi literatiirlerde y-amilaz veya amiloglikosidaz olarak adlandirilmaktadir
(Wong, 1995). Glikoamilaz enzimi nisasta ve tiirevlerini indirgen olmayan uglarindan o-1,4
ve 0-1,6 glikozidik baglar1 hidroliz ederek glikoz meydana getirir. Fakat, o-1,6 baglarda
aktivitesi daha diisiiktiir (Wong, 1995; Uludag (Bozkurt), 2000; Wiseman, 1987). Glikoamilaz
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enzimleri, mannoz, glikoz, galaktoz ve uronik asit igeren glikoproteinlerdir (Wiseman, 1987).

Glikoamilaz sadece kiif ve mayada bulunan bir mikrobiyal enzimdir (Sekil 4.3). Bu enzim
genellikle Aspergillus niger ve Rhizopus delemar’dan iiretilir. Bu enzim, o- ve B-amilaza gire
daha yavas hizda hidroliz islemi gerceklestirir ve o-amilaza gore sicakliga dayanikliligi daha
diisiiktiir (Wong, 1995; Uludag (Bozkurt), 2000).

Sekil 4.3 Aspergillus kaynakl glikoamilazin goriintiisii (Uludag (Bozkurt), 2000)

Glikoamilaz; nisastay1 glikoz monomerlerine indirgese de, bunun igin diger amilazlarin
varligina ihtiyaci vardir. Ozellikle saf glikoz istenildigi durumlar igin glikoamilaz ve o-amilaz
ardisik islem olarak kullanilir (Roehr, 1996; [18])

4.3.1 Glikoamilazin kullamim alanlar:

Fungal glikoamilazin gida endiistrisinde genis bir kullanim alan1 vardir. Nisasta dekstrinlere
kadar parcalandiktan sonra, glikoamilazin ortama ilavesi ile nisasta glikoza kadar
ayrismaktadir. A¢iga cikan glikoz ya surup halinde ya da kristal toz halinde elde edilmektedir.
Glikoz surubuna glikoz izomeraz enzimi katilarak yiiksek fruktozlu surup iiretimi
saglanabilmektedir. Bu iiriin yiiksek tatliliga sahip olup, mesrubat iiretiminde, alkol
iretiminde, siit iiriinlerinde, ekmekgilik triinlerinde, konservecilikte, pasta ve sekerleme
yaptminda yaygin olarak kullanilmaktadir (glikoz surubu ve fruktoz surubu eldesi) (Uludag
(Bozkurt), 2000).
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5.NISASTA

5.1 Nisasta ve Yapisi

Nisasta dogada bulunan en 6nemli yenilenen kaynaklardan biridir ve gida endiistrisinde
Onemli bir yeri vardir. Glikoz canlilarin 6nemli bir enerji saglama maddesi, nisasta ise

depolanmus bir enerji maddesidir [23].

Nisasta; kapal1 formiilii [(CsH;9Os),] olan, bitkilerin kok, yumru ve tohumlarinda yari kristal
tanecikler seklinde depolanan, glikoz polimerlerinden olusmus bir polisakkarittir [18, 20].
Nisasta graniillerinin caplar1 0.5 ile 17 um arasinda degisir ve bitkilerin tohumlart (mustr,
bugday, piring), kok (tapyoka) ve yumru koklerde (patates) mikroskobik tanecikler seklinde
bulunur [23].

Nisagtalarin ¢ogu, yapist ve molekiil agirligi birbirinden farkli iki tip polimerden olusur.
Bunlar, amiloz ve amilopektindir. Amiloz; nisastanin yaklasik %20-30’unu olusturan, o-1,4
glikozik baglarla bagh glikoz birimleri iceren ve molekiil basina 4-5 dallanma noktasi veren,
nisastanin diiz zincirli bilesenidir (Sekil 5.1) [18, 20]. Amiloz molekiiliinde 100-2000
glikopiranoz birimleri o-1,4 baglarla baglanmistir (Uludag (Bozkurt), 2000)

OH 0OH OH OH OH OH
u} i} 0 0 0 0
OH OH OH OH OH OH
=
0 o o
OH H H OH H H
m

1,4 alfa
asetal

Sekil 5.1 Amiloz molekiilti [24]
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Amilopektin ise; nisastanin %70 - 80’ini olusturan, o-1,4 glikozik baglarla bagh ve o-1,6
baglar: ile dallanan (molekiil bagina 250 dallanma noktas: verir) glikoz iiniteleri igeren bir
polimerdir (Sekil 5.2) [18, 20]. Amilopektin, dallanmis 1500 veya daha fazla glikopiranoz
birimlerinden meydana gelmistir. Her molekiilde 50-70 dal bulunur ve bunlarin her biri 20-25
glikoz uzunlugundadir. Her 20-30 glikoz biriminde bir dal vardir (Uludag (Bozkurt), 2000).
Amiloz molekiilii, amilopektin molekiiliinden daha kiiciiktiir. Nisastanin cesitlerine gore,
nisastanin kompozisyonlarinda farkliliklar olabilir. Nisastadaki amiloz orani %0-75 arasinda
degisebilmektedir. Patates ve musir nisastalart gibi nisastalar %100 saf amilopektinden

meydana gelmektedir (Maarel vd., 2002; [23]).

Nisasta graniillerinde amorf ve kristal bolgeler bulunmaktadir. Kristal bolgeler genellikle
amilopektinden olugmaktadir. Amiloz ise, amorf bolgelerde bulunmaktadir. Amilopektin
nisastanin suda ¢oziinen bileseni, amiloz ise suda ¢oziinmeyen bilesenidir (Maarel vd., 2002).
Graniillerin kismen kristal ve suda ¢oziinmez olmalari dogal nisastanin izolasyon ve
eldelerinin kolay olmasini saglar. Boylelikle amiloz ve amilopektin birbirinden kolaylikla

ayrilabilir (Uludag (Bozkurt), 2000).

Dallanmig
1,6 asetal

1,4 alfa
asetal

Sekil 5.2 Amilopektin molekiilti [24]
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5.2 Nisastamin Hidrolizlenmesi

Nisasta nemli bir biyopolimer olup, birgok endiistride kullanilmaktadir (gida endiistrisi,
tatlandiric: surup eldesi; tekstil endiistrisi, hasillama prosesi; kimya endiistrisi, etanol tiretimi,
yapigtirict tiretimi, kagit sanayi vs.). Nisastanin endiistride gok amagh kullanilabilir bir madde
olmasini saglayan en &nemli &zelligi nigastanin hidroliz edilebilmesidir. Nisasta
depolimerizasyonu 6zellikle tatlandirict tiretiminde 6nemli bir proses olarak gelistirilmistir

(Park ve Rollings, 1994; Reed ve Underkofler, 1966).

Nisasta hidrolizi, glikoz tiniteleri arasmdaki baglarmn katalitik olarak asit veya enzim yardimi
ile kopmas ile gergeklesir (Uludag (Bozkurt), 2000). Nisasta hidrolizlenme prosesinin
tirlinleri; dekstrin, maltotrioz, maltoz ve glikozdur. Dekstrin ara glikozidik baglarin rastgele
hidrolizi sebebiyle parcalanmis nisastanin kisa segmentleridir. Nisasta molekiilii, reaksiyon
sonunda {iglii bag olarak parcalanirsa bir molekiil maltorioz, ikili bag olarak pargalamrsa
maltoz, her bag parcalanirsa glikoz olugur [18]. Nisasta hidroliz reaksiyonlar1 su sekildedir
(Wiseman, 1987; [19]):

. a-amilaz . _ o-amilaz )
Nisasta— 5 Oligosakkarit — Maltoz + Glikoz

Bakteriyel Glikoamilaz
a-amilaz i
Nisasta ——— >  Dekstrin ——— Glikoz
Tatlandiricilart sadece seker pancari veya seker kamisindan degil, nisasta iceren bitkilerden

iiretmekde miimkiindiir. Ayrica; glikoz, seker pancari veya seker kamigindan elde edilen

sekere gore gok daha ucuzdur (Wood ve Pickering, 1982).

5.2.1 Nisasta hidrolizinin asamalari

Nisasta hidrolizinde 3 asama bulunmaktadir (Uludag (Bozkurt), 2000; Pye ve Wingard, 1973;
[18,25]):

o Jelatinlesme: Nisasta graniilleri su ile kargtirilip 1sitildif1 zaman, hidrojen baglar zayiflar,
su absorplanir ve nigasta graniilleri siser. Ortamin yiiksek viskozitesi sebebiyle bu proses
jelantinlesme olarak adlandiilir. Jelatinlesmede kristal bolgeler erir, molekiiller geri
doniistimstiz olarak siser. Jelatinlesme sicaklif1 nigasta kaynagina gore degismekle beraber
genellikle nigastalarda jelatinlesmenin bagladig1 sicaklik 50-68°C, tamamlanmaya basladig

sicaklik 64-78°C arasindadir. Bazi nigastalarda bu sicaklik 100°C nin {istiine ¢ikmaktadir .
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Svilagtirma: Jelatinlesmis nisastanin viskozitesi yitksek oldugundan, viskozite diisiirticii
madde kullamlmasi gerekir. Bu madde nisastay1 kismen hidrolizler. Cézeltinin viskozitesi
diigiiriildiigiinden proses stvilagtirma olarak adlandirilir. Genellikle viskozite distiriicti
madde olarak asit kullanilir. Ancak, istenmeyen firiin vb. olusturmasi nedeniyle enzimler

daha fazla kullanilmaya baslanmustir.

o Tatlandirma: Glikoz ve maltozun olugmasini saglayan ileri hidroliz asamasidir.

