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SIMGE LISTESI

[So] t=0 anindaki laktoz konsantrasyonu, g/L

[Si] Islem sonunda ortamda kalan laktoz konsantrasyonu, g/L
[Mpakroz] Laktozun molekiil agirhig:, 342.32 g/mol

[Morukoz] Glukozun molekiil airhig, 180.17 g/mol

Co Islem sonunda olugan ghukozun absorbans degeri
Cst Standart ¢ozeltisinin absorbans degeri

f Seyreltme faktorii

[H] % Hidroliz derecesi

[Ao] t=0 anindaki ONP’nin absorbans degeri

[A1] Islem sonundaki ONP’nin absorbans degeri

[A] % Enzim aktivitesi

[G] Akustik gli¢, watt

[F] % Frekans araligi

c Standart sapma

R? Regresyon katsayisi

T Sicaklik, °C

N Karigtiricinin bir dakikadaki devir sayisi, devir/dak
E Enzim konsantrasyonu, ml/L ’

t Zaman, dakika



KISALTMA LISTESI

ONPG Orto-nitrophenol-B-D-galactoside
ONP Orto-nitrophenol

Hz Hertz

kDa Kilodalton
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OZET

Laktoz, siitte bulunan bir karbonhidrattir ve siit tek dogal laktoz kaynagidir. Bircok Kkisi,
viicudundaki B-galactosidase eksikligi ya da inaktifligi nedeniyle laktozu sindirememektedir.
Bu nedenle, tiikettikleri besinler laktoz igeriyorsa gaz, agn, diare gibi saglik sorunlar:
yasamaktadirlar. Ayrica, laktoz kendi hidroliz firlinleri olan glukoz ve galaktoza kiyasla daha
az tathliga ve ¢dziiniirliife sahiptir. Bunlara ek olarak, higroskopik bir seker olmas: nedeniyle
aroma ve kokular1 adsorblamaya yatkindir. Laktoz hidrolizi, dondurma ve difer siit
irlinlerinin {iretim proseslerinin geligtirilmesi ile yeni gida katkilarinin elde edilmesi
acisindan oldukga 6nemlidir. Enzimatik laktoz hidrolizinde B-galactosidase enzimi kullamlir.
Bu enzim dogada; mikroorganizmalarda, bitkisel ve hayvansal yapilarda bulunmaktadir.

Bu ¢aligmada, proses parametrelerinin siitteki laktoz hidrolizi ve enzim aktivitesi {izerindeki
etkileri incelenmigtir. Kluyveromyces marxianus kaynakli B-galactosidase enzimi ile laktoz
hidrolizi deneyleri igin hem Gallenkamp marka modiiler biyoreaktér hem de Bandelin
Sonopuls marka sonikatér kullamlmugtr. Hidroliz reaksiyonlar1 250 ml siit igerisinde
gerceklestirilmigtir. Biyoreaktre ait proses degiskenleri; sicaklik, karigtirici hizi ve enzim
konsantrasyonu; sonikatdre ait proses degigkenleri ise % frekans aralig, akustik gilic ve enzim
konsantrasyonudur. Belirtilen proses degigkenlerinde; zamana kargilik laktoz konsantrasyonu
(g/L), hidroliz derecesi (%) ve enzim aktivitesi (%) degerlerinin degisimi incelenmigtir.
Ayrica, laktoz konsantrasyonu ve % enzim aktivite degerlerine ait elde edilen deneysel veriler
kullanilarak ilgili matematiksel modeller kurulmugtur.

Anahtar Kelimeler: Laktoz hidrolizi, B-galactosidase, biyoreaktdr, sonikatdr, siit,
modelleme, proses degiskenleri

xiii



ABSTRACT

Lactose is the dominant carbohyrate in milks which are, in turn, the only significant natural
source of lactose. Due to a lack or inactivity of the intestinal B-galactosidase, a large number
of people do not digest lactose properly. Therefore, they suffer from intestinal dysfunctions
such as; gas, abdominal pain and diarrhea if their diet contains lactose. These people should
consume products without lactose ingredient. Moreover, lactose is a sugar with low sweetness
and low solubility when compared to the products of its hydrolysis (glucose and galactose)
and being a hygroscopic sugar has a strong tendency to adsorb flavours and odours. The
hydrolysis of this sugar is very attractive towards the improvement of processes for the
production of refrigerated dairy products (such as, ice cream) and it would be very interesting
for the development of additives for animal and human alimentation. The enzymatic
hydrolysis of lactose is carried out by B-galactosidases, enzymes that are widely distributed in
nature; appearing in micro-organisms, plants and animal tissues.

The present investigation describes the effects of the process parameters on enzymatic
hydrolysis of milk lactose and enzyme stability. Both the Gallenkamp Modular Bioreactor
System and Bandelin Sonopuls Sonicator were used for the lactose hydrolysis experiments.
B-galactosidase enzyme used is produced from Kluyveromyces marxianus. The reactions were
carried out in 250 ml of milk. While process variables for the bioreactor are temperature,
impeller speed and enzyme concentration; process variables for the sonicator are duty cycle,
acoustic power and enzyme concentration. The amount of lactose concentration (g/L), the
degrees of lactose hydrolysis (%) and enzyme activity (%) against time were investigated
versus process variables. Beside of this; the mathematical models depending on the operating
conditions were also derived by using the experimental data of lactose concentration and
enzyme activity.

Keywords: Lactose hydrolysis, f-galactosidase, bioreactor, sonicator, milk, modelling
custic power, duty cycle, process variables
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1. GIRIS

Biyoteknoloji, canli organizmalarmm yapisal 6zelliklerinin degistirilmesini saglayan tekniklerin
tlimii olarak tanimlanir. Son ylizyilda, gevre ve insan saghiginin 6n plana ¢ikmasi nedeniyle
biyoteknoloji hizla geligmistir. Bu nedenle; verimlilikleri, segicilikleri, 1hmh kogullar altmda
caligabilmeleri, istenmeyen {iriin olusumunu biiyiikk dlgtide azaltabilmeleri ve gevre dostu
olmalar1 nedeniyle biyolojik kataliz6rler olarak adlandirilan enzimlerin kullanim artrmgtir.

Giinlimiizde dogal olarak hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalardan elde edilen 3000’in
iizerinde enzim bulunmaktadir. Enzimler basta gida sektdrii olmak tizere tarim, deterjan,
tekstil, kimya gibi endiistriyel alanlar ve biyokimya, molekiiler biyoloji, bakteriyoloji,
genetik, farmakoloji, tip, mithendislik gibi bilim dallar i¢in biiyiik bir nem tagimaktadir.

Biyoreaktdrlerde mikrobiyolojik, bitki ve hayvan hiicrelerindeki metabolik verimliligin
artmas1 biyoteknolojik proseslerc ekonomik yararlar saglamaktadr. Ayrica, sonikasyon
igleminin kullamimi, biyolojik katalizOrlerin ve proseslerin verimliligini biylk 6lgtide
arttirmaktadr.

Yapilan deneysel ¢alismada hidrolizlenen laktoz, siit ve siit Griinleri endiistrisinin yamsira
gida endiistrisinin birgok alaninda da hammadde olarak kullamilmaktadir. Laktozun hidrolizi,
ozellikle laktozsuz siit ve siit tiriinlerinin gelistirilmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Laktozun
hidroliz igleminde B-galactosidase enzimleri yaygin olarak kullamlmaktadir.

Bu ¢aligmada; Bolim 2°de enzimler, Bolim 3°te siitiin yapisi ve ozellikleri, B6lim 4’te
laktozun yapis1 ve 6zellikleri, Boliim 5°te sonikayon, Boliim 6’da B-galactosidase enzimi ve
genel 6zellikleri hakkinda bilgi verilmistir. B6liim 7°de literatlirde yer alan B-galactosidase
enzimi ile ilgili baz1 ¢aligmalar 6zetlenmistir. Boliim 8°de deneysel galismalarda kullamlan
maddeler ve cihazlar ile analiz yontemleri ve hesaplamalar anlatilmistir. Bliim 9°da deneysel
¢alismalar ve bunlara ait deneysel veriler kullamlarak elde edilen matematiksel ve istatistik
ifadeler yer almaktadw. Boltim 10°da ise deneysel g¢aligmalardan elde edilen sonuglar

Szetlenmigtir.



2. ENZIMLER

2.1 Enzim Nedir?

Enzimler, biitiin canli organizmalarda bulunan, hiicre ic;érisinde meydana gelen binlerce
tepkimenin hizim1 ve 6zgiilliigling belirleyen, organizmadaki metabolik olaylar: hizlandiran ve
cofunlugu protein yapisinda olan biyokatalizorlerdir. Enzimler, diger proteinler gibi
birbirlerine peptit baglar1 ile baglanmis uzun amino asit zincirlerinden olusmaktadir
(Demirsoy, 1989; Telefoncu, 1995; [1]).

Enzimler, aktivasyon enerjisini diigiirerek kimyasal reaksiyonlar1 hizlandirr ve reaksiyon
sonunda hi¢ bozulmadan ayrilirlar. Bu nedenle, hiicrede tekrar tekrar kullanilirlar. Biitiin
enzimler proteindir, fakat tlim proteinler enzim degildir. Enzimatik reaksiyonlar ¢ok hizli
reaksiyonlardir. Enzimler yardimi ile enzimler olmaksizin gergeklegtirilecek kimyasal
reaksiyonlar 10%-10"! kez daha hizlandirilabilmektedir (Bailey ve Ollis,1986; [2]).

Enzimler, atmosferik basingta, diigik sicaklik ve asitlidi yiiksek olmayan ortamlarda
caligirlar. Bircok enzimin fonksiyonlarim siirdiirebilmesi i¢in en uygun kogullar; 30-70°C
arasmda sicaklik ve n6tr degere yakin pH degerleridir [3].

Yagamin devamlihig i¢in enzimlerin varlig: 6nemlidir. Hayvan, bitki ve mikroorganizmalarin
hiicrelerinde gergeklesen karmagik ve birbiriyle baglantili kimyasal tepkimelerin hemen
hemen hepsi enzimlerce denetlenir. Ureme, sindirim ve solunum siirelerinden gérme olayma
" kadar pek ¢ok isglevin yerine getirilmesinde rol oynayan enzimler, biitiin canli hiicrelerde
bulunur. Her enzim, tek bir kimyasal tepkime tiiriine 6zgii oldugundan, canlinm yapisi
karmagikiagstik¢a hiicredeki enzim sayisi da artar [1].

2.2 Enzimlerin Ozellikleri

. Enzimlerin tlimii protein yapisindadir ya da protein kism: bulundururlar.

. Etki ettifi maddenin sonuna “-az” eki getirilerek ya da katalizledigi tepkimenin ¢esidine
gore adlandirilirlar,

. Suda yada sulandirilmis tuz ¢6zeltilerinde ¢oziilebilirler.

. Enzimin etki ettigi bilesige “substrat” denir. Baz1 enzimler ¢ok spesifiktir ve yalnizca
bir substrata etki ederler. Baz1 enzimler ise ¢esitli substratlara etki ederler.



° Enzimler hiicrede bir takim halinde beraber ¢aligir. Bir enzimin son iiriinii kendisinden
sonraki enzimin substratini olusturur.

= Kuramsal olarak enzimli tepkimeler doniisliidiir. Enzim, tepkimenin yoniinii degil
dengenin oramm saptar. Denge noktasi, yani tepkimenin hangi yone gidecegi

termodinamik yasalarina gore belirlenir (Demirsoy, 1989).

2.3 Enzimlerin Yapisi

Enzimler, kimyasal bakimdan proteinler gibi uzun aminoasit zincirlerinden olusan
makromolekiillerdir. Agirliklar1 genellikle 6000 ile 600000 arasinda degismektedir. Tiim
enzim proteinleri genler tarafindan sifrelendiginden her enzimin aminoasit dizilimi kendine
6zgiidiir. Baz1 enzimler (pepsin ve iireaz gibi) sadece proteinlerden olusmugtur. Ancak ¢ogu
durumda séz konusu proteine, protein olmayan daha kiigiik yapili organik veya anorganik
molekiillerin baglanmasiyla olugsmus bir yap:1 gozlenir. Bu durumda enzimin protein kismi
“Apoenzim”, protein olmayan kismu ise “Koenzim” olarak tanimlanmaktadir (Demirsoy,

1989; Gates, 1992; Telefoncu, 1997). Enzimlerin yapis1 Sekil 2.1’de gosterilmigtir.

Apoenzim

Haloenzim

Aktif
Bolge

Kofaktor

Protein
Zincirleri

Sekil 2.1 Enzimin yapisi [4]
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e  Apoenzim kismi: Enzimlerin protein kismudir. Bu kisim, enzimin hangi maddeye etki
edecegini saptar. '

e Koenzim kism: Organik veya inorganik, ¢ogu zaman fosfattan meydana gelmis,
protein kismina gére ok daha kiigiik molekiillii, enzime katalitik aktivite dzelligi veren
kistmdir. Koenzim kisim metal iyonu ise (Ca, K, Mg, Zn gibi) kofaktdr olarak
adlandinilir. Apoenzim ve koenzim kisimlarinin ikisine birden haloenzim adi verilir
(Cetin, 1983; Demirsoy, 1989).

2.4 Enzimlerin Smiflandiriimasi

1961 yilindaki ilk enzim komisyonu raporuna gére enzimler kataﬁzledilderi reaksiyon tipine
gore alt1 ana simufa ayrilmiglar ve bu smiflarda yer alan her enzim EC olarak kisaltiimis ve 4
rakamdan olusan kod numarasiyla karakterize edilmistir. EC numarasmm kapsadigi dort
rakamdan ilki enzimin alt1 ana smftan hangisi icinde yer aldigini, ikinci rakam alt simfi,
tiglincii rakam grubunu ve dordiincii rakam ise o enzimin kendine 6zgii sira numarasini ifade

eder. (Demirsoy, 1989; Telefoncu, 1997).

1. Oksirediiktazlar: Redoks reaksiyonlarinda indirgenme ve yiikseltgenmeyi saglayan
enzimlerdir (katalaz, dehidrojenaz vb.).
2, Tranferazlar: Metil, agil, amino, glukozil ya da fosfat gibi spesifik bir grubun bir maddeden
digerine transferini saglarlar (glikokinaz, dekarboksilaz vb.).
3. Hidrolazlar: Hidrolizlenmeyi katalizleyen enzimlerdir;
- Proteazlar (pepsin, tripsin)
- Esterazlar ve Lipazlar (pektin esteraz, pankreatik lipaz)
- Karbohidrazlar (laktaz, sakkaraz, a-amilaz, seliilaz)
- Fosfatazlar (lektinaz-c)
- Amidazlar (lircaz)
4. Liyazlar: Su molekiilii ¢ikarmadan molekiileri pargalayan enzimlerdir (aldolaz vb.).
5.1zomerazlar: Molekiil iginde geometrik ya da yapisal yeniden diizenlemeyi katalizleyen
enzimlerdir (glukoz izomeraz, mutarotaz vb.).
6. Ligazlar: Enerji kullanarak kiigiik molekiilleri birbirine baglayip sentez gerceklestiren
enzimlerdir (amidsintetaz).



2.5 Enzimlerin Etki Mekanizmasi

Her enzimin katalizleyici etkisi yalnizca bir tip tepkimeye ve yalmizca belirli tiirden
maddelere 6zgiidiir. Enzimin etki ettigi bu maddeye ise “substrat” denir. Enzimlerin molekiil
agirligs, substratin molekiil aglrilgmdan ¢ok daha biiyikk oldugu icin, bu iki molekiil
Kkarsilagtiginda enzimin ancak bir biliimii substrata rastlar; iki bilegigin birbirine temas ettigi
bu bilgeye “aktif bdlge” denir. Bir enzim, karsilastigi substrati fiziksel yada kimyasal
kuvvetlerle aktif bolgesine dogru ¢eker; biitlin katalizorler gibi kimyasal tepkimeyi baslatir,
ama kendisi kimyasal tepkimeye katilmaz (Cetin, 1983). Enzimatik reaksiyonlar genellikle fi¢
agamada gergeklesir;

. Substrat enzimi fark eder ve enzime tutunur. Enzim substrat kompleksi olusur.

. Enzimin katalitik kismi (aktif bolgesi) substratla temas eder ve substrati Uriine
doniigtiiriir.

. Urtinler enzim yiizeyinden uzaklagtirilir, bylece enzim diger substrat molekiilleri ile
etkilesmek iizere serbest kalir. (Demirsoy, 1989; [5; 6]).

Enzimlerin etki mekanizmasi Sekil 2.2°de sematik olarak gésterilmistir [7].



Baglanma Aktif Bolge :
Bolgesi — \
PJ ———
Enzim Substrat

Sekil 2.2 Enzimlerin etki mekanizmasi [7]



2.6 Enzim Aktivitesine Etki Eden Faktorler

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

. Sicaklik: Reaksiyon hizini arttirir, enzimin bozulmasina sebep olur.

. pH: Enzimler genellikle ¢ok fazla asidik ve bazik ortamda etki gosteremezler ve yapilari
bozulabilir.

. Suyun etkisi: Ezimleri bilyiik bir kismu iglevlerini su igerisinde gosterdiklerinden su
miktari az oldugunda islev gosteremezler.

e Inhibitérler/Protein bozucular

. Zaman (Demirsoy, 1989)

2.7 Enzim inhibisyonu

Inhibitorler; enzime baglanarak enzim aktivitesini azaltan ya da reaksiyonu durduran

maddelerdir. Enzim inhibitérleri iki ana gruba ayrilir;

1) Tersinir inhibitorler: Enzime zayif baglarla baglanan ve etkileri tersinir olan
inhibitorlerdir.  Konsantrasyonlarn  diisiiriildiigiinde ~ enzimlerden ayrilma egilimi
gosterdiklerinden enzim aktivitesi normal seviyeye doner. Tersinir inhibitorler enzime
baglandiklar: yere gére iige ayrilir (Sekil 2.3);

. Rekabet¢i  (competitive) inhibitorler: Yapilari bakimindan substrata benzeyen
inhibitorlerdir. Substratin baglanacagi aktif kisma baglanip substrat molekiiliiniin
enzime baglanmasini engelleyerek reaksiyon hizinmi diigiiriirler. Yani, substrat ve
inhibitor enzimin aktif bolgesine baglanabilmek igin rekabete girerler.

. Rekabet¢i olmayan (non-competitive) inhibitérler: Enzim molekiilinde aktif
bolgenin diginda bir yere baglanirlar, aktif kisimda gekil degisikligi yapar ve ardindan
substrat baglandiginda iiriin olusumunu engellerler. Yani, enzim konformasyonunu
degistirerek reaksiyonun olusumunu engellerler. Bu inhibitérlerin substrata benzerligi
yoktur.

° Yan rekabet¢i (uncompetitive) inhibitorler: Daha 6nce substrat baglanmig enzime

(enzim substrat kompleksine) baglanirlar.
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Sekil 2.3 Tersinir inhibitorler [8]

2) Tersinmez inhibitérler: Enzime sikica, genellikle kovalent baglarla baglanan ya da enzim
yapisindaki kovalent baglar1 pargalayan inhibitorlerdir (Sekil 2.4). Bu tip inhibitorlerin etkisi
tersinmezdir [8-10].

Tersinmez inhibitdrler
Swv SV

Sekil 2.4 Tersinmez inhibitorler [8]



2.8 Enzimlerin Uygulama Alanlar

Kimyasal Kkatalizorlere gore pek ¢ok avantaji olan enzimlerin endlstride kullanimi
teknolojinin geligimi ile hizli bir gekilde artmaktadir. Cizelge 2.1°de cesitli enzimler ve
uygulama alanlar1 6zetlenmistir (Cetin, 1983; Telefoncu, 1997).

Cizelge 2.1 Cegitli enzimler ve uygulama alanlar1 (Cetin, 1983; Telefoncu, 1997)

Enzim Uygulama alanlar:

Lipazlar Yaglarin pargalanmasi ve interesterifikasyonu
Rennin Peynir tiretimi

Proteazlar Protein hidrolizi

Papain Etin gevreklestirilmesi

Papain, fisin, bromelain Biranin sofuga dayanikhiligmin arttriimas:
Tripsin, papain, fisin, bromelain |Balik pres suyu viskozitesinin diigtirilmesi
Amilaz (a ve ) Nisasta hidrolizi

Invertaz Sakkaroz inversiyonu

Pektinazlar Meyve suyu, sirke ve sarap berraklagtiriimasi
Niikleazlar Lezzet kontrolii

Oksidazlar Oksidasyonu 6nleme ve toksik bilegenlerin uzaklastirilmasi
Pronoz, aminopeptidaz Aminoasit liretimi

Laktaz (B-galactosidase) Siit ve peynir alt1 suyundaki laktozun hidrolizi
Seliilaz Seliiloz tiretimi

Penisilin amilaz Penisilin tiretimi

Katalaz Sterilizasyon ve soguk pastbrizasyon

Glukoz izomeraz Glukozun fruktoza donistiiriilmesi

Keratinaz Keratin katmanlarinm hidrolizi

Pepsin

Proteinlerin peptid baglarmi hidrolizi
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3.SUT

3.1 Siitiin Yapisz

Siit, kendine 6zgii tad, koku ve kivamda olan, hemen hemen tiim besin 6gelerini yeterli ve
dengeli bir sekilde biinyesinde bulunduran degerli bir besindir [11].

Siitiin, elde edildigi canli tiirline gore degisiklik gosterebilen karmagik bir bilegimi vardir.
Icerdigi siit yag, slit sekeri ve kazein gibi maddeler viicutta ve siitten bagka higbir besinde
bulunmaz. Bu nedenle insanlarin bebeklikten baglayarak Smiir boyu siit tiiketmeleri gerektigi
bilinen bilimsel bir gercektir. Son derece degerli olan bu besin maddesi, baz1 durumlarda
insan viicudunda tepkiye (alerji) neden olur. Insan viicudunun &zellikle inek siitiine gosterdigi
duyarlilik, daha ¢ok siitiin icerdigi laktoz ve proteinden kaynaklanmaktadir (Binkey, 1996)

3.2 Siitiin Bilegimi

Sitlin bilesimi ¢esitli etkenlere bagh olarak degisiklik gdstermekle birlikte, ortalama inek
slitlintin bilesiminde;

e Su % 87.3
e  Mineral maddeler % 0.75
. Protein % 3.40
. Laktoz % 4.70
e  Yag % 3.50
o Vitaminler % 0.35 oramnda bulunur [11].

Siitlin bilesimini etkileyen en 6nemli faktorler;

) Besleme

e Iklim
. Hayvanmn tiirii ve irki
° Hastaliklar

. Mevsimsel degismeler

. Laktasyon dénemi
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Cevre faktorleri’ dir [11].

3.3 Siitiin Besin Degeri

Siitiin besin degeri, bilesimine gére bes ana baslik altinda toplayarak agiklanabilir [11; 12];

Laktoz (Siit sekeri)

Dogada yiiksek oranda sadece siitte bulunan laktoz enerji saglar.

