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SIMGE LiSTESI

[Cro] t=0 anindaki laktoz konsantrasyonu, g/L
[CL] Islem sonunda ortamda kalan laktoz konsantrasyonu, g/L
[MpakToz] Laktozun molekiil agirligi, 342.32 g/mol
[

Matrikoz] Glikozun molekiil agirligi, 180.17 g/mol

Cq Islem sonunda olusan glikozun absorbans degeri
Cst Standart ¢ozeltisinin absorbans degeri

f Seyreltme faktorii

[H] % Hidroliz derecesi

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

[Ai] Islem sonundaki ONP nin absorbans degeri

[A] % Enzim aktivitesi

T Sicaklik, °C

N Karistiricinin bir dakikadaki devir sayisi, devir/dak
[E] Enzim konsantrasyonu, ml/L

t Zaman, dakika

(1] Viskozite, cPoise

[G]] Gliserin miktar1, hacim/hacim

[H] Hidrolizat miktar1, hacim/hacim

[G] Glikoz konsantrasyonu, g/L

[Ga] Galaktoz konsantrasyonu, g/L

[P] Akustik gii¢, watt

[FA] % Frekans araligi

) Standart sapma

R’ Regresyon katsayisi

vi



KISALTMA LISTESI

ONPG
ONP
Hz
kDa
BOI
KOI

Ortho-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside
Orto-nitrophenol

Hertz

Kilodalton

Biyokimyasal Oksijen Ihtiyaci

Kimyasal Oksijen Ihtiyac1
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OZET

Laktoz, siit ve siit liriinlerinde (peynir alt1 suyu vb.) bulunan bir karbonhidrattir. Laktoz kendi
hidroliz iiriinleri olan glikoz ve galaktoza kiyasla daha az tatliliga ve ¢oziiniirliige sahiptir.
Ayrica, higroskopik bir seker olmasi nedeniyle aroma ve kokular1 adsorblamaya yatkindir.
Bunlara ek olarak, bircok kisi, viicudundaki B-galaktozidaz enziminin eksikligi ya da
inaktifligi nedeniyle laktozu sindirememektedir. Bu nedenle, tiikettikleri besinler laktoz
igeriyorsa gaz, agri, ishal gibi saglik sorunlar1 yasamaktadirlar. Laktoz hidrolizi, dondurma ve
diger siit Uriinlerinin iiretim proseslerinin gelistirilmesi ile yeni gida katkilarinin elde
edilmesini, enerji maliyetlerinin diismesini ve laktozun kristalli yapisindan kaynaklanan
kumsu dokunun engellenmesini saglamasi agisindan olduk¢a O©nemlidir. Laktozun
hidrolizlenmesinde asidik ve enzimatik olmak iizere iki yontem kullanilmaktadir. Enzimatik
hidrolizde B-galaktozidaz enzimi kullanilir. Bu enzim dogada; mikroorganizmalarda, bitkisel
ve hayvansal yapilarda bulunmaktadir.

Bu calismada, peynir alti suyundan elde edilen laktoz Kluyveromyces marxianus kaynakli
B-galaktozidaz ile hidroliz islemine tabi tutulmustur. Laktoz hidrolizi deneyleri 250 ml 25
mM fosfat tampon ¢ozeltisi igerisinde dnce Gallenkamp marka modiiler biyoreaktorde, daha
sonra Bandelin Sonopuls marka sonikatérde gergeklestirilmistir. Biyoreaktérde; zamana
karsilik laktoz konsantrasyonu (g/L), hidroliz derecesi (%) ve enzim aktivitesi (%)
degerlerinin, biyoreaktorde; baslangic¢ laktoz konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, sicaklik,
pH, karistirict hizi, viskozite, hidrolizat miktari, glikoz konsantrasyonu, galaktoz
konsantrasyonu ve ¢esitli iyon (Mg®", Mn*" ve Ca®") konsantrasyonlar: ile degisimleri,
sonikatorde; ise akustik glic, % frekans aralift ve reaksiyon hacmi ile degisimleri
incelenmistir. Ayrica, laktoz konsantrasyonu ve % enzim aktivite degerlerine ait elde edilen
deneysel veriler kullanilarak ilgili matematiksel modeller kurulmustur. Yapilan deneyler
sonucunda, hidroliz derecesinin ve enzim aktivitesinin, incelenen her bir parametre i¢in
farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Laktoz hidrolizi, B-Galaktozidaz, biyoreaktor, sonikatér, modelleme,
proses degiskenleri
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ABSTRACT

Lactose is the dominant carbohyrate in milk and dairy products (such as whey). 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. Moreover, due to a lack or inactivity of the intestinal -galactosidase
enzyme, 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. The hydrolysis of this
sugar is very attractive towards the improvement of processes for the production of
refrigerated dairy products (such as, ice cream). It would also be very interesting for the
development of additives for animal and human alimentation, reducing costs in energy and
avoidance of the sandy texture due to the crystals of lactose. Hydrolysis of lactose can be
performed either by acids or by enzymatic treatment. 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.

In the present study, lactose recovered from whey is hydrolyzed with -galactosidase enzyme
which is produced from Kluyveromyces marxianus. Both the Gallenkamp Modular Bioreactor
System and Bandelin Sonopuls Sonicator were used for the lactose hydrolysis experiments.
The hydrolysis reactions were carried out in 250 ml of 25 mM phosphate buffer solution. In
the modular bioreactor system, the amount of lactose concentration (g/L), the degrees of
lactose hydrolysis (%) and enzyme activity (%) against time were investigated versus initial
lactose concentration, enzyme concentration, temperature, pH, impeller speed, viscosity,
amount of hydrolysate added, glucose concentration, galactose concentration and different ion
(Mg*", Mn*" and Ca”") concentration;in the sonicator those values were investigated versus
acoustic power, duty cycle and reaction volume. Beside of this; the mathematical models,
which represent the residual lactose concentration and residual enzyme activity, depending on
the operating conditions were also derived by using the experimental data. An evaluation of
the experimental data showed that hydrolysis degree of lactose and residual B-galactosidase
activity were different for each set of the conditions applied.

Keywords: Lactose hydrolysis, B-galactosidase, bioreactor, sonicator, modelling, process
variables
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1. GIRiS

Biyoteknoloji, canli organizmalarin yapisal 6zelliklerinin degistirilmesini ve gelistirilmesini
saglayan tekniklerin timi olarak tanimlanir. Biyoteknolojinin son yillardaki gelisimi ile
biyolojik organizmalarin, sistemlerin ve proseslerin endiistride kullanimi hiz kazanmistir.
Ozellikle son ceyrek yiizyilda ¢evre ve insan saghgmin on plana ¢ikmasiyla, enzimlerden
teknolojide daha iyi yararlanilma yollar1 aranmis ve Onemli basarilar elde edilmistir. Bu
nedenle; verimlilikleri, secicilikleri, 1liml1 kosullar altinda calisabilmeleri, istenmeyen {iriin
olusumunu biiyiik Olclide azaltabilmeleri ve ¢evre dostu olmalari nedeniyle biyolojik
katalizorler olarak adlandirilan enzimlerin kullanimi artmistir. Kimyasal katalizorlerden daha
etkili olmalar1, biyolojik olarak parcalanmalar1 ve diisiik maliyetli prosesler gerektirmeleri,

kullanict i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir.

Enzimlerin gida endiistrisinde kullanimi1 oldukga eskidir. Enzimler basta gida sektorii olmak
lizere tarim, deterjan, tekstil, kimya gibi endiistriyel alanlar ve biyokimya, molekiiler biyoloji,
bakteriyoloji, genetik, farmakoloji, tip, miithendislik gibi bilim dallar1 i¢in biiyiik bir dnem

tasimaktadir.

Biyoreaktorlerde mikrobiyolojik, bitki ve hayvan hiicrelerindeki metabolik verimliligin
artmasi biyoteknolojik proseslere ekonomik yararlar saglamaktadir. Ayrica, sonikasyon
isleminin kullanimi, biyolojik katalizorlerin ve proseslerin verimliligini biiyiikk 6l¢iide

arttirmaktadir.

Gida endiistrisinde onemli paya sahip olan siit ve siit iiriinleri endiistrisinin en 6nemli atig1
peynir altt suyudur. Peynir alt1 suyu; peynir liretimi sirasinda, siitiin peynir mayasi yardimiyla
kazeinin ¢oktiiriilmesi veya asitlendirme yoluyla pihtilagtirllmasindan sonra izlenen siizme
islemi sonucunda arta kalan bir yan {riindiir. Peynir alti suyunun atik olarak iglem goérmesi,
icinde bulundurdugu protein, yag, mineraller ve oOzellikle laktozun degerlendirilmeden

atilmasi 6nemli bir kayip olusturmaktadir.

Peynir alt1 suyunun igerisindeki laktoz ile laktozun hidroliz iiriinleri olan glikoz ve galaktoz,
bircok gida prosesinde hammadde olarak kullanilmaktadir. Laktozun hidrolizi, genellikle
mikroorganizmalardan {iretilen enzimler yardimiyla yapilir. Endiistriyel iiretimde enzimlerin;
katalitik olarak daha etkili, iiriin spesifikasyonunun yiiksek, istenmeyen {iiriin olusumununun
bliyiik 6lclide az olmasi, enerji maliyeti diisiik prosesler gerektirmesi ve ¢evre dostu olmalari

nedeniyle kullanimlar1 artmustir.



Yapilan deneysel calismada hidrolizlenen peynir alti suyundan elde edilen laktozun;
endiistride kullanilabilir bir madde olmasini saglayan en 6nemli 6zelligi, siit ve siit iirtinleri
endiistrisinin  yan1 sira gida  endiistrisinin  bircok alaninda hammadde olarak
kullanilabilmesidir. Giinlimiizde laktozun hidrolizi, 6zellikle laktozsuz olarak iiretilen siit ve
siit {irlinlerinin gelistirilmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Laktozun hidroliz igleminde -

galaktozidaz enzimleri yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada; Boliim 2’de enzimler, Bolim 3’te peynir alti suyunun yapist ve ozellikleri,
Boliim 4’te laktozun yapis1 ve 6zellikleri, Boliim 5’°te sonikasyon, Boliim 6’da B-galaktozidaz
enzimi ve genel Ozellikleri hakkinda bilgi verilmistir. Boliim 7°de literatiirde yer alan
B-galaktozidaz enzimi ile ilgili bazi calismalar O6zetlenmistir. Bolim 8’de deneysel
caligmalarda kullanilan maddeler ve cihazlar ile analiz yontemleri ve hesaplamalar
anlatilmistir. B6lim 9°da deneysel caligmalar ve bunlara ait deneysel veriler kullanilarak elde
edilen matematiksel ve istatistiksel ifadeler verilmistir. Bolim 10’da ise deneysel

calismalardan elde edilen sonuglar 6zetlenmistir.



2. ENZIMLER

2.1 Enzim Nedir?

Enzimler, dogal katalizor olarak islev gorerek hiicre icinde meydana gelen tepkimelerin hizini
ve Ozgiilliiglinii belirleyen, protein yapisinda olan ve biitiin canli organizmalarda bulunan
karmasik yapilt makromolekiillerdir. Enzimler, diger proteinler gibi birbirlerine peptit baglar

ile baglanmis uzun aminoasit zincirlerinden olugsmaktadir (Demirsoy, 1989; Telefoncu, 1995;

[1D).

Enzimler, aktivasyon enerjisini diigiirerek kimyasal reaksiyonlar1 hizlandirir ve reaksiyon
sonunda hi¢ bozulmadan ayrilirlar. Bu nedenle, hiicrede tekrar tekrar kullanilirlar. Biitiin
enzimler proteindir, fakat tiim proteinler enzim degildir. Enzimatik reaksiyonlar ¢ok hizli

reaksiyonlardir (Bailey ve Ollis,1986; [2]).

Yasamin devamlilig1 i¢in enzimlerin varligir 6nemlidir. Hayvan, bitki ve mikroorganizmalarin
hiicrelerinde gerceklesen karmasik ve birbiriyle baglantili kimyasal tepkimelerin hemen
hemen hepsi enzimlerce denetlenir. Ureme, sindirim ve solunum siireclerinden gérme olayina
kadar pek c¢ok islevin yerine getirilmesinde rol oynayan enzimler, biitiin canli hiicrelerde
bulunur. Her enzim, tek bir kimyasal tepkime tiliriine 6zgii oldugundan, canlinin yapisi

karmagiklastikca hiicredeki enzim sayisi da artar [1].

2.2 Enzimlerin Ozellikleri

e Enzimlerin tiimii protein yapisindadir ya da protein kismi bulundururlar.

e Etki ettigi maddenin sonuna “-az” eki getirilerek ya da katalizledigi tepkimenin ¢esidine

gore adlandirilirlar. Ornegin, kitine etki eden kitinaz enzimi.

e Suda ya da sulandirilmis tuz ¢dzeltilerinde ¢oziilebilirler. Fakat mitokondrilerde bulunan

enzimler suda ¢oziinmezler.

e Enzimin etki ettigi bilesige “substrat” denir. Enzimin saniyede etki ettigi substrat molekiil
sayisina enzimin etkinlik degeri denir. Baz1 enzimler ¢ok spesifiktir ve yalnizca bir

substrata etki ederler. Bazi enzimler ise ¢esitli substratlara etki ederler.

e Enzimler hiicrede bir takim halinde beraber calisir. Bir enzimin son {iriinii kendisinden

sonraki enzimin substratin1 olusturur. Ornegin amilaz enzimi nisastayr iki zincirli



maltoza, maltaz enzimi ise maltozu tek zincirli glikoza gevirir.

e Kuramsal olarak enzimli tepkimeler doniisliidiir. Enzim, tepkimenin yoniini degil
dengenin oranini saptar. Tipik Ornek, lipazin yagi parcalamasi, fakat ayni zamanda
gliserin ile yag asitlerini birlestirmesidir. Denge noktasi, yani tepkimenin hangi yone

gidecegi termodinamik yasalarina gore belirlenir (Demirsoy, 1989).

2.3 Enzimlerin Yapisi

Enzimler, molekiil agirliklar1 6000 ile 600000 arasinda de§isen uzun aminoasit zincirleridir.
Tim enzim proteinleri genler tarafindan sifrelendiginden her enzimin aminoasit dizilimi

kendine 6zgiidiir. Bu nedenle her enzim farkli {i¢ boyutlu yapiya sahiptir (Demirsoy, 1989).

Bazi enzimler sadece protein yapidadirlar (pepsin ve iireaz gibi). Ancak genellikle enzimler,
yapilarinda bilesim ve islev olarak birbirinden farkli, apoenzim ve koenzim diye adlandirilan

iki kisim bulundururlar (Gates, 1992; [2]). Enzimin yapis1 Sekil 2.1°de gdsterilmistir [3].

Apoenzim

Haloenzim
Aktif
Bolge
Kofaktor
Protein !
Zincirleri ﬁ

Sekil 2.1 Enzimin yapisi [3]

. Apoenzim kismi: Enzimlerin protein kismidir. Bu kisim, enzimin hangi maddeye etki
edecegini saptar.

. Koenzim kismi: Organik veya inorganik, cogu zaman fosfattan meydana gelmis,
protein kismina gore ¢ok daha kiigiik molekiillii, enzime katalitik aktivite 6zelligi
veren kisimdir. Koenzim kisim metal iyonu ise (Ca, K, Mg, Zn gibi) kofaktor olarak
adlandirilir. Apoenzim ve koenzim kisimlarinin ikisine birden haloenzim adi verilir

(Demirsoy, 1989; [4]).