5.2.2 Nisasta hidrolizinin prosesleri
Nisasta hidrolizlenmesinde 3 tiir proses kullaniimaktadir:
1) Nisastanin asit prosesi ile hidrolizlenmesi

Glikoz suruplar ilk kez 1811 yilinda Alman kimyaci Kirchoff'un nisastayr seyreltik asitle
kaynatarak tath bir seker surubu elde etmesiyle ortaya ¢ikmustir [26]. Ticari olarak
gelistirilmis iki gesit asit hidroliz prosesi bulunmaktadir. Bunlar; derisik asit hidroliz prosesi
(DAHP) ve seyreltik asit hidroliz prosesi (SAHP)’dir. DAHP yonteminde islem, yiiksek asit
konsantrasyonu (IM HCl’den daha derisik) ve diisiik sicaklikta (70°C’den diisiik)
gergeklestirilir ve reaksiyon uzun siirede tamamlamr. DAHP yonteminde baslica problemler,
asidin ayrilmas: ve notralizasyonudur. SAHP yonteminde ise iglem, birkag dakika icerisinde
yiiksek sicaklikta (150-200°C) ve seyreltik asit (%3’den diisiik) konsantrasyonunda
gergeklestirilir (Choi ve Kim, 1994).

Asit ile hidroliz yonteminin bazi dezavantajlart bulunmaktadir. Bunlar; istenmeyen yan
iirinlerin olusumu, yiiksek sicaklik, korozyona dayamkli arag gereglerin bulunmasi, 1sitma
igin daha fazla enerji gerektirmesi ve kontrol edilme zorluklaridir. Yeni enzimler bulunmaya

baslandiktan sonra, hidroliz proseslerinde enzimler kullamlmaya baglanmistir [9, 25].
2) Nisastanin asit-enzim prosesi ile hidrolizlenmesi

Nisasta 6nce asit ile hidroliz edilir daha sonra pH yiikseltilir (pH=4-6) ve sicaklik 60-70°C
civarma getirilir. Enzimatik hidroliz ile glikoz surubu elde edilir. Bu prosesde genellikle
glikoamilaz enzimi kullanilir. Ciinkii, glikoamilaz polimerin indirgen olmayan uglarindan o-
1,4 baglarmi hidroliz ederek glikoz molekiiliinii koparir ve aym zamanda a-1,6 baglarmi da

hidroliz edebilir (Uludag (Bozkurt),2000; [26]).
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3) Nisastanin enzimatik olarak hidrolizlenmesi

1938 yilinda glikoz surubunun iiretiminde ilk kez ticari enzim (fungal amilaz) kullanilarak,

tath suruplar elde edilmistir [9]. Enzimatik hidrolizlenme 3 agama ile gergeklestirilmektedir.

Birinci agamada, nisasta taneleri suda bulamag haline getirilerek nisasta ¢ozeltisi elde edilir.

Bu ¢ozelti, 1sitildiinda jelatinlesir.

Sivilastirma olarak adlandirilan ikinci asamada; %20-40 nisasta igeren sulu siispansiyon
pH=6-6.5 civarma getirilir. Nisasta ¢Ozeltisi 100°C’nin tizerine 1sitilir ve 1siya dayanikli
bakteriyel amilaz (Or. Bacillus licheniformis) ile isleme tabi tutulur. Bu enzim nisastadaki
birkag glikozidik bagi hidrolizleyerek dekstrin iiretir ve g¢ozelti viskozitesini disiirir.
Tatlandirma olarak adlandirilan figlincti asamada dekstrin parcalanir. Bu agamada fungal a-
amilaz kullanilarak dekstrin maltoza, amiloglikoz enzimi kullamlarakta maltoz serbest glikoza
doniigtiiriiliir. Prosesin bu kismi 50-60°C arasinda gergeklestirilir. Nisasta parcalanmasinda
son iiriin olan glikozu daha tath olan fruktoza doniistiiriilmesi islemi izomerizasyon olarak
adlandirilir. Bu proses tatlandirma igleminden sonra 60°C’de glikoz izomeraz enzimi

kullamlarak gergeklestirilir.

Fruktoz suruplari, genellikle %42-55 fruktoz igerir ve musir nigastasimn glikozu kullanilarak
elde edilir. Enzim yontemiyle gergeklestirilen hidroliz isleminde, asit yontemiyle yapilan
hidrolize gore daha iyi sonug almmaktadir. Doniigiim yiizdesi enzim yonteminde daha
yiiksektir. Nisastanin enzimatik hidrolizlenmesi sematik olarak Sekil 5.3’de verilmistir

(Delphine vd., 1999; Wood ve Pickering, 1982; Uludag (Bozkurt), 2000; [25, 26]).
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Nisasta

%20-40 (soguk suda)
pH 6.5
40 ppm Ca**

v
Nisasta ¢ozeltisi

Jelatinlesme Bakteriyel a-amilaz, 1500 U kg
105°C, 5 dak
Jelatinle‘s'mis nisasta (< 1 DE)
Sivilagtirma 95°C, 2 saat
Swvilagmis nisasta (1 DE)___
%0.3 D-glikoz
%2.0 maltoz
%97.7 oligosakkarit
Tatlandirma pH=4.5 pH=5.5
(50-60°C) glikoamilaz, 150 U kg fungal a-amilaz, 2000 U kg!
pullunaz, 100 U kg™ 50 ppm Ca**
60°C, 72 saat 55°C, 48 saat
, '
Glikoz surup (99 DE) Maltoz surup (44 DE)

—%97 D-glikoz %4.0 D-glikoz
Kismi %]1.5 maltoz %56 maltoz
izomerizasyon %0.5 izomaltoz %28 izomaltoz
Glikoz izomeraz|  %1.0 diger oligosakkaritler %12 diger oligosakkaritler
60°C

v

Fruktoz surubu

(Fruktoz + Glikoz)

Sekil 5.3 Nigasta hidrolizlenmesi (Delphine vd., 1999; Wood ve Pickering, 1982; Kilig, 2002;

[25])
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6. ULTRASONIK ORTAMDA NiSASTA HIDROLIZI iLE iLGILi CALISMALAR

Endiistride kullanilan enzimler i¢in optimum sartlarin belirlenmesi birgok aragtirmacimin
ilgisini geken bir konu olmustur. Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda nigastanin ultrasonik

ortamda asidik ve enzimatik yontemle hidrolizi ile ilgili bazi ¢aligmalar agagida 6zetlenmistir.

Losev vd. (2003) tarafindan yapilan galismada; ultrasonikasyon ve mekanik gerilim
uygulanarak, jelatinlesmis musir nisastasimn asit ile hidrolizi incelenmistir. Kayma gerilimi
bir doner aktivator kullamlarak saglanmistir. Calismada incelenen parametreler; sicaklik (20-
70°C), musir nisastast konsantrasyonu (%2-8 (agirhik/agirhik)), stilfirik asit konsantrasyonu
(0.03-0.15 M), mekanik giiciin uygulanma siiresi (10-90 s), doner aktivatoriin devir hizi
(1000-5000 rpm) ve kesme deformasyon hiz gradyeni (0.5-17.4*10* s dir. Caligmada,
ultrasonik frekans 22 kHz ve akustik enerji yogunlugu 1.34 W/em? degerlerinde sabit

tutulmustur.

Gergeklestirilen galismada, jelatinlesmis nisastann asit yontemiyle hidrolizlenmesi
iic metodla gereklestirilmisti: - Normal karistirmali  sicaklik kontrollii  reaktdr,
- Ultrasonikasyon uygulamal sicaklik kontrollii reaktor, - Sicaklik kontrollii doner aktivator
(kayma gerilimi ve ultrasonikasyon kombine olarak uygulanmustir). Nisasta hidroliz hizi;
indirgeyici gruplarin birikim verilerinden belirlenir. Aym miktarda asit konsantrasyonu ve
sicaklik degerinde, mekanik kayma gerilimi uygulamas: indirgeyici gruplarm birikimini
hizlandirdifi  goriilmiistir. Aym miktarda indirgeyici grup konsantrasyonuna; normal
karigtirmali yontemde daha uzun, ultrasonik uygulamada daha kisa ve doner aktivator
yonteminde en kisa siirede ulagildigi saptanmustir. Asit eklenilmeksizin mekanik galisma
(ultrasonikasyon veya mekanik gerilim) uygulandiginda indirgeyici grup konsantrasyonunda
artig goriilmedigi ve dolayistyla da kavitasyonun deneysel sartlarda 6nemli dlgiide indirgeyici

grup tiretmedigi belirtilmistir.