Siitte bulunan galaktoz, beyin ve sinir dokularmin olusumunda rol oynar.

Laktozun hidrolizi sonucu olusan laktik asit bagwsaklarda istenmeyen
mikroorganizmalarin gelisimini dolayl olarak inhibe eder ve tipik barsak florasim
gelistirici etki yapar.

Laktoz viicudun kalsiyum ve fosfordan daha iyi yararlanmasimi saglar. Bu nedenle
kemik ve dis olusumunda, bebeklerin beslenmesinde 6nemli rol oynar.

Laktoz enzimi yetersizligi nedeniyle laktoz intoleransi gosteren kisilerin siit yerine

fermente siit iirtinlerini tiikketmeleri Snerilmektedir.

Siit yag1

Dengeli beslenmede yeterli miktarda yagn gidalarla birlikte alinmasi 6nemlidir.

Siit yag1 enerji kaynagidir.

Siit yagi, laktozun en iyi sekilde kullanimmi ve viicudumuz i¢in gerekli olan A, D, E, K
vitaminlerinin tagmmasimm saglar.

Siit yagindaki fosfolipitler, beyin ve sinir hiicrelerinin hayati 6nem tagiyan kisimlarmi
olugturur.

Viicut i¢in gerekli olan doymamis yag asitlerini blinyesinde bulundurmasindan dolay1
stit yagimin beslenmede 6nemli fonksiyonlar: bulunmaktadir.

Cesitli gida maddelerinde bulunan kolestrol miktarma goére siit, sanildig1 kadar yiiksek
oranda kolestrol igermemektedir. 100 ml siitiin igerdigi kolestrol miktar1 12 g’dir.
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Siit proteini

Viicudun yap: tag1 olarak kabul edilen proteinlerin beslenmede 6nemli bir yeri bulunmaktadr.

Siit proteininin biyolojik degeri bitkisel proteinlere gbre daha yiiksek oldugundan,
viicut diger proteinlere oranla siit proteininden daha iyi yararlanmaktadir.

Hiicre ve dokularin olugmasinda 6nemli rol oynar.

Biiyiime ve geligmeyi saglar.

Sa¢ ve tirnaklarm olusumunda biiyiik rol oynar.

Kaslarin kasilmasina yardimes olur.

Viicutta 6dem yapan sivilarin toplanmasini Snler.

Stit proteinlerinde biiylik bir kismi “esansiyel aminoasit” olan yaklagik 23 tane
aminoasit bulunmakta olup, bunlarmn bir kismi hayati nem tagimaktadir.

Mineral maddeler

Insanlarin saglikli beslenmesi igin biitiin minerallere ihtiyaglar1 vardir. Siitte bulunan baglica

mineraller fosfor ve kalsiyumdur.

Kalsiyum 6zellikle gocuklarin kemik ve dig olugumlarinin tamamlanmasinda biiyiik rol
oynar.

Kemik yogunlugunun en iist noktaya ulagtifi 25-30 yaglarina kadar alinan kalsiyum
kemik yogunlugunun artmasina neden olmaktadir. Bu yaglardan sonra kemik yogunlugu
artmamakta ancak kalsiyum alimina diizenli olarak devam edildiginde kemik
yogunlugundaki azalma yavaglamakta veya gecikmektedir. Siit igmenin kemik yapisina
olan olumlu etkisi en fazla ¢ocukluk ve genglik yillarinda goriilmektedir. Bu
dénemlerde yeterli siit titkketimi, dolayisiyla kalsiyum alimi, tiim yagam boyunca kemik
saghg i¢in 6nemlidir.

Kalsiyum ihtiyact 6zellikle bamilelik ve emzirme déneminde de Snemli olup, bu
dénemlerde yetersiz kalsiyum alimy, ileri yaslarda "osteomalacia" ve "osteoporosis” gibi
kemik hastahklarma yol agmaktadr.

Siitte bulunan fosfor, kemik olusumunda nemli rol oynamaktadir.
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Vitaminler
Siit, beslenmemiz i¢in gerekli olan, yagda ve suda eriyen vitaminlerin hepsini icermektedir.
o  Ozellikle zeka gelisiminde etkili olan, deri ve goz saghgmda gerekli B2 vitamini
(riboflavin) i¢in siit en iyi kaynaktir.
o Viicudun ihtiyaci olan B12, A ve C vitaminleri siit icerek Opemli Olgiide
kargilanabilmektedir.

e  Sitteki vitaminler hastaliklara kars: direnci arttirir.
° Siitteki vitaminler biiyiimeye yardim eder.

Cizelge 3.1 Siite ait enerji ve besin degerleri [11]

100 g. Siitiin Enerji ve Besin Degerleri

Yagh Yarmm Yagh Yagsiz

Su (g) 87.9 89.2 90.8
Enerji (kcal) 61 50 35

Protein (g) 33 33 3.4
Yag (g) 3.3 1.9 0.2
Karbonhidrat (g) 4.7 4.8 4.9
Kil (g) 0.7 0.7 0.8
Kalsiyum (mg) 119 122 123
Demir (mg) 0.1 0.1 0.0
Fosfor (mg) 93 95 101
Potasyum (mg) 152 154 166
Sodyum (mg) 49 50 52

Vit. A ve Karoten (IU) 126 205 204
Tiamin (mg) 0.04 0.04 0.04




14
3.4 Uretilen Siitiin Degerlendirilmesi

Ulkemizde firetilen siitiin ancak %60°1 pazarlanmakta, bunun da %40’ma yakn kismu iglem
gormeden tiiketiciye ulagmaktadir. Geri kalan kismu ise modern isletmelerde ve mandiralarda
islenmektedir. Iglenen siitiin %20°si igme siitli, %80°1 ise dayamkli siit lirlinleri (peynir,
yogurt, ayran, tereyag v.b) olarak degerlendirilmektedir [11].

3.5 Pastorize ve Uzun Omiirlii Siit

Islenmis igme siitleri, fabrikalarda siiziilme, yabanci maddelerden temizlenme, istenmeyen
kokularm almmasi (deoderizasyon), standardizasyon ve homojenizasyon islemlerinden
gecmektedir.

Pastérize siitler, kaynama derecesinin altinda belli bir sicaklikta, siitiin dogal niteliklerinde
degigiklikler olusturmadan, bastalik yapan etmenlerinden tamamen, diSer etmenlerden de
cogunlukla armmis bir igme siitii ¢esididir. Sogukta muhafaza edilmek sartiyla dayanma
stireleri iki giindiir.

Uzun Smiirli siitler, tiiketici tarafindan sterilize, kutu ve UHT olarak da tanimlamirlar. Ozel
bir teknolojik islemle 135-150 °C’de 2-4 saniye tutularak i¢lerinde siitiin bozulmasina neden
olan ve hastalik yapan etkenlerin tiimii yok edilmis bir igme siitii ¢egididir [11; 12].

3.6 Siitiin Yararlan

e  Kemik erimesini 6nler.

e  Mikrobik enfeksiyoniara kars: etkilidir.
. Mide rahatsizliklarin giderir.

e  Sindirim sistemini diizene sokar,

o  Ulseri onler.

e  Beyne enerji verir.

e  Dig ¢iiriiklerini onler.

) Kronik bronsiti dnler.

. Tansiyonu diigiiriir.

o Yagsiz siit, kolestrolii diigliriir.

o Kanserin 6nlenmesine yardimci olur.
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3.7 Laktoz Alerjisi

Siit gekeri olarak tanimlanan laktoz, siitiin tek karbonhidratidir. Glukoz ve galaktozdan olugan
bir disakkarit olan laktozun, anne siitiindeki ortalama miktar1 yaklasik % 7, inek siitiindeki
miktan ise yaklagik % 4.8’dir. Siit ve siit iirlinleri ile ahnan laktoz, organizmada glukoz ve
galaktoza pargalanir. Ancak, bazi kisilerin organizmalar1 laktaz enzimi eksiklifi ya da
yetersizligi nedeniyle bu gérevi yerine getiremez. Hidrolize olamayan laktozun yogunlugu
artmakta ve sonugta barsakta yiiksek osmotik basing olugmaktadir. Bu basing, barsak
bosluklarma su akimina yol agmakta; kiside sigkinlik, barsakta gaz toplanmasi, kramplar ve
diare goriilmektedir (Binkey, 1996; Ladero vd.; 2001; Jelen ve Tossavainen, 2003). Cizelge
3.2’de laktoz alerjisinin goriildligti sosyal gruplar ve rastlanma sikhg: ile ilgili bilgi
verilmigtir,

Cizelge 3.2 Laktoz alerjisinin goriildiigti sosyal gruplar ve rastlanma sikhigi (%)
(Korukluoglu, 1999)

Sesyal Gruplar Rastlanma Sikhig: (%)
Cok yiiksek (> %70)
Eskimolar 80-100
Asyalilar 75-100
Kizilderililer 60-100
Zenciler 65-100
Yiiksek (%50-70)
Orta Dogu/Afrikalilar 40-80
Giiney Amerikahlar 45-75
Meksikalilar 50-70
Hintliler 35-70
Orta (%25-50)
Avrupalilar 35-60
Diigiik (%10-25)
Beyazlar 15-25
Avustralya Yerlileri 15-20
Almanlar/iskandinaviar 8-15
Cok diisiik (< %10)
Danimarkalilar 3
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4. LAKTOZ

4.1 Karbonhidratlar ve Laktoz

Karbonhidratlar; karbon, hidrojen ve oksijen atomlarindan olusurlar. Birinci derecede enerji
kaynagidirlar ve yeryiiziinde en ¢ok bulunan organik bilesiklerdir. Canlilarda fotosentez veya
kemosentez sonucu sentezlenirler. Karbonhidratlar hem canlmin yapisina katilan, hem de
enerji saglayan organik bilegiklerin bir grubudur. Biitiin canh hiicrelerde bulunur. Dogada
genellikle bliyiikk molekiiller halindedir. Viicuda alman bu biiyitk molekiillerin hiicrelere
iletilmesi igin canh tarafindan sindirilmesi ve uygun molekiil biyiikligine kadar
parcalanmasi gerekir.

Monosakkaritler, hiicre zarindan gegebilecek kadar kiigiik karbonhidratlardir. Sindirime
uframazlar. Karbon sayisi 3-8 arasinda degisir. Disakkaritler, iki tane 6 karbonlu
monosakkaritin dehidrasyon reaksiyonuyla birlesmesi sonucunda olusur. Disakkaritler hiicre
zarindan gegemez [13].

Glukoz + Glukoz —  Maltoz (Arpa sekeri) + HyO
Glukoz + Fruktoz = —  Sakkaroz (Cay sekeri) + H,O
Glukoz + Galaktoz —  Laktoz (Sit sekeri) + H,O

Laktoz, 6 karbonlu molekiiller olan glukoz ve galaktozun aralarinda glukozit bag:i ile
baglanmalar1 sonusunda olusan 12 karbonlu bir disakkarittir. Sadece memeli canlilar
tarafindan sentezlenir [14]. Laktoz molekiiliiniin yapisi ve kimyasal g6riiniimii Sekil 4.1°de
gosterilmigtir [15].
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Sekil 4.1 Laktoz molekiilii [15]

4.2. Laktozun Hidrolizi

Laktoz, siitiin yapisinda bulunan bir karbonhidrattir (disakkarit). Birgok insan, B-galactosidase
eksikligi ya da yetersizligi nedeniyle laktozu tam olarak sindirememektedir (yalniz USA’de
yaklagik 50 milyon kigi). Bu nedenle de gaz, mide agris1 ve diare gibi problemlerle
karsilagmaktadirlar. Bu Kigilerin laktoz icermeyen diyetler yapmalar: ya da laktozsuz gidalar
tilketmeleri gerekmektedir. Bu nedenle yeni gida tiriinlerinin gelistirilebilmesi agismndan
laktozun hidrolizi biiyiik Gnem tagimaktadir.

Diger sekerlere gére laktozun ¢oziiniirliiliigii ve tatlilig: daha azdir. Bu nedenle hidrolizatlarin
¢oziiniirliik ve tathlik degerleri daha fazladir. Higroskopik bir seker olarak laktoz, aroma ve
kokuyu adsorbe etmeye oldukga yatkindir. Bu nedenle de, iyi bir kontrol saglanmazsa
dondurulmus gidalarda (dondurma gibi) bozulmalara neden olabilir. Laktozun
hidrolizlenmesi, gida katkilarmin gesitlenmesini, enerji maliyetlerinin diismesini ve laktozun
kristalli yapisindan kaynaklanan kumsu dokunun engellenmesini saglayabilir. Laktoz, sadece
glukoz ve galaktoza ayrigabilir. Bu nedenle laktozun hidrolizlenmesi yeni laktozsuz iiriinlerin
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elde edilmesi ve laktozun hidrolizlenmis olarak digar1 verilmesi (yeniden besin kaynagi
olabilecek alanlara-insanlar ve hayvanlar i¢in) 6nemli bir prosestir.

Laktozun hidrolizlenmesinde iki yontem kullaniimaktadir;

1- asidik

2- enzimatik

Asit ile hidrolizde, asit ¢bzeltisi ya da asidik iyon degistirici reineler kullamlarak 150°C ve
pH 1-2’de hidrolizlenme gergeklestirilir. Reaksiyon ¢ok hizli gergeklesir. Ancak,
hidrolizlenmenin ¢ok yiiksek sicakliklarda olmasi dolayisiyla asitler, proteinler ve yaglar
arasinda olusan ikincil reaksiyonlar, koku ve aromada olusan yaygm degisimler, siit
igerigindeki besin degerlerinin azalmasi gibi nedenler dolayisiyla hidrolizlenme yetersiz
olmaktadir.

Enzim ile hidrolizde, herhangi bir 6n isleme gerek duyulmaksizin elde edilen son iiriinlerde
besin degerlerinde herhangi bir kayip s6z konusu degildir. Ayrica, pH ve sicaklik degerlerinin
diigiik olmasi enerji ve madde maliyetlerini azaltmaktadir. Laktoz hidrolizinde, B-
galactosidase enzimi kullanilmaktadir. Enzimle hidrolizlemede karsilasilan problemler enzim
maliyetlerinin yiiksek olmasidir. Bu problem daha kararh enzimlerin gelistirilmesi sayesinde

en aza indirilebilir (Ladero vd., 2001; Numanoglu ve Sungur, 2004; Tanriseven, 2002).

Laktozun enzimatik yolla hidrolizi gematik olarak Sekil 4.2’de gosterilmigtir [15].
Hidrolizasyon sonucu olusan glukoz ve galaktoz molekiillerinin yapist da Sekil 4.2de

goriilmektedir.
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Sekil 4.2 Laktozun enzimatik hidrolizi [15]
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5, SONIKASYON

5.1 Sonikayon Tanim

Sonikasyon, insan kulagmin isitebilecegi ses frekansmin tizerindeki akustik dalgalara denir.
Ultrasonik dalgalar1 insan kulagi duyamaz [16]. Diger bir deyisle sonikasyon, akustik
spektrumda frekans: 20 kHz’den (saniyede 2000 devir) biiylik yilksek frekansh sesler olarak
adlandiriimaktadir (Yalgin vd., 2002). Sonikasyon bir mekanik enerji ¢esididir, elektrik
enerjisi degildir. Cizelge 5.1°de ses dalgalarinm frekanslara gore gruplandiriimas: ve Cizelge
5.2°de ise gii¢ ve frekansa gore sonikasyonun uygulama alanlar1 gériilmektedir.

Cizelge 5.1 Ses dalgalari ve frekanslari (Povey ve Mason, 1998; Cracknell 1980)

Frekans Arahg:
Infrases (kizilStesi ses) 0Hz-15Hz
Insan kulagmin igitebildigi sesler 16 Hz - 20 kHz
Giig sonikasyon dalgalari 20 kHz - 2 MHz
Tam (diagnostik) ses dalgalar: 5 MHz - 10 MHz
Mikroses (eski adiyla “hiperses™) > 500 MHz

Cizelge 5.2 Giig ve frekansa gore sonikasyonun uygulamalari [17]

Uygulama alam Frekans Giig Ornek
Diigiik glic uygulamalar1 | Yiiksek frekans | Disiik giic Malzeme bilimi,
(>100 kHz) (<1 W/em?) | tibbi tam
Yiiksek glic uygulamalar: | Diistik frekans | Yiiksek gii¢ Temizleme,
(<100 kHz) ¢ 1 W/em?) | homojenizasyon,
sonokimyasal uygulamalar

5.2 Frekans Arah§

Sonikasyon cihazlarinda kullamlan parametrelerden biri frekans aralifidir. Frekans araligi
ylizde olarak ifade edilir ve prosesteki aktif zamanmn toplam zamana oramdir (Schlager,
1998). Diger bir deyisle, gli¢ ¢eviricideki titregim siiresinin bir fraksiyonudur.
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Aktif zaman (on)
Frekans araligr = (5.1)
Aktif zaman (on) + Aktif olmayan zaman (off)

Kesikli ve stirekli olmak {izere iki gesit sonikasyon iglemi bulunmaktadir. %100 frekans
arah@, stirekli islemi ifade eder. Eger, frekans araligit %100° den kigiikse kesikli proses
olarak adlandirilw. Frekans aralif1 sistemdeki zararh etkilerin (asir1 sicaklik yiikselmesi gibi)
olusmasim 6nler. Frekans aralif: arttikga daha yiiksek sicaklik ortaya gikar [18; 19].

Titresim oranmi, zamana gore enerji konsantrasyonunu ifade eder. Yani, cihazin agik oldugu
stirenin kapali oldugu siireyle karsilagtirilmasi sonucu elde edilen bir orandir. Ornegin,
titresim oram 1:4 ve toplam titregim stiresi 10 milisaniye ise; sonikasyon {initesi bir birim stire
(2 milisaniye) enerji vermekte, 4 birim siire (8 mili saniye) enerji vermemektedir. Yani;
stirenin % 20’sinde cihaz ¢aligmaktadir. Sonikasyon cihazi daha yiiksek frekans araliginda,
daha fazla enerji verir. Cizelge 5.3’te frekans aralifi ile titresim oranlarinin karsilastirilmasi
yapilmustir [20].

Cizelge 5.3 Frekans aralig1 ve titresim oranlarinin karsilagtiriimasi [20]

islem Modu Titresim Oram Frekans Arahg:
Stirekli %100
Kesikli 1:1 %50
1:2 %33
1:3 %25
1:9 %10

5.3 Sonikasyonun Genel Prensipleri

Ultrasonik dalgalar; mekanik, elektromanyetik ve termal enerji kaynaklar kullanilarak
ultrasonik gii¢ ceviriciler ile dretilir [16]. Ultrasonik gii¢ ¢eviriciler, mekanik ve elektrik
enerjisini ses enerjisine geviren cihazlardir (Povey ve Mason, 1998). Ultrasonik dalgalar;
gazlar (hava gibi), stvilar ve katilar iginde iiretilebilir [16]. Ultrasonik dalgalarinin elde
edildigi baslica 3 gesit doniistliriicli mevcuttur;
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e S siiriicii déniigtiiriicliler: Bir sivinin ince bir metal yiizeye hizla ¢arpmasiyla
cahgir. Boylelikle, titregimler meydana gelir. Bu titregsimsel hareketler ile basmg ve
dolayisiyla da kavitasyon olusur (Povey ve Mason, 1998).

. Manyetostriktif (manyetik biiziiliimlii) déniistiriiciiler: Ters manyetostriktif etkisini
kullanarak, manyetik enerjiyi ultrasonik enerjiye cevirirler. Bu, metal alagimlara
(ferrometalik gibi) giiclii bir alternatif manyetik alan uygulanarak saglanir. Bu tip
dontistiirlictilerin 2 dezavantaji bulunmaktadir. Birincisi, frekans araligi 100 kHz den
kiigiik olmas; ikincisi ise kayiplar nedeniyle sadece %60°a yakin elektriksel verimlilik
saglanabilmesidir (Povey ve Mason, 1998; [16]).

s  Piezoelektrik doniistiiriiciiler: Kuvvetli piezoelektrik davramg1 g6steren dogal veya
yapay tek kristal (kuvars gibi) veya seramik (baryum titanat gibi) kullamip ters
piezoelektrik etki olugturarak cahlisirlar. Seramiklerin gekillendirilmesi daha kolay
oldugundan kristallerden daha avantajiidir. 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
bulmugtur. Ashnda mekanik titresimler, elektriksel salmimlarin uygulanmasiyla elde
edilmektedir. En yaygin olarak kullanilan déniistiiriicii piezoelektrik doniistiirticiilerdir.
Piezocletrik doniigtiiriiciiler, tiim frekans araliklarmda kullamlabilmekte ve %95
elekriksel verim saglamaktadir (Povey ve Mason, 1998; [16]).

Ultrasonik gii¢ kaynaklari, voltaj hattindaki normal elektirik enerjisini yiksek frekanstaki
elektrik enerjisine dénﬁstﬁrmelétedir. Bu elektrik enerjisi, mekanik enerjiye d6niigtiiren proba
iletilmektedir. Prob, boylamsal yonde titresir ve bu hareket ¢dzeltiye daldirilmis titanyum uca
iletilir. Probdaki titresimler, titanyum ug tarafindan giddetlendirilmektedir. Cozeltiye yayilan
glicli sok dalgalarmn etkisiyle olugan mikroskopik kabarciklarin anhk olarak olusup
s6nmesiyle kavitasyon olugur (Cropek ve Dankowski, 2000; [21]).

5.4 Kavitasyon

Kavitasyon; sonikasyon uygulanan bir ¢6zeltide, ultrasonik dalgalarm genlesme evresinde
stvinin i¢inde mikro kabarciklarin ve ¢ukurlarin olugmasi ve dalgalarin sikigtirma evresinde
bu kabarciklarm sdnmesi seklinde gergeklesen bir akustik prosestir (Schlager, 1998). Sénen
kabarciklar ile ortamda siddetli dalgalar olusmaktadir. Kabarcigm olusmas: ve sdnmesi gok
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hizhh bir sekilde gergeklesmektedir. Kavitasyon, sadece ultrasonik glic uygulandidinda
olugmaktadir.

Ses, Sekil 5.1°de gosterildigi gibi ardarda gelen sﬂq,sina ve genlesmelerden olusan basing
dalgalar1 halinde ilerler. Bu basing dalgalari, i¢inde ilerledikleri ortamdaki molekiillerin
titresimlerini etkiler (Andag, 2002). Bir sivi sikisma dalgalarina kolaylikla dayanirken,
yeterince giiglii bir genlesme dalgas: sivi molekiilleri arasindaki baglarm kopmasina sebep
olabilir. Bu durumda olusan bogluk, sivi i¢inde bulunan gaz yada buhar tarafindan doldurulur
ve kavitasyon baloncugu olugur. Olusan bu baloncuk pegpese birka¢ genisleme dalgas:
boyunca ortamdan gaz yada buhar olarak biiylimeye devam eder ve kararh durumunu
kaybeder. Boylece bir sikigma dalgasi kavitasyon baloncugunun patlamasma neden olur
(Andag, 2002; Casadonte, 2000). Sekil 5.2°de bir kavitasyon kabarciginin olugmasi, biiyiimesi
ve s6nmesi gosterilmistir.