2.4 Enzimlerin Smiflandirilmasi

1961 yilinda Uluslararas1 Biyokimya Birligi tarafindan ongoériilen ilk enzim komisyonu
raporuna gore enzimler katalizledikleri tepkimelere gore alti ana smifa ayrilmislar ve bu
siniflarda yer alan her enzim EC olarak kisaltilmis ve 4 rakamdan olusan kod numarasiyla
karakterize edilmistir. EC numarasinin kapsadigi dort rakamdan ilki enzimin alt1 ana siiftan
hangisi i¢inde yer aldigini, ikinci rakam alt sinifi, li¢lincii 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, o-amilaz, seliilaz)
- Fosfatazlar (Iektinaz-c)
- Amidazlar (iireaz)
4. Liyazlar: Su molekiilii ¢cikarmadan molekiileri par¢alayan enzimlerdir (aldolaz vb.).
5.izomerazlar: Molekiil icinde geometrik ya da yapisal yeniden diizenlemeyi katalizleyen
enzimlerdir (glukoz izomeraz, mutarotaz vb.).
6. Ligazlar: Enerji kullanarak kiiclik molekiilleri birbirine baglayip sentez gerceklestiren

enzimlerdir (amidsintetaz).

2.5 Enzim Kaynaklar

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

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

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

kolay oldugundan endiistride kullanim alanlar1 daha yaygindir.



e Hiicre ici enzimler: Hiicre yapilarina sikica bagli olan ve disariya salgilanmayan
enzimlerdir. Elde edilebilmeleri ve saflastirilmalart i¢in Oncelikle hiicre zarmin

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

2.6 Enzimlerin Etki Mekanizmasi

Her enzimin katalizleyici etkisi yalnizca bir tip tepkimeye ve yalnizca belirli tiirden
maddelere 0zgiidiir. Enzimlerin molekiil agirligi, substratin molekiil agirligindan ¢ok daha
biiyiik oldugu i¢in, bu iki molekiil karsilastiginda enzimin ancak bir b6limii substrata rastlar;
iki bilesigin birbirine temas ettigi bu bolgeye “aktif bdlge” denir. Bir enzim, karsilagtig
substrat1 fiziksel ya da kimyasal kuvvetlerle aktif bolgesine dogru c¢eker; biitiin katalizdrler
gibi kimyasal tepkimeyi baglatir, ama kendisi kimyasal tepkimeye katilmaz (Cetin, 1983).

Enzimatik reaksiyonlar genellikle li¢ asamada gergeklesir;

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

. Enzimin katalitik kismi (aktif bolgesi) substratla temas eder ve substrati iirline
dontistiirtr.

. Uriinler enzim yiizeyinden uzaklastirilir, bdylece enzim diger substrat molekiilleri ile

etkilesmek {izere serbest kalir. (Demirsoy, 1989; [5; 6]).
Enzim-substrat etkilesimini aciklayan ilk model, Alman kimyact Emil FISHER (1890)

tarafindan savunulan anahtar-kilit modelidir. Bu modele gore, enzimde substratin baglanacag:
kisim ile substratin sekli birbirini tamamlar. Enzim secicidir ve sekli farkli olan bagka bir
substrat1 katalizlemez. Ikinci model ise Daniel KOSHLAND (1958) tarafindan sunulan ve
anahtar-kilit modeline gore, enzim segiciliginin daha az spesifik oldugu el-eldiven modelidir.
Bu model enzimde substratin baglanacagi kismin, esnek bir yapiya sahip oldugunu ve
baglanan substrata gore sekillendigini varsaymaktadir (Demirsoy, 1989; [5-6]). Enzimlerin

etki mekanizmasi Sekil 2.2°de sematik olarak gosterilmistir [7].
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(b} El-eldiven modeli

Sekil 2.2 Enzim-substrat etkilesim modelleri [7]

2.7 Enzim Aktivitesine Etki Eden Faktorler

Enzimin aktivitesine etki eden baglica faktorler (Demirsoy, 1989):

Enzim/substrat derisimi: Substrat ya da enzimin fazla olmasi reaksiyon hizin1 degisik
sekillerde etkileyebilir. Fazla substrat bulunan bir ortama eklenecek enzim, son iiriin
miktarini 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 biiyiik bir kismi iglevlerini su igerisinde gosterdiklerinden su
miktar1 az oldugunda islev gosteremezler.

Inhibitdrler/Protein bozucular

Zaman.

2.8 Enzim inhibisyonu

Inhibitdrler; enzime baglanarak enzim aktivitesini azaltan ya da reaksiyonu durduran

maddelerdir. Enzim inhibitorleri iki ana gruba ayrilir;



1) Tersinir inhibitorler: Enzime zayif baglarla baglanan ve etkileri tersinir olan
inhibitorlerdir.  Konsantrasyonlar1  diislirildiiginde  enzimlerden ayrilma egilimi
gosterdiklerinden enzim aktivitesi normal seviyeye doner. Tersinir inhibitorler enzime
baglandiklar1 yere gore lice ayrilir (Sekil 2.3);

. Rekabet¢i (competitive) inhibitorler: Yapilar1 bakimindan substrata benzeyen
inhibitorlerdir. Substratin baglanacagi aktif kisma baglanip substrat molekiiliiniin
enzime baglanmasini engelleyerek reaksiyon hizini disiiriirler. Yani, substrat ve
inhibitdr enzimin aktif bdlgesine baglanabilmek icin rekabete girerler. Siilfamitler ve
malonik asit 6rnek olarak verilebilir.

. Rekabetci olmayan (non-competitive) inhibitorler: Enzim molekiilinde aktif
bolgenin disinda bir yere baglanirlar, aktif kisimda sekil degisikligi yapar ve ardindan
substrat baglandiginda {irlin olusumunu engellerler. Yani, enzim konformasyonunu
degistirerek reaksiyonun olusumunu engellerler. Bu inhibitorlerin substrata benzerligi
yoktur. Ornek olarak, siyaniir ve karbomonoksidin sitokrom oksidaz enzimini inhibe
etmesi sonucu hiicre solunumuna engel olurlar.

. Yar rekabetci (uncompetitive) inhibitorler: Daha 6nce substrat baglanmis enzime

(enzim substrat kompleksine) baglanirlar.

. .
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Sekil 2.3 Tersinir inhibitorler [8]

2) Tersinmez inhibitorler: Enzime sikica, genellikle kovalent baglarla baglanan ya da enzim
yapisindaki kovalent baglar1 pargalayan inhibitorlerdir (Sekil 2.4). Tersinmez inhibitorlerin

etkisi tersinmezdir [8-10].

Tersimmez mhibittrler

SWY

Sekil 2.4 Tersinmez inhibitorler [8]

2.9 Enzimlerin Uygulama Alanlari

Kimyasal katalizorlere gore pek c¢ok avantaji olan enzimlerin endistride kullanimi
teknolojinin gelisimi ile hizli bir sekilde artmaktadir. Cizelge 2.1°de endiistride en ¢ok

kullanilan enzimler ve kullanim alanlar1 6zetlenmistir (Cetin, 1983; Telefoncu, 1995).
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Cizelge 2.1 Cesitli enzimler ve endiistride kullanim alanlar1 (Cetin, 1983; Telefoncu, 1995)

Enzim

Uygulama alanlar

Laktaz

Laktozu, glikoz ve galaktoza hidroliz eder. Gida sanayinde, laktozsuz siit

tiretiminde, peynir alt1 sularinin hidrolizinde kullanilir.

Proteaz

Protein hidroliz eden hiicre disi enzim Oziitleridir. Gida endiistrisinde;
bugday proteinlerinin modifikasyonunda, etin gevreklestirilmesinde,
icecek sanayinde biralarin berraklastirilmasinda, hayvan yemi sanayinde
balik artiklariin degerlendirilmesinde, deterjan endiistrisinde, kagit

endistrisinde, deri endiistrisinde kullanilir.

Selilaz

Seliilozu glikoza hidroliz eden enzimlerdir. Tekstil endiistrisinde, deterjan
endiistrisinde, hayvan yem sanayinde tarimsal atiklardan glikoz
tiretiminde, eczacilik alaninda sindirimi kolaylastiracak ilaglarin

uretiminde kullanilir.

o-amilaz

Nisastay1 belirli oranda hidroliz ederek ¢oziniirlestirir. Tekstil endiistrisi,

deterjan sanayi, gida endiistrisi, atik su aritimi kullanilir.

Lipaz

Yaglar yag asitlerine hidroliz eder. Gida endiistrisinde, yaglarin hidrolizi
ve siit Uriinlerinin koku ve tadimmi gelistirmede, eczacilikta sindirimi
kolaylastirict ilaglarin yapiminda, hayvan yemi sanayinde, deterjan

sanayinde, kagit endiistrisinde, deri sanayinde .

Glikoamilaz

Nisasta zincirlerini glikoza kadar hidroliz eder. Gida sanayinde, nisastadan

glikoz tiretiminde.

Glikoz-

1zomeraz

Glikozu fruktoza doniistiiriir. Gida sanayinde, sekerleme, ¢ikolata, regel ve

marmelat Uretiminde.

Invertaz

Sakkarozu, glikoz ve fruktoza hidroliz eder. Gida sanayinde regel,

marmelat, ¢ikolata ve dondurma iiretiminde kristallenmeyi onleyici olarak.

Keratinaz

Keratin katmanlarimi1 hidroliz eder. Tekstil ve deri sanayinde killarin

deriden ayrilmasinda kullanilir.

Pektinaz

Pektin molekiiliinii hidroliz eden enzimdir. Icecek endiistrisinde, meyve

suyu liretiminde verimi arttirmada, meyve suyunun berraklastiriimasinda.
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Cizelge 2.1 (Devam)

Tripsin ve Peptid ve proteinleri hidroliz eder. Gida sanayinde etlerin

papain gevreklestirilmesinde, igecek sanayinde biralarin berraklastiriimasinda.

Pepsin Proteinlerin peptid baglarini hidroliz eder. Icecek sanayinde biralarin
berraklastirilmasinda, sarapgilikta, eczacilik alaninda.

Penisilinaz Penisilini  penisiloik aside hidroliz eder. Tip alaninda penisilin

zehirlenmelerinde kullanilir.

Hemi-seliilaz

Gida endustrisinde tatlandirict olarak kullanilir.

Pullulanaz Gida endiistrisinde misir ve tahildan yapilmig kahvaltilik gidalarda
tatlandirici olarak igecek sanayinde mesrubat iiretiminde kullanilir.
Katalaz H,O, — H;O + 0, reaksiyonunu katalizler. Gida endiistrisinde,

konservelerde glikoz oksidaz enzimiyle birlikte oksijen ¢ikarict olarak ve

siitlerin soguk pastorizasyonunda kullanilir.
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3. PEYNIR ALTISUYU

3.1 Peynir Alti Suyunun Yapisi

Peynir alt1 suyu, peynir iiretimi sirasinda siitiin enzim veya peynir mayasiyla kazeinlerinin
coktiirtilmesi veya asitlendirme yolu ile pihtilastirilmasindan sonra arta kalan yesilimsi-sari
renkli, bulanik bir sividir. Bilesimi, peynir yapiminda uygulanan yonteme ve Ozellikle de
stitiin pithtilagtirilmasinda kullanilan maddenin asit veya maya enzimi olusuna gore degisir.
Ancak genelde yagsiz siit kuru maddesinin yaklasik 2/3’sini ve bu baglamda laktoz, serum
proteinleri, suda ¢6ziinen vitaminler, mineraller gibi beslenme fizyolojisi bakimindan degerli
maddeler icerir. Sekil 3.1°de goriildiigii gibi peynir liretimi sirasinda, yag ve kazein peynirde
kalmakta; laktoz, peynir suyu proteinleri ve mineral tuzlar peynir alti suyuna ge¢mektedir
(Ugiincii, 2004; Unalan, 1997; Uraz, 1997). Peynir alt1 suyu ayrica yiiksek oranda B ve C
vitaminleri icermekte, bunun yaninda B, ve laktoflavin peynir alt1 suyuna yesilimsi-sar1 renk

vermektedir (Pasin ve Akar, 1989).
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Sekil 3.1 Peynir iiretiminde siit bilesenlerinin dagilim1 (Ugiincii, 2004)

Siitiin laktik asit bakteri kiiltiirleri yardimiyla asitlestirilmesi veya siite organik asit katilmasi
yontemiyle peynir yapiminda agiga ¢ikan peynir altt suyu, eksi peynir alt1 suyu olarak bilinir
ve pH’1 5-7 civarindadir. Buna karsilik peynir iiretiminde pihtilagtirici ajan peynir mayasi
enzimi (rennet) kullanilmasi durumunda ortaya ¢ikan yan iirlin ise, tatli peynir alt1 suyu olarak
tanimlanir ve pH’1 4-5 civarindadir. Bunlarin gerek bilesimleri gerekse ozellikleri oldukga

farklhidir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1 Taze peynir alt1 suyunun bilesimi (Ugiincii, 2004)

Bilesenler Tath peynir alt1 suyu EKksi peynir alt1 suyu
Su % 93-94 %94-95
Kurumadde %6-7 %35-6
Yag % 0.3-0.8 % 0.1
Laktoz %4.5-4.7 %3.8-4.2
Kazein %0.05-0.1 %0.05-0.1
Serum proteinleri %0.8-1.0 %0.6
Mineral maddeler %0.5-0.7 %0.7-0.8
Kalsiyum 0.06 g/100 g 0.1 g/100 g
Laktik asit % 0.1-0.2 %0.5 (0.7)
Sitrik asit %0.1 %0.1

pH degeri 6.4-6.0 4.8-4.4
B, Vitamini 0.14mg/100g 0.14mg/100g

3.2 Peynir Alti Suyu ve Cevre Kirlenmesi

Peynir alt1 suyu; 6nemli miktarda protein, yag ve laktoz gibi mikroorganizmalar tarafindan
biyolojik olarak pargalanabilen organik maddeler icerir. Bu maddeler biiyiik 6l¢iide kirlenme
kaynagidirlar. Ciinkii parcalanabilmeleri icin sudaki ¢Ozlnmiis oksijeni kullanirlar;
dolayisiyla suda yasayan canlilar kendi yasamlar1 i¢in gerekli oksijeni bulamazlar ve yagam-
larin1 yitirmeye baslarlar. Sudaki yasam icin en az 5 mg/L miktarinda ¢oziinmiis oksijen
gereklidir. Bu miktarm altina inildiginde, sudaki canlilarin yasamu tehlikeye girer (Uciinci,

2004; Unalan, 1997).

Aragtirmalar, siit sanayi atiklarinin parcalanmasi igin gerekli biyokimyasal oksijen
gereksiniminin ¢ok yiiksek degerlere ulastigini gostermistir. Cizelge 3.2°den de goriilebilecegi
gibi, peynir alti suyunun biyokimyasal oksijen gereksinimi (BOI degeri) 35-50 g/L’dir.
Yasam standardinin ve dolayisiyla su tiiketiminin ve bu baglamda ¢ok fazla atigin olustugu
ilkelerde, kisi bagina giinde ortalama 100 litre atik su ve yaklasik 54 g biyokimyasal oksijen
gereksinimi hesaplanmaktadir. Buna gore, 1 litre peynir alti suyunun dogrudan atik sulara
karigmasiyla olusan kirlilik miktari, yaklasik 1 kisinin bir giinde trettigi kirlilige esdegerdir.
Ornegin; giinde 10 ton siitii peynire isleyen ve arta kalan yaklasik 8 ton peynir alt1 suyunu

degerlendirmeden doken bir isletme, 8000 niifuslu bir kentin yol agtigi diizeyde cevre
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kirlenmesine neden olmaktadir. Peynir alti suyundaki azot suda ¢oziindiigiinden yer alti
sularina karigabilmekte, insan ve hayvan sagligini tehdit edebilmektedir. Ayrica peynir alti
suyunun icerdigi organik maddelerin biiyiik bir kism1 besin maddesidir. Bu gibi nedenlerden
dolay1 peynir alt1 suyu ya aritildiktan sonra bosaltilmali ya da iyi bir sekilde geri kazanilarak

yararl tiriinler elde edilmesi aragtirilmalidir.