Normal sartlarda (mekanik kesme islemi olmaksizin) nisastamn asit ile hidrolizlenme hizi,
orantili olarak asit konsantrasyonuna baglh oldugu; fakat, nisasta konsantrasyonuna bagli
olmadigi bulunmugtur. Ultrasonik ve doner aktivator uygulamalarinda indirgeyici grup
birikme hizi, asit konsantrasyonun lineer bir fonksiyonu oldufu gézlemlenmistir. Normal
sartlarda, hidroliz hiz1 nisasta konsantrasyonuna bagl degildir. Fakat, ultrasonikasyon ve
déner aktivatdr uygulamalarinda nisasta konsantrasyonunun artmasiyla reaksiyon hizinda
azalma gozlenmistir. Nisasta hidrojellerinin mekanik aktivasyon isleminden sonra hidroliz

iz, nisasta konsantrasyonunun artmastyla azalmaktadir. Reaksiyonun hizlanma derecesinin
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mekanik 6n g¢ahsma giic yogunlugu ve siiresine baghi olup olmadigi kesin olarak
belirlenememistir. Mekanik sartlar uygulanmadan (normal sartlarda) jelatinlesmis nigastada,
20°C ve asitli ortamda hidrolizlenme goézlenmemistir. Fakat, 60°C’de aym asit
konsantrasyonunda hidroliz hizinda degisiklikler gozlenmistir. Nisastamn asit hidroliz hizina
sicakligm etkisi, yiiksek yogunlukta mekanik calisma (mekanik gerilim ve ultrasonikasyon)
uygulandiginda belirsizdir. Ornegin; 20-45°C’de sicakliktan bagimsizken 60°C’de proses
hizlanmaktadir. Devir hiz1 yiksek oldugunda, sicaklik etkisinin daha az oldugu gozlenmistir.

Ultrasonikasyon isleminin uygulanmasi ile sonokimyasal iirin ve mekanik gerilimin
uygulanmast ile mekanokimyasal tiriin elde edilmektedir. Doner aktivator ve ultrasonikasyon
uygulamalarinda nigastanin  asit hidrolizi swrasmda elde edilen indirgeyici gruplarn
sonokimyasal iiriinleri 0.07-0.10 ve mekanokimyasal iiriin (doner aktivatér) 0.034-0.152
indirgeyici grup/100 eV’dur. Yogun mekanik etkiler (mekanik gerilim ve ultrasonikasyon)
uygulandiginda, nigastanm asit hidroliz hizimin yaklagik 3 kat arttigi saptanmustir. Hidroliz
reaksiyon hizinin arttiriimast igin uygulanan ultrasonikasyon isleminin, diger bir yontem olan
kayma gerilimi isleminden daha etkili oldugu belirtilmistir. Devir hizinmn artmastyla doner
aktivatorde ultrasonik titresimlerin frekansimn arttigt ve bu artigdan dolayr sonokimyasal
reaksiyonlarin hizinmn azaldign belirtilmistir. Sonug olarak, giiclti mekanik etkiler altinda
(ultrasonik + doner aktivator) jelatinlesmis nisastamn asit hidroliz hizmmn genellikle akustik

kavitasyon, asit konsantrasyonu ve sicaklikla arttifi sa ptanmustir.

Barton vd. (1996) tarafindan gergeklestirilen deneysel caligmada; ultrasonik banyo
kullanilarak patates nisastast ve glikojenin o-amilaz ve amiloglikosidaz enzimleri, sukrozun
invertaz enzimi ile hidrolizinde, ultrasonikasyonun enzim aktivitelerine etkisi incelenmistir.
Caligmada, ultrasonikasyonun uygulandigi ve uygulanmadig siireglerdeki reaksiyon hizlar
kargilastirlmigtir.  Parametreler; ultrasonik gii¢ yogunlugu (1-2 W/em®), Bacillus spp.
kaynakli o-amilaz konsantrasyonu (1.0 g/L), Rhizopus spp. kaynakh glikoamilaz
konsantrasyonu  (%0.1  (v/v)), invertaz konsantrasyonu (%0.1 (v/v)), substrat
konsantrasyonlar: (patates nisastast (%1-5(w/v), glikojen (%5-10 (w/v), sukroz (0.18 M)),
akustik gii¢ (60 W), karistirict hizi (100 rpm), sicaklik (40°C)’dur.

Yapilan bu galismada, sukroz ve patates nisastasn hidroliz hizlarinm, ultrasonikasyon
kullammu ile arttigi saptanmistir. Fakat; glikojenin hidroliz hizimin ultrasonikasyonun
kullanimi ile degismedigi goriilmdistiir. Ayrica; yiiksek nigasta ve sukroz konsantrasyonunda,

reaksiyon hizi arttigi gozlemlenmistir. Ancak; 1 M sukroz konsantrasyonunda reaksiyon
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maksimum hiza ulasirken, 1.5 M sukrozda reaksiyon hizinda azalma gostermekte ve
1.5 M’dan sonra tekrar reaksiyon hizi artmaktadir. Bunun yansira, glikojenin hidroliz hiz,
substrat konsantrasyonun artmastyla artarken, 130 g/L glikojen konsantrasyonunda hiz
maksimum olup, bu degerden sonra reaksiyon hizinin azaldigi gozlenmistir. Yiiksek substrat
konsantrasyonunda, sukroz hidroliz reaksiyonun (substrat/iiriin) inhibisyonunda azalma

saptanmisgtir.

Choi ve Kim (1994) tarafindan yapilan ¢aligmada; siilfiirik asit katalizorliigiinde
gerceklestirilen nisasta hidrolizine (misir nisastast) ultrasonik dalgalarmin etkisi incelenmis ve
maltozun hidroliz reaksiyonu model olarak secilmistir. Maltoz reaksiyon modeli; maltozun
asit hidrolizinin, sirasiyla maltoz konsantrasyonu ve hidrojen iyon (H") konsantrasyonuna
bagl olarak gerceklestigini ortaya koymustur. Yapilan ¢alismada asit hidroliziyle nisastadan
mayalanabilir seker iiretimi amaglanmaktadir. Bu calismada; deneyler 90-100° C sicaklik
araliginda ve seyreltik ( %1-5 (agirlikca)) siilfiirik asit ortaminda gergeklestirilmis ve hidroliz
icin ultrasonik jenerator (25 kHz, 600 W) kullanilmgtir.

Gergeklestirilen galigmada, ultrasonikasyon ile reaksiyon hizinmn arttif, diisik sicaklik ve
seyreltik asit durumunda daha iyi hidrolizlenme gergeklestigi saptanmistir. Sicakligin etkisi
baz alinarak yapilan hidroliz isleminde max. glikoz iiretimi %63 civarindadir ve bu durum
%0.3 - 0.5 asit konsantrasyonu ve 160°C’de olmaktadir. Yar: ticari asit hidroliz reaksiyonlar1
genellikle 200°C’de en az %0.3 asit konsantrasyonu ve 30-60 bar basingta gerceklestirilirken,
ultrasonikasyon ile daha diisiik sicaklikta (90-100°C) ve daha yiiksek verimde (%81) hidroliz
reaksiyonu gergeklestirilmektedir. Ultrasonikasyonun kullanildigi ve kullamlmadig her iki
durumda da hidroliz islemi sonucunda; glikoz ile birlikte, maltoz ve maltotrioz tiretilmektedir.
Fakat ultrasonikasyon islemi; max. maltoz ve maltotrioz {iretim siiresini 42 dakikadan 38
dakikaya diigiirmekte ve reaksiyon hizim arttirmaktadir. Yapilan calismada, glikoz
olusumundaki relatif arti oraminin sicakliga bagli oldugu saptanmis ve 90°C igin bu oran
yaklasik %75 bulunmustur. Relatif artig oram, sicaklik arttikga diigmektedir. 100°C’de relatif

artig oranin %22.1 oldugu goriilmistiir.