N

sikigma stkigma sitkisgma  sikigma
basing

MAWAWAWA
N

genigleme  genigleme  genigleme

V

x ekseni

Sekil 5.1 Ultrasonik dalgalarin ilerleyisi (Andag, 2002)
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Sekil 5.2 Kavitasyon kabarcigmin olugmasi, biiylimesi ve sOnmesi (Casadonte, 2000;
Giz, 2000)

5.5 Kavitasyonu Etkileyen Faktdrler

e  Uygulanan frekansin etkisi: Ultrasonik dalgalarm frekans: arttikga, sivilardaki
kavitasyonun siddeti ve liretimi azalir. Bunun sebebi, ¢ok yiiksek frekanslarda genlesme
ve sikigma evrelerinin ¢ok kisa olmasidir. Genlesme evresinin sinirh zamani, kabarcigin
yeterli derecede bilylimesine izin vermez. Genlesme swasinda kabarcik {iretilse bile,
sGnmesi i¢in belirli bir stire gereklidir. Bu nedenle, yiiksek frekanslarda meydana gelen
kavitasyon etkiler daha az olur.

e  Coziicliniin etkisi: Bir stvida bogluklarin ve mikrokabarciklarin olugmasi igin, stvimn
kohesiv kuvvetlerinin Gstesinden gelebilecek genlesme evresiyle etkisini g@steren
negatif bir sabit basing gereklidir. Viskoz veya yliksek yiizey gerilimli sivilarda bu daha
zordur. Bu durumda daha biiyitk siddet gereklidir. Bununla birlikte; viskoz sivi
kavitasyon kabarcign: tiretebilirse, kabarciklarm ¢Skmesinden ortaya ¢ikan sicaklik ve
basing etkileri oldukga biiyiik olur. Ciinkii ¢okme bagslangicinda basmng ¢ok fazladir.
Kavitasyona etki eden diger ¢oziicti faktérii de buhar basincidir. Bu direkt olarak
sicaklikla ilgilidir.
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e  Sicakhfin etkisi: Reaksiyon sicakhfmin artmasi, daha diigik akustik siddetlerde
kavitasyona izin verir. Bu, sivinin 1sitilmasiyla buhar basmcinin artmasmin 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 icin deneylerin diisiik sicaklikta yapilmas:
gerekir. Coziiciiniin diisiikk buhar basincina sahip olmast tercih edilmelidir.

e Gaz tipi ve igeridi: Kii¢lik atomlu gazlarin kullanimy, i¢i gaz dolu kabarciklarin daha
biiyiik sonokimyasal etkiler yaratmasmm saglayacaktir. Bu nedenle tek atomlu gazlar
(He, Ar, Ne) iki atomlulara gore tercih edilir. Sivinin gaz igerigi arttikga, zayif
noktalarda artma olur ve kavitasyon egigi diiger.

] Uygulanan dig basmem etkisi: Dig basincm arttimlmasiyla kavitasyon esiginde ve
kabarcik ¢8kme siddetinde bir artma olur. P, (stvimin basiner) - P, (akustik basing) > 0
ise, kavitasyon kabarcigmin olusmadif: kabul edilir. Yiiksek dig basing, yiikksek P,
degeri vereceginden, P, - P;< 0 olur. Bu durum ultrasonik giddeti yeterli derecede
attracak ve kavitasyon tiretecektir (Kog (Onciil), 2001).

5.6 Sonikasyon Isleminde Kullanilan Cihazlar

Sonikasyon kayna@i olarak, elektrik enerjisini ses enerjisine g¢eviren Dbir dﬁnﬁstﬁrﬁcﬁ
kullanilir. Laboratuarlarda en ¢ok kullamlan sonikasyon cihazlari, ultrasonik banyo ve
ultrasonik prob sistemidir (Kog (Onciil), 2001).

5.6.1 Ultrasonik banyo

Basit bir ultrasonik temizleme banyosu en fazla kullanilan ve en ucuz ultrases kaynagidir
(Sekil 5.3). Banyonun kendisini reaksiyon kabll olarak kullanmak miimkiin ise de bu
genellikle banyo duvarlarmn korozyonu, bubarlarin veya gazlarin yayilmasinin kontrolii gibi
problemlerden dolay: ¢ok nadir yapilir. Standart kﬁllammda, cam reaksiyon kaplar ultrasonik
banyo igine daldirilir.

Reaksiyon kab1 igin &zel bir adaptdr gerekli degildir. Kap igerisinde inert bir atmosfer veya
basing saglanabilir. Cihazin duvarlarindan reaksiyon ortamina ulagan enerji miktar: diisiiktiir,
normal olarak 1-5 W cm? arasindadrr. Ticari ultrasonikasyon banyolarmda termostatik
kontrol genellikle zayiftir ve bu nedenle sistem ek olarak termostatik kontrol gerektirir (Kog
(Onciil), 2001; Povey ve Mason, 1998).
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«— [sitict

Donligtirticli
Sekil 5.3 Ultrasonik temizleme banyosu (Povey ve Mason, 1998)

5.6.2 Ultrasonik prob

Ultrasonik prob, reaksiyon ortamna direkt olarak ultrasonik enerjinin uygulanmasim saglar.
Prob sisteminde, banyo sisteminde bulunan reakt6r duvarlar: ve dalgamn transfer edildigi su
ortamu aradan ¢ikarilmgtir (Sekil 5.4).

DOniiStiiriicli smm———

Jenerator

Prob

Degistirilebilir ug

- Sekil 5.4 Ultrasonik prob sistemi (Povey ve Mason, 1998)
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Bu tip sistemlerin giicii kontrol edilebilir ve banyo sistemine gre daha yiiksek gii¢ yogunlugu
(maksimum birkag¢ yliz W cm™) saglanabilir. Ancak, prob sistemi banyodan daha pahalidir
(Kog (Onciil), 2001; Povey ve Mason, 1998).

5.7 Sonikasyonun Yararlan

Kimyasal ve biyokimyasal proseslere sonikasyon isleminin uygulanmasmdaki en 6nemli
amag, kimyasal reaktifligi arttwmaktr (Lii vd., 1999). Reaksiyon hizimi arttrmak igin
kullanilan yontemler;

e  Reaksiyon sicakhigin: arttirmak,

e  Reaktanlarin konsantrasyonunu arttirmak,
e Dig basinci arttirmak,

e  Katalizor kullanim,

° Sonikasyon’dur.

Sonikasyonun reaksiyona etkisi, katalizoriin reaksiyonu hizlandirma etkisine benzemektedir.
Sonikasyon, en ¢ok katalitik bazl1 (katalizériin kullamldigz) proseslerde etkili olmaktadar.
Ultrasonik ve enzimatik etkiler; proses siiresini kisaltmakta ve yiliksek oranda dénlisiim
saglamaktadir. Ayrica, sonikasyon cihazi yaydig1 dalgalarla ortamn  sicakhgmni
yiikseltmektedir. Bu nedenle sistemde sogutucu bulundurulmahdir (Schlager, 1998). Yapilan
¢ahismalar sonucu, ses Stesi dalgalarm enzimatik reaksiyonlar tizerinde 1000 kat daba etkili
oldugu goriilmilgtiir. Aym tepkime siiresine sahip bir kimyasal galiymada, ses tesi dalgalarin
uygulandig: sistemde, kangtwmali sisteme goére daha yiiksek doniigim degerlerine
ulagilmigtir. Diger bir kimyasal cahiymada ise, ses &tesi dalgalar ve karistirmal sistem birlikte
uygulanarak yiiksek doniistim degerleri elde edilebilmistir (Yalgm vd., 2002).

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

e  Akustik dalga
e  Kavitasyon
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Ses otesi dalgalarm uygulandif: sistemlerde meydana gelen titresim, etkili bir karigma
meydana getirir (Yalgm vd., 2002). Sonikasyonun karistirici etkisi;

e  Kitle transferi
e  Aktif kistmlardaki yenilenme ve firetim hiz1
e  Enzim yiizeylerindeki iirlin ve toksinlerin desorpsiyonunu saglar (Schlager, 1998).

Organik maddelerin bityiikliikleri, onlarin biyolojik degredasyon hzmnmn saptanmasm: saglar.
Biiyikk molekiillerin ve kolloidal maddelerin degredasyonu yavastrr. Cilinkdi, molekiillerin
hiicre zarma niifuz etmeleri zordur. Yavag hidroliz reaksiyonlar1 sonikasyonun
uygulanmasiyla hizlandirilabilir (Neis, 2002).

Kimyada sonikasyon kullannmmimn diger avantajlari su gekilde Ozetlenirse; sonikasyon
uygulandift zaman, reaksiyon hizlandiriir veya daha kolay sartlarda gerceklestirilebilir.
Reaksiyonlarda indiiksiyon sliresi 6nemli derecede azaltilir. Reaksiyonlar, genellikle ek
kimyasal madde gerektirmeden sonikasyon ile baglatilabilir. Baz1 sentezlerde reaksiyon
basamagi sayisi azaltilabilir. Bazi durumlarda ise reaksiyon, sonikasyon etkisi ile tamamen
farkhi bir yolla gergeklestirilebilir (Kog (Onciil), 2001). Sonikasyon kullaniminin gok az
dezavantaji bulunmaktadir. Bu dezavantajlar ise, cihazin giiriiltiilii caligmast ve sonikasyonun
endiistriye uygulanmasmndaki maliyettir.

5.8 Sonikasyonun Kullanim Alanian

Teknolojide gorillen gelismelere paralel olarak sonikasyonun kullanim alanlari izl bir
sekilde artmaktadir. Cizelge 5.4’de sonikasyonun kullamm alanlari verilmistir.
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Cizelge 5.4 Sonikasyonun kullanim alanlar1 (Andag, 2002; Cropek ve Dankowski, 2000;
Chisti, 2003; Kog (Onciil), 2001; [16])

Alan Uygulama

Biyoloji, o Homojenlestirme

Biyokimya |e Hiicre parcalanmasi

Akustik giig, ¢esitli galigmalar igin hiicre duvarlariny pargalayarak,
hiicrelerdeki istenmeyen yapilar1 ayirmada kullamilir. Ayrica, hiicreler
inaktive edilebilir.

Kimya e Reaksiyon siiresini azaltma

o Reaksiyon verimini arttirma

o Reaksiyon mekanizmasi degistirme
o Katalizor aktivitesini arttirma

¢ Radikal olugturma

o Indiiksiyon sliresini azaltma

¢ Homojenizasyon ve karigtirma

¢ Hidroliz

Cografya, ¢ Vurug/yanki teknikleri

Jeoloji e Petrol yataklarimn yerinin saptanmasi
e Deniz ve okyanuslarda derinlik Slgiimii
o Sonar (ultrasonik radar)

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

Ultrasonik banyolara daldirilarak yaglamayi azaltma ve temizleme islemleri
yapilir.

Akustik filtrasyon ve ultrasonikasyon ile kurutma uygulamalan ise pek

yaygm degildir.

Plastikler ve | e Termoplastiklerie kaynak yapimimnda,
Polimerler Polimerizasyon reaksiyonlartm baglatmada,
¢ Polimer zincirlerinin kinlmasinda.
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Cizelge 5.4 (Devam)
Okyanus ¢ Su altinin izlenmesi
bilimi ¢ Deniz tabakasinin hatlarmm ¢izilmesi
e Batik gemilerin bulunmasi
¢ Balik siiriilerinin aranmasi
Metalurji ve | » Metal oksit katalizor hazirlama
Malzeme ¢ Kolloid ve dispersiyon hazirlama

e Elektroliz

e Metal ve plastik birlestirme-kesme

e Yiizey temizleme: Elektronik aksamlar, otomotiv, ugaklarda kullanilan
metal, seramik veya kristal yiizeylerden gres (kat1 yag), pas ve boyalarin
¢ikarilmas: gibi

e Lehimleme ve kaynak

e Malzemelerin islenmesi: Karmagik sekillerin, ¢ok sert ve agmndirict
malzemelerin islenmesinde kullanilabilir. Yumusgak celik, seramik, cam,
tungsten gibi malzemeler bu teknikle islenebilir.

e Malzemelerdeki hatalarin bulunmasi: Vurus yank: teknigi kullamilir. 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 igindeki diger diizensizlikler dalgalarin
yansimasmda degigiklikler meydana getirir. Vurus yanki metodu 6ncelikle
kaynak ve dokiimlerin incelenmesinde kullamlir.

o Akustik mikroskop: 1 p seviyesine kadar detaylar gériilebilir.

e Malzeme ozelliklerinin belirlenmesi (parcacik biiylikliigii, gozeneklilik,
kirilma mukavemeti gibi 6zellikler)

Gida ¢ Kopiik giderme
e Karigtirma ve oksidasyon
Dis ¢ Diglerin temizlenmesi ve delinmesinde kullanilir.

hekimligi
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Cizelge 5.4 (Devam)

Ilag

¢ Enzim aktiflestirme
¢ Emiilsiyon haline getirme

o Kemoterapi uygulamalar

Tip

o Cerrahi aletlerin sterilizasyonu

e Goriintiileme teknikleri: Insan kalbindeki kanm akisi, kalp kapak¢iklarmimn

durumu (doppler); bobrek, safratasi ve timérlerin tetkikinde
kullanilmaktadir. 2-10 MHz frekans aralig1 sonikasyon ile goriintiilemede,
6zellikle dogumlarda, fetusu (cenini) gozlemlemek icin ve ameliyatlarda
kesim aletlerine rehberlik etmek i¢in kullanilir,

o Fizyoterapi: Diisiik frekanslarda (20-50 kHz) kas incinmelerin tedavisinde
kullanilir,

Elektronik

¢ Elektronik komponentlerin muayenesi, temizligi ve montaji
e Yiizey akustik dalga filtreleri ultrasonik frekanslarla ¢aligir. Bunlar cep
telefonu ve TV alicilan i¢in 6nemlidir.

e Hayvanlardaki yag tabakasmin kalinhgin 6lgmek
e Homojenlestirilmis siitiin kalitesini arttirma
o Hagsereler ile miicadele
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6. B-GALACTOSIDASE ENZiMI VE GENEL OZELLIKLERI

B-Galactosidase enzimi, siit endiistrisinde, siit ve siit {rilinlerinden laktozun hidrolizinde
kullanilan ¢ok saflagtirilmus laktazdir. Kaynaklari farkli mikroorganizmalar olan birgok
B-galactosidase enzimi bulunmaktadur.

B-Galactosidase enzimi, siit gekeri laktozu, glukoz ve galaktoz olarak iki monosakkarite
hidrolize eder. B-Galactosidase enzimi, asagidaki hidroliz reaksiyonunu katalizler, hidroliz
reaksiyonu sirasinda, bir molekiil su kullanilir ve gseker molekiilii baglanrr. Optimum pH 6-8
arahgmdadir. Enzim suda ¢dzlintirdiir [22].

B-D-Galactosidase + HyO — Galaktoz + Alkol

Reaksiyonun olustufu ortam, sicaklik, asitlik, islem zamam, laktoz konsantrasyonu, enzim
konsantrasyonu reaksiyonun hizimi belirler. C6zelti yiiksek konsantrasyonda laktoz igeriyorsa,
transgalaktosidasyon reaksiyonu gergeklesir. Bu reaksiyonda, hidrolizin son {iriinii olan
glukoz ve galaktozdan disakkarit ve trisakkaritler olugur. Hidroliz siiresi uzatildiginda olugan
{irlinlerin tekrar parcalanmasina ragmen ¢dzelti % 25-30 laktoz igeriyorsa, % 8’¢ kadar
disakkarit ve % 5°e kadar trisakkarit olugabilir (DSM Food, 2004).

B-Galactosidase enzimi, rengi saridan agik kahverengiye dogru bir tonda olan viskoz bir
stvidir.  B-Galactosidase enzimi, yapisinda birgok element bulundurmaktadir. Bunlarin
bashcalari kursun, arsenik, civa, kadmiyumdur.

6.1 B-Galactosidase Enziminin Yapisi

Molekiiler agirhig yaklagik 540.000 olan B-galactosidase dort egdeger alt birimden olusan
tetramerik bir enzimdir. Her bir alt birim yaklagtk 120-135 kDa molekiil agrhgmdadir.
B-Galactosidase agiklanan en uzun protein zincire sahip enzimdir. Her bir alt birimi yaklasik
1021-1170 amino asit icermektedir (Nichtl, 1998; Ullman, 2001; [22]).

2.5 A ¢oziiniirlikte kristal yapidaki ¢ift sarmal B-galactosidase’mm boyutlar1 kabaca
175x135x90 A’ dtir. Molekiil gapt yaklasik 5.39 nm’ dir (Nichtl, 1998).
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Sekil 6.1’de  P-galactosidase’m 3 boyutlu yapis1 goriilmektedir. $ekil 6.1(a)’da
B-galactosidase tetramer molekiiliiniin en genis yiiziinii gosteren kurdele sekli bulunmaktadir.
Kirmizy/yesil ve mavi/sar1 dimerlerin etkilesimi uzun arayiizeyleri olusturmaktadir,

Sekil 6.1 B-Galactosidase enziminin kimyasal goriiniimii [13]
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Sekil 6.1(b)’de molekiiliin ¢ift sarmal yapidaki kurdele diyagrammdaki mavi/yesil dimer
aktiflesmis araylizeyin kompozisyonunu gostermektedir. Her zincirdeki o-tamamlayici
bolgeyi olugturan 1-50 arasindaki aminoasitler kwrmiziyla gGsterilmigtir. Ara yiizey;
tamamlayici peptidler ile ara ylizeye ulagan ve komsu molekiillin aktif bolgesine kadar
genisleyerek yapiyr kararli kilan her monomerdeki geniglemis diigiim (272-288 arasindaki
aminoasitler) arasindaki etkilesimi igermektedir. Sekil 6.1(c)’de zincirdeki boliimlerin
organizasyonunu gdsteren B-Galactosidase monomerinin kurdele diyagrami bulunmaktadir.
Birbirini izleyen bolimlerdeki aminoasitler, renk skalasinda birbirini izleyen renklerle

gosterilmistir (Ullman, 2001).

6.2 p-Galactosidase Enziminin Endiistriyel Uygulamalan

Sitte bulunan laktozun hidrolizinde kullamlan B-galactosidase enzimi bircok gida prosesinde
kullanilmaktadir. Bunlardan baglicalar;

e  Siitlin hidrolizi

e  Laktozsuz siit iirlinlerinin eldesi

e  Dondurma iiretimi

e  Peynir alt1 suyunun hidrolizi

¢  Hayvansal besin uygulamalari’dir.
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7. B-GALACTOSIDASE ENZiMI iLE ILGILI CALISMALAR

Endiistride kullamlan enzimler i¢in optimum sartlarin belirlenmesi birgok aragtrmacinin
ilgisini geken bir konu olmustur. Yapilan literatiir aragtirmas: sonucunda laktozun enzimatik
hidrolizi ve B-galactosidase ile ilgili bazi ¢aligmalar agaZida 8zetlenmigtir.

Kim vd., (2004) tarafindan yapilan ¢caliymada; Kluyveromyces lactis kaynakl B-galactosidase
enzimi kullamlarak yapilan laktoz hidrolizasyonunun, Michaelis-Menten kinetigine uymadig1
gorlilmigtiir. Yeni bir kinetik modeli olusturmak amaciyla, galaktoz ve glukozun
B-galactosidase aktivitesi iizerindeki etkileri aragtirlmustir. Diiglik galaktoz ve laktoz
konsantrasyonlarinda galaktoz, inhibitdr etkisi gdstermistir. Buna kargilik, galaktozun (50
mM’den yliksek) ve laktozun (100 mM’den yiiksek) yiiksek konsantrasyonlarinda, galaktoz
B-galactosidase’m  aktivitesini inhibe etmemigtinr 50 mM’den digtk glukoz
konsantrasyonlarda reaksiyon hizinm artig1 gdzlenmistir ve optimum hidroliz degeri yaklagik
%87 olarak belirlenmistir. Hidroliz reaksiyonlarmda Kluyveromyces lactis kaynakli B-
galactosidase enzimi icin glukoz ve laktozun konsantrasyonuna bagli yeni bir model
olusturalmustur. Kluyveromyces lactis kaynakli B-galactosidase enzimi kullanilarak yapilan
hidroliz isleminde zamana bagh reaksiyonlardan elde edilen laktoz konsantrasyon
degerlerinin, olugturulan yeni modelle agiklanabildigi ileri stirtilmiistiir.

Numanoglu ve Sungur, (2004) tarafindan yapilan ¢aligmada; hiicre dis1 enzim iireten
hiicrelerin direkt olarak immobilize edilebildigi, fakat hiicre i¢i enzim treten hiicrelerin
oncelikle hiicre gegirgenliklerinin arttirlmasi gerektigi belirtilmigtir. Bu ¢ahgmada,
Kluyveromyces lactis  (ATTC 8583) kaynakli B-galactosidase enzimi kullamimustir.
B-Galaktosidase enzimi hiicre ii bir enzim oldugundan; gegirgen hale getirilmis 5lii hiicreler,
gliteraldehit kullanilarak jelatin igerisinde immobilize edilmistir. Iki kimyasal, bir fiziksel
proses test edilmigtir. Kimyasal metotlarda toksitlenme oranlar1 daha yiiksek oldugundan,
fiziksel metodun daha uygun olduguna karar verilmigtir. Bu galismanin sonucunda, serbest
hiicrelere oranla immobilize hiicrelerin aktivitesinin %30 oraminda daha fazla oldugu

gozlenmistir.

Roy ve Gupta, (2003) tarafindan yapilan ¢ahgmada; ticari adi Lactozym™ olan
Kluyevromyces fragilis kaynakli B-galactosidase seliiloz tanecikleri {izerinde epiklorodin
yardimyla immobilize edilmistir. Peynir alt1 suyundan elde edilen laktozun %90 oraninda
hidrolizlenmesi akigkan yatakh reaktorde 5 saatte gergeklegirken, aym iglem siirekli sistemde
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48 saat belirlenmistir. Immobilize enzimin, akigkan yatakli reaktSrde performansinda
herhangi bir azalma olmadan 3 kere kullamlabildigi belirtilmistir. Immobilizasyon sonunda
enzim igin optimum pH 7 ve sicaklik 55 °C olarak bulunmugtur. Akigkan yatakh reakttrde
%60 verimde siit hidrolizinin 5 saat sonunda elde edilebilecegi ileri stirlilmistir.