Cizelge 3.2 Peynir alti suyu ve permeatinin kimyasal ve biyokimyasal oksijen gereksinimi
(Ugtinct, 2004)

Artik maddeler Kuru Protein Laktoz BOI KOI
madde
(%0) (%) (g/L) (g/L)
(%)
Peynir alt1 suyu 5.6-6.6 0.8 4-5 35-50 50-80
Peynir alt1 suyu permeati 4.8-5.8 ~0 4-5 25-40 40-60
Laktoz iiretimi sonrasinda 25-36 0-3 16 20-30
arta kalan ¢ozelti
Mikrobiyal protein - - - 22
liretimi sonrasi arta kalan
¢Ozelti
Maya kazein yikama 0.4-0.6 - - 4.5-6 9-13
suyu
Asit kazein yikama suyu 0.1-0.2 - - 1.8 4.5

3.3 Peynir Alti1 Suyunun Endiistriyel Olarak Degerlendirilmesi

Peynir alt1 suyunun endiistriyel 6lgekte degerlendirilmesi i¢in uygulanan islemler iki ana grup

altinda toplanabilir. Bunlar:
a) Peynir alt1 suyunun tiim bilesenleriyle birlikte konsantre edilmesi ve kurutulmasi,
b) igerdigi her bir bilesenin ayr1 ayr1 kazanilmasidur.

Bu amagla kullanilacak olan peynir altt suyunun bilesiminin ve niteliginin, degerlendirme
sonucu kazanilacak iirlinlin kalite ve verimliligine bliylik etkisi vardir. Ancak asil sorun,
peynir altt suyunun ¢ok yiiksek oranda (>%93) su icermesi ve kisa silirede bozulmasidir.
Peynir alti suyu g¢abuk asitlesir. Bu esnada laktoz, mikroorganizmalarin faaliyetine bagl
olarak biiyiik dl¢iide laktik aside doniisiir. Bu nedenle, su oraninin azaltilmasi, hem arag-gerec

gereksinimi, hem de enerji tiiketimiyle baglantili olarak iiretim maliyetinin artmasina yol
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acmaktadir. Ayni sekilde, kolay bozulabilir olmast da ek Onlemleri, dolayisiyla ek maliyeti

gerektirmektedir. Peynir alt1 suyunun islenmesinde kullanilan bazi prosesler sunlardir:

1.

Ultrafiltrasyon: Bir ¢ozeltideki molekiilleri, biiyiikliiklerine gore ayiran membran
prosesidir. Protein ve enzim ¢ozeltilerinden; suyu, inorganik ve organik molekiilleri
uzaklastirmak i¢in kullanilir. En 6nemli uygulama alanlarindan biri, peynir alti suyu
proteinlerinin derisiklestirilmesi ve fraksiyonlarina ayrilmasidir. Peynir alti suyu
proteininin geri kazaniminda uygulanan en c¢agdas yontem ultrafiltrasyondur. Bu
proseste, membran ¢ok kiiciik molekiil agirliginda, ¢oziinen ve c¢dzenlere gegirgen
fakat daha yiiksek molekiil agirligindakilere gecirgen degildir. Bu membranlarin
gecirgenligi ve secicilik karakteristikleri iiretimleri esnasinda kontrol edilebilir. Bu
metot peynir alt1 suyu tozu iiretiminde kullanilir (Chandan, 1997; Ugiincii, 2004).

Ters Osmoz: Suyu geciren; mikroorganizmalari, kolloidleri, ¢6ziinmiis tuzlar1 ve
organikleri gecirmeyen, yari-gecirgen bir membran kullanilan, sivi-sivi ayirma
prosesidir. Ters osmoz, genellikle protein c¢ozeltilerinin derisiklendirilmesinde
kullanilir. Coziinen madde miktar1, agirlikca %20’°ye kadar olan ¢dozeltilerin
derisiklendirilmesinde, ters osmoz evaporasyondan daha ekonomiktir. Bu proses, ham
peynir alt1 suyunun 6n derisiklendirilmesinde kullanilir. Boylece, toplam kat1 igerigi
%6 olan ham peynir alt1 suyunun kati igerigi %12’ye ¢ikarilmaktadir (Macrea vd.,
1993).

Elektrodiyaliz: Iyonik karakterli tiirleri, sulu bir ¢dzeltiden ayirmak icin elektriksel
yiklenmis membranlarin  ve  elektriksel potansiyel farkinin  kullanildig
elektrokimyasal ayirma teknigidir. Bu yoOntem, peynir alti suyunda mineral
kompozisyonunun degistirilmesinde kullanilmaktadir (Macrea vd. 1993; Ugiincii,
2004).

Fermantasyon: Laktozun; c¢esitli mikroorganizmalarin, etkisiyle fermantasyona
ugramasi siit teknolojisinde ¢cok dnemlidir. Laktozun fermantasyonu ile laktoz iceren
peynir altt suyunun sanayide degerlendirilmesine olanak saglamistir. Tek hiicre
proteini liretimi i¢in peynir alti suyu, Kluyveromyces fragilis veya Kluyveromyces
bulgaricus ile fermantasyona ugratilmaktadir. Deproteinize edilmis peynir alti
suyunun Laktobacillus bulgaricus ile fermantasyonu sonucunda laktik asit; pH’1 sabit
tutularak da, amonyum laktat elde edilir. Candida curvate ve Trichosporon cutaneum
mikroorganizmalari ile peynir alt1 suyunun fermantasyonu sonucunda yag ve tek hiicre

proteini elde edilir. Peynir alti suyunun fermentasyonu ile yararh tirtinler elde edildigi
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gibi peynir alti suyunun neden oldugu kirlilikte azaltilabilmektedir (Unalan
1997;Uciincii, 2004).

5. Koagiilasyon: Siit ve siit endiistrisi atik sularinin kimyasal isleme tabi tutulmasiyla,
yag ve protein geri kazanilmakta ve hayvan yemine katki maddesi olarak
kullanilabilmektedir. Gida endiistrisi atik sularindan proteinin geri kazanilmasi igin,
karboksimetilseliiloz (CMC) ile H,SO4 beraber yaygin olarak kullanilir (Sienkiewicz
ve Riedel, 1997).

6. Iyon Degistirme: Bu yontem, peynir alti suyunda mineral kompozisyonunun
degistirilmesinde kullanilmaktadir. Iyon degistirme prosesinde peynir alti suyu,
iyonlar1 degistirme yetenegine sahip olan 6zel sentetik reginelerle doldurulmus iki
kolondan gegirilir. Tk kolonda, reginelerdeki H' iyonlar1 ile peynir alti suyundaki
katyonlar, ikinci kolonda ise, tuzun (-) iyonlar1 ile hidroksil iyonlar1 yer degistirir
(Macrea vd., 1993; Chandan, 1997).

7. Kurutma: Tath peynir alt1 sulari, valsli ya da piiskiirtmeli kurutucularda toz haline
kurutulabilir. Ancak, valsli kurutucularda karsilasilan sorunlar nedeni ile yaygin olan
puskiirtmeli kurutuculardir. Eksi peynir alti suyunun kurutulmasi ise, uygun olmayan
laktoz kristallerinin olusumu, korozyon, yanik partikiillerin ve topaklagmalarin
olusumundan dolay1 daha giictiir. Uriinde karsilasilan bu problemlerin énlenmesi igin
uygulanan teknolojiler iiriinii daha da pahali yapmaktadir (Ugiincii, 2004).

8. Nanofiltrasyon: Peynir alt1 suyunu demineralize etmek, kalsiyumu uzaklastirmak ve
konsantre etmek i¢in nanofiltrasyon uygun bir yontemdir (Kosikowski ve Mistry,

1997).

3.4 Peynir Alti Suyunun Kullanim Alanlari

Peynir alti suyu, gelismis iilkelerde bile gerektigi gibi degerlendirilememis, uzun zaman
sadece domuz yemine katki maddesi olarak kullanilmistir. Gelisen teknoloji ve yapilan
bilimsel ¢aligmalar, peynir altt suyundan yeni kullanim alanlarinin ve iirlinlerin
olusturulmasini saglanmistir (Bury ve Jelen, 2000; Unalan, 1997). Peynir alt1 suyu, oldugu gibi
veya proseslerde islendikten sonra, hamur isinden et mamullerine kadar genis bir kullanim

alanina sahiptir (Cizelge 3.3).
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(Uciincii, 2004)
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Peynir alt1 suyunun ¢esitli amaglar i¢in kullanimi asagida siralanmaistir:

1.

Hayvan Beslenmesi: Peynir alt1 suyu, peynir, peynir alt1 suyu konsantresi ve yagsiz
siit, peynir alt1 suyu tozu, minerallerden arindirilmis peynir alt1 suyu tozu.

Direkt Tiiketim: Peynir alti suyundan yapilan peynirler, yagr alinmis ve/veya
proteince zenginlestirilmis peynir alt1 suyu, peynir alt1 suyu karistirilmis igecekler.

Siit Uriinlerine Katma: Peynire islenen siite veya taze peynirlere peynir alti suyu
proteininin katilmasi, eritme peynirlere peynir alt1 suyu konsantresi eklenmesi.

Cesitli Gidalara Katma: Unlu mamullere peynir alti suyu konsantresi, tozu veya
laktoz katilmasi; meyveli iceceklere peynir alti suyu konsantresi ve peynir alti suyu
ilavesi.

Diyetetik Amaglarla: inek siitiiniin anne siitiine benzetilmesinde siit sekeri ve peynir
alt1 suyu proteininin kullanilmasi, igme siitlerinin proteince zenginlestirilmesi igin
peynir alt1 suyu proteini katilmasi.

Diger Amagclarla: Tibbi preparatlara ekleme (laktoz, galaktoz, peynir alti suyu
proteini, vitamin preparatlari, tuz preparatlar1 gibi), mikroorganizmalar ic¢in besi
ortami olarak (peynir alt1 suyu, ultrafiltrat, laktoz, peynir alt1 suyu proteini hidrolizat1),

penisilin iiretimi.
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3.5 Peynir Alt1 Suyundan Laktoz Uretimi

Siitte serbest halde ve az miktarda da daha biiyiik oligosakkaritlerin bileseni olarak bulunan
laktoz, glikoz ve galaktozdan olusan bir disakkarittir. o ve B olmak iizere iki izomeri vardir.
Bu izomerlerin ¢oziiniirliikkleri olduk¢a farklhidir. Laktoz, 93.5°C’nin altinda "o-laktoz
monohidrat" (Ci;H»0,11.H,0), bu sicaklik derecesinin iizerinde ise susuz S-laktoz (p-laktoz
anhidrit) olmak iizere sulu c¢ozeltilerden kristalize olur. a-laktoz veya a-laktoz monohidrat
denilen siit sekeri, az tatli ve diger sekerlere gore suda ¢oziiniirliigii yetersiz olan bir iirlindiir.
Ticari laktoz, a-formudur. Buna karsin higroskopik olan p-laktoz, suda daha fazla ¢oziiniir ve

daha yiiksek bir tatlandirma giiciine sahiptir (Uciincii, 2004).
Peynir alt1 suyundan laktoz iiretimi genelde iki asamali incelenebilir. Bunlar:

a) Ham laktozun elde edilmesi ve

b) Saf laktozun kazanilmasi

3.5.1 Ham laktozun iiretimi

3.5.1.1 On islemler

Laktoz iiretiminde yag ve proteinlerinden arindirilmis tatli peynir alti1 suyu kullanilir. Bu
amacla peynir altt suyu Once yag separatoriinden gegcirilerek kremasi ayrilir (Sekil 3.2).
Proteinlerin uzaklagtirilmasi ise, ya 1sil islem yardimiyla ya da ultrafiltrasyon yontemiyle
gerceklestirilir. Protein ve yagindan ayrilan peynir alti suyuna, buharlastiricilarda
koyulastirma isleminden once, pH degeri 6.0-6.5’¢ ulasincaya kadar, kristal suyundan
arindirilmis soda katilir. Sonra hemen hemen nétr noktanin altina dek kireg siitii eklenerek,
mineral tuzlar, 6zellikle de fosfatlar uzaklagtirilir. Mineral maddeler iyon degistirici sistemler

yardimiyla da ayrilabilir.

3.5.1.2 Koyulastirma

Koyulagtirma islemine hazir hale getirilen peynir alti suyu, bir 6n 1sitma uygulamasinin
hemen ardindan evaporatorlerde %60-62 kuru madde oranina kadar koyulastirilir.
Koyulastirma isleminde diisey borulu inen film evaporatorler, plakali evaporatorler veya

vakum - dolasimli evaporatdrler kullanilabilir.
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Sekil 3.2 Ham laktoz iiretiminde islem basamaklar1 ve rafinasyon (Ugiincii, 2004)

(1)Samandiral tank (6) Coztinme tanki
(2)Diisen film buharlastirict (evaporator) (7) Plakali 1s1 degistirici
(3)Kristalizasyon tank1 (8) Filtre

(4)Dekanter ayirict (9) Plakali 1s1 degistirici
(5)Kurutucu

3.5.1.3 Kiristalizasyon

Koyulastirilan peynir alt1 suyu, i¢cinde yavas donen bir 1zgara tip karistirict bulunan ¢ift cidarl
kristalizasyon tanklarina alinir. Laktoz, bu tanklarda kristalize edilir, yani ¢6zlinmis
durumdan 6zgiin bi¢imi olan kat1 evreye gecer. Kristal olusumunu ¢abuklastirmak amaciyla
tanklara, daha dnceki liretimde elde edilen laktoz kristallerinden (tohum kristal) ilave edilir.
Tanktaki peynir alti suyu konsantrati yavas yavas ve kademeli olarak sogutulur. Bu islem
stiresince karistirilir. Sogutmanin kusursuz uygulanmasi durumunda yaklasik 24 saat sonra iri

taneli laktoz kristalleri (kristal lapas1) olusur (Ugiincii, 2004).

3.5.1.4 Kristal lapasiin santrifiijlenmesi

Kristalize olan laktoz, kesikli calisan 0zel santrifiijlerde ya da siirekli ¢alisan dekanterlerde
santrifiijlenir. Kristallestirme islemi sonrasinda kazanilan kristal lapasi, dekantere alinmadan

once, soguk su ile karistirilarak sivilagtirilir. Santrifiij kuvveti etkisiyle silindirik gévdenin dis
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cidarlarinda toplanan kati1 pargaciklar, cikis deliklerinden disar1 ¢ikarlar. Sivi faz ise

separatOriin genis olan tarafindan alinir.