Yapilan bu calismada, aktivasyon enerjisi maltoz kontrol reaksiyonlarmda 30.2,
ultrasonikasyon destekli asit hidroliz reaksiyonlarinda 23.4 kcal/mol olarak bulunmustur.
Reaksiyon hizindaki artig, ultrasonik dalgalarla olusan reaksiyonun aktivasyon enetjisindeki
azalma ile agiklanmis; ayrica ultrasonikasyon destekli reaksiyonlarda aktivasyon enerjisindeki
azalmanin, lokal sicakhigin agiri derecede artist ve kavitasyon kabarciklarinin sénmesiyle

olusan basing ile agiklanabilecegi belirtilmistir.
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7.MATERYAL VE YONTEM

7.1 Kullanilan Materyaller
e a-Amilaz enzimleri (Bacillus species ve Bacillus licheniformis kaynakli)
e Bugday nisastasi

eKimyasal maddeler (%0.5 ve %15°lik I, , %0.5 ve %5’lik KI, 5 M HCl, ve 50 mM
CH3COONa)

e Saf su

Bugday nisastasinin hidroliz isleminde kullanilan Bacillus species kaynakli o-amilaz enzimi
(iiriin kodu: A6814) toz preparat halinde ve Bacillus licheniformis kaynakli a-amilaz enzimi
(Uriin kodu: A3403) stvi halde Sigma firmasindan saglanmus; ¢alismalar stiresince Bacillus
species kaynakli enzim derin dondurucuda ve Bacillus licheniformis kaynakli enzim ise
buzdolabimda saklanmistir. Aktivite tayininde kullanilan ¢dziiniir nisasta (Extra pure soluble
starch, iiriin no: 101253), hidroliz islemi i¢gin kullanilan bugday nisastas: (iiriin no: 111685)
Merck firmasindan saglanmis olup laboratuvar sartlarinda saklanmugtir. Deneyler sirasinda

¢ozeltinin pH’1 0.1 M KOH ve 0.1 M HCI ¢ozeltileri kullanilarak ayarlanmugtir.

7.2 Kullanilan Cihazlar

Ultrasonik deneyler, 20 kHz’de Bandelin Sonopuls HD 2200 sonikator sisteminde 6 mm
capmnda KE 76 (Kod no: 530) titanyum ug kullamlarak gergeklestirilmistir. Reaksiyon
gozeltisinin pH ve sicaklik degerleri, Sanyo Gallenkamp marka (FER-195-010 model) pH
kontrol modiilii ve PolyScience marka (9005 model) sicaklik kontrollii su banyosu ile kontrol
edilmigtir. Reaktoriin i¢ sicaklign (IKA Labortechnik, ETS-D4 fuzzy) marka dijital
termometre ile reaksiyon siiresi boyunca Olglilmiistiir. ReaktSrden alinan reaksiyon
¢ozeltisindeki enzim ve nigastayr aywmak i¢in (Niive NF 615) marka santriftij cihazi
kullanilmigtir. Ayrica, enzim aktivite tayini i¢in 40°C’ye ayarlanmug bir su banyosu ve
drneklerin absorbans degerlerini okumak igin Shimadzu marka UV-150-02 ¢ift 1smnl
Spektrofotometre kullanilmigtir. Deneylerde kullamlan deney diizeneginin genel goriiniisii

Sekil 7.1°de, semast ise Sekil 7.2°de verilmistir.
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7.2.1 Reaktor

Deneylerde kullanilan ¢ift cidarli cam reaktor; 400 ml hacminde, cam kapakli, diiz tabanli,
silindirik, 8 cm ¢apmda ve 10 cm yiiksekliginde bir reaktordiir. Reaktoriin kapag: tizerinde
problarin yerlestirilmesi ve gerekli ilavelerin yapilmasia olanak tantyan girisler (6 adet)

bulunmaktadir.

7.2.2 Kontrol modiilleri

Deneysel ¢aligmalar sirasinda pH’m kontroliinii saglayan kontrol modiilii, sonikasyon kontrol

modiilii ve sicakligin kontroliinii saglayan su banyosunun 6zellikleri asagida siralanmistir:
e pH kontrol modiilii:

pH : 0-14 pH

Dogruluk : +0.1 pH

Elektrolit :AgCl ile doyurulmus 4 M KCl

pH modiiliiniin kalibrasyonu, pH 4, pH 7 ve pH 10 tampon ¢ozeltileri kullamlarak

saglanmugtir.

o Akustik giic ve frekans araligi kontrol modiilii:
Calisma frekansi : 20 kHz

Akustik gii¢ :max. 200 W

Frekans araligi  : %10 - %90

e Su banyosu

Sicaklik araligr : (-20) - 150°C

Dogruluk +40.05°C

Pompalama hizi : 7 veya 15 (L/dak)

Kapasite Vel

Cift cidarli cam reaktoriin su banyosuna baglanmasiyla sicaklik kontrolii saglanmistir.
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7.3 Deneyin Yapilisi

%1 (agirlik/hacim) nisasta igeren 250 ml saf su, reaksiyonun gergeklestirildigi biyoreaktorde
istenilen sicaklik ve pH’a getirildikten sonra, 0.35 g Bacillus species (90000 U/L veya 0.885
ml Bacillus licheniformis (90000 U/L) kaynakli enzim ilavesi ile reaksiyon baslatilmistir
(Kilig, 2002). isleme baslamadan 6nce ve 30 dakikalik islem siiresi sonunda, ¢ozeltiden
ornekler alinarak, enzim aktivitesi ve ortamda kalan nigasta miktarmin tayini igin
hazirlanmigtir. Orneklerin analizleri 5’er kez tekrar edilmis ve elde edilen degerlerin

ortalamalari alinmistir.

7.4 Analiz Yontemleri

7.4.1 Enzim aktivite tayini

o-Amilaz aktivite tayini i¢in 200’{in iizerinde metod gelistirilmis olup (Oltulu vd., 1999), her
metod igin farkh bir aktivite birimi tammlanmustir (Yoo vd., 1987). Bu galismada, a-amilaz
aktivite tayini De Moraes vd. (1995) tarafindan belirtilen yonteme gore yapilmustir. Substrat
olan 0.2 g ¢oziinebilir nisasta 100 ml’lik 50 mM sodyum asetat tampon ¢ézeltisinde (pH= 5.9)
kaynatilarak goziindiiriildikten sonra 40°C’ye sogutulmus ve sicakligt bu derecede sabit
tutulmustur. Reaktdrden alinan reaksiyon gozeltisine santrifiij islemi uygulandiktan sonra elde
edilen ¢ozeltiden 200 pl’lik &rnekler deney tiiplerine alnmug ve bu orneklere daha dnce
hazirlanan  substrat ¢ézeltisinden 1 ml ilave edilmistir. Ayrica kontrol ¢Gzeltisi olarak
kullamilan 200 pl saf su tizerinede aym miktarda substrat ¢ozeltisi ilave edilmistir. Daha sonra
bu Srekler 40°C°deki su banyosunda 10 dakika bekletilmigtir. Bu sirada 1 ml iyot ¢ozeltisi
(%0.5 I, ve %5 KI) igeren Tyot stok ¢ozeltisi, 5 ml 5M HCl ilave edilerek 500 ml’e saf su ile
tamamlanmustir. 10 dakika sonunda su banyosundan ¢ikarilan 200 pl’lik 6rneklerin iizerine 5
ml Tyot stok ¢ozeltisi ilave edilmistir. Enzim aktivitesi tayini i¢in elde edilen bu son karigimin
absorbans degerleri, 620 nm dalga boyundaki spektrofotometrede okunmustur. Referans
¢ozeltisi olarak 200 pl saf su ve 5 ml Iyot stok g¢ozeltisi kullanilmigtir. 1 {inite a-amilaz
aktivitesi, 10 dakikada 40°C’de 2 mg nisastamin 0.1 mg’im pargalamak igin gerekli olan
enzim miktari olarak tanimlanmistir (De Moraes vd., 1995; Savas, 1998; Saygili, 1999).
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7.4.2 Nisasta konsantrasyonu tayini

Reaksiyon sonunda ortamda kalan nisasta miktarmin tayini i¢in, reaktérden alman 0.5 ml’lik
reaksiyon ¢ozeltisi orneklerine NaOH ilavesi ile reaksiyon durdurulmus ve enzimin inaktive
edilmesi i¢in Grnekler 100°C sicaklhikta 5 dakika kaynatilmistir. Daha sonra bu ornekler
tizerine 5 ml iyot ¢ozeltisi (%15 I, ve %0.5 K1) ilave edilerek son hacim 15 ml’ye saf su ile
tamamlanmgtir. Cozeltideki nisasta konsantrasyonu tayini i¢in kullamlan bu son karigimm
absorbans degeri, 550 nm dalga boyundaki spektrofotometrede okunmus ve referans ¢ozeltisi

olarak 10 ml saf su ve 5 ml iyot ¢ozeltisi kullanilmigtir (Astolfi-Filho vd., 1986; Birol, 1997).