Pessela vd., (2003) tarafindan yapilan galiymada; Thermus kaynakl: B-galactosidase enzimi;
galaktoz (3.1 mM) ile rekabetgi olacak ve glukoz (49.9 mM) ile rekabetgi olmayacak sekilde
inhibe edilmistir. Bu durum enzimin endiistriyel performansi lizerinde etkili olmustur. %5°lik
laktoz hidrolizinde, ¢6ziiniilebilir enzimler kullamlirken, reaksiyon %90’lik hidroliz oraninda
durmustur. Bu caligmanin sonucunda, B-Galactosidase enzimi immobilizasyonunun, sit
icerisindeki laktoz hidrolizinde veya 70°C’deki peynir alti suyundaki laktozun hidrolizinde
kullanilabilinecegi gosterilmistir. Coziilebilir enzimlerle yapilan bu ¢aligmada, galaktoz ve
glikozun giiglii inhibisyonu nedeniyle, laktoz %85 oraminda hidrolizlenmigtir. Immobilize
edilmis pB-galactosidase enziminin yliksek stabilitesi nedeniyle, reaksiyonun 70°C’de
yapilmasi Onerilmigtir.

Burin vd., (2003) tarafindan yapilan galismada Aspergillus oryzae kaynakli B-galactosidase
enziminin peynir alti suyundaki aktivitesi renk koyulagmasi ve matrisindeki fiziksel
degisimlere bakilarak analii edilmistir. Amorf sistemler, B-galactosidase ve peynir alti suyu
iceren ama maltodekstrin icermeyen ¢ozeltilerin sogutularak kurutulmasi yontemiyle elde
edilmigtir. Numuneler (gézenekli ya da dnceden sikigtirilmasg) %O,A %22 ve %44 relatif nem
iceren atmosferlere maruz birakilmis ve 70 °C’de saklanmustir. Kalan enzim aktivitesi ve renk
gelisimi segilen zaman araliklarinda analiz edilmistir. Enzim aktivitesindeki diisiistin
kahverengin olusumu ile ters orantili oldugu ve az g&zenekli sistemlerde daba belirgin olarak
gbzlemlendigi belirtilmistir. Maltodekstrin ilavesi ile enzim aktivitesindeki diisiis
yavaglatilmis, renk gelisimi ve laktoz kristallenmesi geciktirﬂmistir.

Di Serio vd., (2003) tarafindan yapilan ¢alismada aliiminyum oksit ve silisyum oksit gibi
farkh oksit destekleri {izerine immobilize edilmis Kluyveromices marxianus (Saccharomyces)
lactis kaynakli B-galactosidase enziminin kinetik davranisi incelenmistir. immobilize enzim
aktivitesinin, destek malzemesinin kimyasal yapisi ve fiziksel zelliklerine bagli olarak
degistifi gozlenmistir. Destek malzemesinin partikiil bilyiikliigliniin artigiyla enzim
aktivitesinin hizla diistiiii tespit edilmistir. En uygun immobilize destek malzemesi silisyum
oksit olarak belirlenmistir. Silisyum oksit kiirecikleri {izerine immobilize edilmis
B-galactosidase enzimi kullamilarak pH=7 i¢in laktoz hidrolizi; farkli besleme hizlari, {iriin
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konsantrasyonlar1 ve sicakliklar gibi farkli operasyon kosullar: igin- gergeklestirilmistir. En
yiiksek laktoz doniiglim oram1 Milipore Silica 150A f{izerine immobilize edilmis 4 g
B-galactosidase enzimi kullanilarak 37 °C sicaklik ve 4 cm’/dakika besleme hizi icin elde
edilmis olup yaklasik %80°dir. Ilgili kinetik modeller Michaelis-Menten’e uygun olarak
kurulmusgtur.

Tannseven ve Dogan, (2002) tarafindan yapilan cahigmada; Aspergillus oryzae kaynakli
B-galactosidase enzimi, gliteraldehit ile katilagtirilmig jelatinden olusan tiipler igerisinde,
immobilize edilmistir. Immobilizasyon islemi sonucunda, 35 giin boyunca relatif aktivite %56
oraninda sabit tutulmugtur. Optimum sgartlar immobilizasyon igleminden etkilenmemis,
serbest ve immobilize edilmis enzimler i¢in optimum pH degeri 4.5, optimum sicaklik degeri
de 50°C olarak belirlenmigtir. Yiiksek sicaklik ve pH’da immobilize edilmis p-galactosidase
enzimlerinin daha kararh olduklar1 gozlenmistir. CO6zinebilir ve immobilize edilmis
B-galactosidase’m kinetik parametreleri belirlenmigtir. Yeni geligtirilen immobilizasyon
metodu, basit ancak etkilidir. Bu metodun, diger enzimlerin immobilizasyon islemlerinde de
kullanilabilinecegi belirtilmigtir.

Vasiljevic ve Jelen, (2002) tarafindan yapilan caliymada; B-galactosidase kaynagi olarak
kullamlan Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842’nin iireme ortaminda
pH’1 ayarlamak i¢in NaOH, KOH ve NH4OH gibi {i¢ farkli notrallestici kullamlmugtir. Stit
igin laktoz hidroliz kinetikleri ile proteolitik aktivite degerleri incelenmisti. NH,OH
kullanimmm NaOH, KOH kullanimma kiyasla enzim aktivitesini oldukga arttirdig: tespit
edilmigtir. Siitteki laktoz hidrolizi i¢in Michaelis-Menten modeline ait ke ve kn katsayilar:
%]1 (hacim/hacim) enzim konsantrasyopu i¢in hesaplanmugtir. Laktoz hidroliz hizinm
baglangigtaki enzim aktivitesi ve sicaklia bagl olarak degistii g6zlenmistir. En yiiksek
laktoz hidroliz huz1 65 °C igin elde edilmis; ancak,. 1-1.5 saat sonunda enzimin deaktive
oldugu belirlenmistir. HPL.C peptit haritalama ydntemi kullanilarak tayin edilen proteolitik
aktivitenin 20-37 °C arasindaki sicakliklar i¢in daha yiiksek oldugu gozlenmistir.

Elliot vd., (2001) tarafindan yapilan galismada; laktozun katalitik hidrolizini iceren proseste,
seker alkoliinii {ireten katalitik hidrojenasyon ve katalitik hidrojenoliz, peynir alt1 suyu laktozu
tiretiminde kullamilmugtir. Bu ¢aliymada hidroliz derecesi yaklagik %92 olarak bulunmustur.

Ladero vd., (2001) tarafindan yapilan c¢aligmada; hem ¢8zelti iginde hem de silika
alimiinyum {iizerinde immobilize edilmis Escherichia coli kaynakl B-galactosidase enzimi
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kullanilarak laktoz ve orto-nitrophenol-B-D-galactoside’in (ONPG) hidrolizi incelenmistir. Bu
aragtrmada kullanilan enzim genetik milhendisleri tarafindan modifiye edilmis ve
kromotografik yolla homojenize edilmistir. Laktozun hidrolizinde, glukozdan dolay1 inhibe
edilmis, rekabetgi olmayan enzimin ozellikleri gbzlemlenmistir. Bu ¢ahgmanm sonucunda,
galaktozun herhangi bir inhibisyon etkisine rastlanmammstir. ONPG hidrolizinde, hem serbest
enzimler hem de immobilize enzimler i¢in optimum pH 7.5-8 olarak bulunmustur. Laktoz
hidrolizinde ise serbest enzimler igin optimum pH yaklasik 6 olarak gézlemlenirken
immobilize enzimler i¢in optimum pH yaklagik 7°dir. Immobilize edilmis enzimler kataliz6r
gOrevi goriirken; laktoz, hidroliz igleminde rekabet¢i olmayan inhibitdr grevi yapmustir. 40
°C iizerindeki sicakliklarda enzim immobilizasyon igleminin katalitik aktiviteyi etkilemedigi
g6zlemlenmigtir. Fakat Michaelis-Menten sabiti (km), serbest enzimlerde, 5 °C’de yliksek
degerde, 40 °C’de daha diigiik degerdedir. Sicakhgm arttiriimas ile, serbest enzimlere kiyasla
immobilize enzimlerde aktivitenin daha az etkilendigi goriilmiigtiir. 40 °C’de laktoz ve glukoz
inhibisyonu birbirine benzer oldugu halde 5 °C’de bir benzerlik gbézlemlenmemistir. Diiglik
sicakliklara kiyasla yliksek sicakliklarda immobilizasyon prosesi, enzimlerin katalitik
aktivitesini diigtirmiistiir. Hidroliz, bunun tam tersi bir 6zellik gostererek; 40 °C’de yaklagik
%50 iken, 5 °C’de yaklagik %2 olarak hesaplanmigtir.

Bury vd., (2001) tarafindan yapilan ¢aligmada, maya ekstrakt: ile desteklenmis peynir alti
suyunda yetistirilen Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 11842 kiilttirleri sonikasyon,
yiksek hizli dolgu malzemeleri ile 6giitme ve yiiksek basingli homojenizasyon iglemlerine
tabi tutulmugtur. Elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak hiicre i¢i enzim olan
B-galactosidase’in hangi oranlarda digar: verildigi tayin edilmigtir. B-galactosidase aktivitesi
orto-nitrophenol-B-D-galactoside (ONPG) kullamlarak 6lgiilmiistiir. Hiicre disina verilen aktif
B-galactosidase’m %12-46 (agwhkca) arasindaki hiicre konsantrasyonlar: igin ¢ok fazla
degismedigi gbzlenmigtir. Maksimum aktivite 2-3 dakika sonunda dolgu malzemeleri ile
6giitme ve yliksek basmgh homojenizatérden (135 MPa) 3 gegisten sonra elde edilmistir. 200
MP2’daki homojenizattrden tek geciste hiicre digma verilen aktif B-galactosidase miktar: ile
135 MPa’daki homojenizatdrden 3 gegis sonunda hiicre digina verilen B-galactosidase miktar:
hemen hemen aynidir. Sonikasyonun, B-galactosidase enziminin hiicre digma verilmesinde
yliksek hizl1 dolgu malzemeleri ile 6giitme ve yiiksek basingli homojenizasyon kadar etkili
olmadif1 tespit edilmigtir.

Szczodrak, (2000) tarafindan yapilan ¢ahismada; Kluyveromyces fragilis kaynakl, %90’dan
yliksek aktivitede tutuklanmig ve hidrojen baglar1 modifiye edilmis, dogal B-galactosidase
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enzimi gézenekli cam {lizerinde immobilize edilmistir. Yiiksek Katalitik aktivite, genis pH
arahfindaki stabilite ve serbest kalan enzimlerin aktivitesini koruduu sicakbk aralig:
incelenmigtir. Aym zamanda, sivi fazdaki enzimlerin, optimum pH araligindaki (pH=6-7) ve
optimum sicaklik araligindaki (35-50°C) degisimleri g6zlemlenmigtir. Hem kesikli proseste
hem de geri d6niigiimlii dolgulu yatak biyoreaktdrlerinde; peynir alt1 suyunun i¢indeki yiiksek
verimlilikteki laktozun sekerlendirilmesi gergeklestirilmigtir.
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8. MATERYAL VE YONTEM

8.1 Kullamlan Materyaller

. B-Galactosidase enzimi

. St

. Glukoz Deney Kiti

° ONPG ¢ozeltisi ’

° Glukoz Standart Cozeltisi

° 100 mM fosfat tampon ¢5zeltisi

® Kimyasal maddeler (5§ M HCL, 1 M Na,CO3)

Siitteki laktozun hidroliz igleminde kullamlan, ticari adi Maxilact LX 5000 olan,
Kluyveromyces marxianus kaynakli B-galactosidase enzimi (irtin kodu: EC 3.2.1.23) oldukca
saflagtiriloig sivi laktaz preparat: olup likit kivamda DSM Food Speacialties firmasindan
saglanmig ve gahsmalér stiresince 4 °C’de buzdolabinda saklanmigtir. Rengi soluk
kahverengiden koyu kahverengiye dogru bir tonda olan, bulanik viskoz bir sividir. Aktivitesi
graminda 5000 Dogal Laktaz Birimidir (NLU). 1 NLU deneysel kosullarda bir orto-
nitrophenol-B-D-galactoside (ONPG) substratindan 1.3 pmol orto-nitro-fenol olugturan enzim
miktaridir.

Toz haldeki ONPG (iiriin kodu: EC 206-716-1) Sigma firmasindan saglanmig olup ¢aligmalar
stiresince -20 °C’de dondurucuda saklanmigtir. ONPG ¢dzeltisi, 100 ml pH 7.3’teki 100
mM’lik fosfat tampon ¢dzeltisi icerisinde 300 mg ONPG ¢oziilerek hazirlanmstar.

Hidroliz islemi i¢in kullanilan siit SEK Siit’ten, glukoz deney kiti (iirtin kodu: 02-0541)
Elitech firmasindan saglanmis olup galismalar siiresince 4°C’de buzdolabinda saklanmustir.

8.2 Kulianilan Cihazlar
8.2.1 Biyoreaktdr

Bu ¢aligmada, Sanyo Gallenkamp firmas: tarafindan iiretilen modiiler biyoreaktdr sistemi
(FER-195-010) kullamlmugtir. Bu sistem, bir biyoreaktor ile karistirici hzi, sicaklik, pH’1
kontrol eden modillerden olugmaktadir. Ayrica, Srneklerin hidroliz tayini igin 37°C’ye
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ayarlanmig bir su banyosu, enzim aktivite tayini i¢in 28 °C’ye ayarlanmis bir su banyosu ve
absorbans degerlerini okumak i¢in de Shimadzu marka UV-150-02 gift 15l spektrofotometre
kullanilmigtir. Deneylerde kullanilan biyoreaktor sisteminin genel goriintisii $ekil 8.1°de,
semasi Sekil 8.2°de verilmistir.

Sekil 8.1 Biyoreaktor sisteminin genel goriiniigii
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Kanstina Ha A
Kontrol
Modiiliz
Sicakhk
5 B Kontrol
Modiilii
E C

A :Karstirici motor E :Ornek alma kab

B :lIsttic1 F :Karngtiric: kanatiar
C : Termist6r : Engeller
D : Termometre X : Ornek alma vanasi

Sekil 8.2 Biyoreaktdr ve kontrol modiillerinin semast
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Kullamlan biyoreaktdr 1 litre hacminde, gelik kapakli ve yuvarlak tabanly, tim pargalar
paslanmaz ¢elikten yapilmig, pyrex cam bir reaktdrdiir. BiyoreaktSriin kapaf: iizerinde
problarin yerlestirilmesi ve gerekli ilavelerin yapilmasina olanak saglayan girigler (15 adet)
bulunmaktadir. Reakt6rde, reaksiyon ¢ozeltisinden 6rnek alabilmesi igin, bir Srnek vanasi
ve kabi mevcuttur. Karigtrma, celik kapaga monte edilen bir karigtirici motor ile
gerceklestirilmektedir. Karnigtiric: gaftinda, alti kanath, reaktdr tabanindan yiiksekligi
ayarlanabilir Rushton tipi bir karstirici palet mevcuttur. Reaktérde her biri 1.5 cm
genigliginde dort adet simetrik, takilip ¢ikartilabilen engeller vardwr. Biyoreaktor ile ilgili
komponentler ve boyutlari Cizelge 8.1°de verilmistir.

Cizelge 8.1 Biyoreaktor ile ilgili komponentler ve degerleri

Komponentler Degerler
Reakt6r hacmi 1 litre (yuvarlak tabanli)
Reaktdr i¢ cap1 11 cm

Reaktor dis gaps 12.1 cm

Reaktor yliksekligi 17 cm

Kangtirici palet tipi 6 kanathi Rushton
Kargtiric1 palet sayisi 1

Karigtiric: palet capi 48 cm

Karigtiric1 kanat genisligi 1.4cm

Karigtiric1 kanat yiiksekligi 1.9cm

Engel sayis1 4

Engel yiiksekligi 13.5cm

Engel genigligi 1.5cm

Reaktor tabanindan karistiricinin yiiksekligi |3 em




8.2.1.1 Biyoreaktir kontrol modiilleri

Deneysel caligmalar swasinda karigtiricn hizi ve sicakbik kontroliini saglayan kontrol
modiilleri ve 6zellikleri agagida siralanmgtir.

o  Kangstinct hiz kontrol modiilii:

Kargtiricr hizi: 50-1000 rpm
Kargtirictmotor: 65 W, 24V dc

Karigtiricr hizinmn kalibrasyonu bir takometre ile yapilmigtir,

° Sicakhk kontrol modiilii:

Sicaklik: 15-90°C

Dogruluk: + %l

Isttict tipi: dc rezistans

Isitici giicii: 24V dc 100W
Termistdr tipi: Yar iletken LM5DZ

Sicakbik kontrol modiiliinfin kalibrasyonu bir termometre yardimiyla yapilmis olup, deney

sirasinda reaktor igerisindeki sicaklik, bu termometre ile kontrol edilmistir.

8.2.2 Sonikator

Sonikasyon deneyleri, 20 kHz’de Bandelin Sonopuls HD 2200 sonikatdr sisteminde 12.7 mm
capinda TT 13 (Kod no: 497) titanyum ug kullamlarak gergeklestirilmistir. Sttfin sicaklik
degerleri, PolyScience marka (9005 model) sicaklik kontrollti su banyosu ile kontrol
edilmistir. Reaktdriin i¢ sicaklign (JKA Labortechnik, ETS-D4 fuzzy) marka dijital
termometre ile reaksiyon siiresi boyunca Slglilmiigtiir. Ayrica, 6rneklerin hidroliz tayini i¢in
37°C’ye ayarlanmug bir su banyosu, enzim aktivite tayini igin 28 °C’ye ayarlanms bir su
banyosu ve 8reklerin absorbans degerlerini okumak i¢in Shimadzu marka UV-150-02 cift
sl Spektrofotometre kullandmugtir. Deneylerde kullamilan deney diizeneginin genel
gOrliniigi Sekil 8.3°te, semas: ise Sekil 8.4°te verilmisgtir.
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Sekil 8.3 Sonikatdr sisteminin genel goriiniisii



Su Banyosu
Cikist

Akustik Giig ve

Frekans Avahf
Kontrol Modiilii
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Sonikatdr

Ceketli
———»  Reaktir

Su Banyosu

A: Sonikat6r probu

Girisi

B: Dijital termometre

Sekil 8.4 Sonikator ve kontrol modiillerinin semasi
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Deneylerde kullanilan ¢ift cidarli cam reaktdr; 400 ml hacminde, cam kapakli, diiz tabanls,
silindirik, 8 cm ¢apinda ve 10 cm yiiksekliginde bir reaktdrdir. ReaktSriin kapag {izerinde
problarmn yerlestirilmesi ve gerekli ilavelerin yapilmasma olanak tamiyan girigler (6 adet)
bulunmaktadir,

8.2.2.1 Sonikatdr kontrel modiilleri

Deneysel caligmalar sirasinda sonikasyon kontroliinti saglayan modiiliin ve sicakhgin
kontroliinii saglayan su banyosunun 8zellikleri agagida siralanmugtir,

. Akustik gii¢ ve frekans arahg kontrol modiilii:

Caligma frekans1 : 20 kHz
Akustik giig :max. 200 W
Frekans araligi  : %S5 - %100

. Su banyosu:

Sicaklik aralig1 : (-20) - 150°C

Dogruluk : +0.05°C
Pompalama hiz1 : 7 veya 15 (L/dak)
Kapasite :6L

Cift cidarli cam reaktdriin su banyosuna baglanmasiyla sicaklik kontrolii saglanmustr.

8.3 Deneylerin Yapihs1

Biyoreaktérde gergeklestirilen deneylerde 250 ml siit, istenilen karigtirici hizina ve sicakliga
getirildikten sonra, 0.2 ml/L enzim ilavesi ile reaksiyon baglatilmigtir. Reaksiyonlar 30 dakika
stirmiigtiir. Reaksiyon stiresince belirli zaman araliklarinda siitten 6rnekler almnarak, ortamda
kalan laktoz miktar1 ve % enzim aktivitesi tayini i¢in hazirlanmgtir. Orneklerin analizleri 5’er

kez tekrar edilmis ve elde edilen degerlerin ortalamalar1 almmustir.

Sonikatordetdrde gergeklestirilen deneylerde 250 ml siit, istenilen akustik giice, % frekans
arahfmna ve sicakhifa getirildikten sonra, 0.4 ml/L enzim ilavesi ile reaksiyon baglatilmistir.
Reaksiyonlar, sonikatér 1 dakika ¢alisip 1 dakika duracak sekilde toplam 30 dakika
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stirmiigtlir. Reaksiyon siiresince belirli zaman araliklarinda siitten alman &rnekler, ortamda
kalan laktoz miktar1 ve % enzim aktivitesi tayini i¢in hazirlanmstir. Orneklerin analizleri 5°er
kez tekrar edilmis ve elde edilen degerlerin ortalamalar: alinmgtir,

8.4 Analiz Yontemleri
8.4.1 Laktoz konsantrasyonu tayini

Ortamda kalan laktoz miktarmn tayini i¢in, 30 dakikalik islem stiresi boyunca 5 dakika
araliklarla biyoreakttrdeki siitten 0.5 ml numune alinmug, 50 pl 5 N HCL ilavesi ile reaksiyon
durdurulmustur. Ayrica; 0.5 mI’lik numuneler, 5 ml saf su ilave edilerek seyreltilmigtir. Elde
edilen son karigimdan, 30 pul 6rnek alinarak, tizerine 3 ml reaktif ¢bzeltisi ilave edilmigtir.
Buna ek olarak, 30 ul standart ¢6zeltisi lizerine, 3 ml reaktif ¢6zeltisi ilave edilmigtir.
Referans ¢6zeltisi de, 30 pl saf su tizerine 3 ml reaktif ¢6zeltisi ilavesiyle hazirlanmigtir. Bu
islemlerin sonucunda; referans, standart ve 6rnek ¢6zeltileri 10 dakika sfireyle 37°C°deki su
banyosunda bekletilmigtir. Daha sonra, 500 nm dalga boyunda Shimadzu marka UV-150-02
cift ismh spektrofotometrede, referans ¢zeltisine karsihk olarak, standart ve Ornek
¢ozeltilerinin absorbans degerleri okunmugtur. Okunan absorbans degerleri ortamdaki glukoza
aittir. Glukoz miktarindan yararlanilarak ortamda kalan laktoz miktari hesaplanmigtir
(Trinder, 1969).

Kullanilan stitteki baglangi¢ laktoz konsantrasyonunu belirlemek amaciyla; 250 ml siit, 300
devir/dak karigtirici hizi ve 37 °C sicakliga getirildikten sonra 10 ml/L agir1 enzim ilavesi ile
sit igerifindeki laktozun tiimiiniin pargalanmas: saglanmgtir. Reaksiyon 30 dakika stirmiigtiir.