Kesikli calisan separatorler ise elek tipi bir trommel igerirler. Santrifiijleme islemi sirasinda
ham seker filtre bezinde tutulur. Filtrat (melas) ise, merkezka¢ kuvvetinin etkisiyle
trommelin deliklerinden c¢ikarak alt boliimde birikir. Ancak, trommelde tutulan laktoz
kristallerinin etrafin1 saran surup kismi tamamen uzaklagmaz; kristaller iizerinde ince bir
katman halinde surup kalir. Santrifiijleme etkisiyle arindirilamayan bu ince surup filmini
giderebilmek amaciyla ham seker soguk su ile yikanir. Bu amagla santrifiij igindeki sekere
homojen bir sekilde su piiskiirtiiliir. Boylece kristallerin tizerindeki surup filmi uzaklastirilir.
Daha sonra santrifiij durdurulur ve siit sekeri alinir. Ancak bu durumdaki seker %8-12 kadar

su icerir (Ugiincii, 2004).

3.5.1.5 Kurutma

Nemli olan ham siit sekeri birka¢ giin icinde kiiflenebilir. Bu nedenle hemen kurutulmasi
gerekir. Bu amacla 6zel kurutuculardan yararlanilir. Teknolojik alt yapist yeterli olmayan
isletmelerde kullanilan basit kurutucularda, ham siit sekeri diiz tavalara ince bir tabaka
olusturacak sekilde serilir. Kurutucuda 70-80°C’lik sicak hava dolastirilir. Kurutma, 5-7

saatte tamamlanir.

Kurutma islemi, bantli ya da akiskan yatak kurutucular yardimiyla da yapilabilir. Bu tip
kurutucularda kuruma 92°C’de 15-20 dakika iginde tamamlanir. Kurutma sicakligi
kesinlikle 93°C’den yiiksek olmamali ve bu siirecte {irlin sicakligi en ¢ok 50-60°C olacak
sekilde kurutma yapilmalidir. Aksi halde, 93°C’nin {izerindeki sicakliklarda B-laktoz olusur.

Ayrica, kurutma siiresine de 6zen gosterilmesi gerekir.

Kurutulan ham seker, 30°C’deki kuru hava yardimiyla pnomatik yolla kurutucudan alinir. Bu
sekilde {iriiniin sogumasi da saglanmis olur. Elde edilen ham siit sekeri ambalajlanir veya 6zel

degirmenlerde ogiitiilerek teknik laktoza doniistiiriliir.

Bu yontemle, peynir alti suyundaki laktozun yaklasik %60’1 kazanilabilmektedir. Oysa,
santrifiijleme islemi sirasinda ayrilan melasta daha %35 kadar ham seker bulunmaktadir.
Melastaki bu sekerin geri kazanilabilmesi i¢in melas 1sisal isleme tabi tutularak icerdigi
protein (laktalbumin) ¢oktiiriiliir. Ardindan, yukarida belirtilen sekilde kristalizasyon islemi

yapilir. Ancak kristalizasyon bu kez yaklagik 60 saatte tamamlanir. Daha sonra elde edilen
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ham siit sekeri santrifiijlenir, kurutulur ve ogiitiiliir. Bu asamada arta kalan melas, hayvan

yemi olarak kullanilabilir (Ugiincii, 2004).

3.5.2 Saflaktozun elde edilmesi

Ham siit sekeri, basta gida sanayi olmak {izere bir¢ok alanda kullanilabilmesine karsin, tipta
ve ilag endiistrisinde saf siit sekerine gereksinim vardir. Dolayisiyla rafine edilerek
saflastirilmasi, diger bir anlatimla; ham sekerin igerdigi renk maddeleri, protein kalintilari,
mineraller ve koku maddeleri gibi seker disindaki tiim 6gelerin uzaklastirilmasi ya da en alt

diizeye indirilmesi gerekir.

Bu amagla ham laktoz bir tankta, yaklasik 50°C’lik saf su iginde ¢oziindiiriilerek %25 kuru
maddeli bir ¢ézelti hazirlanir. Sonra laktoz disindaki diger 6gelerin adsorpsiyonunu saglamak
icin ¢ozeltiye, seker miktarinin yaklasik %2'si kadar aktif komiir ve %0.1 kieselgur katilir. Bu
maddeler, seker olmayan Ogeleri mekanik baglama ile adsorbe ederler. Ardindan ¢ozelti
indirekt buhar yardimiyla 1sitilarak asir1 olmamak kosuluyla 6zenli bir sekilde pisirilir. Sicak
cozelti, 1sitilmus filtreli preslere gonderilir. Burada, komiir ve kieselgur tarafindan adsorbe
edilmis seker disindaki maddeler tutulur. Elde edilen temiz ve duru filtrat, evopardterde
koyulagtirilir. Sonra kristalizasyon tanklarina gonderilerek, ham seker iiretiminde oldugu gibi
kristallestirilir ve ardindan santrifiijlenir. Islemin son asamasinda siit sekeri vakumlu kuru-
tucularda 55-60°C’de kurutulup 6gitiiliir. Kusursuz bir {iretim akisinda 1000 litre peynir alt1
suyundan 25 kg rafine laktoz elde edilebilir. Hem ham siit sekeri hem de rafine siit sekeri

{iretimine elverisli bir siirekli {iretim islemi Sekil 3.3’de gosterilmistir (Ugiincii, 2004).
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Sekil 3.3 Saf laktoz iiretiminde islem basamaklarinin sematik gosterimi (Ugiincii, 2004)
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4. LAKTOZ

4.1 Karbonhidratlar ve Laktoz

Karbonhidratlar; karbon, hidrojen ve oksijen atomlarindan olusur. Birinci derecede enerji
kaynagidirlar. Canlilarda fotosentez veya kemosentez sonucu sentezlenirler. Karbonhidratlar
hem canlinin yapisina katilan, hem de enerji saglayan organik bilesiklerin bir grubudur. Biitiin
canlt hiicrelerde bulunur. Dogada genellikle biiyiik molekiiller halindedir. Viicuda alinan bu
bliyiik molekiillerin hiicrelere iletilmesi i¢in canli tarafindan sindirilmesi ve uygun molekiil

bliytikliigline kadar pargalanmasi gerekir.

Monosakkaritler, hiicre zarindan gegebilecek kadar kiiciik karbonhidratlardir. Sindirime
ugramazlar. Karbon sayis1 3-8 arasinda degisir. Disakkaritler, iki tane 6 karbonlu
monosakkaritin dehidrasyon reaksiyonuyla birlegsmesi sonucunda olusur. Disakkaritler hiicre

zarindan gecemez [11].

Glikoz + Glikoz — Maltoz (Arpa sekeri) + H,O
Gliktoz + Fruktoz — Sakkaroz (Cay sekeri) + H,O
Gliktoz + Galaktoz — Laktoz (Siit sekeri) + H,O

Laktoz, 6 karbonlu molekiiller olan glikoz ve galaktozun aralarinda glikozit bagi ile
baglanmalar1 sonusunda olusan 12 karbonlu bir disakkarittir. Ticari ismi siit sekeridir. Sadece
memeli canlilar tarafindan sentezlenir [12]. Laktoz molekiiliiniin yapis1 Sekil 4.1°de

gosterilmistir.

CHa H

Sekil 4.1 Laktoz molekiilii [13]
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4.2 Laktozun Hidrolizi

Bir¢ok insan, [B-galaktozidaz eksikligi ya da yetersizligi nedeniyle laktozu tam olarak
sindirememektedir. Bu nedenle de gaz, mide agrisi ve diare gibi problemlerle
karsilagsmaktadirlar. Bu kisilerin laktoz icermeyen diyetler yapmalar1 ya da laktozsuz gidalari
tiketmeleri gerekmektedir. Laktozun istenmedigi durumlarda; laktozun hidrolizinin
gerceklestirilmesi, laktoz igermeyen yeni gida iriinlerinin elde edilmesi ve peynir alti
suyunun ¢esitli besin maddelerinde yeniden kullaniminin saglanmasi gida sektorii agisindan

bliylik 6nem tagiyan bir prosestir.

Diger sekerlere gore laktozun ¢oziiniirliiliigii ve tatlihigi daha azdir. Higroskopik bir seker
olarak laktoz, aroma ve kokuyu adsorbe etmeye oldukca yatkindir. Bu nedenle de, iyi bir
kontrol saglanmazsa dondurulmus gidalarda (dondurma gibi) bozulmalara neden olabilir.
Laktozun hidrolizlenmesi, gida katkilarinin ¢esitlenmesini, enerji maliyetlerinin diismesini ve
laktozun kristalli yapisindan kaynaklanan kumsu dokunun engellenmesini saglayabilir.
Laktoz hidroliz islemi sonucunda alti karbonlu glikoz ve galaktoza pargalanir. Hidroliz
isleminin amaci laktozun daha kolay sindirilebilir iirlinlere doniistliriilmesidir. Ayrica gida

sanayinde laktozsuz iirlinlerin iiretimine imkan vermektir (Numanoglu ve Sungur, 2004).
Peynir alt1 suyundaki ve siitteki laktozun hidrolizlenmesi iki yontemle gerceklestirilir:

1. Asidik hidroliz

2. Enzimatik hidroliz

Asidik hidrolizde; asit ¢ozeltisi ya da asidik iyon degistirici regineler kullanilarak ortam pH’1
1-2 arasinda olacak sekilde 150°C gergeklestirilir. Reaksiyon ¢ok hizli gerceklesir. Ancak,
hidrolizlenmenin ¢ok yiiksek sicakliklarda olmasi dolayisiyla asitler, proteinler ve yaglar
arasinda olusan ikincil reaksiyonlar, koku ve aromada olusan yaygin degisimler, siitiin ve
peynir alt1 suyunun besin degerlerinin azalmasi gibi nedenler dolayisiyla gida maddelerindeki

laktozun, asidik yontemle hidrolizlenmesi yetersiz olmaktadir.

Herhangi bir 6n isleme gerek duyulmaksizin elde edilen son iiriinlerin bozulmadan kalmasi ve
besin igeriginde herhangi bir kayip olmamasi nedeni ile enzimatik hidrolizlenme teknik
acidan daha uygundur. Ayrica, sicaklik ve pH gibi reaksiyon kosullarinin daha elverisli
olmasi, proseste enerji ve madde maliyetlerini azaltmaktadir. Ancak bu yonteminde bazi

dezavantajlar vardir.
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Laktozun enzimatik hidrolizi; hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda bulunan (-
galaktozidaz enzimleri ile gerceklestirilir. Endiistride, sadece mikroorganizmalardan elde
edilen enzimler kullanilmaktadir. Enzim maliyetlerinin yiiksek ve iiretkenligin az olmasi
enzimatik hidrolizlenmede karsilasilan problemlerdir. Bu problemlerde; daha kararl
enzimlerin kullanilmasi ile en aza indirilebilmektedir (Ladero vd., 2001; Numanoglu ve
Sungur, 2004; Tanriseven ve Dogan, 2002). Laktozun enzimatik yolla hidrolizi sematik olarak
Sekil 4.2°de gosterilmistir.

B(1-4)-galactoside hag

CH,OH
CH,OH 5 OH
HO
OH H
H H
H H Laktoz

Hz[}-\‘

B-galactosidase

p-D- galakioz -D- glikoz

Sekil 4.2 Laktozun enzimatik hidrolizi [14]
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4.3 Laktozun Kullanim Alanlari

Laktoz, basta gida sanayi olmak iizere tipta ve ila¢ sanayinde yaygin bir sekilde kullanilir.
Gida sanayinde 6zellikle firincilik iirtinleri, sekerlemeler, toz ¢orbalar, instant igecekler, soslar,
et mamulleri, bebek mamasi, bazi fermente siit mamulleri ve ¢esitli diyet gidalarin liretiminde

laktozdan yararlanilir.

Laktoz dondurma ve cesitli sekerlemelerde seker tadinin dengelenmesinde kullanilir. Ayrica,
tat, koku ve renk maddelerini kolayca absorbe edebildiginden gida teknolojisinde tasiyici ajan
olarak da degerlendirilir. Boylece tuzlu ve aci tat niianslarimi gizler ve iiriiniin tipik
Ozelliklerinin belirginlesmesini saglar. Biskiivi gibi bazi firincilik iiriinlerinde kullanildiginda,
bu iiriinlerdeki proteinlerle tepkimeye girerek arzu edilen sarimsi-kahverengi rengi verir.
Mayalar tarafindan fermente edilemedigi i¢in bu fonksiyonel 6zelligini pisirme islemine kadar

korur.

Bebek mamalarinin ve bazi 6zel diyet gidalarin hazirlanmasinda, inek siitiiniin anne siitiine
benzetilmesinde de laktoza genis dlclide yer verilir. Ciinkii laktoz, diyetetik etki baglaminda,
yag metabolizmasinda rol oynayarak karacigerde yag birikimini onleyici etki yapmakta ve
cok sayida B vitaminin sentezlenmesini kolaylastirmaktadir. Diger yandan laktoz, ince
bagirsaklarda bulunan laktaz (-galaktozidaz) enzimi araciligiyla glikoz ve galaktoza hidroliz
olur. Olusan glikoz ve galaktoz, ortak bir aktif tasinma mekanizmasiyla dolasim sistemine
emilir ve galaktoz karacigerde kisa siirede glikoza gevrilir. Galaktozun bagka bir metabolik
fonksiyonu da, beyin gelisiminde rol oynamasidir. Laktozla beslenen ¢ocuklarin, diger
sekerlerle beslenenlerden daha iyi gelistikleri de kanitlanmistir. Ayrica, laktozun beslenmede
kalsiyum emilimini belirgin 6lglide iyilestirdigi, kemik ve dis olusumunu kolaylastirdigi da
anlagilmistir. Bu nedenlerden dolayi, anne siitilyle beslenemeyen bebeklerde, inek siitiine
sakkaroz yerine laktoz eklenmekte ve bebek mamalarin iiretiminde, karbonhidrat oraninin

anne siitiine dengelenmesinde laktozdan yararlanilmaktadir.

Ote yandan laktoz, antibiyotik iiretiminde kullanilan mikroorganizma kiiltiirleri i¢in karbon
kaynag1 olarak degerlendirilmekte ve ilag sanayinde cesitli farmakolojik preparatlarin
hazirlanmasinda dolgu maddesi olarak, ya da tablet halindeki bazi ilaglar i¢in kapsiil

yapiminda kullanilmaktadir (Ugiincii, 2004).
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4.4 Laktoz Alerjisi

Siit sekeri olarak tanimlanan laktoz, siitlin tek karbonhidratidir. Glikoz ve galaktozdan olusan
bir disakkarit olan laktozun, anne siitiindeki ortalama miktar1 yaklasik % 7, inek siitiindeki
miktar1 ise yaklasik % 4.8’dir. Siit ve siit {irlinleri ile alinan laktoz, organizmada glikoz ve
galaktoza parcalanir. Ancak, bazi kisilerin organizmalar1 laktaz enzimi eksikligi ya da
yetersizligi nedeniyle bu gorevi yerine getiremez. Hidrolize olamayan laktozun yogunlugu
artmakta ve sonugta bagirsakta yiiksek osmotik basing olusmaktadir. Bu basing, bagirsak
bosluklarina su akimina yol agmakta; kiside siskinlik, bagirsakta gaz toplanmasi, kramplar ve
ishal goriilmektedir (Binkey, 1996; Ladero vd., 2001; Jelen ve Tossavainen, 2003). Cizelge
4.1°de laktoz alerjisinin goriildiigli sosyal gruplar ve rastlanma sikhigi ile ilgili bilgi

verilmistir.