7.5 Hesaplamalar

7.5.1 Enzim aktivitesinin hesaplanmasi

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda asagidaki bagmtilar kullanilmagtir:

[Ao] = (1 —Cao/ Cu) (7.1)
[A]=(-Cu/Cua) (7:2)
[A]=100* [A1] / [Ao] (7.3)
Burada;

Cqo : =0 anindaki ¢ziiniir nisastanin absorbans degeri

Ca : Islem sonunda (6rneklerin 40°C’deki su banyosunda 10 dakika bekletilme iglemi)

¢Oziiniir nigastamn absorbans degeri

Cax : Kontrol ¢ozeltisindeki ¢oziiniir nigastanin absorbans degeri
[Ao] : t=0 anindaki enzimin aktivitesi

[A1] : Islem sonu enzim aktivitesi

[A] :Islem sonu % enzim aktivitesi

olarak tanimlanmigtir.
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7.5.2 Nisasta konsantrasyonunun hesaplanmasi

Nisasta konsantrasyonu tayinlerinde ise asagidaki bagntilar kullanilmigtir:

[S1]=(Csi/ Cso) * [So] (7.4)
[H] =100 * (1 - Cs / Cso) (7.5)
Burada;

Cq : t=0 anindaki nigastanin absorbans degeri

Cq : Islem sonunda ortamda kalan nisastanin absorbans degeri
[So] : t=0 anindaki nisasta konsantrasyonu, g/L

[S1] : Islem sonunda ortamda kalan nisasta konsantrasyonu, g/L
H : % Hidroliz derecesi

olarak tanmimlanmistir.
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8. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada; Bacillus species ve Bacillus licheniformis — kaynakhi a-amilaz enzimi
kullanilarak bugday nisastas: hidrolizinde ultrasonikasyon parametreleri (akustik gii¢ ve
frekans aralig1) ve sicaklign etkisi incelenmistir. Deneysel galismada, reaksiyon sonunda
cozeltideki o-amilaz aktivitesi Bolim 7.4.1°de ve ortamda kalan nisasta konsantrasyonu

Boliim 7.4.2°de anlatildig1 gibi tayin edilmistir.

8.1 Bacillus species Kaynakli o-Amilaz Enzimi ile Yapilan Deneyler

8.1.1 40°C’de 20 W’hik akustik giiciin enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

Sicaklik artisinin reaksiyon hizimi arttirdifi ancak enzimlerde yapisal olarak bozunmalara
neden oldugu bilinmektedir. Sonikasyon yiiksek sicaklik gerektirmeyen bir prosestir. Ayrica,
pH 6.5°da enzimin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu daha onceki caligmalarda gozlenmistir
(Yiiceer, 2000). Bu nedenle hidroliz reaksiyonu 40°C sicakhkta ve pH 6.5°da
gerceklestirilmistir.

Ultrasonik enerjinin enzim aktivitesine ve hidroliz derecesine etkisini incelemek igin, %10-80
frekans araligimda ve 20 W’Lik akustik giicte sonikasyon islemi uygulanarak, %l
(agirlik/hacim) bugday nisastast igeren 250 ml’lik reaksiyon ¢ozeltisi, 0.35 g enzim (Bacillus
species kaynakli a-amilaz enzimi) ilavesi ile 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi
tutulmustur. Reaksiyon sonunda ¢dzeltideki o-amilaz aktivitesi ve ortamda kalan nigasta
konsantrasyonu degerleri Cizelge 8.1°de verilmis ve grafiksel olarak Sekil 8.1’de

sunulmustur.

Sekil 8.1°den goriildiigti gibi, 20 W akustik giic ve 40°C sicaklikta gergeklestirilen
deneylerde, frekans arahgmin %10°dan %80’e arttirilmasi ile nisasta hidrolizi ve enzim
aktivitesinde onemli bir degisiklik gozlemlenmemistir. Belirtilen frekans araligi boyunca,
nisasta hidrolizi yaklasik %18 degerinde, reaksiyon sonu enzim aktivitesi yaklasik %93
degerinde sabit kalmistir. Kullanilan enzim tiim frekans arahifi degerlerinde yaklasik %7

oraninda inaktive olmustur.



52

Cizelge 8.1 Bacillus species kaynakli o-amilaz enzimi ile hidrolizlenen nisasta igin elde
edilen deneysel veriler (T=40°C, Akustik Giig=20 W)

Frekans Arahg Enzim Aktivitesi Hidroliz Derecesi Nisasta
(%) (%) (%) Kons. (g/L)
10 92.44 18.02 8.20
20 92.18 17.98 8.20
40 92.73 17:12 8.30
60 92.81 16.76 8.32
80 92.89 18.49 8.15
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Sekil 8.1 Bacillus species kaynakli o-amilaz enzimi ile hidrolizlenen nisasta i¢in % enzim
aktivitesi, % hidroliz derecesi ve nisasta konsantrasyonunun frekans aralifi ile
degisimi (T=40°C, Akustik Giig=20 W)
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8.1.2 40°C’de 100 W’hik akustik giiciin enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

Akustik giiciin enzim aktivitesine ve hidroliz derecesine etkisini incelemek i¢in; Boliim
8.1.1°de 20 W’lik akustik giigte gergeklestirilen deneylere kargilik; 100 W’lik akustik giicte
aym proses sartlarmda deneyler gergeklestirilmis ve elde edilen veriler Cizelge 8.2’de

verilmis ve grafiksel olarak Sekil 8.2”de sunulmustur.

Bolim 8.1.1°de oldugu gibi bu caliymada da, frekans araligmin %10°dan %80’e
arttinlmasiyla enzim aktivitesinde (yaklagtk %92’de sabit) ve nisasta hidroliz derecesi
degerlerinde (yaklasik %18’de sabit) énemli bir degisiklik gézlemlenmemistir. Akustik giiciin
100 W’a arttirilmasi ile daha etkili bir hidroliz saglanamamuig ancak enzimin stabilitesini aym
degerde korudupu saptanmistir (yaklagik %92). Bunun yanisira, belirtilen frekans araligs

degerlerinde enzimin yaklagik %8 oraninda inaktive oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 8.2 Bacillus species kaynakli o-amilaz enzimi ile hidrolizlenen nisasta igin elde
edilen deneysel veriler (T=40°C, Akustik Giig= 100 W)

Frekans Arahgi Enzim Aktivitesi Hidroliz Derecesi Nisasta
(%) (“o) (“o) Kons. (g/L)
10 92.90 18.05 8.19
20 92.22 17.96 8.20
40 9253 18.33 8.16
60 92.30 18.34 8.17
80 91.85 19.01 8.10
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Sekil 8.2 Bacillus species kaynakli o-amilaz enzimi ile hidrolizlenen nisasta i¢in % enzim
aktivitesi, % hidroliz derecesi ve nisasta konsantrasyonunun frekans araligi ile
degisimi (T=40°C, Akustik Giig= 100 W)

8.1.3 50°C’de 20 W’lik akustik giiciin enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

Sonikasyon parametreleri ile birlikte sicakligin da enzim aktivitesine ve hidroliz derecesine
etkisini incelemek amaciyla, ultrasonikasyon deneyleri 50°C’de, %10-80 frekans araliginda
ve 20 W’lik akustik giigte diger proses sartlar sabit tutularak gergeklestirilmistir. Reaksiyon
sonunda ¢ozeltideki o-amilaz aktivitesi ve ortamda kalan nisasta konsantrasyonu degerleri

Cizelge 8.3’de verilmis ve grafiksel olarak $ekil 8.3’de sunulmustur.

Cizelge 8.3 ve Sekil 8.3’den goriildiigii gibi, 50°C’de 20 W’lik akustik giigte, frekans
araliginin %10’dan %80’e arttirilmasiyla hidroliz derecesi degerlerinde nemli bir degisiklik
gozlemlenmemistir (yaklasik %62 degerinde sabit). Ancak, belirtilen frekans araligi boyunca,
enzim aktivitesi %92’den %77 ye (yaklasik %16) azalmustir. Kullanilan enzim %10 frekans
aralif1 icin yaklasik %8 ve %80 frekans araligi igin yaklasik %23 oraninda inaktive olmustur.
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Cizelge 8.3 Bacillus species kaynakli o-amilaz enzimi ile hidrolizlenen nisasta icin elde
edilen deneysel veriler (T=50°C, Akustik Giig=20 W)

Frekans Araligi Enzim Aktivitesi Hidroliz Derecesi Nisasta
(%) (%) (%) Kons. (g/L)
10 91.77 61.42 3.86
20 89.74 62.69 3.73
40 87.25 63.00 3.70
60 83.02 62.18 3.78
80 77.59 61.12 3.89
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Sekil 8.3 Bacillus species kaynakli o-amilaz enzimi ile hidrolizlenen nigasta icin % enzim
aktivitesi, % hidroliz derecesi ve nisasta konsantrasyonunun frekans aralifi ile
degisimi (T= 50°C, Akustik Giig=20 W)
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Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda, frekans aralif ile
Bacillus species kaynakli a-amilaz enziminin aktivitesi arasmdaki degisimin sifirinct mertebe

inaktivasyon modeline uydugu bulunmustur (denklem 8.1).

[A] = [Amax] —kp (FA) (8.1)
FA: Frekans aralif

kp: Frekans araligina bagli sifirinct mertebe inaktivasyon katsayisi

[Amax]: Reaksiyon dncesi % enzim aktivitesi degeri

Esitlik 8.1°deki, [Amax] Ve kp katsayilart Curve Expert 1.3 programm kullanilarak,

kp: 0.1959

[Amax] :94.1029

olarak hesaplanmugtir. Ayrica, elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda
modele ait standart sapma (o) ve regresyon katsayis (R2) degerleri sirasiyla 0.9058 ve
0.9903 olarak bulunmustur.