8.4.2 % Enzim aktivite tayini

Ortamdaki % enzim aktivitesinin tayini igin, 30 dakikalik iglem siiresi boyunca belirli zaman
araliklarinda biyoreakttrdeki siitten 0.1 ml numune alinmis ve tizerine 2 ml ONPG ¢ézeltisi
ilave edilerek P-galactosidase ile ONPG’nin hidrolizi saglanmis ve 28 °C’de 5 dakika
bekletilmistir. 5 dakika sonunda karigim iizerine 1 ml 1M Na,CO; ¢6zeltisi ilave edilerek
reaksiyon durdurulmugtur. Referans ¢bzeltisi de, 0.1 ml enzim igermeyen siit numunesi
tizerine 2 ml ONPG ve 1 ml 1M Na,COj; ilavesiyle hazirlanmistir. Bu islemlerin sonucunda;
ONPG hidrolizi sonunda olusan ONP (orto-nitrophenol)’ye ait sarimsi renkten yararlamlarak
420 nm dalga boyunda Shimadzu marka UV-150-02 ¢ift 1ginli spektrofotometrede, referans
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¢ozeltisine karsihk olarak Ornek ¢Ozeltilerinin  absorbans degerleri okunmugtur
(Craven, 1965; [23; 24]). ONPG hidrolizasyonu sematik olarak Sekil 8.5°te verilmigtir.

NOz
CH,0H CH,0H
NO,
HO B-galactosidase HO 0 OH \
H OH
ONPG Galaktoz ONP-“sar1 renk”

Sekil 8.5 ONPG hidrolizi [25]

% Enzim aktivite degerleri sonikatrde sadece laktozlu siit, biyoreakttrde ise hem laktozlu
hem de laktozsuz siit igin tayin edilmistir. Laktozsuz siit eldesi igin, agir1 enzim ilavesi
(10 ml/L) ile 30 dakika sonunda siit igcindeki laktoz tamamen pargalanmig, daha sonra siit 10
dakika stireyle 80 °C’de tutularak enzim Sldiiriilmistiir. Elde edilen siite enzim ilave edilerek,
ilgili proses sartlarinda zamana bagh olarak % enzim aktivite degerleri 8lciilmiistiir. Gerek bu
‘'yontemle edilen edilen laktozsuz siit, gerekse piyasada satilan Pinar marka laktozsuz siitten
elde edilen enzim aktivite degerlerine ait deneysel veriler birbirine ¢ok yakin bulunmustur (Ek
1, Cizelge E1.1). Ayrica, her iki numunenin igeriklerinin de birbirine ¢ok yakin olmasi
dolayisiyla; enzim, enerji ve zaman kayiplarim engellemek amaciyla laktozsuz siitteki enzim
aktivite degerlerinin tayininde Pinar marka laktozsuz siit kullamlmigtir (Cizelge 8.2).
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Cizelge 8.2 Sek ve Pmar siite ait enerji ve besin degerleri [11; 12]

100 ml Siitiin Enerji ve Besin Degerleri

SEK Siit Pmar Siit
Enerji (keal) 57.4 61.1
Protein (g) 3.1 3.3
Yag (g) 3.0 3.4
Karbonhidrat (g) 4.5 4.7
Kalsiyum (mg) 110 120
8.5 Hesaplamalar

8.5.1 Laktoz konsantrasyonunun hesaplanmasi

Laktoz konsantrasyonu tayinlerinde agagidaki bagintilar kullanlmugtir

[S1] = [So] — ([MLakT0z] / [MaLixoz])*(Ca/ Cst)

[H] = 100*([81]/ [SoD*f

Burada;

[So]

[S4
[Myakroz]
[MgLukoz]
Ca

Cst

f

(H]

t=0 anindaki laktoz konsantrasyonu, g/L

Islem sonunda ortamda kalan laktoz konsantrasyonu, g/L

Laktozun molekiil agirhigi, 342.32 g/mol
Glukozun molekiil agirlig1, 180.17 g/mol

Islem sonunda olugan glukozun absorbans degeri

Standart ¢ozeltisinin absorbans degeri
Seyreltme faktorii
% Hidroliz derecesi

olarak tanimlanmustir. Hesaplamalarda seyreltme faktori, =11 olarak kullanilmgtar.

(8.1)

82)
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8.5.2 Enzim aktivitesinin hesaplanmasi
Enzim aktivite tayinlerinde asagidaki bagmti kullanilmgtir;

[A] = 100*([A1] / [Ao])

Burada;

[Ao] : t=0 anmdaki ONP’nin absorbans degeri
[A1] : Islem sonundaki ONP’nin absorbans degeri
[A] : % Enzim aktivitesi

olarak tanimlanmstar.

8.3)



9. ARASTIRMA BULGULARI
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9.1 Biyoreaktirde Gergeklestirilen Deneylere Ait Bulgular

9.1.1 Sicakhfin enzim aktivitesi ve hidroliz fizerindeki etkisi

Enzimatik reaksiyonlarda sicakhk artiginin reaksiyon hizim arttirdifi ancak enzimlerde
yapisal bozunmalara neden oldugu bilinmektedir. Laktozlu ve laktozsuz siitte sicaklik
artiginin enzim aktivitesi ve hidroliz derecesine etkisi incelenmigtir. 250 ml stit, pH 6.7 ve 300
devir/dak karistirre1r hizinda, 0.2 ml/L enzim ilavesi ile 10-55 °C arasindaki sicakliklar i¢in 30
dakika boyunca hidroliz iglemine tabi tutulmus, reaksiyon sonunda laktozlu ve laktozsuz
stitteki enzim aktiviteleri ile ortamda kalan laktoz konsantrasyonlari tayin edilmistir. Elde
edilen degerler Cizelge 9.1°de verilmis ve Sekil 9.1°de grafiksel olarak sunulmugtur.

Cizelge 9.1 Sicakliga karsilik elde edilen deneysel veriler (pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim

Kons.= 0.2 ml/L)
Sicakhk Hidroliz. Enznm . Enzlm \ Laktoz Kons.
O Di:;c)w @ﬁkl;t;;;ae:;lt) (Lﬁctk:lz‘:::s;ﬁt) L)
(%) (%)
10 3.80 54.88 72.25 48.10
15 8.00 44.08 69.05 46.00
20 15.84 37.81 66.70 42.08
25 24.34 34.75 65.95 37.83
30 31.56 33.06 63.23 34.22
35 39.12 30.73 60.82 30.44
37 41.92 29.37 60.65 29.04
40 42.22 27.49 58.55 28.89
45 37.34 23.70 44.40 31.33
50 27.66 17.57 28.49 36.17
55 4,14 4.56 14.54 47.93
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100 T 50
90 - - 45
80 - - 40
70 9 - 35
—— "
60 - - 30
: 4
T 25
R 2
R 40 - 20
X
30 - 15
20 - - 10
\
10 L5
0 . ; . ; . . . : 0
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Sicaklik (°C)

& Enzimakt. (laktozlu sit, deneysel)
——— Enzim akt. (laktozlu stit, model)
% Hidroliz derecesi (deneysel)

Laktoz kons. (model)

Enzim akt. (laktozsuz siit, deneysel))
Enzim akt. (laktozsuz siit, model)

Laktoz kons. (deneysel)

Laktoz Konsantrayonu (g/L)

Sekil 9.1 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun sicaklik ile

degisimi (pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 0.2 ml/L)

Cizelge 9.1 ve Sekil 9.1°de goriildiigi gibi 37 °C’ye kadar sicaklik artigiyla siitteki hidroliz

derecesi artarken enzim aktivitesinde diisiiy gozlenmektedir. 10 °C’deki hidroliz derecesi
yaklagik %4 iken sicaklik ile artarak 37 °C’de yaklasik %42 olmustur. Daha yiiksek
sicakliklarda ise hidroliz derecesinde azalma olmakta ve 55 °C’de hidroliz derecesi yaklagik
%4’e kadar diigmektedir. Buna kargihik, belirtilen sicaklik araligi boyunca enzim aktivitesi

%55’ten %5’ (yaklagik %92) azalmistir. Kullanilan enzim 10 °C igin yaklagik %45, 37 °C
igin %71 ve 55 °C igin %95 oraminda inaktive olmustur. Hidroliz derecesi ve enzim

aktivitesindeki bu diigiiy enzimin yapisal bozunmaya ugradigina baglanmaktadir. Sonug

olarak, elde edilen deneysel verilere gore optimum sicaklik 37 °C olarak belirlenmistir.
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B-galactosidase enziminin reaksiyon kosullarma dayaniklibgimni inceleyebilmek amaciyla,
sicaklik deneyleri aym kogullarda laktozsuz siit i¢in tekrarlanmig ve sonuglar Cizelge 9.1°de
verilmistir. Laktozsuz siitte gergeklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesinin, laktozlu
siitte gergeklestirilen deneylerde oldugu gibi sicaklik ile azaldig: Sekil 9.1°de goriilmektedir.
Laktozsuz siitteki enzim aktivitesinin daha yiiksek olmasimin nedeni, hidrolizlenmenin
gergeklesmemesi ve dolayisiyla laktoz partikiillerinin enzimi inaktive etmemesinden
kaynaklanmaktadir.

Sicakligin ortamda kalan laktoz miktari, laktozlu ve laktozsuz siitteki enzim aktivite degerleri
tizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlanilarak kurulan matematiksel
modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.2°de verilmistir. Bu ¢aligma i¢in Curve Expert 1.3

/

programi kullanilmugtir.

Cizelge 9.2 Sicakliga kargilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel ifadeler ve
istatistik veriler (pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 0.2 ml/L)

Matematiksel model Katsayilar’ Standart R
sapma
)
ag = 42.2069
] ; bs = 1.3943
[Sraktoz] =as + bs [T] +cs [T ]Z +dg [']]3 cs = -0.0952 0.4640 0.9987
ds =0.0013
ax = 91.2904
[Avakroziu] =8a +ba [T] +ca [TP +da [T |PATA9699 | ¢.6456 0.9992
ca=0.1461
da=-0.0015
ax = 86.1736
ba =-2.1666
[Avaktozsuz] = aa + ba [T] + ca [T +da [T c,I: - 0.0876 2.1848 0.9950
da=-0.0013

*Katsayilara ait birimler; ag: (g laktoz/L), bs: (g laktoz/L.°C), cs: (g laktoz/L.°C?), ds: (g laktoz/L.°C’),
a : (birimsiz), ba: °C)", ca: (°C)?, da: (°C)?
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Laktoz konsantrasyonunun farkh sicakliklarda zamana karsilik degisimini gdzlemleyebilmek
amaciyla hidroliz iglemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alnmugtir. Elde edilen
degerler Ek 2, Cizelge E2.1°de verilmis ve Sekil 9.2°de grafiksel olarak sunulmustur. Curve
Expert 1.3 programu kullamlarak 37 °C sicakhkta laktoz konsantrasyonunun zamana karsilik

degisimi i¢in kurulan matematiksel model ve istatistik veriler Cizelge 9.3’te verilmistir.

50 T\!\ .

35 Mg 8

..

/
®e o m
>
—ee — — m-

5 v
= 304 \v\,\\
g
g 25
:
g 20 4
M
g 15 1
«
- 10
5 o
0 T T T : T T
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)
10°C m 15°C A 20°C 25°C
® 30°C B 35°C ® 37°C 40°C
+ 45°C ® 50°C m 55°C ~———37°C (model)

Sekil 9.2 Farkli sicakliklar igin zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon degerleri
(pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 0.2 ml/L)
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Laktozlu siitteki % enzim aktivitesinin farkli sicakliklarda zamana karsilik degisimini

gozlemleyebilmek amaciyla hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler
alinmigtir. Elde edilen degerler Ek 2, Cizelge E2.2°de verilmis ve Sekil 9.3’te grafiksel olarak
sunulmustur. Curve Expert 1.3 programi kullanilarak 37 °C sicakhkta % enzim aktivitesinin

zamana kargilik degisimi i¢in kurulan matematiksel model ve istatistik veriler Cizelge 9.3’te

verilmistir.

100 1

90 |
80
70 \
N
g 60 - -
g
2 s0- o \g
= U S :
'g - ‘ \\ i l
5 i . 3
S B R““—‘
v’
20 *
10 - m
0 T T E T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)
10°C m 15°C A 20°C 25°C
® 30°C | 35°C ¢ 37°C 40°C
+ 45°C & 50°C m 55°C —37°C (model)

Sekil 9.3 Laktozlu siitte farkli sicakliklar i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite

degerleri (pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 0.2 ml/L)
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Laktozsuz siitteki % enzim aktivitesinin farkli sicakliklarda zamana kargilik degisimini
gozlemleyebilmek amaciyla hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda Grnekler
ahnmugtir. Elde edilen degerler Ek 2, Cizelge E2.3°te verilmis ve Sekil 9.4°te grafiksel olarak
sunulmustur. Curve Expert 1.3 programi kullanilarak 37 °C sicaklikta laktozsuz siitteki enzim

Cizelge 9.3’te verilmistir.

100
i
90 ~ e
\\:\
80 - :
\\
70 - = \g Z
_ L 4 \\ d i
2 60 R
= * +
&
< 50
E n * o 4
TN .
=
d
= 30 1 ™ @
]
20
|
10
o T T I T T
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)
10°C m 15C A 20°C 250¢
® 30°C B 35°C & 37C 40°C
+ 45°C & 50°C | 55°C = 37°C (model)

Sekil 9.4 Laktozsuz siitte farkli sicakliklar i¢cin zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite
degerleri (pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 0.2 ml/L)
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Cizelge 9.3 37 °C reaksiyon sicaklig1 i¢in zamana karsilik elde edilen deneysel verilere uyan
matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 0.2
ml/L)

Matematiksel model Katsayilar’ Standart R?
sapma
()

ag = 50.3446

[Stakroz] = as + bs.[t] bi ~0.7188 0.4811 0.9984
ap = 68.5569

[ALakTozLu] = aa . exp(-ba.[t]) tca (¥) ba=0.1641 2.7698 0.9976
ca =30.9590
ap=62.1328

[AvakTozsuz] = aa . exp(-ba.[t]) +ca (V) ba =0.0390 3.7241 0.9884
ca = 39.7000

*Katsayilara ait birimler; ag: (g laktoz/L), bg: (g laktoz/L.dakika), as: (birimsiz), by: (dakika)”, ca: (birimsiz)
*Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan gelistirilen model

9.1.2 Kangtirica hizinin enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

Laktozlu siitte karigtirict hizinin enzim aktivitesi ve hidroliz derecesine etkisi incelenmistir.
250 ml siit, pH 6.7 ve 37 °C sicaklikta, 0.2 ml/L enzim ilavesi ile 100-600 devir/dak
arasindaki karistirict hizlari i¢in 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus, reaksiyon
sonunda laktozlu ve laktozsuz siitteki enzim aktiviteleri ile ortamda kalan laktoz
konsantrasyonlar1 tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.4°te verilmis ve Sekil 9.5’te

grafiksel olarak sunulmugtur.
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Cizelge 9.4 Kangtirict hizina kargilik elde edilen deneysel veriler (pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim

Kons.= 0.2 ml/L)
Kanstina Hiz Hidroliz Enzim Enzim Laktoz Kons.
- De(l;:;eSi (Laktou s36) | (Laktozsuz st s
(%) (%)
100 31.48 67.22 78.67 34.26
200 38.62 46.24 71.10 30.69
300 41.92 29.37 60.65 29.04
400 40.68 26.34 ST.71 29.66
500 37.64 23.63 50.57 31.18
600 33.86 21.30 44.76 33.07
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% Hidroliz derecesi (deneysel) Laktoz kons. (deneysel)

Laktoz kons. (model)

Sekil 9.5 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun karigtirici hizi
ile degisimi (pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.2 ml/L)

Cizelge 9.4 ve Sekil 9.5’te goriildigii gibi 300 devir/dak’a kadar karigtirici hizi artigiyla
siitteki hidroliz derecesinde artis olurken enzim aktivitesinde diisiiy gozlenmektedir. 100
devir/dak’daki hidroliz derecesi yaklagik %31 iken karistirici hizi ile artarak 300 devir/dak’da
yaklasik %42 olmustur. Daha yiiksek karistirict hizlarinda ise hidroliz derecesinde azalma
olmakta ve 600 devir/dak’da hidroliz derecesi yaklasik %34’¢ kadar diigmektedir. Buna
karsilik belirtilen karigtiric: hizi araliy1 boyunca enzim aktivitesi %67’den %21’e (yaklagik
%68) azalmigtir. Kullamlan enzim 100 devir/dak igin yaklasik %33, 300 devir/dak igin
yaklasik %71 ve 600 devir/dak igin yaklasik %79 inaktive olmustur. Diisiik karistiric
hizlarinda yeterli miktarda kiitle transfer hizi saglanamadig i¢in hidrolizlenme az olmaktadir.

Yiiksek karigtiric: hizlarinda ise (400 devir/dak ve sonrasi igin) enzim yapisal olarak zarar
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gormekte ve aktivitesini yitirmektedir. Sonug olarak, elde edilen deneysel verilere gore

optimum karistiric1 uzi 300 devir/dak olarak belirlenmistir.

B-galactosidase enziminin reaksiyon kosullarma dayanikliigini inceleyebilmek amaciyla,
karistirict hizi deneyleri ayni kosullarda laktozsuz siit igin tekrarlanmig ve sonuglar Cizelge
9.4’te verilmigtir. Laktozsuz siitte gergeklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesinin,
laktozlu siitte gergeklestirilen deneylerde oldugu gibi karistiric: iz ile azaldigi Sekil 9.5’te
goriilmektedir. Laktozsuz siitteki enzim aktivitesinin daha yiiksek olmasinin nedeni,
hidrolizlenmenin gerceklesmemesi ve dolayisiyla laktoz partikiillerinin enzimi inaktive

etmemesinden kaynaklanmaktadir.

Karigtirict hizinin ortamda kalan laktoz miktari, laktozlu ve laktozsuz siitteki enzim aktivite
degerleri iizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlamlarak kurulan
matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.5°te verilmistir. Bu galisma igin Curve

Expert 1.3 programi kullanilmugtir.

Cizelge 9.5 Karigtirict hizina kargilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel ifadeler
ve istatistik veriler (pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.2 ml/L)

Matematiksel model Katsayilar’ Standart R?
sapma
()

ag = 38.3660

[Staroz] = as + b [N] + ¢s [N bs =-0.0511 0.5276 0.9789
cs =0.0001
ax=90.7110

[AvakTozLu] = aa + ba [N]+ca [N]2 ba=-0.2732 3.0659 0.9911
ca=0.0003
aa = 87.6580

[ALakTozsuz] = aa +ba [N] + ca [N]2 ba =-0.0944 1.6418 0.9949
ca =0.0001

*Katsayilara ait birimler; ag: (g laktoz/L), bs: (g laktoz/L.(devir/dakika)), cs: (g laktoz/L.(devir/dakika)?),
ay : (birimsiz), bs: (devir/dakika)™, ca: (devir/dakika)?
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Laktoz konsanirasyonunun farkhi Kkaristrici hizlarinda zamana kargilik degisimini
gozlemleyebilmek amaciyla hidroliz iglemi siiresince belli zaman araliklarinda Ornekler
almmugtir. Elde edilen degerler Ek 3, Cizelge E3.1°de verilmis ve $ekil 9.6’da grafiksel olarak
sunulmugtur. Curve Expert 1.3 programi kullanilarak 300 devir/dak karstirici hizinda laktoz
konsantrasyonunun zamana kargilik degisimi i¢in kurulan matematiksel model ve istatistik

veriler Cizelge 9.6’da verilmistir.

50 \\\\
45 S
ol \z\ -
o \ L]
~ 351 e —_ = .
) . '
S 301 -
H \\«
1=
g 254
E
g
E 20 1
8 15 -4
cl
e 10
5 -
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)
® 100 devirdak % 200 devir/dak ¢ 300devir/dak
400 devir/dak 500 devir/dak 600 devir/dak
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Sekil 9.6 Farkli karigtirict hizlari i¢in zamana karsihk elde edilen laktoz konsantrasyon

degerleri (pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.2 ml/L)
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Laktozlu siitteki % enzim aktivitesinin farkli karigtiric1 hizlarinda zamana kargilik degigimini
gozlemleyebilmek amaciyla hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda ornekler
alinmustir. Elde edilen degerler Ek 3, Cizelge E3.2°de verilmis ve Sekil 9.7°de grafiksel olarak
sunulmustur. Curve Expert 1.3 programu kullamlarak 300 devir/dak kanstirict hzinda %
enzim aktivitesinin zamana kargilik degigimi i¢in kurulan matematiksel model ve istatistik

veriler Cizelge 9.6’da verilmistir.
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Sekil 9.7 Laktozlu siitte farkli karigtiric hizlari igin zamana kargilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.2 ml/L)
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Laktozsuz siitteki % enzim aktivitesinin farklh karigtirici hizlarinda zamana kargilik degisimini

gozlemleyebilmek amaciyla hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda Grnekler

alimmustir, Elde edilen degerler Ek 3, Cizelge E3.3’te verilmis ve Sekil 9.8°de grafiksel olarak
sunulmugtur. Curve Expert 1.3 programi kullanilarak 300 devir/dak karistirict hizinda

laktozsuz siitteki enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi igin kurulan matematiksel

model ve istatistik veriler Cizelge 9.6’da verilmistir.
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Sekil 9.8 Laktozsuz siitte farkli karistiric: hizlar igin zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.2 ml/L)
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Cizelge 9.6 300 devir/dak karigtirict hiz1 igin zamana karsilik elde edilen deneysel verilere
uyan matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.2 ml/L)

Matematiksel model Katsayllnr* Standart R’
. sapma
)
ag = 50.3446
[Srakroz] = as + bs.[t] b_i- ~0.7188 0.4811 0.9984
ap = 68.5569
[AvakToziu] = aa . exp(-ba.[t]) +ca  (¥) ba = 0.1641 2.7698 0.9976
ca=30.9590
ap=62.1328
[AvLakTozsuz] = aa . exp(-ba.[t]) +ca () ba =0.0390 3.7241 0.9884
ca = 39.7000

*Katsayilara ait birimler; as: (g laktoz/L), bs: (g laktoz/L.dakika), as: (birimsiz), ba: (dakika)™, c,: (birimsiz)
*Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan gelistirilen model

9.1.3 Enzim konsantrasyonunun enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

Laktozlu siitte enzim konsantrasyonunun enzim aktivitesi ve hidroliz derecesine etkisi
incelenmistir. 250 ml siit, pH 6.7 ve 37 °C sicaklikta, 300 devir/dak karistirict hizi ile 0.1-4
ml/L arasindaki enzim konsantrasyonlar1 i¢in 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi
tutulmus, reaksiyon sonunda laktozlu ve laktozsuz siitteki enzim aktiviteleri ile ortamda kalan
laktoz konsantrasyonlari tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.7°de verilmis ve Sekil
9.9°da grafiksel olarak sunulmustur.
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Cizelge 9.7 Enzim konsantrasyonuna karsilik elde edilen deneysel veriler (pH= 6.7, T= 37 °C,

N=300 devir/dak)

Enzim Kons. Hidroliz Enzim Enzim Laktoz Kons.
e De(:;,c)eSi (Lﬁ‘kkfz:ffﬂm (La?(lt((:iz‘;i::ssiiit) /L)
(%) (%)
0.1 28.42 24.52 52.98 35.79
0.2 41.92 29.37 60.65 29.04
0.3 51.46 33.07 61.31 2427
0.4 62.12 36.24 66.67 18.92
0.5 72.58 41.94 69.10 1871
1.0 83.72 51.94 75:31 8.14
2:0, 86.86 65.92 85.27 6.57
4.0 90.28 87.43 91.69 4.86
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Sekil 9.9 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun enzim

konsantrasyonu ile degigimi (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 300 devir/dak)

Cizelge 9.7 ve Sekil 9.9°da goriildiigii gibi enzim konsantrasyonu artisiyla siitteki hidroliz
derecesinde ve enzim aktivitesinde artis gézlenmektedir. 0.1 ml/L enzim konsantrasyonundaki
hidroliz derecesi yaklasik %28 iken, 1 ml/L enzim konsantrasyonunda yaklagik %84 olmus ve
4 ml/L enzim konsantrasyonu i¢in yaklagik %90 bulunmustur. Diger taraftan, belirtilen enzim
konsantrasyonu arahigi boyunca enzim aktivitesi %25’ten %87’ye (yaklagik 3.5 kat) artrmstir.