Cizelge 4.1 Laktoz alerjisinin gortldiigi sosyal gruplar ve rastlanma sikligi (%)
(Korukluoglu, 1999)

Sosyal Gruplar Rastlanma Sikhig1 (%)
Cok yiiksek (> %70)
Eskimolar 80-100
Asyalilar 75-100
Kizilderililer 60-100
Zenciler 65-100
Yiiksek (%50-70)
Orta Dogu/Afrikalilar 40-80
Giliney Amerikalilar 45-75
Meksikalilar 50-70
Hintliler 35-70
Orta (%25-50)
Avrupalilar 35-60
Diisiik (%10-25)
Beyazlar 15-25
Avustralya Yerlileri 15-20
Almanlar/Iskandinavlar 8-15
Cok diisiik (< %10)
Danimarkalilar 3
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5. SONIKASYON

5.1 Sonikasyonun Tanimi

Sonikasyon, insan kulaginin isitebilecegi ses frekansinin iizerindeki akustik dalgalara denir.
Ultrasonik dalgalar1 insan kulagi duyamaz [15]. Diger bir deyisle sonikasyon, akustik
spektrumda frekans1 20 kHz’den (saniyede 2000 devir) biiyiik yiiksek frekansli sesler olarak
adlandirilmaktadir (Yalgin vd., 2002). Sonikasyon bir mekanik enerji c¢esididir, elektrik
enerjisi degildir. Cizelge 5.1°de ses dalgalarinin frekanslara gore gruplandirilmasi ve Cizelge

5.2°de gii¢ ve frekansa gore sonikasyonun uygulama alanlar1 goriilmektedir.

Cizelge 5.1 Ses dalgalar1 ve frekanslar1 (Povey ve Mason, 1998; Cracknell, 1980)

Frekans Arahg
Infrases (kiziltesi ses) OHz-15Hz
Insan kulaginin isitebildigi sesler 16 Hz - 20 kHz
Gli¢ sonikasyon dalgalari 20 kHz - 2 MHz
Tan1 (diagnostik) ses dalgalari 5MHz - 10 MHz
Mikroses (eski adiyla “hiperses”) >1 GHz

Cizelge 5.2 Giig ve frekansa gore sonikasyonun uygulamalari [16]

Uygulama alam Frekans Giic Ornek

Diisiik giic uygulamalari Yiiksek frekans | Diisiik giic Malzeme bilimi,

(>100 kHz) (<1 W/em?) | tibbi tam

Yiiksek giic uygulamalar1 | Diisiik frekans Yiiksek glic | Temizleme,

,. | homojenizasyon,
(<100 kHz) (> 1 W/ecm”)

sonokimyasal uygulamalar

Sonikasyon iglemi i¢in genellikle 20 kHz - 40 kHz araligindaki frekanslar kullanilir. Bu aralik
laboratuarda kullanilan ultrasonik banyolarda gecerlidir. Ancak, akustik kavitasyon bu
frekansin lizerindeki frekanslarda da olusabildiginden son yillardaki arastirmalarda 5 MHz’e
kadar c¢ikilmaktadir. 5 MHz’in {izerindeki frekanslar ise kavitasyon yaratmaz, tipta

goriintiileme tekniklerinde kullanilir (Kog (Onciil), 2001; Povey ve Mason,1998).
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5.2 Frekans Arah@

Sonikasyon cihazlarinda kullanilan parametrelerden biri frekans araligidir. Frekans araligi
yiizde olarak ifade edilir ve prosesteki aktif zamanin toplam zamana oramidir (Schlager,

1998). Diger bir deyisle, gii¢ ceviricideki titresim siliresinin bir fraksiyonudur.

Aktif zaman (on)
Frekans araligi = (5.1)

Aktif zaman (on) + Aktif olmayan zaman (off)

Kesikli ve siirekli olmak iizere iki ¢esit sonikasyon islemi bulunmaktadir. %100 frekans
araligi, siirekli islemi ifade eder. Eger, frekans araligni %100’ den kiiciikse kesikli proses
olarak adlandirilir. Frekans aralig1 sistemdeki zararli etkilerin (asir1 sicaklik ylikselmesi gibi)

olusmasini onler. Frekans araligi arttik¢a daha yliksek sicaklik ortaya ¢ikar [17; 18].

Titresim orani, zamana gore enerji konsantrasyonunu ifade eder. Yani, cihazin agik oldugu
siirenin kapali oldugu siireyle karsilastirilmasi sonucu elde edilen bir orandir. Ornegin,
titresim oran1 1:4 ve toplam titresim siiresi 10 milisaniye ise; sonikasyon {initesi bir birim siire
(2 milisaniye) enerji vermekte, 4 birim siire (8 milisaniye) enerji vermemektedir. Yani;
stirenin % 20’sinde cihaz ¢aligmaktadir. Sonikasyon cihazi daha yiiksek frekans araliginda,
daha fazla enerji verir. Cizelge 5.3’te frekans araligi ile titresim oranlarinin karsilastirilmasi

yapilmistir [19].

Cizelge 5.3 Frekans aralig1 ve titresim oranlarinin karsilastirilmasi [19]

Islem Modu Titresim Oram Frekans Arahg
Stirekli %100
Kesikli 1:1 %50

1:2 %33
1:3 %25
1:9 %10
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5.3 Sonikasyonun Genel Prensipleri

Ultrasonik dalgalar; mekanik, elektromanyetik ve termal enerji kaynaklari kullanilarak
ultrasonik gii¢ ceviriciler ile {iretilir [15]. Ultrasonik gili¢ ceviriciler, mekanik ve elektrik
enerjisini ses enerjisine c¢eviren cihazlardir (Povey ve Mason, 1998). Ultrasonik dalgalar;
gazlar (hava gibi), sivilar ve katilar iginde {iretilebilir [15]. Ultrasonik dalgalarmmin elde

edildigi baslica 3 ¢esit doniistiiriicii mevcuttur;

. Sivi siiriicii doniistiiriiciiler: Bir sivinin ince bir metal yiizeye hizla carpmasiyla
calisir. Boylelikle, titresimler meydana gelir. Bu titresimsel hareketler ile basing ve

dolayisiyla da kavitasyon olusur (Povey ve Mason, 1998).

J Manyetik biiziiliimlii doniistiiriiciiler: Ters manyetostriktif etkisini kullanarak,
manyetik enerjiyi ultrasonik enerjiye cevirirler. Bu, metal alagimlara (ferrometalik gibi)
giiclii bir alternatif manyetik alan uygulanarak saglanir. Bu tip doniistiiriictilerin 2
dezavantaji bulunmaktadir. Birincisi, frekans araligmin 100 kHz’den kiigiik olmasi;
ikincisi ise kayiplar nedeniyle sadece %60’a yakin elektriksel verimlilik

saglanabilmesidir (Povey ve Mason, 1998; [15]).

. Piezoelektrik doniistiiriiciiler: Kuvvetli piezoelektrik davranisi gosteren dogal veya
yapay tek kristal (kuvars gibi) veya seramik (baryum titanat gibi) kullanip ters
piezoelektrik etki olusturarak calisirlar. Seramiklerin sekillendirilmesi daha kolay
oldugundan kristallerden daha avantajlidir. Piezoelektrik etki, ilk olarak 1880 yilinda
Pierre Curie tarafindan ortaya atilmistir. Kuvars ve rosel tuzu (potasyum sodyum
tartarat) gibi asimetrik kristallerin mekanik basing altinda elektrik enerjisi trettigini
bulmustur. Aslinda mekanik titresimler, elektriksel salinimlarin uygulanmasiyla elde
edilmektedir. En yaygin olarak kullanilan déniistiiriicli piezoelektrik dontstiiriiciilerdir.
Piezoeletrik doniistiiriiciiler, tim frekans araliklarinda kullanilabilmekte ve %095

elekriksel verim saglamaktadir (Povey ve Mason, 1998; [15]).

Ultrasonik gii¢ kaynaklari, voltaj hattindaki normal elektrik enerjisini yiiksek frekanstaki
elektrik enerjisine doniistiirmektedir. Yiiksek frekanstaki elektrik enerjisi, mekanik enerjiye
doniistiiriilmek iizere proba iletilmektedir. Prob, boylamsal yonde titresir ve bu hareket
cozeltiye daldirilmis titanyum uca iletilir. Probdaki titresimler, titanyum ug tarafindan
siddetlendirilmektedir. Cozeltiye yayilan giliclii sok dalgalarin etkisiyle olusan mikroskopik
kabarciklarin anlik olarak olusup sénmesiyle kavitasyon olusur (Cropek ve Dankowski, 2000;

[20]).
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5.4 Kavitasyon

Ses enerjisinin prosesler tizerindeki etkisi kavitasyon olay1 ile agiklanabilir (Chisti, 2003).
Kavitasyon; sonikasyon uygulanan bir ¢6zeltide, ultrasonik dalgalarin genlesme evresinde
stvinin i¢inde mikro kabarciklarin ve ¢ukurlarin olusmasi, dalgalarin sikistirma evresinde bu
kabarciklarin sonmesi seklinde gergeklesen bir akustik prosestir (Schlager, 1998). Sonen
kabarciklar ile ortamda siddetli dalgalar olugsmaktadir. Kabarcigin olusmasi ve sénmesi ¢ok
hizli bir sekilde gergceklesmektedir. Kavitasyon, sadece ultrasonik gii¢ uygulandiginda
olusmaktadir. Kavitasyon ile dayamikli kiiciik molekiiller ve biyoaktif makromolekiiller

pargalara ayrilabilir (Chisti, 2003).

Ses, Sekil 5.1°de gosterildigi gibi art arda gelen sikisma ve genlesmelerden olusan basing
dalgalar1 halinde ilerler. Bu basing dalgalari, icinde ilerledikleri ortamdaki molekiillerin
titresimlerini etkiler (Andag, 2002). Bir sivi sikigma dalgalarina kolaylikla dayanirken,
yeterince gliclii bir genlesme dalgasi s1vi molekiilleri arasindaki baglarin kopmasina sebep
olabilir. Bu durumda olusan bosluk, siv1 i¢inde bulunan gaz ya da buhar tarafindan doldurulur
ve kavitasyon baloncugu olusur. Olusan bu baloncuk art arda birka¢ genisleme dalgasi
boyunca ortamdan gaz ya da buhar olarak biiylimeye devam eder ve kararli durumunu
kaybeder. Boylece bir sikisma dalgasi kavitasyon baloncugunun patlamasina neden olur
(Andag, 2002; Casadonte, 2000). Sekil 5.2’de bir kavitasyon kabarciginin olugmasi, biiyiimesi

ve sonmesi gosterilmistir.
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Sekil 5.2 Kavitasyon kabarcigimin olusmasi, biiylimesi ve sonmesi (Casadonte, 2000;
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Kavitasyonu Etkileyen Faktorler

Uygulanan frekansin etkisi: Ultrasonik dalgalarin frekansi arttikga, sivilardaki
kavitasyonun siddeti ve iiretimi azalir. Bunun sebebi, ¢ok yiiksek frekanslarda genlesme
ve sikisma evrelerinin ¢ok kisa olmasidir. Genlesme evresinin sinirlt zamani, kabarcigin
yeterli derecede biiylimesine izin vermez. Genlesme sirasinda kabarcik {iretilse bile,
sonmesi icin belirli bir siire gereklidir. Bu nedenle, yiliksek frekanslarda meydana gelen
kavitasyon etkiler daha az olur.

Coziiciiniin etkisi: Bir sivida bosluklarin ve mikrokabarciklarin olugsmasi i¢in, sivinin
kohesif kuvvetlerinin {istesinden gelebilecek genlesme evresiyle etkisini gosteren
negatif bir sabit basing gereklidir. Viskoz veya yiiksek yiizey gerilimli sivilarda bu daha
zordur. Bu durumda daha biiyiik siddet gereklidir. Bununla birlikte; viskoz sivi
kavitasyon kabarcigini iiretebilirse, kabarciklarin ¢6kmesinden ortaya cikan sicaklik ve
basing etkileri oldukca biiylik olur. Ciinkii ¢okme baslangicinda basing ¢ok fazladir.
Kavitasyona etki eden diger ¢oziicli faktorii de buhar basincidir. Bu direkt olarak
sicaklikla ilgilidir.

Sicakhigin etkisi: Reaksiyon sicakliginin artmasi, daha diisiik akustik siddetlerde
kavitasyona izin verir. Bu, sivinin 1sitilmasiyla buhar basincinin artmasinin direkt bir
sonucudur. Buhar basinci artarsa, uygulanan akustik basincin etkisi azalir, dolayisiyla
kavitasyon kabarciklarinin ¢okmesinin sonucu olan etkiler azalir. Sonug¢ olarak,
maksimum sonokimyasal yarar saglamak i¢in deneylerin diisiik sicaklikta yapilmasi
gerekir. Cozliciiniin diisiik buhar basincina sahip olmasi tercih edilmelidir.

Gaz tipi ve igerigi: Kiiclik atomlu gazlarin kullanimi, i¢i gaz dolu kabarciklarin daha
biiyiikk sonokimyasal etkiler yaratmasini1 saglayacaktir. Bu nedenle tek atomlu gazlar
(He, Ar, Ne) iki atomlulara gore tercih edilir. Sivinin gaz igerigi arttikca, zayif
noktalarda artma olur ve kavitasyon esigi diiger.

Uygulanan dis basincin etkisi: Dis basincin arttirilmasiyla kavitasyon esiginde ve
kabarcik ¢okme siddetinde bir artma olur. Py, (stvinin basinci) - P, (akustik basing) > 0
ise, kavitasyon kabarciginin olusmadigi kabul edilir. Yiiksek dis basing, yiiksek P,
degeri vereceginden, Py, - P,< 0 olur. Bu durum ultrasonik siddeti yeterli derecede

attiracak ve kavitasyon iiretecektir (Kog (Onciil), 2001, [21]).
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5.6 Sonikasyon Isleminde Kullanilan Cihazlar

Sonikasyon kaynagi olarak, elektrik enerjisini ses enerjisine ¢eviren bir doniistiiriicii
kullanilir. Laboratuarlarda en ¢ok kullanilan sonikasyon cihazlari; ultrasonik banyo ve

ultrasonik prob sistemidir (Kog (Onciil), 2001).

5.6.1 Ultrasonik banyo

Basit bir ultrasonik banyo en fazla kullanilan ve en ucuz ultrases kaynagidir (Sekil 5.3).
Banyonun kendisini reaksiyon kabi olarak kullanmak miimkiin ise de bu genellikle banyo
duvarlarinin korozyonu, buharlarin veya gazlarin yayilmasinin kontrolii gibi problemlerden

dolay1 ¢ok nadir yapilir. Standart kullanimda, cam reaksiyon kaplar1 ultrasonik banyo igine
daldirilir.

Reaksiyon kabi icin 6zel bir adaptor gerekli degildir. Kap icerisinde inert bir atmosfer veya
basing saglanabilir. Cihazin duvarlarindan reaksiyon ortamina ulasan enerji miktar1 diistiktiir,
normal olarak 1-5 W/cm® arasindadir. Ticari ultrasonik banyolarda termostatik kontrol
genellikle zayiftir ve bu nedenle sistem ek olarak termostatik kontrol gerektirir (Kog (Onciil),

2001; Povey ve Mason, 1998).

Reaksiyon
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Sekil 5.3 Ultrasonik banyo (Povey ve Mason, 1998)
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5.6.2 Ultrasonik prob

Ultrasonik prob, reaksiyon ortamina direkt olarak ultrasonik enerjinin uygulanmasini saglar.
Prob sisteminde, banyo sisteminde bulunan reaktér duvarlar1 ve dalganin transfer edildigi su
ortami aradan cikarilmistir (Sekil 5.4). Bu tip sistemlerin giicii kontrol edilebilir ve banyo
sistemine gore daha yiliksek giic yogunlugu saglanabilir. Ancak, prob sistemi banyodan daha

pahalidir (Kog (Onciil), 2001; Povey ve Mason, 1998).