8.1.4 50°C’de 100 W’hk akustik giiciin enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

Akustik giictin ve sicakhigin enzim aktivitesi ve hidroliz derecesine etkisini incelemek igin,
Boliim 8.1.3°de gerceklestirilen deneyler aym proses sartlarinda (T= 50°C, pH 6.5, enzim
konsantrasyonu= 0.35 g/250 ml, nisasta konsantrasyonu= %1) 100 W’hk akustik gii¢ i¢in
gerceklestirilmistir. Elde edilen reaksiyon sonu enzim aktivite degerleri ve hidroliz dereceleri

Cizelge 8.4°de verilmis ve grafiksel olarak Sekil 8.4’de sunulmustur.

Bu calismadan elde edilen veriler incelendiginde, 50°C’de 100 W’lik akustik giigte frekans
araligimm %10°dan %80’e arttirilmastyla hidrolizlenme derecesinde onemli bir degisiklik
gdzlemlenmemistir (yaklasik %60 degerinde sabit). Ancak, belirtilen frekans aralifi igin
enzim aktivitesi yaklastk %89’den %75’ (yaklasik %16) azalmistir. Kullanilan enzim %10
frekans araligi igin yaklasik %11, %80 frekans aralif: i¢in yaklasik %25 oraninda inaktive

olmugtur.
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Cizelge 8.4 Bacillus species kaynakli a-amilaz enzimi ile hidrolizlenen nisasta igin elde
edilen deneysel veriler (T= 50°C, Akustik Giig= 100 W)

Frekans Arahg: Enzim Aktivitesi Hidroliz Derecesi Nisasta
(%) (%) (%) Kons. (g/L)
10 89.17 60.90 391
20 87.47 58.65 4.13
40 83.08 5927 4.07
60 79.64 60.38 3.96
80 75.04 5891 4.11
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Sekil 8.4 Bacillus species kaynakli o-amilaz enzimi ile hidrolizlenen nisasta icin % enzim
aktivitesi, % hidroliz derecesi ve nisasta konsantrasyonunun frekans araligi ile
degisimi (T= 50°C, Akustik Giig= 100 W)




58

Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda, frekans arahg ile
Bacillus species kaynakli a-amilaz enziminin aktivitesi arasindaki degisimin sifirmer mertebe

inaktivasyon modeline uydugu bulunmustur (denklem 8.1).

Esitlik 8.1°deki, [Amax] Ve kp katsayilar1 Curve Expert 1.3 programi kullanilarak,
kp: 0.2009

[Awed] :91.3171

olarak hesaplanmustir. Ayrica, elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda
modele ait standart sapma (o) ve regresyon katsayisi (RZ) degerleri sirasiyla 0.3016 ve

0.9989 olarak bulunmustur.

8.1.5 Sonuclarin degerlendirilmesi

Bacillus species kaynakli a-amilaz enzimi ile ultrasonikasyon islemi uygulanarak yapilan
deneyler sonucunda, 20 W ve 100 W’lik akustik gii¢ degerlerinde frekans araliinin %10’dan
%80°e arttirilmasiyla elde edilen % hidroliz derecesi degerlerinin; 40°C sicaklikta
gerceklestirilen biitiin deneyler icin yaklasik %18 degerinde, 50°C sicaklikta gergeklestirilen
tiim deneyler igin yaklasik %62 degerinde sabit kaldigi goriilmiistiir. Sicakligin 40°C’den
50°C’ye arttirilmast ile hidrolizlenme derecesi %18’den %62°ye (yaklasik 3.4 kat) artmustir.

Ultrasonikasyon isleminin uygulanmast ile 40°C sicaklikta frekans araligimin %10°dan %80’c
arttirilmastyla reaksiyon sonu enzim aktivitesi degerleri, 20 W’lik akustik gti¢ igin %93 ve
100 W’lik akustik giig igin %92 degerinde sabit kalmistir. Kullanilan enzim 20 W’lik akustik
giig igin %7 ve 100 W’lik akustik gii¢ i¢in yaklasik %8 oraninda inaktive olmugtur.

50°C sicaklikta yapilan deneylerde ise belirtilen frekans araliginda elde edilen reaksiyon sonu
enzim aktivitesi degerlerinin, 20 W’lik akustik gii¢ i¢in %92’den %77’ye (yaklagik %16
oraninda azalma) ve 100 W’lik akustik gii¢ icin %89°dan %75°e azaldigi (yaklasik %16
oraninda azalma) tespit edilmistir. Enzim aktivitesinde 20 W’lik akustik gii¢ i¢in %10 ve %80
frekans araligi degerlerinde sirasiyla yaklagik %8 ve %23 oramnda; 100 W’lik akustik gii¢
i¢in ise %10 ve %80 frekans aralifi degerlerinde sirasiyla yaklagik %11 ve %25 oraninda

azalma goriilmiistiir.
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8.2 Bacillus licheniformis Kaynakl a-Amilaz Enzimi ile Yapilan Deneyler

8.2.1 40°C’de 20 W’lik akustik giiciin enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

Bacillus licheniformis kaynakli o-amilaz enzimi kullamlarak sonikasyon parametrelerinin
(akustik gii¢ ve frekans aralift) enzim aktivitesine ve hidroliz derecesine etkisini incelemek
amaciyla; %10-80 frekans aralii boyunca, %1 nisasta igeren 250 ml’lik reaksiyon ¢dzeltisi,
0.885 ml (90000 U/l) enzim ilavesi ile 40°C’de ve pH 6.5°da 20 W’lik akustik giic
uygulanarak 30 dakika boyunca hidroliz iglemine tabi tutulmustur. Deneyler sonucunda elde
edilen veriler Cizelge 8.5’de verilmis ve grafiksel olarak $ekil 8.5’de sunulmustur.

Sekil 8.5°den de goriilecegi tizere, 20 W’lik akustik giic ve 40°C’de frekans araligi %10’dan
%80’e arttirilmasiyla nigasta hidrolizi ve enzim aktivitesinde onemli bir degisiklik
gbzlemlenmemistir (sirast ile yaklagik %32 ve %93 degerlerinde sabit). Enzim yaklasik %7

oraninda inaktive olmugtur.

Cizelge 8.5 Bacillus licheniformis kaynakli o-amilaz enzimi ile hidrolizlenen nisasta igin
elde edilen deneysel veriler (T= 40°C, Akustik Giig=20 W)

Frekans Arahg Enzim Aktivitesi Hidroliz Derecesi Nisasta
(o) (o) (“0) Kons. (/L)
10 98155 32.25 6.78
20 93.15 32.84 6.71
40 94.44 31.52 6.84
60 93.20 3219 6.78
80 92.86 32.35 6.76
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Sekil 8.5 Bacillus licheniformis kaynakli o-amilaz enzimi ile hidrolizlenen nisasta icin
% enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve nisasta konsantrasyonun frekans araligi
ile degisimi (T= 40°C, Akustik Giig= 20 W)

8.2.2 40°C’de 100 W’lik akustik giiciin enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

Akustik giiclin enzim aktivitesine ve hidroliz derecesine etkisini incelemek igin; Bolim
8.2.1’de 20 W’lik akustik giicte gerceklestirilen deneyler 100 W’lik akustik giicte de ayni
proses sartlarinda gergeklestirilmis ve elde edilen veriler Cizelge 8.6’de verilmis ve grafiksel

olarak Sekil 8.6’de sunulmustur.

Bu ¢alismada; frekans araliginin %10°dan %80’e arttirilmasiyla enzim aktivitesinde (yaklasik
%91 degerinde sabit) ve nisasta hidroliz derecesinde (yaklasik %32 degerinde sabit) Gnemli
bir degisiklik gozlemlenmemistir. Enzim aktivitesinde tiim frekans araligi degerleri icin

yaklasik %9 oraninda bir azalma tespit edilmistir.
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Cizelge 8.6 Bacillus licheniformis kaynakli o-amilaz enzimi ile hidrolizlenen nisasta igin
elde edilen deneysel veriler (T=40°C, Akustik Giic= 100 W)

Frekans Arahg: Enzim Aktivitesi Hidroliz Derecesi Nisasta
(%) (%) (%) Kons. (/L)
10 90.58 31.18 6.88
20 91.69 31.88 6.81
40 .57 30.52 6.94
60 92.74 32.32 6.76
80 90.29 31.66 6.83
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Sekil 8.6 Bacillus licheniformis kaynakli o-amilaz enzimi ile hidrolizlenen nisasta igin
% enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve nigsasta konsantrasyonun frekans aralig
ile degisimi (T= 40°C, Akustik Giig= 100 W)
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8.2.3 50°C’de 20 W’lik akustik giiciin enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

Bacillus licheniformis kaynakli o-amilaz enzimi kullamlarak ultrasonik enerji ile birlikte
sicaklipinda enzim aktivitesine ve hidroliz derecesine etkisini incelemek igin; %1
(agirlik/hacim) bugday nisastast igeren 250 ml’lik reaksiyon ¢ozeltisi, 0.885 ml enzim ilavesi
ile pH 6.5 ve 50°C’de 20 W’lik akustik gii¢ uygulanarak %10-80 frekans araliginda, 30
dakika boyunca hidroliz iglemine tabi tutulmugtur. Deneyler sonucunda elde edilen hidroliz
derecesi ve reaksiyon sonu enzim aktivite degerleri Cizelge 8.7°de verilmis ve grafiksel

olarak Sekil 8.7’de sunulmustur.