Sonug olarak, elde edilen deneysel verilere gére optimum enzim konsantrasyonu 1 ml/L

olarak belirlenmistir.

pB-galactosidase enziminin reaksiyon kogullarma dayanikliligini inceleyebilmek amaciyla,

enzim konsantrasyon deneyleri aym kosullarda laktozsuz siit igin tekrarlanmig ve sonuglar
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Cizelge 9.7°de verilmigtir. Laktozsuz siitte gergeklestirilen deneyler sonucunda enzim
aktivitesinin, laktozlu siitte gergeklestirilen deneylerde oldugu gibi enzim konsantrasyonu ile
arttign Sekil 9.9°da goriilmektedir. Laktozsuz siitteki enzim aktivitesinin daha yiiksek
olmasinin nedeni, hidrolizlenmenin gergeklesmemesi ve dolayisiyla laktoz partikiillerinin

enzimi inaktive etmemesinden kaynaklanmaktadir.

Enzim konsantrasyonunun ortamda kalan laktoz miktari, laktozlu ve laktozsuz siitteki enzim
aktivite degerleri iizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlamlarak
kurulan matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.8’de verilmistir. Bu ¢alisma igin

Curve Expert 1.3 programi kullanilmastir.

Cizelge 9.8 Enzim konsantrasyonuna kargilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel

ifadeler ve istatistik veriler (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 300 devir/dak)

Matematiksel model Katsayilar’ Standart R’
sapma
)

ag = 40.8853

[SLakroz] = as . exp (-bs.[E]) + cs (¥) bs = 2.8371 1.1267 0.9965
Cs = 5.5374
ar =24.7702

[Avaktoziul = aa + ba [E] + ca [ET bs = 28.4616 2.7151 0.9942
ca=-3.2322
ap = 55.3445

[ALakTOZSUZ] = @A + ba [E] +ea [E]Z ba = 23.0884 2.9719 0.9814
ca =-3.5280

*Katsayilara ait birimler; ag: (g laktoz/L), bs: (ml enzim/L)™", cs: (g laktoz/L), a, : (birimsiz), ba: (ml enzim/L)",
ca: (ml enzim/L)™?

*Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan gelistirilen model




Laktoz konsantrasyonunun farkli enzim konsantrasyonlarinda zamana kargihk degisimini
gozlemleyebilmek amaciyla hidroliz iglemi siiresince belli zaman arabklarinda 6rnekler
almmustir. Elde edilen degerler Ek 4, Cizelge E4.1°de verilmis ve Sekil 9.10°da grafiksel
olarak sunulmugtur. Curve Expert 1.3 programm kullanilarak 1 ml/L enzim konsantrasyonunda

laktoz konsantrasyonunun zamana kargilik de@isimi i¢in kurulan matematiksel model ve
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istatistik veriler Cizelge 9.9da verilmistir.
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Sekil 9.10 Farkh enzim konsantrasyonlari i¢in zamana kargilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 300 devir/dak)
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Laktozlu siitteki % enzim aktivitesinin farkli enzim konsantrasyonlarinda zamana kargilik
degisimini gozlemleyebilmek amaciyla hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda
ornekler almmugtir. Elde edilen degerler Ek 4, Cizelge E4.2°de verilmis ve Sekil 9.11°de
grafiksel olarak sunulmugtur. Curve Expert 1.3 programu kullamlarak 1 mVL enzim
konsantrasyonunda % enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel

model ve istatistik veriler Cizelge 9.9°da verilmigtir.
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Sekil 9.11 Laktozlu siitte farkli enzim konsantrasyonlar igin zamana karsilik elde edilen %

enzim aktivite degerleri (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 300 devir/dak)
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Laktozsuz siitteki % enzim aktivitesinin farkli enzim konsantrasyonlarinda zamana karsilik
degisimini gozlemleyebilmek amaciyla hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarmda
ornekler alinmigtir. Elde edilen degerler Ek 4, Cizelge E4.3’te verilmig ve Sekil 9.12°de
grafiksel olarak sunulmustur. Curve Expert 1.3 programn kullamlarak 1 ml/L enzim
konsantrasyonunda laktozsuz siitteki enzim aktivitesinin zamana kargilik degigimi igin

kurulan matematiksel model ve istatistik veriler Cizelge 9.9’da verilmistir.

100
a
_— 2 |
90 - i A
&
80 - +
5
70 - I
B i

2 60 +
:é
A2 S0
«
E 40
=
=
S 304

20 A

10 4

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)
0.1 mVL ¢ 02ml/L A 03ml/L
0.4 ml/L ® 05mlVL ® lml/L
A 2mlL 4ml/L 1 mVL (model)

Sekil 9.12 Laktozsuz siitte farkhi enzim konsantrasyonlar: i¢in zamana karsilik elde edilen %
enzim aktivite degerleri (pH= 6.7, T=37 °C, N= 300 devir/dak)
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Cizelge 9.9 1 ml/L enzim konsantrasyonu i¢in zamana karsilik elde edilen deneysel verilere
uyan matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 300 devir/dak)

Matematiksel model Katsayilar’ Standart R?
sapma
)

as = 44.8049

[Staktoz] = as . exp(-bs.[t]) + cs P) bs = 0.0842 0.5666 0.9995
cs =4.9857
ap =46.3023

[ALakTozLu] = @a . exp(-ba.[t]) +ca  (¥) ba=0.1694 2.0275 0.9972
ca=53.4528
ap = 36.1827

[ALakTozsuz] = aa . exp(-ba.[t]) + ca (F) ba = 0.0470 2.8773 0.9932
ca = 64.9865

*Katsayilara ait birimler; as: (g laktoz/L), bs: (dakika)”, cs: (g laktoz/L), a,: (birimsiz), ba: (dakika)”,
ca: (birimsiz)
¥Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan gelistirilen model
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9.2 Sonikatorde Gergeklestirilen Deneylere Ait Bulgular
9.2.1 Akustik giiciin enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

9.2.1.1 %10 Frekans arahg icin akustik giiciin enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki

etkisi

Akustik giiclin enzim aktivitesi ve hidroliz derecesine etkisini incelemek igin 250 ml siit, pH
6.7 ve %10 frekans arah@inda, 0.4 ml/L enzim ilavesi ile 20-100 watt arasindaki akustik
giigler igin sonikatdr 1 dakika galisip 1 dakika duracak sekilde toplam 30 dakika boyunca
hidroliz islemine tabi tutulmus, reaksiyon sonunda siitteki enzim aktiviteler ile ortamda kalan
laktoz konsantrasyonlar: tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.10°da verilmis ve
Sekil 9.13’te grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 9.10 Akustik giice karsilik elde edilen deneysel veriler (Frekans Araligi= %10,
pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)

Akustik Giig Hidroliz Derecesi Enzim Aktivitesi Laktoz Kons.
(watt) (%) (Laktozlu siit) (g/L)
(%)
20 58.06 38.70 20.97
40 55.14 38.19 22.43
60 49.56 36.57 2522
80 46.04 36.03 26.98
100 42.42 35.17 28.79
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Sekil 9.13 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun akustik gii¢
ile degisimi (Frekans Arahigi= %10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)

Cizelge 9.10 ve Sekil 9.13’te goriildiigii gibi %10 frekans arah@mda akustik gii¢ artisiyla
siitteki hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi azalmaktadir. 20 watt’taki hidroliz derecesi
yaklasik %58 iken akustik giic ile azalarak 100 watt’ta yaklasik %42 olmustur. Diger taraftan,
belirtilen akustik gii¢ araligi boyunca enzim aktivitesi %39’dan %35’¢ (yaklasik %09)
azalmistir. Kullanilan enzim 20 watt akustik gii¢ i¢in yaklagik %61 ve 100 watt akustik giig
i¢in yaklagik %65 oraminda inaktive olmustur. Hidroliz derecesi ve enzim aktivitesindeki bu
diistis akustik giiciin enzim yapismmda bozunmaya neden olduguna baglanmaktadir. Sonug
olarak, elde edilen deneysel verilere gore optimum akustik giic 20 watt olarak belirlenmistir.
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%10 frekans aralifinda akustik giiciin ortamda kalan laktoz miktar1 ve enzim aktivite
degerleri iizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlanilarak kurulan
matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.11°de verilmistir. Bu ¢aliyma i¢in Curve

Expert 1.3 progranu kullanilmugtir.

Cizelge 9.11 Akustik giice karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel ifadeler ve

istatistik veriler (Frekans Araligi= %10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)

Matematiksel model Katsayilar’ Standart R’
sapma
©)
ag = 18.8210
[SrakToz] = as + bs [G] bs =0.1010 0.3370 0.9959
=39.6980
[Avakroziul = aa + ba [G] i:“ oy | 04926 0.9852

*Katsayilara ait birimler; ag: (g laktoz/L), bs: (g laktoz/L.watt), a, : (birimsiz), by: (watt)”
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Laktoz konsantrasyonunun %10 frekans arah@inda farkh akustik giiglerde zamana karsilik
degisimini gozlemleyebilmek amaciyla hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda
ornekler alinmustir. Elde edilen degerler Ek 5, Cizelge E5.1°de verilmis ve Sekil 9.14°te
grafiksel olarak sunulmustur. Curve Expert 1.3 programn kullamlarak 20 watt akustik giicte
laktoz konsantrasyonunun zamana karsilik degigimi igin kurulan matematiksel model ve

istatistik veriler Cizelge 9.12’de verilmistir.
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Sekil 9.14 Farkhi akustik giigler igin zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (Frekans Araligi= %10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)
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% Enzim aktivitesinin %10 frekans arahiginda farkli akustik giiclerde zamana kargilik
degisimini gozlemleyebilmek amaciyla hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda
ornekler alinmgtir. Elde edilen degerler Ek 5, Cizelge E5.2°de verilmis ve Sekil 9.15’te
grafiksel olarak sunulmugtur. Curve Expert 1.3 program: kullamlarak 20 watt akustik giigte %

enzim aktivitesinin zamana karsilik deZigimi i¢in kurulan matematiksel model ve istatistik

veriler Cizelge 9.12°de verilmistir.
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Sekil 9.15 Farkh akustik giigler i¢in zamana kargilik elde edilen % enzim aktivite degerleri
(Frekans Arahigi= %10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)
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Cizelge 9.12 20 watt akustik gii¢ i¢in zamana karsihk elde edilen deneysel verilere uyan
matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (Frekans Araligi= %10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim
Kons.= 0.4 ml/L)

Matematiksel model Katsayllar' Standart R’
sapma
)
ag = 50.5007
[Siakroz] = as + bs [t] + cs [t]l bs =-1.2956 0.6583 0.9987
cs=0.0104
ap = 64.2698
[ALakrozLul = aa . exp(-ba.[t]) +ca (V) ba =0.0925 2.8014 0.9967
ca = 35.8876

*Katsayilara ait birimler; as: (g laktoz/L), bs: (g laktoz/L.dakika), cs: (g laktoz/L.(dakika)?), aa: (birimsiz),
ba: (dakika)™, ca: (birimsiz)
*Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan gelistirilen model

9.2.1.2 %50 Frekans aralig: icin akustik giiciin enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki

etkisi

Akustik giiciin enzim aktivitesi ve hidroliz derecesine etkisini incelemek igin 250 ml siit, pH
6.7 ve %50 frekans arahiginda, 0.4 ml/L enzim ilavesi ile 20-100 watt arasindaki akustik
giigler i¢in sonikator 1 dakika g¢aligip 1 dakika duracak sekilde toplam 30 dakika boyunca
hidroliz iglemine tabi tutulmus, reaksiyon sonunda siitteki enzim aktiviteler ile ortamda kalan
laktoz konsantrasyonlar: tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.13°te verilmis ve

Sekil 9.16°da grafiksel olarak sunulmugtur.

Cizelge 9.13 Akustik giice karsilik elde edilen deneysel veriler (Frekans Araligi= %50,
pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)

Akustik Gii¢ Hidroliz Derecesi Enzim Aktivitesi Laktoz Kons.
(watt) (%) (Laktozlu siit) (/L)
(%)
20 57.30 35.93 21.35
40 51.28 31.03 24.36
60 45.60 29.92 27.20
80 39.38 26.28 30.31
100 35.92 21.01 32.04
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Sekil 9.16 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun akustik gii¢
ile degisimi (Frekans Arah@r= %50, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)

Cizelge 9.13 ve Sekil 9.16’da goriildiigli gibi %50 frekans araliginda akustik gii¢ artigiyla
siitteki hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi azalmaktadir. 20 watt’taki hidroliz derecesi
yaklagik %57 iken akustik gii¢ ile azalarak 100 watt’ta yaklagik %36 olmustur. Diger taraftan,
belirtilen akustik giic araligi boyunca enzim aktivitesi %36’dan %21’e (yaklasik %42)
azalmustir. Kullanilan enzim 20 watt akustik gii¢ i¢in yaklasik %64 ve 100 watt akustik gii¢
i¢in yaklasik %79 oraminda inaktive olmustur. Hidroliz derecesi ve enzim aktivitesindeki bu
diisiis akustik giiciin enzim yapisinda bozunmaya neden olduguna baglanmaktadir. Sonug
olarak, elde edilen deneysel verilere gére optimum akustik gii¢ 20 watt olarak belirlenmistir.
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%50 frekans araliginda akustik giiciin ortamda kalan laktoz miktar1 ve enzim aktivite
degerleri iizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlamlarak kurulan
matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.14’te verilmistir. Bu galigma i¢in Curve

Expert 1.3 programm kullanilmistir.

Cizelge 9.14 Akustik giice karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel ifadeler ve
istatistik veriler (Frekans Araligi= %50, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)

Matematiksel model Katsayllar' Standart R?
sapma
®)
as = 18.8530
[Staktoz] = as + bs [G] b: - 0.1367 0.4410 0.9961
ax=39.2110
[Avakroziu] = aa + ba [G] bi=.0.1730 | 12174 0.9819

*Katsayilara ait birimler; as: (g laktoz/L), bs: (g laktoz/L.watt), a, : (birimsiz), bs: (watt)”
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Laktoz konsantrasyonunun %350 frekans arah@inda farkli akustik giiglerde zamana kargilik
degisimini gozlemleyebilmek amaciyla hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda
ornekler almmugtir. Elde edilen degerler Ek 5, Cizelge E5.3’te verilmis ve Sekil 9.17°de
grafiksel olarak sunulmugtur. Curve Expert 1.3 programm kullanilarak 20 watt akustik giicte

laktoz konsantrasyonunun zamana kargihk degisimi igin kurulan matematiksel model ve

istatistik veriler Cizelge 9.15’te verilmisgtir.
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Sekil 9.17 Farkh akustik giigler igin zamana kargilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (Frekans Araligi= %50, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)
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% Enzim aktivitesinin %50 frekans araliginda farkli akustik giiglerde zamana karsilik
degisimini gozlemleyebilmek amaciyla hidroliz iglemi siiresince belli zaman araliklarinda
ornekler alinmistir. Elde edilen degerler Ek 5, Cizelge E5.4’te verilmis ve Sekil 9.18’de
grafiksel olarak sunulmustur. Curve Expert 1.3 program kullanilarak 20 watt akustik giicte %

enzim aktivitesinin zamana kargilik degisimi i¢in kurulan matematiksel model ve istatistik

veriler Cizelge 9.15°te verilmigtir.
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Sekil 9.18 Farkh akustik giigler i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite degerleri
(Frekans Arahgr= %50, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)
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Cizelge 9.15 20 watt akustik gii¢ i¢in zamana karsilik elde edilen deneysel verilere uyan
matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (Frekans Arahgi= %50, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim
Kons.= 0.4 ml/L)

Matematiksel model Katsayilar® Standart R’
sapma
d)
as =49.5612
[SLaktoz] = as + bs [t] + cs [t]° bs =-0.9321 1.3302 0.9938
cs =0.0011
ap = 62.1072
[ALakTozLu] = aa - exp(-ba.[t]) +ca (¥) ba=0.1635 2.4135 0.9978
ca=37.5920

*Katsayilara ait birimler; as: (g laktoz/L), bs: (g laktoz/L.dakika), cs: (g laktoz/L.(dakika)’), a,: (birimsiz),
ba: (dakika)™, ca: (birimsiz)

*Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan gelistirilen model

9.2.2 % Frekans araliginin enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

9.2.2.1 40 watt akustik gii¢ i¢in % frekans araligimin enzim aktivitesi ve hidroliz

iizerindeki etkisi

% Frekans araligmin enzim aktivitesi ve hidroliz derecesine etkisini incelemek igin 250 ml
stit, pH 6.7 ve 40 watt akustik giigte, 0.4 ml/L enzim ilavesi ile %10-%90 arasindaki %
frekans araliklar1 i¢in sonikator 1 dakika ¢alisip 1 dakika duracak sekilde toplam 30 dakika
boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus, reaksiyon sonunda siitteki enzim aktiviteler ile
ortamda kalan laktoz konsantrasyonlar: tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.16’da

verilmis ve Sekil 9.19°da grafiksel olarak sunulmustur.
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Cizelge 9.16 % Frekans aralifina karsilik elde edilen deneysel veriler (Akustik Giig= 40 watt,
pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)

Frekans Arahg: Hidroliz Derecesi Enzim Aktivitesi Laktoz Kons.
(%) (%) (Laktozlu siit) (g/L)
(%)
10 55.14 38.19 22.43
30 52.54 36.40 23.73
50 51.28 31.03 24.36
70 45.92 25.48 27.04
90 43.72 19.28 28.14
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Sekil 9.19 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun % frekans
araligi ile degisimi (Akustik Giig= 40 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)

Cizelge 9.16 ve Sekil 9.19°da goriildiigii gibi 40 watt akustik giicte % frekans arahig: artisiyla
siitteki hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi azalmaktadir. %10 frekans araligindaki hidroliz
derecesi yaklasik %55 iken % frekans aralifi ile azalarak %90 frekans araliginda yaklagik
%44 olmustur. Diger taraftan, belirtilen % frekans araligi boyunca enzim aktivitesi %38’den
%19’a (yaklagik %50) azalmistir. Kullanilan enzim %10 frekans aralig: igin yaklasik %62 ve
%90 frekans aralig igin yaklagik %81 oraninda inaktive olmustur. Hidroliz derecesi ve enzim
aktivitesindeki bu diisiis % frekans aralii artiginin enzim yapisinda bozunmaya neden
olduguna baglanmaktadir. Sonug olarak, elde edilen deneysel verilere gore optimum frekans
aralif1 %10 olarak belirlenmistir.
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40 watt akustik giicte % frekans araliginin ortamda kalan laktoz miktar1 ve enzim aktivite
degerleri iizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlamlarak kurulan
matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.17°de verilmistir. Bu ¢aligma igin Curve
Expert 1.3 programi kullanilmigtir.

Cizelge 9.17 % Frekans araligmma karsihik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel
ifadeler ve istatistik veriler (Akustik Giig= 40 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4
ml/L)

Matematiksel model Katsayilar® Standart R’
sapma
©®)
ag =21.4575
[Staxroz] = as + bs [F] b= 00737 | 05333 0.9809
= 422610
[AvaxrozLul = aa + ba [F] b=-02437] 15120 0.9859

*Katsayilara ait birimler; as: (g laktoz/L), bs: (g laktoz/L), a, : (birimsiz), ba: (birimsiz)
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Laktoz konsantrasyonunun 40 watt akustik giicte farkli % frekans arabklarinda zamana

karsihk degisimini gozlemleyebilmek amaciyla hidroliz islemi siiresince belli zaman
arahiklarinda 6rnekler alimmugtir. Elde edilen degerler Ek 6, Cizelge E6.1°de verilmis ve Sekil
9.20’de grafiksel olarak sunulmugtur. Curve Expert 1.3 programu kullamlarak %10 frekans

araliginda laktoz konsantrasyonunun zamana karsilik degisimi igin kurulan matematiksel

model ve istatistik veriler Cizelge 9.18’de verilmistir.

Laktoz Konsantrasyonu (g/L)
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Sekil 9.20 Farklh % frekans araliklari i¢in zamana kargilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (Akustik Giig= 40 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)
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% Enzim aktivitesinin 40 watt akustik giigte farkli % frekans araliklarinda zamana kargilik
degisimini gdzlemleyebilmek amaciyla hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda
ornekler alinmigtir. Elde edilen degerler Ek 6, Cizelge E6.2°de verilmis ve Sekil 9.21°de
grafiksel olarak sunulmugtur. Curve Expert 1.3 programi kullanilarak %10 frekans araliginda

% enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel model ve istatistik

veriler Cizelge 9.18de verilmistir.
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Sekil 9.21 Farkh % frekans araliklar: i¢in zamana kargilik elde edilen % enzim aktivite
degerleri (Akustik Giig= 40 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)
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Cizelge 9.18 %10 frekans aralig: i¢in zamana karsilik elde edilen deneysel verilere uyan
matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (Akustik Giig= 40 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim
Kons.= 0.4 ml/L)

Matematiksel model Katsayilar’ Standart R’
sapma
()
as =49.5157
[Stakroz] = as + bs [t] + s [t]? bs =-1.0651 1.0430 0.9959
cs = 0.0065
ap = 62.5404
[ALAKTOZLU] =aa. exp(—bA.[t]) +ex (P ba=0.1095 1.8720 0.9985
ca=36.9037

*Katsayilara ait birimler; as: (g laktoz/L), bs: (g laktoz/L.dakika), cs: (g laktoz/L.(dakika)’), ax: (birimsiz),
ba: (dakika)”, ca: (birimsiz)
*¥Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan gelistirilen model

9.2.2.2 80 watt akustik gii¢ icin % frekans arahifinin enzim aktivitesi ve hidroliz

iizerindeki etkisi

% Frekans arahinin enzim aktivitesi ve hidroliz derecesine etkisini incelemek igin 250 ml
siit, pH 6.7 ve 80 watt akustik giigte, 0.4 ml/L. enzim ilavesi ile %10-%90 arasindaki %
frekans araliklar1 i¢in sonikator 1 dakika caligip 1 dakika duracak sekilde toplam 30 dakika
boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus, reaksiyon sonunda siitteki enzim aktiviteler ile
ortamda kalan laktoz konsantrasyonlar: tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.19°da
verilmis ve Sekil 9.22°de grafiksel olarak sunulmugtur.