Dénistiiriici

Jeneratiir

Prob

Degistirilebilir ug L

Sekil 5.4 Ultrasonik prob sistemi (Povey ve Mason, 1998)

5.7 Sonikasyonun Yararlar:

Kimyasal ve biyokimyasal proseslere sonikasyon isleminin uygulanmasindaki en &nemli
amac, kimyasal reaktifligi arttirmaktir (Lii vd., 1999). Reaksiyon hizim1 arttirmak igin

kullanilan yontemler;

. Reaksiyon sicakligini arttirmak,

. Reaktanlarin konsantrasyonunu arttirmak,
. Di1s basinci arttirmak,

° Katalizor kullanima,

o Sonikasyon’dur.
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Sonikasyonun reaksiyona etkisi, katalizoriin reaksiyonu hizlandirma etkisine benzemektedir.
Sonikasyon, en ¢ok katalitik bazli proseslerde etkili olmaktadir. Ultrasonik ve enzimatik
etkiler; proses siiresini kisaltmakta ve yiiksek oranda donilisim saglamaktadir. Ayrica,
sonikasyon cihazi yaydigi dalgalarla ortamin sicakligini yiikseltmektedir. Bu nedenle
sistemde sogutucu bulundurulmalidir (Schlager, 1998). Yapilan ¢aligmalar sonucu, ses otesi
dalgalarin enzimatik reaksiyonlar lizerinde 1000 kat daha etkili oldugu goriilmiistiir. Ayn1
tepkime siiresine sahip bir kimyasal calismada, ses Gtesi dalgalarin uygulandigi sistemde,
karigtirmali sisteme gore daha yiiksek doniisiim degerlerine ulasilmistir. Diger bir kimyasal
caligmada ise, ses Otesi dalgalar ve karigtirmali sistem birlikte uygulanarak yiliksek doniisiim

degerleri elde edilebilmistir (Yal¢in vd., 2002).

Sivi ortamda, sonikasyonun biyokimyasal reaktiflige etkileri iki temel akustik olaydan elde

edilir (Schlager, 1998);

o Akustik dalga

. Kavitasyon

Ses oOtesi dalgalarin uygulandigi sistemlerde meydana gelen titresim, etkili bir karisma

meydana getirir (Yal¢in vd., 2002). Sonikasyonun karistirici etkisi;

° Kiitle transferi,
. Aktif kisitmlardaki yenilenme ve iiretim hizi,

o Enzim yiizeylerindeki iirlin ve toksinlerin desorpsiyonunu saglar (Schlager, 1998).

Organik maddelerin biiytikliikleri, onlarin biyolojik degredasyon hizinin saptanmasini saglar.
Biiyiik molekiillerin ve kolloidal maddelerin degredasyonu yavastir. Ciinkii molekiillerin
hiicre zarma niifuz etmeleri zordur. Yavas hidroliz reaksiyonlar1 sonikasyonun

uygulanmasiyla hizlandirilabilir (Neis, 2002).

Kimyada sonikasyon kullanimmin diger avantajlar1 su sekilde 6zetlenebilir; sonikasyon
uygulandigr zaman, reaksiyon hizlandirilir veya daha kolay sartlarda gerceklestirilebilir.
Reaksiyonlarda indiiksiyon siiresi onemli derecede azaltilir. Reaksiyonlar, genellikle ek
kimyasal madde gerektirmeden sonikasyon ile baslatilabilir. Bazi sentezlerde reaksiyon
basamagi sayis1 azaltilabilir. Baz1 durumlarda ise reaksiyon, sonikasyon etkisi ile tamamen
farkli bir yolla gerceklestirilebilir (Kog¢ (Onciil), 2001). Sonikasyon kullaniminin ¢ok az
dezavantaji bulunmaktadir. Bu dezavantajlar ise, cihazin giiriiltiilii ¢caligsmas1 ve sonikasyonun

endiistriye uygulanmasindaki maliyettir.
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5.8 Sonikasyonun Kullanim Alanlari

Teknolojide goriillen gelismelere paralel olarak sonikasyonun kullanim alanlart hizli bir

sekilde artmaktadir. Cizelge 5.4’de sonikasyonun kullanim alanlar1 verilmistir.

Cizelge 5.4 Sonikasyonun kullanim alanlar1 (Andag, 2002; Cropek ve Dankowski, 2000;
Chisti, 2003; Kog (Onciil), 2001; [15, 21])

Alan

Uygulama

Biyoloji,

Biyokimya

Homojenlestirme
Hiicre pargalanmasi
Akustik glig, c¢esitli calismalar i¢in hiicre duvarlarin1 pargalayarak,

hiicrelerdeki istenmeyen yapilari ayirmada kullanilir. Ayrica, hiicreler

inaktive edilebilir.

Kimya

Reaksiyon siiresini azaltma
Reaksiyon verimini arttirma
Reaksiyon mekanizmasi degistirme
Katalizor aktivitesini arttirma
Radikal olusturma

Indiiksiyon siiresini azaltma
Homojenizasyon ve karistirma

Hidroliz

Cografya,

Jeoloji

Vurus/yanki teknikleri
Petrol yataklarinin yerinin saptanmasi
Deniz ve okyanuslarda derinlik 6l¢timii

Sonar (ultrasonik radar)

Endistri

Boyalar ve katilarin; boya, miirekkep ve recgineler icinde kolayca
dagilmasini saglar.

Ultrasonik banyolara daldirilarak yaglamay1 azaltma ve temizleme islemleri
yapilir.

Akustik filtrasyon ve ultrasonikasyon ile kurutma uygulamalar1 ise pek

yaygin degildir.
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Cizelge 5.4 (Devam)

Gida Kopiik giderme
Karigtirma ve oksidasyon
Dis Dislerin temizlenmesi ve delinmesinde kullanilir.
hekimligi
Okyanus Su altinin izlenmesi
bilimi Deniz tabakasinin hatlarinin ¢izilmesi

Batik gemilerin bulunmasi

Balik surtlerinin aranmasi

Plastikler ve

Termoplastiklerle kaynak yapiminda,

Polimerizasyon reaksiyonlarini baglatmada,

Polimerler
Polimer zincirlerinin kirilmasinda.

flag Enzim aktiflestirme
Emiilsiyon haline getirme
Kemoterapi uygulamalari

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

Tarim Hayvanlardaki yag tabakasinin kalinligin1 6l¢mek
Homojenlestirilmis siitiin kalitesini arttirma
Hasereler ile miicadele

Tip Cerrahi aletlerin sterilizasyonu

Gériintiileme teknikleri: Insan kalbindeki kanin akis1, kalp kapakciklarinin

bobrek, safratast ve tiimorlerin  tetkikinde

(doppler);

kullanilmaktadir. 2-10 MHz frekans aralig1 sonikasyon ile goriintiilemede,

durumu

ozellikle dogumlarda, fetusu (cenini) gézlemlemek i¢in ve ameliyatlarda
kesim aletlerine rehberlik etmek i¢in kullanilir.
Fizyoterapi: Diisiik frekanslarda (20-50 kHz) kas incinmelerin tedavisinde

kullanilir.
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Cizelge 5.4 (Devam)

Metalurji ve

Malzeme

Metal oksit katalizor hazirlama

Kolloid ve dispersiyon hazirlama

Elektroliz

Metal ve plastik birlestirme-kesme

Yiizey temizleme: Elektronik aksamlar, otomotiv, ucaklarda kullanilan
metal, seramik veya kristal yiizeylerden gres (kat1 yag), pas ve boyalarin
cikarilmasi gibi

Lehimleme ve kaynak

Malzemelerin islenmesi: Karmasik sekillerin, ¢ok sert ve asindirici
malzemelerin islenmesinde kullanilabilir. Yumusak celik, seramik, cam,
tungsten gibi malzemeler bu teknikle islenebilir.

Malzemelerdeki hatalarin bulunmasi: Vurus yanki teknigi kullanilir. Bu
teknikte ses dalgalari, muayene edilecek nesneye gonderilir ve yanki analiz
edilen igteki hata veya geometrik yilizeyin bir bdliimiinden aliciya geri
doner. Hatalar ve maddenin igindeki diger diizensizlikler dalgalarin
yansimasinda degisiklikler meydana getirir. Vurus yanki metodu oncelikle
kaynak ve dokiimlerin incelenmesinde kullanilir.

Akustik mikroskop: 1 p seviyesine kadar detaylar goriilebilir.

Malzeme 06zelliklerinin belirlenmesi (pargacik blytikligl, gozeneklilik,

kirilma mukavemeti gibi 6zellikler)
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6. PB-GALAKTOZIDAZ ENZIMIi VE GENEL OZELLIKLERI

B-Galaktozidaz enzimi, siit endiistrisinde, siit ve siit {irtinlerinden laktozun hidrolizinde
kullanilan ¢ok saflagtirilmig laktazdir. Kaynaklari farklt mikroorganizmalar olan birgok

-galaktozidaz enzimi bulunmaktadir.

B-Galaktozidaz enzimi, siit sekeri laktozu, glikoz ve galaktoz olarak monosakkaritlere
hidrolize eder. B-Galaktozidaz enzimi, asagidaki hidroliz reaksiyonunu katalizler, hidroliz
reaksiyonu sirasinda, bir molekiil su kullanilir ve seker molekiilii baglanir. Optimum pH 6-8

araligindadir. Enzim suda ¢6ziiniirdiir [22].
B-D-Galactosidaz + H,O — Galaktoz + Alkol

Reaksiyonun olustugu ortam, sicaklik, asitlik, islem zamani, laktoz konsantrasyonu, enzim
konsantrasyonu reaksiyonun hizini belirler. Cozelti yiiksek konsantrasyonda laktoz iceriyorsa,
transgalaktosidasyon reaksiyonu gerceklesir. Bu reaksiyonda, hidrolizin son iiriinii olan glikoz
ve galaktozdan disakkarit ve trisakkaritler olusur. Hidroliz siiresi uzatildiginda olusan
triinlerin tekrar parcalanmasina ragmen c¢ozelti % 25-30 laktoz igeriyorsa, % 8’e kadar

disakkarit ve % 5’¢ kadar trisakkarit olusabilir (DSM Food, 2004).

B-Galaktozidaz enzimi, rengi saridan acik kahverengiye dogru bir tonda olan viskoz bir
stvidir.  B-Galaktozidaz enzimi, yapisinda birgok element bulundurmaktadir. Bunlarin
baslicalar1 kursun, arsenik, civa ve kadmiyumdur. Enzimin yapisinda bulunan bu elementlerin
miktarlar1 ve bazi kimyasal 6zellikleri Cizelge 6.1°de belirtilmistir. Cizelge 6.2°de ise enzimin
mikrobiyolojik 6zellikleri gosterilmistir. Gida endiistrisinde enzimleri hazirlamada kullanilan
genel spesifikasyonlar, Joint FAO/WHO Expert Committee on Food tarafindan belirlenmistir.
B-Galaktozidaz enzimi orijinal kapakli ambalajinda serin ve kuru ortamda 4-8°C’de
saklanmaktadir. Bu sartlar altinda saklandiginda, tavsiye edilen raf 6mrii 12 aydir ve bu siire

icerisinde aktivite kayb1 %1°den diisiiktiir (DSM Food, 2004).
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Cizelge 6.1 B-Galaktozidaz enziminin kimyasal 6zellikleri (DSM Food, 2004)

Kimyasal Ozellikler Degerler
Aktivite > 5000 NLU/g
Agir Metal <30 ppm
Kursun <5 ppm
Arsenik <3 ppm
Civa <0.5 ppm
Kadmiyum <0.5 ppm
pH 7.0-7.5
Gliserol >% 47 (w/w)

Cizelge 6.2 B-Galaktozidaz enziminin mikrobiyolojik 6zellikleri (DSM Food, 2004)

Mikrobiolojik Ozellikler Degerler
Toplam Sayim <1000/ 1 ml
Koliformlar <30/1ml

Salmonella 25 ml’de yok
Escherichia coli 25 ml’de yok
Staphlococcus Aureus 1 ml’de yok
Listeria Moncoytogenes 25 ml’de yok
Mayalar <10/1ml
Kiifler <10/1ml
Antibiotik Aktivite test sonucuna gore yok
Mikotoksin test sonucuna gore yok

6.1 p-Galaktozidaz Enziminin Yapisi

Molekiiler agirlign yaklasik 540.000 olan B-galaktozidaz dort esdeger alt birimden olusan
tetramerik bir enzimdir. Her bir alt birim yaklasik 120-135 kDa molekiil agirligindadir.
B- Galaktozidaz agiklanan en uzun protein zincire sahip enzimdir. Her bir alt birimi yaklagik

1021-1170 aminoasit icermektedir (Nichtl vd., 1998; Ullman, 2001; [22]).
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2.5 A c¢oziiniirlikte kristal yapidaki ¢ift sarmal p-galaktozidaz’in boyutlar1 kabaca
175x135x90 A’ diir. Molekiil ¢ap1 yaklasik 5.39 nm’ dir (Nichtl vd., 1998).

Sekil 6.1°de B-galaktozidaz’in 3 boyutlu yapist goriilmektedir. Sekil 6.1(a)’da B-galaktozidaz
tetramer molekiiliinlin en genis yiiziinii gosteren kurdele sekli bulunmaktadir. Kirmizi/yesil ve

mavi/sart dimerlerin etkilesimi uzun ara yiizeyler olusturmaktadir.

Draanaln 5 F37-1023

Sekil 6.1 B-Galaktozidaz enziminin kimyasal goriiniimii [23]
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Sekil 6.1(b)’de molekiiliin ¢ift sarmal yapidaki kurdele diyagramindaki mavi/yesil dimer
aktiflesmis ara ylizeyin kompozisyonunu gostermektedir. Her zincirdeki a-tamamlayici
bolgeyi olusturan 1-50 arasindaki aminoasitler kirmiziyla gosterilmistir. Ara yiizey;
tamamlayic1 peptidler ile ara yiizeye ulasan ve komsu molekiiliin aktif bolgesine kadar
genisleyerek yapiyr kararli kilan her monomerdeki genislemis diigiim (272-288 arasindaki
aminoasitler) arasindaki etkilesimi icermektedir. Sekil 6.1(c)’de zincirdeki boliimlerin
organizasyonunu gosteren [-galaktozidaz monomerinin kurdele diyagrami bulunmaktadir.
Birbirini izleyen boéliimlerdeki aminoasitler, renk skalasinda birbirini izleyen renklerle

gosterilmistir (Ullman, 2001).

6.2 pB-Galaktozidaz Enziminin Endiistriyel Uygulamalar:

Siitte ve peynir alt1 suyunda bulunan laktozun hidrolizinde kullanilan p—galaktozidaz enzimi

bircok gida prosesinde kullanilmaktadir. Bunlardan baslicalari;

° Siitiin hidrolizi,
° Laktozsuz siit tiriinlerinin eldesi,
° Dondurma iiretimi,

o Peynir alt1 suyunun hidrolizi,

. Hayvansal besin uygulamalari’dir.
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7. PB-GALAKTOZIDAZ ENZIMI ILE ILGILI CALISMALAR

Endiistride kullanilan enzimler i¢in optimum sartlarin belirlenmesi bir¢ok arastirmacinin
ilgisini ¢eken bir konu olmustur. Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda laktozun enzimatik

hidrolizi ve B-galaktozidaz ile ilgili bazi caligmalar asagida 6zetlenmistir.