Cizelge 8.7°den goriilduigii gibi, 20 W’lik akustik gii¢ ve 50°C’de frekans araliginin %10’dan
%80’e arttirilmastyla hidrolizlenme derecesinde onemli bir degisiklik gézlemlenmemisgtir.
Hidrolizlenme derecesi belirtilen frekans aralifi boyunca yaklasik %79 degerinde sabit
kalmistir. Ancak, enzim aktivitesi %89’dan %81’e (yaklasik %9) azalmugtir. Ayrica, enzim %
10 frekans arahii igin yaklagik %11 ve %80 frekans aralig1 i¢in yaklagik %19 oraninda
inaktive olmustur.

Cizelge 8.7 Bacillus licheniformis kaynakl a-amilaz enzimi ile hidrolizlenen nisasta i¢in
elde edilen deneysel veriler (T= 50°C, Akustik Giig=20 W)

Frekans Arahg Enzim Aktivitesi Hidroliz Derecesi Nisasta
(%) (o) (%) Kons. (g/L)
10 89.01 79.28 2.07
20 88.70 78.27 Wies T
40 88.26 79.73 2.02
60 85.70 78.76 212
80 81.08 77.42 2.25
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Sekil 8.7 Bacillus licheniformis kaynakli o-amilaz enzimi ile hidrolizlenen nisasta icin
% enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve nisasta konsantrasyonun frekans araligi
ile degisimi (T= 50°C, Akustik Giig= 20 W)

Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda, frekans aralig: ile
Bacillus licheniformis kaynakli o-amilaz enziminin aktivitesi arasindaki degisimin sifirinci

mertebe inaktivasyon modeline uydugu bulunmustur (denklem 8.1).

Esitlik 8.1°deki, [Amax] ve kp katsayilar1 Curve Expert 1.3 programi kullanilarak,
kp: 0.1062

[Amax] :90.6076

olarak hesaplanmustir. Ayrica, elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda
modele ait standart sapma () ve regresyon katsayis1 (R%) degerleri sirasiyla 1.0898 ve

0.9550 olarak bulunmustur.
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8.2.4 50°C’de 100 W’hk akustik giiciin enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

Bu galigmada, 50°C’de akustik giiciin hidroliz derecesine ve enzim aktivitesine etkisini
incelemek amaciyla Boliim 8.2.3°de 20 W’lik akustik gii¢ i¢in gergeklestirilen deneyler aym
proses sartlarinda 100 W’lik akustik gii i¢in gergeklestirilmigtir. Elde edilen deneysel veriler
Cizelge 8.8°de verilmis ve grafiksel olarak Sekil 8.8’de sunulmustur.

Cizelge 8.8°den de goriildigi gibi, 100 W’hik akustik gii¢ ve 50°C sicaklikta frekans
arah@inin %10’dan %80°e arttirilmasiyla enzim aktivitesi %89’dan %80’e (yaklasik %10)
azalmig, ancak hidroliz derecelerinde 6nemli bir degisiklik gézlemlenmemistir (yaklasik
%75°de sabit). Bunun yanisira, enzim aktivitesinde %10 frekans aralig igin yaklasik %11 ve
%80 frekans aralifi igin yaklasik %20°lik bir azalma oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 8.8 Bacillus licheniformis kaynakli o-amilaz enzimi ile hidrolizlenen nisasta i¢in
elde edilen deneysel veriler (T=50°C, Akustik Giig= 100 W)

Frekans Arahg: Enzim Aktivitesi Hidroliz Derecesi Nisasta
(%) (%) (%) Kons. (/L)
10 89.42 75.58 2.44
20 88.24 76.47 235
40 87.92 73.62 2.63
60 84.97 74.10 2.59
80 80.36 75.89 2.41




65

100 10
e --.¢.. 9
° i
80 s %

AI—"'—_‘_\ " H
70 RS
g
60 F6 B
I £
e 5| 5§
2 40| 4 5
$40 S
]
30 - t3 B
.\._—__————"—k —i& —T =
20 g <
10 | -1
0 . ; , ; ; ; 0
10 20 30 40 50 60 70 80
%Frekans Arahgi

‘( ® Reak.sonu %Enzim Akt. (Deneysel) == %Hidroliz Derecesi

| =@ Nisasta Kons. = = = Reak. sonu %Enzim Akt. (Model)

Sekil 8.8 Bacillus licheniformis kaynakli o-amilaz enzimi ile hidrolizlenen nisasta igin
% enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve nisasta konsantrasyonun frekans araligi
ile degisimi (T= 50°C, Akustik Giig= 100 W)

Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda, frekans aralig1 ile
enzim aktivitesi arasindaki degisimin sifirinci mertebe inaktivasyon modeline uydugu

bulunmustur (denklem 8.1).

Esitlik 8.1°deki, [Amax] ve kp katsayilar1 Curve Expert 1.3 programi kullanilarak,
kp: 0.1260

[Amax] :91.2758

olarak hesaplanmistir. Ayrica, elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda
modele ait standart sapma (C) ve regresyon katsayisi ®R? degerleri sirasiyla 1.1861 ve

0.9618 olarak bulunmustur®.

*Boliim 8’de sunulan 50°C sicaklikta yapilan deneysel ¢aligmalara ait verilere uyan matematiksel ifadeler ve
istatiksel veriler Ek1 ve Cizelge Ek 1.1°de verilmistir.
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8.2.5 Sonuglarm degerlendirilmesi

Bacillus licheniformis kaynakli a-amilaz enzimi kullanilarak ultrasonik ortamda yapilan
hidroliz deneyleri sonucunda, 20 W ve 100 W’lik akustik giic degerlerinde frekans araligmin
%10°dan %80’¢ artirilmasiyla elde edilen hidroliz derecesi degerlerinin; 40°C sicaklikta
gerceklestirilen biitiin - deneyler igin yaklagtk %32 degerinde, 50°C sicaklik igin
gerceklestirilen tlim deneylerde 20 W’lik akustik gii¢ i¢in yaklagik %79 ve 100 W’lik akustik
glic icin yaklagik %75 degerinde sabit kaldig: tespit edilmistir. Sicaklifin 40°C’den 50°C’ye
arttirilmast ile hidrolizlenme derecesi %32°den %79’a yaklagik 2.4 kat artmagtir.

Ultrasonikasyon isleminin uygulanmasi ile 40°C sicaklikta yapilan deneyler icin frekans
araliginin %10°dan %80’¢ arttirilmasiyla reaksiyon sonu enzim aktivitesi degerlerinin
20 W’lik akustik giic icin %93 ve 100 W’lik akustik gii¢ i¢in %91 degerinde sabit kaldig
goriilmiistiir. Kullanilan enzim 20 W’lik akustik gli¢ icin %7 ve 100 Wik akustik gli¢ icin
yaklagik %9 oraninda inaktive olmugtur.

50°C sicaklikta yapilan deneylere ait reaksiyon sonu enzim aktivitesi degerlerinin, 20 W ve
100 W’k akustik giicler ve belirtilen frekans aralig1 degerleri igin yaklagik %89°dan %80’
azaldiga saptanmigtir. Ayrica, 20W ve 100 W’lik akustik gii¢lerde frekans aralifimn %10°dan
%80’¢ arttirilmasiyla enzim aktivitesinde yaklagik %10°luk bir azalma gozlenmistir. Enzim
aktivitesinde 20 W’hk akustik gii¢ i¢in %10 frekans araliginda yaklasik %11 ve %80 frekans
araliginda yaklasik %19 oraminda; 100 W’lik akustik giic icin ise %10 frekans aralifinda
yaklagsik %11, %80 frekans araliginda yaklagik %20 oraninda bir azalma goriilmiigtiir.
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9.SONUCLAR ve ONERILER

Nisastamn enzimatik hidrolizi diger hidroliz yontemlerine gore, daha verimli ve maliyeti
diistik oldugundan birgok endiistri dali i¢in bilyiik 6nem tasimaktadir. Bu yontemde kullanilan
a-amilaz enzimi, gevreye ve iiriinlere zarar vermediginden sanayide onemli bir yeri vardir. Bu
nedenle, kullamlan enzimler igin optimum gartlarin belirlenmesi énemli bir konu haline
gelmistir. Ayrica, ultrasonikasyonun biyokimyasal proseslerde kullanilmasi, gok cesitli
reaksiyonlar i¢in gereken kimyasal aktiflesmeyi kolay ve ucuz bir sekilde saglamaktadir.
Ultrasonikasyon, reaksiyonlari hizlandirmakta, reaksiyon siiresini kisaltmakta ve doniigim
yiizdesini arttirmaktadir. Bu nedenle, enzimin katalizleyici etkisine ultrasonikasyonun katkisi
ilgi ¢eken bir konu olmustur.