Cizelge 9.19 % Frekans araligina kargilik elde edilen deneysel veriler (Akustik Giig= 80 watt,
pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)

Frekans Arahg Hidroliz Derecesi Enzim Aktivitesi Laktoz Kons.
(%) (%) (Laktozlu siit) (g/L)
(%)
10 46.04 36.03 26.98
30 42.38 31.40 28.81
50 39.38 26.28 30.31
70 32.92 2131 33.54
90 30.24 17.02 34.88
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Sekil 9.22 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun % frekans
aralif ile degisimi (Akustik Giig= 80 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)

Cizelge 9.19 ve Sekil 9.22’de goriildiigii gibi 80 watt akustik giigte % frekans arahg1 artisiyla
stitteki hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi azalmaktadir. %10 frekans araligindaki hidroliz
derecesi yaklasik %46 iken % frekans aralif ile azalarak %90 frekans araliginda yaklagik
%30 olmustur. Diger taraftan, belirtilen % frekans aralif1 boyunca enzim aktivitesi %36’dan
%17ye (yaklagik %53) azalmistir. Kullanilan enzim %10 frekans araligi igin yaklagik %64 ve
%90 frekans araligi i¢in yaklagik %83 oraninda inaktive olmustur. Hidroliz derecesi ve enzim
aktivitesindeki bu diisiiy % frekans araligi artismin enzim yapisinda bozunmaya neden
olduguna baglanmaktadir. Sonug olarak, elde edilen deneysel verilere gore optimum frekans

aralig1 %10 olarak belirlenmistir.
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80 watt akustik giigte % frekans araliginin ortamda kalan laktoz miktar1 ve enzim aktivite
degerleri iizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlamilarak kurulan
matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.20’de verilmistir. Bu ¢aligma i¢in Curve
Expert 1.3 program kullamilmugtir.

Cizelge 9.20 % Frekans araligina kargilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel
ifadeler ve istatistik veriler (Akustik Giig= 80 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4
ml/L)

Matematiksel model Katsayilar® Standart R?
sapma
®)
5 =225.7715
[Srakroz] = as + bs [F] f’): ~0.1027 0.4981 0.9913
=38.4355
[Avakroziu] = aa + ba [F] S doace] DR 0.9996

*Katsayilara ait birimler; ag: (g laktoz/L), bs: (g laktoz/L), a, : (birimsiz), bs: (birimsiz)
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Laktoz konsantrasyonunun 80 watt akustik giicte farkli % frekans araliklarinda zamana
kargilik degigimini gbzlemleyebilmek amaciyla hidroliz islemi siiresince belli zaman
araliklarinda 6rnekler alinmustir. Elde edilen degerler Ek 6, Cizelge E6.3’te verilmis ve $ekil
9.23’te grafiksel olarak sunulmugtur. Curve Expert 1.3 programu kullamlarak %10 frekans
araliginda laktoz konsantrasyonunun zamana karsiik degisimi i¢in kurulan matematiksel

model ve istatistik veriler Cizelge 9.21°de verilmigtir.
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] 10
5
0 - . : e :
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)
A %10 Frekans aralig: %30 Frekans aralig
A %350 Frekans arahg: ® %70 Frekans arahgi
® %90 Frekans arahig1 - %10 Frekans araligi (model)

Sekil 9.23 Farkls % frekans araliklar1 i¢in zamana kargilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (Akustik Giig= 80 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)
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% Enzim aktivitesinin 80 watt akustik giigte farkli % frekans araliklarmda zamana kargilik
degisimini gozlemleyebilmek amaciyla hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda
ornekler abnmgtir. Elde edilen degerler Ek 6, Cizelge E6.4’te verilmis ve Sekil 9.24’te
grafiksel olarak sunulmugtur. Curve Expert 1.3 programm kullanilarak %10 frekans arahiginda
% enzim aktivitesinin zamana kargilik degisimi i¢in kurulan matematiksel model ve istatistik

veriler Cizelge 9.21°de verilmistir.
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‘§ 40 - > 4 =
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X 30 1 ® % [
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10 A
0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)
A %10 Frekans arah@ %30 Frekans aralig:
A %50 Frekans arahg: ® %70 Frekans aralig1
® %90 Frekans arahg: ~—% 10 Frekans aralig1 (model)

Sekil 9.24 Farkh % frekans araliklari igin zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite
degerleri (Akustik Giig= 80 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)
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Cizelge 9.21 %10 frekans aralif i¢in zamana karsilik elde edilen deneysel verilere uyan
matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (Akustik Giig= 80 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim
Kons.= 0.4 ml/L)

Matematiksel model Katsayllar' Standart R?
sapma
(3)
as = 50.3581
[Staktoz] = as + bs [t] + cs []® bs = -1.0999 0.4602 0.9990
cs =0.0105
ap = 65.1447
[ALAKTOZLU] =aa. CXp(-bA.[t]) +cA (\P) bA =0.1594 0.6544 0.9999
ca = 34.9689

*Katsayilara ait birimler; as: (g laktoz/L), bs: (g laktoz/L.dakika), cs: (g laktoz/L.(dakika)?), ax: (birimsiz),
ba: (dakika)”, ca: (birimsiz)
¥Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan gelistirilen model

9.2.3 Enzim konsantrasyonunun enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

Enzimatik reaksiyonlarda enzim konsantrasyonu artiginin reaksiyon hizini arttirdig:
bilinmektedir. Enzim konsantrasyonunun enzim aktivitesi ve hidroliz derecesine etkisini
incelemek igin 250 ml siit, pH 6.7 ve %10 frekans araliginda, 20 watt akustik giigte 0.2-2.0
ml/L. arasindaki enzim konsantrasyonlar: igin sonikatér 1 dakika ¢ahsip 1 dakika duracak
sekilde toplam 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus, reaksiyon sonunda siitteki
enzim aktiviteler ile ortamda kalan laktoz konsantrasyonlar: tayin edilmistir. Elde edilen

degerler Cizelge 9.22°de verilmis ve Sekil 9.25°te grafiksel olarak sunulmustur.
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Cizelge 9.22 Enzim konsantrasyonuna kargilik elde edilen deneysel veriler (Frekans Araligi=
%10, Akustik Giig= 20 watt, pH= 6.7, T= 37 °C)

Enzim Kons. Hidroliz Derecesi Enzim Aktivitesi Laktoz Kons.
(ml/L) (%) (Laktozlu siit) (g/L)
(%)

0.2 34.96 30.02 32.52

0.3 42.64 3599 28.68

0.4 58.06 38.70 20.97

0.5 72.42 53.10 13.79

0.75 83.00 68.61 8.50

1.0 89.40 74.99 5.30

2.0 92.60 99.15 3.70
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Enzim Konsantrasyonu (ml/L)

¢ Enzimakt. (laktozlu siit, deneysel) Enzim akt. (laktozlu siit, model)
% Hidroliz derecesi(deneysel) Laktoz kons. (deneysel)

Laktoz kons. (model)

Laktoz Konsantrasyonu (g/L)

Sekil 9.25 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun enzim

konsantrasyonu ile degisimi (Frekans Arahigi= %10, Akustik Giig= 20 watt, pH= 6.7,

T=37°C)

Cizelge 9.22 ve Sekil 9.25’te goriildigii gibi %10 frekans araligi ve 40 watt akustik giicte

enzim konsantrasyonu artisiyla siitteki hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi azalmaktadir. 0.2

ml/L enzim konsantrasyonundaki hidroliz derecesi yaklagik %35 iken, 2 ml/L enzim

konsantrasyonu igin yaklasik %93 bulunmustur. Diger taraftan,  belirtilen enzim

konsantrasyonu aralig1 boyunca enzim aktivitesi %30’dan %99’a (yaklagik 3.3 kat) artmustur.

Sonug olarak, elde edilen deneysel verilere gore optimum enzim konsantrasyonu 1 ml/L

olarak belirlenmistir.
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%10 frekans araligin ve 20 watt akustik giigte enzim konsantrasyonunun ortamda kalan laktoz

miktar1 ve enzim aktivite degerleri iizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden

yararlamlarak kurulan matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.23’te verilmistir.

Bu ¢aligma igin Curve Expert 1.3 programi kullanilmigtir.

Cizelge 9.23 Enzim konsantrasyonuna kargilik elde edilen deneysel verilere uyan

matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (Frekans Arahigi= %10, Akustik Giig= 20 watt,

pH= 6.7, T=37 °C)

Matematiksel model Katsayll‘ar' Standart R’
sapma
()
as = 56.7280
[SLAKTOZ] =as . exXp (-bs[E]) +cs ("Y) bs =.2.9782 1.9032 0.9907
cs =2.8331
ap = 12.1446
[ALAKTOZLU] = Ak bA [E] +ca [E]2 b,\ =87.2184 3.5568 0.9932
ca=-21.8971

*Katsayilara ait birimler; ag: (g laktoz/L), bg: (ml enzim/L)", cs: (g laktoz/L), a, : (birimsiz), bs: (ml enzim/L)",

ca: (ml enzim/L)?

*Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan gelistirilen model
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Laktoz konsantrasyonunun %10 frekans araligi ve 20 watt akustik giicte farkli enzim
konsantrasyonlarinda zamana karsihik degisimini gozlemleyebilmek amaciyla hidroliz islemi
siiresince belli zaman araliklarinda drnekler almmustir. Elde edilen degerler Ek 7, Cizelge
E7.1°de verilmis ve Sekil 9.26’da grafiksel olarak sunulmugstur. Curve Expert 1.3 programi
kullanilarak %10 frekans aralig: ve 20 watt akustik giigte laktoz konsantrasyonunun zamana
karsiik degisimi i¢in kurulan matematiksel model ve istatistik veriler Cizelge 9.24’te

verilmistir.

Laktoz Konsantrasyonu (g/L)

0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)
02mVL ¢ 03ml/L A 04m/L 0.5mV/L.
B 0.75mlVL @ lmlL A 2ml/L —— 1 mVL (model)

Sekil 9.26 Farkli enzim konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz

konsantrasyon degerleri (Frekans Arahigi= %10, Akustik Giig= 20 watt, pH= 6.7, T= 37 °C)
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% Enzim aktivitesinin %10 frekans araligi ve 20 watt akustik giicte farkli enzim

konsantrasyonlarinda zamana karsihk degisimini gzlemleyebilmek amaciyla hidroliz islemi

stiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmugtir. Elde edilen degerler Ek 7, Cizelge

E7.2°de verilmis ve Sekil 9.27°de grafiksel olarak sunulmustur. Curve Expert 1.3 programi

kullanilarak %10 frekans aralifi ve 20 watt akustik giicte % enzim aktivitesinin zamana

kargihk deZigsimi i¢in kurulan matematiksel model ve istatistik veriler Cizelge 9.24’te

verilmigtir.
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Zaman (dakika)
02mVL ¢ 03m/L A 04mlVL 0.5 mV/L
® 0.75mlL ® 1lm/L A 2ml/L 1 ml/L (model)

Sekil 9.27 Farkh enzim konsantrasyonlari i¢in zamana kargilik elde edilen % enzim aktivite

degerleri (Frekans Araligi= %10, Akustik Giig= 20 watt, pH= 6.7, T= 37 °C)
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Cizelge 9.24 1 ml/L enzim konsantrasyonu i¢in zamana karsilik elde edilen deneysel verilere
uyan matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (Frekans Arahgr= %10, Akustik Glic= 20 watt,

pH= 6.7, T=37°C)

Matematiksel model Katsayilar Standart R?
sapma
(%)
as = 46.5573
[Suaxroz] = as . exp(-bs.[th) +cs  (¥) bg = 0.0983 1.2745 0.9979
cs = 3.5596
aa = 75.5424
[AvakTozLU] = @A . exp(-ba.[t) +ca (P) ba=0.0115 3.3163 0.9667
ca=22.8235

*Katsayilara ait birimler; ag: (g laktoz/L), bs: (dakika)', cs: (g laktoz/L), ax: (birimsiz), bs: (dakika)”,
ca: (birimsiz)
¥Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan geligtirilen model

9.3 Enzim Konsantrasyonuna Karsihk Biyoreaktér ve Sonikatorde Gergeklestirilen
Deneylerden Elde Edilen Deneysel Verilerin Kargilagtiriimas

\ Farkli enzim konsantrasyonlarina karsihik biyoreakdr (N= 300 devir/dak) ve sonikatSrde
(Frekans Arahigr= %10, Akustik Giig= 20 watt) gergeklestirilen deneylerden elde edilen
veriler karsilastirilmss ve elde edilen degerler Cizelge 9.25°te verilmistir. 0.5 mVL enzim
konsantrasyonundan daha diigiik enzim konsantrasyonlar1 igin biyoreaktdrdeki hidroliz
derecelerinin daha yiiksek oldugu goézlenmigtir. 0.2 mll. enzim konsantrasyonu igin
biyoreaktordeki hidroliz derecesi yaklagik %42 iken, sonikatérdeki hidroliz derecesi %35°tir.
0.5 ml/L. enzim konsantrasyonu i¢in hem biyoreakttr hem de sonikatdrde hemen hemen aym
hidroliz derecesi elde edilmis olup yaklagik %73°tlir. 0.5 ml/L’den yiiksek enzim
konsantrasyonlarinda ise sonikatdrdeki hidroliz dereceleri daha yliksektir. 2 ml/L. enzim
konsantrasyonu igin biyoreaktordeki hidroliz derecesi yaklasik %87 iken, sonikatdrdeki
hidr;)h'z derecesi %93 olmugtur. Diger taraftan, tlim enzim konsantrasyonlart igin elde edilen
% enzim aktivite degerlerinin sonikatdrde daha yiiksek oldufu goériilmiigtiir. Bu durum,
sonikatSriin enzim aktivitesini arttirict bir etkisinin olmamas: ile agiklanabilir.
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Cizelge 9.25 Biyoreaktérde (N= 300 devir/dak) ve sonikatSrde (Frekans Arahg= %10,
Akustik Giigc= 20 watt) enzim konsantrasyonuna karsilik elde edilen deneysel veriler
kargilagtirilmasi

Enzim Hidroliz Derecesi Enzim Aktivitesi Laktoz Kons.

Kons. (%) (Laktozlu siit) (%) (g/L)

(mVL) Biyoreaktdr | Sonikatdr | BiyoreaktSr | Sonikator | Biyoreaktr | Sonikatdr
0.2 41.92 34.96 29.37 30.02 29.04 32.52
0.3 51.46 42.64 33.07 35.99 24.27 28.68
0.4 62.12 58.06 36.24 38.70 18.92 20.97
0.5 72.58 72.42 41.94 53.10 13.71 13.79
1.0 83.72 89.40 51.94 74.99 8.14 5.30
2.0 86.86 92.60 65.92 99.15 6.57 3.70

0.4 mV/L enzim konsantrasyonda biyoreakdr (N= 300 devir/dak) ve farkli akustik giigler i¢in
sonikatérde (Frekans Araligr= %10) gerceklestirilen deneylerden elde edilen veriler
kargilagtirilmis ve elde edilen degerler Cizelge 9.26’da verilmistir. Hidroliz derecesinin
biyoreaktorde daha yiiksek oldugu g6zlenmistir. Biyoreaktordeki hidroliz derecesi %62 iken,
%10 frekans arahfmda sonikatrde en yiiksek hidroliz derecesi 20 watt akustik giicte elde
edilmis olup yaklagik %58°dir. Buna kargilik, 20 watt akustik glicte sonikatdrdeki enzim
aktivitesi biyoreaktordeki enzim aktivitesine kiyasla %7 daha fazladur.
l

Cizelge 9.26 0.4 ml/L enzim konsantrasyonu igin biyoreaktérden (N= 300 devir/dak) elde
edilen deneysel veriler ile farkli akustik giicler i¢in sonikatérden (Frekans Arahgi= %10) elde
edilen deneysel verilerin karsilastirilmas:

Sonikator
Degerler Biyoreaktor
20 40 60 80 100
(watt) (watt) (watt) (watt) (watt)
Hidroliz Derecesi
(%) 62.12 58.06 55.14 49.56 46.04 42.42
Enzim Aktivitesi
(Laktozlu siit) 36.24 38.70 38.19 36.57 36.03 35.17
(%)
Laktoz Kons.
(;L)"ns 18.92 2097 | 2243 | 2522 | 2698 | 2879
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0.4 ml/L, enzim konsantrasyonda biyoreakér (N= 300 devir/dak) ve farkh % frekans araliklar:
icin sonikatdrde (Akustik Giig= 40 watt) gerceklestirilen deneylerden elde edilen veriler
kargilagtrilmis ve elde edilen degerler Cizelge 9.27°de verilmigtir. Hidroliz derecesinin
biyoreaktorde daha yiliksek oldugu gozlenmistir. Biyoreaktordeki hidroliz derecesi %62 iken,
40 watt akustik giicte sonikatdrde en yiiksek hidroliz derecesi %10 frekans aralifinda elde
edilmis olup yaklagik %55°tir. Buna karsilik, %10 frekans aralifinda sonikatordeki enzim
aktivitesi biyoreaktrdeki enzim aktivitesine kiyasla %38 daha fazladir.

Cizelge 9.27 0.4 ml/L. enzim konsantrasyonu i¢in biyoreaktdrden (N= 300 devir/dak) elde
edilen deneysel veriler ile farklh % frekans araliklari igin sonikatSrden (Akustik Glig= 40
watt) elde edilen deneysel verilerin kargilagtiriimas:

Sonikatdr
Degerler Biyoreaktér
%10 %30 %50 %70 %90
Hidroliz Derecesi
(%) 62.12 55.14 52.54 51.28 45.92 43.72
Enzim Aktivitesi
(Laktozlu siit) 36.24 38.19 36.40 31.03 25.48 19.28
(%)
Laktoz Kons.
(/L) 18.92 22.43 23.73 24.36 27.04 28.14

Boliim 9°da sunulan tiim deneysel caligmalara ait veriler Ek 2, Ek 3, Ek 4, Ek 5, Ek 6 ve Ek
7°de verilmistir.
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10. SONUCLAR ve ONERILER

Bu c¢ahgmada, siitteki laktozun; ticari bir enzim olan Kluyveromyces marxianus kaynakh
B-galactosidase enzimi (iirlin kodu: EC 3.2.1.23) ile biyoreaktSrdeki hidroliz iglemine ait
proses parametrelerinin (sicaklik, kargtici hizi, enzim konsantrasyonu) ve sonikatSrdeki
hidroliz iglemine ait proses parametrelerinin (akustik giig, % frekans aralifi, enzim
konsantrasyonu) hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi tizerindeki etkileri incelenmistir. Elde
edilen sonuclar agafida verilmistir.

A) Biyoreaktérde;

1)

2)

Sicakligm etkisi incelendiginde, 37 °C’ye kadar sicaklik artigiyla siitteki hidroliz
derecesi artarken enzim aktivitesinde dilgiis gdzlenmigir. 10 °C’deki hidroliz derecesi
yaklagik %4 iken sicaklik ile artarak 37 °C’de yaklagik %42 olmugtur. Daha yiiksek
sicakliklarda ise hidroliz derecesinde azalma olmakta ve 55 °C’de hidroliz derecesi
yaklagik %4’e kadar diismektedir. Buna karsilik, belirtilen sicaklik araligi boyunca
enzim aktivitesi %55°ten %5’e (yaklagik %92) azalmigtir. Kullamlan enzim 10 °C igin
yaklasik %45, 37 °C igin %71 ve 55 °C i¢in %95 oranminda inaktive olmugtur. Elde
edilen deneysel verilere gore optimum sicakhik 37 °C olarak belirlenmistir. Deneysel
verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda, ortamda kalan
laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi ile ilgili degerlerin polinom denkleme
uydugu; zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi ile
ilgili degerlerin ise swrasiyla lineer denklem ve Komolprasert ve Ofoli (1991)

tarafindan geligtirilen modele uydugu saptanmugtir.

Kanistiricr hizinin etkisi incelendiginde, 300 devir/dak’a kadar karistiric1 hizi artigiyla
slitteki hidroliz derecesinde artis olurken enzim aktivitesinde diistis gézlenmektedir.
100 devir/dak’daki hidroliz derecesi yaklagik %31 iken karistirici hizi ile artarak 300
devir/dak’da yaklagik %42 olmustur. Daha yiiksek karigtirict hizlarinda ise hidroliz
derecesinde azalma olmakta ve 600 devir/dak’da hidroliz derecesi yaklasik %34’°e
kadar diigmektedir. Buna karsilik belirtilen karigtirici hizi araligi boyunca enzim
aktivitesi %67°den %21°e (yaklagik %68) azalmistir. Kullamlan enzim 100 devir/dak
i¢in yaklagik %33, 300 devir/dak i¢in yaklasik 71 ve 600 devir/dak i¢in yaklagik %79
inaktive olmustur. Elde edilen deneysel verilere gdre optimum karigtiici hizi 300
devir/dak olarak belirlenmistir. Deneysel verilere dayamlarak yapilan matematiksel
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modelleme sonucunda, ortamda kalan laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi ile
ilgili degerlerin polinom denkleme uydugu; zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyonu ve enzim aktivitesi ile ilgili degerlerin ise sirasiyla lineer denklem ve
Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan gelistirilen modele uydugu saptanmstir.

Enzim konmsantrasyonunun etkisi incelendiginde, enzim konsantrasyonu artisiyla
stitteki hidroliz derecesinde ve enzim aktivitesinde artiy gozlenmektedir. 0.1 ml/L
enzim konsantrasyonundaki hidroliz derecesi yaklasik %28 iken, 1ml/l enzim
konsantrasyonunda yaklagik %84 iken, 4 ml/L. enzim konsantrasyonu icin yaklagik
%90 bulunmugtur. Diger taraftan, belirtilen enzim konsantrasyon aralifi boyunca
enzim aktivitesi %25°ten %87’ye (yaklagik 3.5 kat) artmugtir. Elde edilen deneysel
verilere gbre optimum enzim konsantrasyonu 1 ml/L olarak belirlenmigtir. Deneysel
verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda, ortamda kalan
laktoz konsantrasyonu ile ilgili degerlerin Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan
gelistirilen modele ve enzim aktivitesi ile ilgili degerlerin polinom denkleme uydugu;
zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi ile ilgili
degerlerin isc Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan gelistirilen modele uydugu
saptanmugtir.