Panesar vd. (2007), tarafindan yapilan calismada, enzim ekstraksiyonu ve membran
hiicresinin laktoza olan zay1f gecirgenlik probleminin iistesinden gelebilmek i¢in, hidrolize siit
laktozunun iiretimi i¢in gegirgen Kluyveromyces marxianus hiicreleri kullanilarak deneyler
yapilmistir. Biyokiitle yiiklemeleri, sicaklik, karistirma ve reaksiyon siiresi gibi farkli proses
parametreleri yagsiz siitteki maksimum laktoz hidrolizi i¢in bu hiicrelerin kullanimi ile
optimize edilmistir. Optimize kosullar altinda etanol-gegirgen bira maya hiicreleri %89

oraninda siit laktozunun hidrolizini saglamistir.

Jurado vd. (2006), tarafindan yapilan ¢alismada, geri sirkiilasyonlu fiber yapida bir
biyoreaktorde, B-galaktozidaz stabilitesi farkli sicakliklarda adsorpsiyon kinetik modeli
uygulanarak incelenmis ve modele ait kinetik sabitler uygulanan her bir sicaklik ig¢in
hesaplanmistir. Ayrica, laktoz ve enzim konsantrasyonunun laktoz hidrolizi iizerindeki etkisi
farkli fiber modiillerde incelenmistir. Kullanilan membran yiizey alan1 1-1.95 m® arasinda
degismistir. Deneysel sonuglar galaktoz ile enzimin rekabet¢i inhibisyonu ve membranin
ylizeyinin enzimatik adsorpsiyonunu igeren model ile uyum gostermektedir. Modiillerde
kullanilan modelin uygunlugunun belirlenmesi i¢in adsorpsiyon sabitleri hesaplanmistir.
Calisilan kosullarda, Polisiilfondan yapilan fiber modiiliin daha az enzim adsorbe ettigi;

reaksiyon ve enzim i¢in daha uygun oldugu saptanmustir.

Ladero vd. (2006), tarafindan yapilan c¢alismada, Thermus sp. Strain T2’den {iretilen
immobilize edilmis ve edilmemis -galaktozidazin termal ve pH inaktivasyonu incelenmistir.
Termal inaktivasyon deneyleri 50 g/ laktoz iceren laktoz tampon c¢ozeltisinde, pH
inaktivasyonu deneyleri ise genelde kullanilan 50 mM (pH 7.2) fosfat tamponda
gerceklestirilmistir. Termal inaktivasyon deneyleri igin sicakliklar 60-90°C arasinda; pH
inaktivasyonu ise asidik pH 3-5 ve bazik pH 10-13 arasinda incelenmistir. 60-90°C arasinda
serbest enzim iki kademeli birinci derece reaksiyon gdstermis; bunun yaninda immobilize
enzim 80-90°C arasinda aymi egilimi gostermistir. Daha diisiik sicakliklarda sadece tek
kademeli reaksiyon gergeklesmistir. Her iki durumda da, enzim stabilitesini korumasina
ragmen, immobilize enzim 60°C’den 70°C’ye aktivitesini daha az yitirmistir. Asidik pH igin,

tek kademeli birinci dereceden reaksiyon egilimi gostermis, her 2 durumda inaktivasyon
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saglanmistir. Basit durumda, 2 kademli birinci dereceden basit bir model se¢ilmistir. Asidik
kosullarda, endiistriyel uygulamalari i¢in 6nemli olan peynir alti suyu, immobilizasyon ile
saglanan stabilizasyon kinetik parametrelerini etkilemistir. pH inkativasyonu ig¢in kinetik
parametrelerin degisimi incelenmistir. Cok degiskenli lineer olmayan regrasyon teknikleri

kullanilarak en iyi kinetik denklem sec¢ilmistir.

Sener vd., (2006) tarafindan yapilan ¢alismada; alternatif bir metod olarak ultrasonikasyonun
stitteki laktozun hidroliz kinetigine etkisi incelenmistir. Sonikatdriin frekans araligi ve akustik
giicii ile enzim stabilitesine etkisi c¢alisilmistir. Hidroliz reaksiyonlari Kluyveromyces
marxianus kaynakl ticari B-galaktozidaz enzimi kullanilarak gerceklestirilmistir. Optimum
calisma sartlar1 olan, 20 W akustik gii¢, %10 frekans araligt ve 1 ml/L enzim
konsantrasyonunda, ultrasonik uygulama %90 hidroliz derecesi ile sonuc¢lanmistir. Enzim ise
%25 oraninda aktivite kaybetmistir. Bu sonuglar, sonikasyon uygulamasinin siitteki laktozun
hidrolizi i¢in yararli oldugunu gostermektedir. Kalan laktoz konsantrasyonu ve kalan enzim
aktivitesi degerleri proses degiskenlerine bagli olarak modellenmistir. Uygulanan modellerin

deneysel sonuglar ile uyum i¢inde oldugu goriilmiistiir.

Novalin vd., (2005) tarafindan yapilan ¢alismada; siitteki laktozun enzimatik hidrolizi derin
fiber reaktorde incelenmistir. Mezofilik B-galaktozidaz enzimi siit akis1 boyunca sistemde
sirkiile olmaktadir. Enzim aktivitesi ve siit akis hiz1 gibi proses parametrelerinin hidrolie oaln
etkileri incelenmistir. Elde edile sonuglar, kesikli reaktdorden elde edilen wveriler ile
karsilastirildiginda, enzim aktivitesinin uzun siire korundugu bulunmustur. 4.9 m’ membran
yiizeyine sahip derin fiber reaktorde 23+2°C, 120 U/ml enzim aktivitesi ve 9.9 L/h siit akis

hizinda %78.11 oraninda doniisiim ger¢eklesmistir.

Kim vd., (2004) tarafindan yapilan ¢alismada; Kluyveromyces lactis kaynakl B-galaktozidaz
enzimi kullanilarak yapilan laktoz hidrolizinin, Michaelis-Menten kinetigne uymadigi
goriilmiistiir.  Yeni bir kinetik modeli olusturmak amaciyla, galaktoz ve glikozun
B-galaktozidaz aktivitesi iizerindeki etkileri arastirilmistir. Diisiik galaktoz ve laktoz
konsantrasyonlarinda galaktoz, inhibitor etkisi gostermistir. Buna karsilik, galaktozun (50
mM’den yliksek) ve laktozun (100 mM’den yiiksek) yiiksek konsantrasyonlarinda, galaktoz
B-galaktozidaz’in aktivitesini inhibe etmistir. 50 mM’dan diisiik glikoz konsantrasyonlarda
reaksiyon hizinin artist gozlenmistir ve optimum hidroliz degeri yaklasik %87 olarak
belirlenmistir. Hidroliz reaksiyonlarinda Kluyveromyces lactis kaynakl B-galaktozidaz enzimi
icin glikoz ve laktozun konsantrasyonuna bagli bir model olusturulmustur. Kluyveromyces

lactis kaynakli B-galaktozidaz enzimi kullanilarak yapilan hidroliz isleminde zamana bagl
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reaksiyonlardan elde edilen laktoz konsantrasyon degerlerinin, olusturulan yeni bir modelle

aciklanabildigi ileri stirlilmiistiir.

Numanoglu ve Sungur, (2004) tarafindan yapilan calismada; hiicre dis1 enzim iireten
hiicrelerin direkt olarak immobilize edilebildigi, fakat hiicre i¢i enzim iireten hiicrelerin
oncelikle hiicre gegirgenliklerinin arttirilmas1 gerektigi belirtilmistir. Bu c¢alismada,
Kluyveromyces lactis (ATTC 8583) kaynakli [-galaktozidaz enzimi kullanilmistir.
-Galaktozidaz enzimi hiicre i¢i bir enzim oldugundan; gegirgen hale getirilmis 6li hiicreler,
gluteraldehit kullanilarak jelatin icerisinde immobilize edilmistir. ki kimyasal, bir fiziksel
proses test edilmistir. Kimyasal metotlarda toksitlenme oranlar1 daha yiiksek oldugundan,
fiziksel metodun daha uygun olduguna karar verilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, serbest
hiicrelere oranla immobilize hiicrelerin aktivitesinin %30 oraninda daha fazla oldugu

gozlenmistir.

Roy ve Gupta, (2003) tarafindan yapilan ¢alismada; ticari adi Lactozym'™ olan
Kluyveromyces fragilis kaynakli B-galaktozidaz seliiloz tanecikleri iizerinde epiklorodin
yardimiyla immobilize edilmistir. Peynir alt1 suyundan elde edilen laktozun %90 oraninda
hidrolizlenmesi akigskan yatakli reaktorde 5 saatte gerceklesirken, ayni islem stirekli sistemde
48 saatte gerceklesmektedir. Immobilize enzimin, akiskan yatakli reaktdrde performansinda
herhangi bir azalma olmadan 3 kere kullanilabildigi belirtilmistir. Immobilizasyon sonunda
enzim i¢in optimum pH 7 ve sicaklik 55°C olarak bulunmustur. Akiskan yatakli reaktdrde

%60 verimde siit hidrolizinin 5 saat sonunda elde edilebilecegi ileri siirlilmiistiir.

Pessela vd., (2003) tarafindan yapilan calismada; Thermus kaynakli B-galaktozidaz enzimi;
galaktoz (3.1 mM) ile rekabetci olacak ve glikoz (49.9 mM) ile rekabet¢i olmayacak sekilde
inhibe edilmistir. Bu durum enzimin endiistriyel performansi iizerinde etkili olmustur. %5°lik
laktoz hidrolizinde, ¢6zilinebilir enzimler kullanilirken, reaksiyon %90°lik hidroliz oraninda
durmustur. Bu c¢aligmanin sonucunda, B-galaktozidaz enzimi immobilizasyonunun, siit
icerisindeki laktoz hidrolizinde veya 70°C’deki peynir alti suyundaki laktozun hidrolizinde
kullanilabilecegi gosterilmistir. Coziilebilir enzimlerle yapilan bu calismada, galaktoz ve
glikozun giiclii inhibisyonu nedeni ile laktoz %85 oraminda hidrolizlenmistir. Immobilize
edilmis B-galaktozidaz enziminin yiiksek stabilitesi nedeniyle, reaksiyonun 70°C’de yapilmast

Onerilmistir.

Burin vd., (2004) tarafindan yapilan calismada Aspergillus oryzae kaynakl B-galaktozidaz

enziminin peynir altt suyundaki aktivitesi renk koyulagsmasi ve matrisindeki fiziksel
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degisimlere bakilarak analiz edilmistir. Amorf sistemler, B-galaktozidaz ve peynir alti suyu
iceren ama maltodekstrin icermeyen c¢ozeltilerin sogutulurak kurutululmasi yontemiyle elde
edilmistir. Amorf sistemler, B-galaktozidaz ve peynir alti suyu iceren ama maltodekstrin
icermeyen c¢ozeltilerin sogutularak kurutulmasi yontemiyle elde edilmistir. Numuneler
(gozenekli ya da onceden sikistirilmis) %0, %22 ve %44 relatif nem igeren atmosferlere
maruz birakilmis ve 70°C’de saklanmistir. Kalan enzim aktivitesi ve renk gelisimi segilen
zaman araliklarinda analiz edilmistir. Enzim aktivitesindeki diisiisiin kahverenginin olusumu
ile ters orantili oldugu ve az gozenekli sistemlerde daha belirgin olarak gozlemlendigi
belirtilmistir. Maltodekstrin ilavesi ile enzim aktivitesindeki diisiis yavaslatilmis, renk

gelisimi ve laktoz kristallenmesi geciktirilmistir.

Di Serio vd., (2003) tarafindan yapilan ¢alismada aliiminyum oksit ve silisyum oksit gibi
farkl1 oksit destekleri lizerine immobilize edilmis Kluyveromices marxianus kaynakli
B-galaktozidaz enziminin kinetik davranisi incelenmistir. Immobilize enzim aktivitesinin,
destek malzemesinin kimyasal yapis1 ve fiziksel Ozelliklerine bagli olarak degistigi
gozlenmistir. Destek malzemesinin partikiil biiyiikliigiiniin artisiyla enzim aktivitesinin hizla
diistiigii tespit edilmistir. En uygun immobilize destek malzemesi silisyum oksit olarak
belirlenmistir. Silisyum oksit kiirecikleri lizerine immobilize edilmis B-galaktozidaz enzimi
kullanilarak pH=7 i¢in laktoz hidrolizi; farkli besleme hizlari, {iriin konsantrasyonlar1 ve
sicakliklar gibi farkli operasyon kosullari igin gergeklestirilmistir. En yiiksek laktoz doniisiim
oran1 Milipore Silica 150A tizerine immobilize edilmis 4 g B-galaktozidaz enzimi kullanilarak
37°C sicaklik ve 4 cm’/dakika besleme hiz1 igin elde edilmis olup yaklasik %80°dir. Tlgili

kinetik modeller Michaelis-Menten’e uygun olarak kurulmustur.

Tanriseven ve Dogan, (2002) tarafindan yapilan calismada; Aspergillus oryzae kaynakli
B-galaktozidaz enzimi, gluteraldehit ile katilastirilmis jelatinden olusan tiipler igerisinde,
immobilize edilmistir. Immobilizasyon islemi sonucunda, 35 giin boyunca relatif aktivite %56
oraninda sabit tutulmustur. Optimum sartlar immobilizasyon isleminden etkilenmemis,
serbest ve immobilize edilmis enzimler i¢in optimum pH degeri 4.5, optimum sicaklik degeri
de 50°C olarak belirlenmistir. Yiiksek sicaklik ve pH’da immobilize edilmis B-galaktozidaz
enzimlerinin daha kararli olduklar1 gozlenmistir. CoOzilinebilir ve immobilize edilmis
B-galaktozidaz’in kinetik parametreleri belirlenmistir. Yeni gelistirilen immobilizasyon
metodu, basit ancak etkilidir. Bu metodun, diger enzimlerin immobilizasyon islemlerinde de

kullanilabilinecegi belirtilmistir.

Vasiljevic ve Jelen, (2002) tarafindan yapilan caligmada; B-galaktozidaz kaynagi olarak
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kullanilan Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842’nin iireme ortaminda
pH’1 ayarlamak icin NaOH, KOH ve NH4OH gibi ii¢ farkli notrallestici kullanilmigtir. Siit
icin laktoz hidroliz kinetikleri ile enzimin aktivite degerleri incelenmistir. NH4sOH
kullaniminin NaOH, KOH kullanimina kiyasla enzim aktivitesini oldukga arttirdigi tespit
edilmistir. Siitteki laktoz hidrolizi i¢in Michaelis-Menten modeline ait ke, ve ki, katsayilari
%1 (hacim/hacim) enzim konsantrasyonu i¢in hesaplanmistir. Laktoz hidroliz hizinin
baslangictaki enzim aktivitesi ve sicakliga bagli olarak degistigi gozlenmistir. En yliksek
laktoz hidroliz hiz1 65°C igin elde edilmis; ancak, 1-1.5 saat sonunda enzimin deaktive oldugu

belirlenmistir. HPLC peptit haritalama yontemi kullanilarak tayin edilen aktivitenin 20-37°C

arasindaki sicakliklar i¢in daha yiiksek oldugu gozlenmistir.