Bu ¢aligmada; ultrasonikasyon uygulanan bir ortamda bugday nisastasiin farkli kaynakl a-
amilaz enzimleri ile hidroliz islemine ait proses degiskenlerinin (sicaklik, akustik giic ve
frekans araligi) hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi tizerindeki etkileri incelenmistir. islem
sonu o-amilaz enziminin aktivitesi ve bufday nisastasimin hidroliz derecesi ile ilgili elde

edilen sonuglar agagida siralanmigtir:

o Bacillus species kaynakli a-amilaz enzimi ile yapilan sonikasyon deneyleri sonucunda;
40°C sicaklikta frekans aralifinin %10°dan %80’e arttirilmasiyla elde edilen % hidroliz
derecesi degerlerinin 20 W ve 100 W’lik akustik gii¢ i¢in %18 deZerinde sabit kalirken,
% enzim aktivitesi degerlerinin 20 W’lik akustik gii¢ i¢in yaklagik %93 ve 100 W’lik
akustik gii¢ icin %92 degerinde sabit kaldig saptanmigtir. Belirtilen akustik gii¢ ve frekans
aralif1 degerlerinde 50°C sicaklik igin gergeklestirilen tiim deneylerde, hidroliz derecesi
degerlerinin yaklagik %62°de sabit kaldigi ve enzim aktivitesi degerlerinin 20 W’lik
akustik gii¢ icin yaklagik %92°den %77’ye ve 100 W’lik akustik gii¢ i¢in %89°dan %75’¢
azaldig tespit edilmigtir.

e Bacillus licheniformis kaynakli a-amilaz enzimi kullanilarak ultrasonik ortamda yapilan
hidroliz deneyleri sonucunda; 40°C sicaklikta frekans araliimin %10°dan %80’e
artirilmastyla elde edilen hidroliz derecesi degerlerinin 20 W ve 100 W’lik akustik gii¢ i¢in
%32 degerinde sabit kalirken, enzim aktivitesi degerlerinin de 20 W’hk akustik gli¢ i¢in
yaklagik %93 ve 100 W’lik gii¢ icin yaklagik %91 degerinde sabit kaldig1 goriilmiistiir,
Ayrica, 50°C sicaklik igin gerceklestirilen tiim deneylerde, frekans araliginmn %10’dan
%80°¢ artirilmasiyla hidroliz derecesi degerlerinin 20 W’lik akustik gii¢ i¢in yaklagik
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olarak %79°da ve 100 W’lik akustik giic i¢in %75°de sabit kaldig1 ve enzim aktivitesi
degerlerinin belirtilen akustik giic ve frekans aralig1 degerlerinde yaklagik olarak %89°dan
%80’e azaldi@: tespit edilmigtir

o Bacillus species kaynakli a-amilaz enzimi ile gerceklegtirilen ultrasonikasyon
deneylerinde enzim, 40°C sicaklikta belirtilen frekans aralifn degerlerinde, 20 W’lik
akustik gii¢ icin %7 ve 100 W’lik akustik gii¢ icin ise yaklagik %8 oraminda inaktive
olmustur. Bunun yamsira, 50°C sicaklikta enzim aktivitesinde 20 W’lik akustik gii¢ icin
%10 ve %80 frekans aralifi degerlerinde sirasiyla yaklagik olarak %8 ve %23 oraminda;
100 W’lik akustik gii¢ i¢in ise %10 ve %80 frekans aralif: degerlerinde sirasiyla yaklagik
olarak %11 ve %25 oraninda bir azalma goriilmiigtiir.

e Bacillus licheniformis kaynakli a-amilaz enzimi kullanilarak yapilan sonikasyon
deneylerinde enzim, 20 W’lik akustik gii¢ icin %7 ve 100 W’lik akustik gii¢ igin yaklagik
%9 oraminda inaktive olmustur. Ayrica, 50°C sicaklikta enzim aktivitesinde 20 W’lik
akustik gii¢ i¢in %10 frekans araliginda yaklagik %11 ve %80 frekans araliginda yaklagik
%19 oraninda; 100 W’lik akustik gii¢ i¢in ise %10 frekans aralifinda yaklagik %11 ve %80
frekans aralifinda yaklagik %20 oraninda bir azalma tespit edilmigtir.

o Bacillus species kaynakli a-amilaz enzimi ile gergeklestirilen deneylerde 40°C ve
50°C’deki deneysel veriler kargilagtirildiginda; 20 W ve 100 W’lik akustik giiclerde
frekans aralipinin %10°dan %80°e arttirilmastyla 40°C sicaklikta enzim aktivitesinde sabit
bir inaktivasyon s6z konusu iken, 50°C sicaklikta %16’lik bir azalma gozlemlenmistir.
Ayrica; sicaklik 40°C’den 50°C’ye arttirildiginda hidrolizlenme derecesi %18°den %62’ye
(yaklagik 3.4 kat) artmagstir.

o Bacillus licheniformis kaynakli o-amilaz enzimi ile yapilan ultrasonikasyon deneylerinde
40°C ve 50°C’deki deneysel veriler karsilagtinldiginda ise, frekans araliginin %10°dan
%80’¢ arttirilmasiyla 40°C’de enzim aktivitesinde sabit bir inaktivasyon s6z konusu iken,
50°Cde - yaklasik %10°’luk bir azalma saptanmustir. Bunun yanisira, sicaklik 40°C’den
50°C’ye arttirildiginda hidrolizlenme derecesi %32°den %79°a yaklagik 2.4 kat artmistir.
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Sonug olarak; bu caligma icin ultrasonikasyon igleminin bugday nisastas: hidrolizine ait
reaksiyon kinetigine 6nemli bir etkisi olmamigtir. Bunun yamsira ultrasonikasyon iglemi,
enzimlerin az da olsa aktivitelerini kaybetmelerine neden olmustur.

Gerek Bacillus species gerek Bacillus licheniformis kaynakli a-amilaz enzimleri ile yapilan
deneylerde, sicakligin 40°C’den 50°C’ye arttirilmasi ile daha yiiksek hidrolizlenme derecesi
ve daha diisik enzim aktivitesi gozlemlenmigtir. Hidrolizlenme derecesindeki bu artislar,
sonikasyona bagli olmaksizin sicaklifin  40°C’den 50°C’ye arttirilmasiyla; enzim
aktivitelerindeki bu azalmalar ise, sicaklik ve sonikasyon parametrelerinin enzim stabilitesi
tizerindeki etkilerinin birlesmesi ile agiklanabilir. Bunun yamsira, Bacillus licheniformis
kaynakli o-amilaz enzimi ile yapilan deneylerde, hidrolizlenme derecesinin ve enzimin
stabilitesinin daha yitiksek oldugu saptanmigtir. Dolayisi ile, verilen deneysel sartlarda
Bacillus licheniformis’den elde edilen a-amilaz enziminin, Bacillus species’den elde edilen
o~amilaz enzimine gore daha etkili oldugu belirlenmistir.

Bundan sonraki gahigmalarda, nisastanin enzimatik hidrolizi ile ilgili proses veriminin
arttinlabilmesi ve enzim stabilitesinin miimkiin oldugu kadar korunabilmesi i¢in asagidaki
faktorler incelenebilir:

o farkli hacimlerin etkisi,
o farkli ultrasonik uclarin hidroliz reaksiyonuna etkisi,
o farkli kaynakli nigastalar ve a-amilaz enzimleri,

o tutuklanmis o-amilaz enzimleri.
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EKLER
Ek 1. Deneysel Verilere Uyan Matematiksel Ifadeler ve Istatiksel Veriler

Cizelge Ek 1.1 50°C sicaklikta yapilan deneylerden elde edilen o-amilaz enzim aktivite
degerleri ile ilgili matematiksel ifadeler ve istatiksel veriler

Kullanilan enzim Kullanilan | Kullanilan Denklem c R?
Model

Bacillus species kaynakl

o~amilaz enzimi Lineer [A]=94.1029 - 0.1959 (FA) | 0.9058 | 0.9903

(20 Witk akustik glig) | denklem

Bacillus species kaynakli

o~amilaz enzimi Lineer [A]=91.3171 —0.2009 (FA) | 0.3016 | 0.9989

(100 W’hik akustik gig) | denklem

Bacillus licheniformis
| kaynakli a-amilaz enzimi Lineer [A]=90.6076 —0.1062 (FA) | 1.0898 | 0.9550

(20 W’lik akustik giig) | denklem

Bacillus licheniformis
kaynakli o-amilaz enzimi Lineer [A]=91.2758 — 0.1260 (FA) | 1.1861 | 0.9618

(100 Whik akustik giig) | denklem
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