Optimum kosullar olan, 37 °C sicaklik, 300 devir/dak karigtirici hizi ve 1 ml/L enzim
konsantrasyonunda hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi igin elde edilen degerler
srasiyla yaklagik %84 ve %52°dir. L

B) Sonikatérde;

1y

Akustik giiclin etkisi incelendiginde, hem %10 frekans arahifinda hem de %50 frekans
araliginda akustik gii¢ artigiyla siitteki hidroliz derecesi ve enzim aktivitesinin azaldigi

gbzlenmigtir.

%10 frekans araligimda 20 watt’taki hidroliz derecesi yaklagik %58 iken akustik giic
ile azalarak 100 watt’ta yaklasik %42 olmustur. Diger taraftan, belirtilen akustik gli¢
aralig1 boyunca enzim aktivitesi %39°dan %35’e (yaklagik %9) azalmustir. Kullanilan
enzim 20 watt akustik gii¢ igin yaklagik %61 ve 100 watt akustik gii¢c i¢in yaklagik
%65 oraninda inaktive olmustur.
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%350 frekans arahi@inda 20 watt’taki hidroliz derecesi yaklagik %57 iken akustik gii¢
ile azalarak 100 watt’ta yaklagik %36 olmugtur. Diger taraftan, belirtilen akustik giic
arahf1 boyunca enzim aktivitesi %36’dan %21°e (yaklagik %42) azalmigtir. Kullanilan
enzim 20 watt akustik gii¢ i¢in yaklagik %64 ve 100 watt akustik gili¢ icin yaklagik
%79 oraninda inaktive olmugtur.

Sonu¢ olarak, hem %10 frekans aralifs hem de %50 frekans aralif icin elde edilen
deneysel verilere gre optimum akustik giic 20 watt olarak belirlenmigtir. Deneysel
verilere dayamlarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda, ortamda kalan
laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi ile ilgili degerlerin lineer denkleme uydugu;
zamana karsilk elde edilen laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi ile ilgili
degerlerin ise sirasiyla polinom modele ve Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan

gelistirilen modele uydugu saptanmagtir.

% Frekans araliginin etkisi incelendiginde, hem 40 watt akustik giicte hem de 80 watt
akustik giicte % frekans aralif: artigiyla siitteki hidroliz derecesi ve enzim aktivitesinin

azaldig1 g6zlenmigtir.

40 watt akustik giicte %10 frekans aralifindaki hidroliz derecesi yaklasik %55 iken %
frekans aralif: ile azalarak %90 frekans araliginda yaklasik %44 olmustur. Diger
taraftan, belirtilen % frekans aralifi boyunca enzim aktivitesi %38’den %19’a
(yaklasik %50). azalmistr. Kullamlan enzim %10 frekans araligi icin yaklagik %62 ve
%90 frekans aralifi igin yaklagik %81 oraninda inaktive olmugtur.

80 watt akustik giicte %10 frekans araligindaki hidroliz derecesi yaklagik %46 iken %
frekans aralif: ile azalarak %90 frekans arahginda yaklagik %30 olmustur. Diger
taraftan, belirtilen % frekans aralii boyunca enzim aktivitesi %36’dan %17’ye
(yaklasik %53) azalmigtir. Kullanilan enzim %10 frekans arahifi igin yaklagik %64 ve
%90 frekans aralig; i¢in yaklagik %83 oraninda inaktive olmustur.

Sonug olarak, hem 40 watt akustik glic hem de 80 watt akustik gii¢ i¢in elde edilen
deneysel verilere gére optimum frekans araligi %10 olarak belirlenmigtir. Deneysel
verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda, ortamda kalan

laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi ile ilgili degerlerin lineer denkleme uydugu;
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zamana kargihk elde edilen laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi ile ilgili
degerlerin ise swrastyla polinom modele ve Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan

gelistirilen modele uydugu saptanmigtir.

Akustik gii¢ ile % frekans aralifinin laktoz hidrolizi tizerindeki etkileri incelendiginde
% frekans araligmin laktoz hidroliz prosesi i¢in daha etkili oldugu belirlenmigtir.

Enzim konsantrasyonunun etkisi incelendiginde, %10 frekans aralifr ve 40 watt
akustik giicte enzim konsantrasyonu artigiyla siitteki hidroliz derecesi ve enzim
aktivitesinin azaldif: gozlenmigtir. 0.2 ml/l. enzim konsantrasyonundaki hidroliz
derecesi yaklagik %35 iken, 2 ml/I. enzim konsantrasyonu i¢in yaklagik %93
bulunmustur. Diger taraftan, belirtilen enzim konsantrasyon aralifi boyunca enzim
aktivitesi %30°dan %99’a (yaklagik 3.3 kat) artmistir. Elde edilen deneysel verilere
gbre optimum enzim konsantrasyonu 1 ml/I. olarak belirlenmigtir. Deneysel verilere
dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda, ortamda kalan laktoz
konsantrasyonu ile ilgili degerlerin Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan
gelistirilen modele ve enzim aktivitesi ile ilgili degerlerin polinom denkleme uydugu;
zamana karsihk elde edilen laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi ile ilgili
degerlerin ise Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan geligtirilen modele uydugu
saptanmstir.

Optimum kosullar olan, %10 frekans araligi, 20 watt akustik giic ve 1 mVL enzim
konsantrasyonunda hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi i¢in elde edilen degerler
strasiyla yaklagik %89 ve %75°tir.

C) Biyoreaktor ve sonikatdr verileri kargilastinldiginda;

1)

% Hidroliz derecelerine ait elde edilen veriler incelendiginde; 0.5 ml/L enzim
konsantrasyonundan daha diigiik enzim konsantrasyonlar i¢in biyoreaktrdeki hidroliz
derecelerinin sonikattrdekilere kiyasla daha yiksek oldugu gézlenmistir. 0.2 mi/L
enzim konsantrasyonu igin biyoreaktSrdeki hidroliz derecesi yaklagik %42 iken,
sonikatérdeki hidroliz derecesi %35°tir. 0.5 ml/L enzim konsantrasyonu icin hem
biyoreaktdr hem de sonikatérde hemen hemen ayni hidroliz derecesi elde edilmis olup
yaklagtk %73°tir. 0.5 ml/L enzim konsantrasyonundan daha yiiksek enzim
konsantrasyonlarinda ise sonikatrdeki hidroliz dereceleri daha yiiksektir. 2 ml/L
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enzim konsantrasyonu igin biyoreakt6rdeki hidroliz derecesi yaklagik %89 iken,
sonikat6rdeki hidroliz derecesi %93 olmugtur.

2) % Enzim aktivitelerine ait elde edilen veriler incelendiginde; 0.5 ml/L enzim
konsantrasyonundan daha diislik enzim konsantrasyonlar1 igin hem biyoreaktGrden
hem de sonikatdrden elde edilen % enzim aktivite degerleri hemen hemen aymdir.
Ancak, 0.5 mVL enzim konsantrasyonundan daba yiiksek enzim konsantrasyonlari
icin elde edilen % enzim aktivite de@erlerinin sonikatérde daha yikksek oldugu
gorillmiigtiir. Bu durum, sonikasyon igleminin enzim aktivitesini arttiric: bir etkisinin
olmasi ile agiklanabilir.

Sonug olarak, biyoreaktore ait optimum kosullardaki % hidroliz derecesi ve % enzim
aktivitesi icin elde edilen degerler sirasiyla yaklagik %84 ve %52 bulunurken; sonikatore ait
optimum kosullardaki % hidroliz derecesi ve % enzim aktivitesi i¢in elde edilen degerler
sirastyla yaklagik %89 ve %75 bulunmugtur. Dolayist ile, sonikatérden elde edilen % hidroliz
derecesi ve % enzim aktivitesinin biyoreaktdrden elde edilen % hidroliz derecesi ve % enzim
aktivitesinden sirasiyla, yaklagik %7 ve %44 daha fazla oldugu gozlenmistir. Bu nedenle,
siitteki laktozun Kluyveromyces marxianus kaynakh P-galactosidase enzimi ile hidrolizi i¢in
sonikasyon isleminin uygulanmasinin kesikli biyoreaktére kiyasla daha verimli bir proses

oldugu tespit edilmistir.

Bundan sonraki ¢aligmalarda, siitteki laktozun hidrolizi ile ilgili sonikasyon proses veriminin
arttirlabilmesi i¢in agagida siralanan fakt6rler incelenebilir:

. Farkl kaynakli B—galactosidase enzimleri

) Immobilize edilmis B~galactosidase enzimleri

. Farkli hacimlerin etkisi

. Farkl sonikat6r uglarmn hidroliz reaksiyonuna etkisi
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Ek 1. Asinn enzim ilavesi ile elde edilen laktozsuz SEK marka siit ile Pinar marka

laktozsuz siite ait deneysel veriler

Cizelge E1.1 Laboratuar kogsullarinda agir1 enzim ilavesi ile laktozu pargalanmig SEK marka
siit ve Pinar marka laktozsuz siit i¢in 0.2 ml/L ve 1 ml/L. enzim konsantrasyonlarinda zamana
karsilik elde edilen % enzim aktivite degerleri (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 300 devir/dak)

Enzim .Aktivitesi
Zaman
(dakika) 0.2 mV/L enzim kons. 1 mV/L enzim kons.
SEK Siit’ Pmar Sit™ SEK Siit’ Pmar Siit™
0 100 100 100 100
59.11 58.86 72.36 72.99
10 46.10 46.74 62.54 60.48
20 35.32 33.27 56.94 56.17
30 29.37 28.51 51.94 51.83

*Laboratuar kogullarnda agir1 enzim ilavesi ile laktozu pargalanmig SEK marka siit

**Piyasadan satin alman Pmar marka laktozsuz siit
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EKk 2. Biyoreaktdrde sicakhk etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E2.1 Farkh sicakliklar i¢in zamana kargilik elde edilen laktoz konsantrasyon degerleri
(pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 0.2 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu

Zaman (/L)
(dakika) | 10 15 20 25 30 35 37 40 45 50 55
COCO|CO|CO|CO|CO]|CC|CO|CO|CO|CO
0 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
49.39 | 49.43 | 48.39 | 47.06 | 46.58 | 46.47 | 47.31 | 45.53 | 45.29 | 44.36 | 48.37
10 49.20 | 48.61 | 46.78 | 45.49 | 44.90 | 43.45 | 42.82 | 41.74 | 41.92 | 42.23 | 48.16
15 48.99 | 47.64 | 45.60 | 44.34 | 41.80 | 40.72 | 39.81 | 38.11 | 40.18 | 40.02 | 48.10
20 48.78 | 47.39 | 44.59 | 43.36 | 40.41 | 37.86 | 36.23 | 35.47 | 36.27 | 38.24 | 48.04
25 48.36 ] 46.97 | 43.10 | 41.91 | 38.04 } 35.22 | 31.73 1 32.17 | 34.31 | 38.01 | 48.04
30 48.10 § 46.00 | 42.08 | 37.83 | 34.22 | 30.44 | 29.04 | 28.89 | 31.33 | 36.17 | 47.93
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Cizelge E2.2 Laktozlu siitte farkh sicakliklar i¢in 2amana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 0.2 ml/L)

Enzim Aktivitesi
Zaman (%)

(dakika) | 10 | 15 | 20 | 25 [ 30 | 35 | 37 | 40 | 45 | 50 | 55
CO|CO|CO|[CO|CO|CO|CO|CO|CO|CO|CO

0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

5 71.77 1 62.15 1 60.19 | 59.75 | 59.46 | 59.37 | 59.11 | 58.01 | 51.66 | 43.92 | 41.29

10 59.37 [ 50.52 | 50.31 | 49.78 | 48.46 | 47.13 | 46.10 | 38.86 | 33.36 | 31.08 | 22.52

20 56.99 | 46.10 | 41.25 | 38.27 | 37.51 | 36.63 | 35.32 | 30.87 | 26.54 | 20.95 | 9.92

30 54.88 | 44.08 | 37.81 | 34.75 | 33.06 | 30.73 | 29.37 | 27.49 ] 23.70 | 17.57 | 4.56

Cizelge E2.3 Laktozsuz siitte farkh sicakliklar i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 0.2 ml/L)

Enzim Aktivitesi
Zaman (%)

(dakika) [ 20 | 15 | 20 | 25 | 30 | 35 | 37 | 40 | 45 | 50 | 58
COCO|CO|CO|[CO|CO|CO|CO|CO|CO|CO

0 100 | 100 | 100 | 100 { 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

95.69 | 96.06 | 95.64 | 95.28 | 95.14 1 94.53 | 94.11 | 89.57 | 71.90 | 56.95 | 45.54

10 90.66 | 90.05 | 90.78 | 87.01 | 86.71 | 84.65 | 81.97 | 73.11 | 55.85 | 45.81 | 27.57

20 82.53 1 82.21 | 78.07 | 73.94 | 72.57 | 70.26 | 64.90 | 62.44 | 45.87 | 37.48 | 22.84

30 72.25 | 69.05 | 66.70 | 65.95 | 63.23 | 60.82 | 60.65 | 58.55 | 44.40 | 28.49 | 14.54
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Ek 3. Biyoreaktdrde kangtiric: hizinm etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizélge E3.1 Farkli kanigtiric1 hizlan igin zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.2 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu
Zaman (g/L)
(dakika) 100 200 300 400 500 600
(devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak)

0 50 50 50 50 50 50
5 46.54 45.01 47.31 47.44 46.06 46.05
10 42.22 41.88 42.82 43.83 42.16 42.79
15 41.19 37.39 39.81 37.99 38.20 41.82
20 38.76 34.66 36.23 34.12 35.03 36.69
25 37.29 34.68 31.73 31.39 32.69 36.30
30 34.26 30.69 29.04 29.66 31.18 33.07
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Cizelge E3.2 Laktozlu siitte farkh karigtiric1 hizlar: i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.2 ml/L)

Enzim Aktivitesi
Zaman (%)
(dakika) 100 200 300 400 500 600
(devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak)

0 100 100 100 100 100 100
90.46 76.84 59.11 56.87 54.93 53.04
10 82.57 67.94 46.10 43.13 41.14 38.83
20 74.27 54.42 35.32 31.91 28.69 26.85
30 67.22 46.24 29.37 26.34 23.63 21.30

Cizelge E3.3 Laktozsuz siitte farkli karigtirici hizlan i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.2 ml/L)

Enzim Aktivitesi
Zaman (%)
(dakika) 100 200 300 400 500 600
(devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak)
0 100 100 100 100 100 100
91.73 93.71 94.11 88.78 86.78 84.29
10 86.67 81.36 81.97 81.36 78.74 74.55
20 82.93 74.25 64.90 66.93 60.54 61.63
30 78.67 71.10 60.65 57.71 50.57 44.76
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Ek 4. Biyoreaktorde enzim konsantrasyonunun etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E4.1 Farkli enzim konsantrasyonlar: i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 300 devir/dak)

Laktoz Konsantrasyonu
Zaman (/L)
(dakika) | 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 1 2 4
(mVL) | mVL) | (mVL) | (mVL) | (mVL) { (m/L) | (mVL) | (ml/L)
50 50 50 50 50 50 50 50

46.82 47.31 46.10 41.87 41.62 33.80 29.83 19.03

10 45.24 42.82 41.92 35.82 34.82 24.56 | 19.58 8.13

15 44.64 39.81 35.93 31.29 28.81 18.01 12.48 7.04

20 40.56 36.23 31.49 28.30 24.50 12.90 9.92 6.27

25 40.06 31.73 27.85 24.39 20.02 11.03 8.15 5.90

30 35.79 29.04 24.27 18.92 13.71 8.14 6.57 4.86
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Cizelge E4.2 Laktozlu siitte farkli enzim konsantrasyonlar: igin zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (pH= 6.7, T=37 °C, N= 300 devir/dak)

Enzim Aktivitesi
Zaman (%)
(dakika) 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 1 2 4
(mVL) | (mVL) | (mVL) | (mVL) | (mVL) | (ml/L) | (mVL) | (mVL)
0 100 100 100 100 100 100 100 100
5 54.13 59.11 64.33 66.01 66.27 72.36 79.19 95.41
10 39.48 46.10 48.52 51.43 52.75 62.54 71.22 92.90
20 31.07 35.32 37.52 40.63 43.73 56.94 66.98 89.20
30 24.52 29.37 33.07 36.24 41.94 51.94 65.92 87.43

Cizelge E4.3 Laktozsuz siitte farkli enzim konsantrasyonlar igin zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 300 devir/dak)

Enzim Aktivitesi
Zaman (%)
(dakika) 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 1 2 4
(mlL) | m/L) | (mVL) | (mVL) | (m/L) | (mVL) | (mVL) | (mVL)
0 100 100 100 100 100 | 100 100 100
89.39 94.11 94.21 95.32 93.97 95.44 98.28 99.67
10 85.71 81.97 82.08 88.08 86.65 88.42 94.84 95.90
20 72.79 64.90 70.65 71.95 79.15 76.14 90.65 93.57
30 52.98 60.65 61.31 66.67 69.10 75.31 85.27 91.69




Ek 5. Sonikatérde akustik giiciin etkisinin incelendigi deneylere ait veriler
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Gizelge ES.1 Farkh akustik giigler igin zamana karsiik elde edilen laktoz konsantrasyon

degerleri (Frekans Araligi= %10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)

Laktoz Konshntrasyonu
Zaman (/L)
(dakika) 20 40 60 80 100
(watt) (watt) (watt) (watt) (watt)
0 50 50 50 50 50
45.17 44.17 45.17 45.55 46.68
10 38.59 38.75 40.04 40.86 41.73
15 33.16 34.58 3543 35.69 37.28
20 28.17 31.29 32.50 32.51 35.28
25 25.16 28.41 28.73 29.29 31.96
30 20.97 22.43 25.22 26.98 28.79

Cizelge E5.2 Farkl: akustik giigler i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite degerleri
(Frekans Araligr= %10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 mU/L)

Enzim Aktivitesi
Zaman (%)

(dakika) 20 40 60 80 160
(watt) (watt) (watt) (watt) (watt)

0 100 100 100 100 100
77.66 71.33 69.52 64.78 62.82
10 58.91 58.92 50.04 47.83 42.56
20 48.54 45.06 38.13 37.17 36.48
30 38.70 38.19 36.57 36.03 35.17
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Cizelge ES5.3 Farkh akustik giigler igin zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (Frekans Arahgr= %50, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu
Zaman ' (g/L)
(dakika) 20 40 60 80 100
(watt) (watt) (watt) (watt) (watt)
0 50 50 50 50 50

44.75 44.46 45.56 45.85 46.38
10 40.06 40.81 41.54 41.71 43.43
15 34.56 37.53 38.65 39.11 40.05
20 32.03 31.94 36.24 36.60 37.42
25 28.73 28.66 31.92 32.53 34.98
30 21.35 24.36 27.20 ' 30.31 32.04

Cizelge ES5.4 Farkli akustik glicler i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite degerleri
(Frekans Araligi= %50, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)

Enzim Aktivitesi
Zaman (%) .

(dakika) 20 40 60 80 100
(watt) (watt) (watt) (watt) (watt)

0 100 100 100 100 100
5 63.91 54.69 50.42 47.51 44.76
10 50.27 48.58 42.08 35.07 33.01
20 42.30 38.83 35.53 29.47 28.37
30 35.93 31.03 29.92 26.28 21.01
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EK 6. Sonikatbrde % frekans araligmm etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E6.1 Farkh % frekans araliklar i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
- degerleri (Akustik Giig= 40 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)

Laktoz Konsantrasyenu
Zaman /L)
| @aldka) |9 %30 %50 %70 %90
50 50 50 50 50

44.17 44.83 44.46 45.05 45 44

10 38.75 40.60 40.81 41.66 42.56

15 34,58 35.48 37.53 37.72 38.46

20 31.29 31.62 31.94 32.11 33.37

25 28.41 28.64 28.66 29.49 31.41

30 22.43 23.73 24.36 27.04 28.14

Cizelge E6.2 Farkli % frekans araliklar: i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite
degerleri (Akustik Giig= 40 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)

Enzim Aktivitesi
Zaman (%)

(dakika) %10 %30 %50 %70 %90
0 100 100 100 100 100
71.33 59.17 54.69 52.04 50,83
10 58.92 48.97 4858 43.31 35.87
20 45.06 40.58 38.83 32.93 27.70
30 38.19 36.40 31.03 25.48 19.28
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Cizelge E6.3 Farkli % frekans araliklar i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (Akustik Giig= 80 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu
Zaman (g/L)
(dakika) %10 %30 %50 %70 %90
0 50 50 50 50 50
45.55 46.50 45.85 46.70 47.10
10 40.86 41.63 41.71 42.97 43.32
15 35.69 38.83 39.11 39.61 41.05
20 32.51 35.78 36.60 37.04 38.20
25 29.29 32.36 32.53 34.60 35.82
30 26.98 28.81 30.31 33.54 34.88

Cizelge E6.4 Farkli % frekans araliklan igin zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite
degerleri (Akustik Giig= 80 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 0.4 ml/L)

Enzim Aktivitesi

Zaman (%)

(dakika) %10 %30 %50 %70 %90
0 100 100 100 100 100
5 64.78 50.42 47.51 41.09 38.05
10 47.83 39.93 35.07 34.96 29.99
20 37.17 33.85 29.47 27.02 21.31
30 36.03 31.40 26.28 21.31 17.02




124

Ek 7. Sonikatirde enzim konsantrasyonunun etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E7.1 Farkli enzim konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsilk elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (Frekans Arahigr= %10, Akustik Giig= 20 watt, pH= 6.7, T=37 °C)

Laktoz Konsantrasyonu
Zaman (L)
(dakika) 0.2 0.3 0.4 0.5 0.75 1 2
(mVL) (ml/L) (ml/L) (ml/L) (mV/L) (ml/L) (ml/L)
50 50 50 50 50 50 50
47.64 47.16 45.77 45.17 34.08 32.94 29.37
10 44.03 43.32 41.59 38.71 27.78 19.03 14.42
15 40.83 39.60 33.16 30.41 21.97 15.19 10.45
20 38.01 36.45 28.17 23.32 14.86 10.66 7.57
25 35.11 33.85 25.16 18.16 12.55 7.85 5.46
30 32.52 28.68 20.97 13.79 8.50 5.30 3.70

Cizelge E7.2 Farkli enzim konsantrasyonlar: i¢in zamana kargilik elde edilen % enzim aktivite
degerleri (Frekans Araligi= %10, Akustik Gii¢g= 20 watt, pH= 6.7, T= 37 °C)

Enzim Aktivitesi
Zaman (%)
(dakika) 0.2 6.3 0.4 0.5 0.75 1 2
(ml/L) (mV/L) (mVL) (mV/L) (ml/L) (ml/L) (ml/L)
0 100 100 100 100 100 100 100
50.10 56.70 67.66 70.74 77.92 92.41 99.86
10 41.38 44.51 58.91 64.61 72.71 88.19 99.86
20 36.31 40.41 48.54 60.34 70.19 86.11 99.57
30 30.02 35.99 38.70 53.10 68.61 74.99 99.15
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