Ladero vd., (2001) tarafindan yapilan c¢alismada; hem ¢ozelti icinde hem de silika
alimiinyum iizerinde immobilize edilmis Escherichia coli kaynakli - galaktozidaz enzimi
kullanilarak laktoz ve ONPG’nin (ortho-nitrophenyl-f-D-galactopyranoside) hidrolizi
incelenmistir. Bu arastirmada kullanilan enzim genetik miihendisleri tarafindan modifiye
edilmis ve kromotografik yolla homojenize edilmistir. Laktozun hidrolizinde, glikozdan
dolay1 inhibe edilmis, rekabet¢i olmayan enzimin Ozellikleri gézlemlenmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda, galaktozun herhangi bir inhibisyon etkisine rastlanmamistir. ONPG hidrolizinde,
hem serbest enzimler hem de immobilize enzimler i¢in optimum pH 7.5-8 olarak
bulunmustur. Laktoz hidrolizinde ise serbest enzimler i¢in optimum pH yaklasik 6 olarak
gbzlemlenirken immobilize enzimler i¢in optimum pH yaklasik 7°dir. Immobilize edilmis
enzimler katalizor gorevi goriirken; laktoz, hidroliz isleminde rekabet¢i olmayan inhibitor
gorevi yapmustir. 40°C iizerindeki sicakliklarda enzim immobilizasyon isleminin katalitik
aktiviteyi etkilemedigi gozlemlenmistir. Fakat Michaelis-Menten  sabiti (ky,), serbest
enzimlerde, 5°C’de yiiksek degerde, 40°C’de daha diislik degerdedir. Sicakligin arttirilmasi
ile, serbest enzimlere kiyasla immobilize enzimlerde aktivitenin daha az etkilendigi
goriilmiistiir. 40°C’de laktoz ve glikoz inhibisyonu birbirine benzer oldugu halde 5°C’de bir
benzerlik  gozlemlenmemistir.  Diisiik  sicakliklara  kiyasla  yiiksek  sicakliklarda
immobilizasyon prosesi, enzimlerin katalitik aktivitesini diistirmiistiir. Hidroliz, bunun tam
tersi bir Ozellik gostererek; 40°C’de yaklasik %50 iken, 5°C’de yaklasik %2 olarak

hesaplanmustir.

Szczodrak, (2000) tarafindan yapilan calismada; Kluyveromyces fragilis kaynakli, %90’dan
yiiksek aktivitede tutuklanmis ve hidrojen baglari modifiye edilmis, dogal B-galaktozidaz

enzimi gozenekli cam lizerinde immobilize edilmistir. Yiiksek katalitik aktivite, genis pH
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araligindaki stabilite ve serbest kalan enzimlerin aktivitesini korudugu sicaklik araligi
incelenmistir. Ayn1 zamanda, s1v1 fazdaki enzimlerin, optimum pH araligindaki (pH=6-7) ve
optimum sicaklik araligindaki (35-50°C) degisimleri gozlemlenmistir. Hem kesikli proseste,
hem de geri dongiilii dolgulu yatak biyoreaktorde; peynir alti suyunun igindeki yiiksek

verimlilikteki laktozun hidrolizi ger¢eklestirilmistir.

Santos vd., (1998) tarafindan yapilan calismada; Kluyveromices fragilis kaynakli ticari
-galaktozidaz enzimi kullanilarak enzim, substrat ve {irlin konsantrasyonlar1 ve sicaklik gibi
reaksiyon sartlarinin hidroliz kinetigi iizerindeki etkileri incelenmistir. Fiziksel, besinsel,
teknolojik ve cevresel nedenlerden dolayr ilgi ¢eken bir konu olan laktoz hidrolizi, tuz
kompozisyonu siite benzeyen bir tampon ¢dzelti igerisinde gergeklestirilmistir. Enzimin
aktivitesine ve stabilitesine, pH ve sicakligin etkisi incelnemis ve optimum pH 6.5 olarak
bulunmustur. 45°C’nin iizerindeki sicakliklarda birka¢ saat i¢inde Onemli dlglide
deaktivasyona sebep oldugundan, kinetic modelin tiiretilmesi i¢in deneyler pH 6.5’te 5-40°C
sicaklik araliginda yapilmistir. Substrat ve {iriin inhibisyonu goz Oniine alinmustir. Farkhi
kinetik modelleri ayirt edebilmek icin deneyler farkli monosakkarit baslangi¢ kosullarinda
yapilmistir. Modelleme c¢alismalart sonucunda, hidroliz reaksiyon kinetiginin galaktozun
neden oldugu rekabetci inhibisyonu da géz 6niine alan Michaelis-Menten modeline uygunluk

gosterdigi belirlenmistir.
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8. MATERYAL VE YONTEM

8.1 Kullanilan Materyaller

e B-Galaktozidaz enzimi

e Peynir Alt1 Suyundan Elde Edilen Laktoz
¢ Glikoz Deney Kiti

e ONPG cozeltisi

e Glikoz Standart Cozeltisi

e 25 mM fosfat tampon ¢ozeltisi

e 100 mM fosfat tampon ¢ozeltisi

e Kimyasal maddeler (5 M HCL, 1 M Na,CO3)

Peynir alt1 suyundan elde edilen laktozun hidroliz isleminde kullanilan, ticari adi Maxilact LX
5000 olan, Kluyveromyces marxianus kaynakli B-galaktozidaz enzimi (lirlin kodu: EC
3.2.1.23) olduk¢a saflastirilmis sivi laktaz preparatt olup likit kivamda DSM Food
Speacialties firmasindan saglanmis ve ¢alismalar siiresince 4°C’de buzdolabinda saklanmustir.
Rengi soluk kahverengiden koyu kahverengiye dogru bir tonda olan, bulanik viskoz bir
stvidir. Aktivitesi graminda 5000 Dogal Laktaz Birimidir (NLU). 1 NLU deneysel kosullarda
bir orto ortho-nitrophenyl-f-D-galactopyranoside (ONPG) substratindan 1.3 pumol orto-nitro-

phenol olusturan enzim miktaridir.

Toz haldeki ONPG (iiriin kodu: EC 206-716-1) Sigma firmasindan saglanmis olup ¢alismalar
stiresince -20°C’de dondurucuda saklanmigtir. ONPG ¢ozeltisi, 100 ml pH 7.4’teki 100
mM’lik fosfat tampon ¢ozeltisi icerisinde 300 mg ONPG c¢oziilerek hazirlanmistir.

Hidroliz islemi i¢in kullanilan laktoz Maybi A.S.’den, glikoz deney kiti (iirlin kodu: 02-0541)
Elitech firmasindan saglanmis olup calismalar siiresince 4°C’de buzdolabinda, hidroliz
reaksiyonu ve enzim aktivitesine etkisini incelemek i¢in kullanilan glikoz (iiriin no:1.08337),
galaktoz (iiriin no: 1.04061) ve gliserin (iiriin no: 1.04093) Merck firmasindan saglanmis olup

laboratuar sartlarinda saklanmastir.
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8.2 Kullanilan Cihazlar

8.2.1 Biyoreaktor

Bu c¢alismada, Sanyo Gallenkamp firmasi tarafindan iiretilen modiiler biyoreaktor sistemi
(FER-195-010) kullanilmistir. Bu sistem, bir biyoreaktor ile karistirici hizi, sicaklik, pH’1
kontrol eden modiillerden olusmaktadir. Ayrica, Orneklerin hidroliz tayini i¢in 37°C’ye
ayarlanmis 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 ¢ift 1s1inl spektrofotometre

kullanilmistir. Deneylerde kullanilan biyoreaktor sisteminin genel goriiniimii Sekil 8.1°de,

semas1 Sekil 8.2°de verilmistir.

Sekil 8.1 Biyoreaktdr sisteminin genel goriintimii
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Kullanilan biyoreaktdr 1 litre hacminde, g¢elik kapakli ve yuvarlak tabanli, tiim pargalar
paslanmaz celikten yapilmig, pyrex cam bir reaktordiir. Biyoreaktoriin kapagi iizerinde
problarin yerlestirilmesi ve gerekli ilavelerin yapilmasina olanak saglayan girisler (15 adet)
bulunmaktadir. Reaktorde, reaksiyon ¢ozeltisinden 6rnek alinabilmesi i¢in, bir 6rnek vanasi
ve kabi mevcuttur. Karistirma, ¢elik kapaga monte edilen bir karigtirict motor ile
gerceklestirilmektedir. Karistirict saftinda, alti kanatli, reaktdr tabanindan yiiksekligi
ayarlanabilir Rushton tipi bir karistirict1 palet mevcuttur. Reaktérde her biri 1.5 cm
genisliginde dort adet simetrik, takilip c¢ikartilabilen engeller vardir. Biyoreaktor ile ilgili

komponentler ve boyutlar1 Cizelge 8.1°de verilmistir.

Cizelge 8.1 Biyoreaktor ile ilgili komponentler ve degerleri

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

Reaktor dis cap1 12.1 cm

Reaktor yiiksekligi 17 cm

Karistirict palet tipi 6 kanatli Rushton
Karistirici palet sayisi 1

Karistiricr palet capt 4.8 cm

Karigtiricr kanat genisligi 1.4 cm

Karistirici kanat yiiksekligi 1.9 cm

Engel sayis1 4

Engel yiiksekligi 13.5cm

Engel genisligi 1.5 cm

Reaktor tabanindan karistiricinin yiiksekligi | 3 cm
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8.2.1.1 Biyoreaktor kontrol modiilleri

Deneysel ¢alismalar sirasinda karistirict hizi ve sicaklik kontroliinii saglayan kontrol

modiilleri ve 6zellikleri agagida siralanmistir.

° Kanstirici1 hizi kontrol modiilii:

Karigtiricr hizi: 50-1000 devir/dak
Karistirict motor: 65 W, 24V dc

Karistirict hizinin kalibrasyonu bir takometre ile yapilmustir.

) Sicaklik kontrol modiilii:

Sicaklik: 15-90°C

Dogruluk: + %1

Isitici tipi: de rezistans

Isitic1 giicti: 24V dc 100W
Termistor tipi: Yari iletken LM5DZ

Sicaklik kontrol modiiliiniin kalibrasyonu bir termometre yardimiyla yapilmis olup, deney

sirasinda reaktor igerisindeki sicaklik, bu termometre ile kontrol edilmistir.

. pH kontrol modiilii:

pH: 0-14 pH
Dogruluk: + 0.1 pH
Elektrolit: AgCL ile doyurulmus 4M KCL

pH modiiliiniin kalibrasyonu; pH=4, pH=7 ve pH=10 tampon ¢ozeltileri kullanilarak
yapilmustir.
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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¢ kullanilarak gergeklestirilmistir. Hidroliz
¢oOzeltisinin sicaklik degerleri, PolyScience marka (9005 model) sicaklik kontrollii su banyosu
ile kontrol edilmistir. Reaktoriin i¢ sicakligi (IKA Labortechnik, ETS-D4 fuzzy) marka dijital
termometre ile reaksiyon siiresi boyunca Olciilmiistiir. Ayrica, 6rneklerin hidroliz tayini i¢in
37°C’ye ayarlanmis bir su banyosu, enzim aktivite tayini i¢in 28°C’ye ayarlanmis bir su
banyosu ve orneklerin absorbans degerlerini okumak i¢in Shimadzu marka UV-150-02 cift

1sinlt  Spektrofotometre kullanilmistir. Deneylerde kullanilan deney diizeneginin genel

goriinimi Sekil 8.3’te, semast ise Sekil 8.4°te verilmistir.

Sekil 8.3 Sonikator sisteminin genel goriiniimii
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Deneylerde kullanilan ¢ift cidarli cam reaktor; 400 ml hacminde, cam kapakli, diiz tabanli,
silindirik, 8 cm ¢apinda ve 10 cm yiiksekliginde bir reaktordiir. Reaktoriin kapag: iizerinde
problarin yerlestirilmesi ve gerekli ilavelerin yapilmasina olanak tanmiyan girisler (6 adet)

bulunmaktadir.

8.2.2.1 Sonikator kontrol modiilleri

Deneysel caligmalar sirasinda sonikasyon kontroliinii saglayan modiiliin, pH kontrol

modiiliiniin ve sicakligin kontroliinii saglayan su banyosunun 6zellikleri asagida siralanmistir.

. Akustik gii¢ ve frekans aralig1 kontrol modiilii:
Calisma frekans1 : 20 kHz

Akustik gii¢ : max. 200 W

Frekans araligt  : %S5 - %100

. pH Kkontrol modiilii:

pH : 0-14 pH

Dogruluk : +0.1 pH

Elektrolit :AgCl ile doyurulmus 4 M KCI

pH modiiliiniin kalibrasyonu, pH 4, pH 7 ve pH 10 tampon ¢dzeltileri kullanilarak
saglanmstir.
. Su banyosu:

Cift cidarli cam reaktoriin su banyosuna baglanmasiyla sicaklik kontrolii saglanmistir.

Sicaklik araligr : (-20) - 150°C
Dogruluk : 40.05°C
Pompalama hizi : 7 veya 15 (L/dak)
Kapasite 16 L
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8.3 Deneylerin Yapilis1

Biyoreaktorde gerceklestirilen deneylerde 250 ml 25 mM fosfat tampon ¢dzeltisine, istenilen
karigtirict hizina ve sicakliga getirildikten sonra, 1 ml/L enzim ilavesi ile reaksiyon
baslatilmistir. Reaksiyonlar 30 dakika siirmiistiir. Reaksiyon siiresince belirli zaman
araliklarinda deney ¢ozeltisinden drnekler alinarak, ortamda kalan laktoz miktar1 ve % enzim
aktivitesi tayini icin hazirlanmistir. Orneklerin analizleri 5’er kez tekrar edilmis ve elde edilen

degerlerin ortalamalar1 alinmistir.

Sonikatorde gergeklestirilen deneylerde 250 ml 25 mM fosfat tampon ¢ozeltisine, istenilen
akustik gilice, % frekans araligina ve sicakliga getirildikten sonra, 1 ml/L enzim ilavesi ile
reaksiyon baglatilmistir. Reaksiyonlar, sonikator 1 dakika calisip 1 dakika duracak sekilde
toplam 30 dakika silirmiistiir. Reaksiyon siiresince belirli zaman araliklarinda reaksiyon
cozeltisinden alinan 6rnekler, ortamda kalan laktoz miktar1 ve % enzim aktivitesi tayini i¢in
hazirlanmistir. Orneklerin analizleri 5’er kez tekrar edilmis ve elde edilen degerlerin

ortalamalar1 alinmistir.

8.4 Analiz Yontemleri

8.4.1.1 Laktoz konsantrasyonu tayini

Ortamda kalan laktoz miktarinin tayini i¢in, 30 dakikalik islem siiresi boyunca 5 dakika
araliklarla biyoreaktordeki ve sonikatdrdeki reaksiyon ¢ozeltisinden 0.5 ml numune alinmis,
50 ul 5 N HCL ilavesi ile reaksiyon durdurulmustur. Ayrica; 0.5 ml’lik numuneler, 5 ml saf
su ilave edilerek seyreltilmistir. Elde edilen son karisimdan, 30 ul 6rnek alinarak, iizerine 3
ml reaktif ¢ozeltisi ilave edilmistir. Buna ek olarak, 30 pl standart ¢ozeltisi iizerine, 3 ml
reaktif ¢Ozeltisi ilave edilmistir. Referans ¢ozeltisi de, 30 pl saf su iizerine 3 ml reaktif
coOzeltisi ilavesiyle hazirlanmistir. Bu islemlerin sonucunda; referans, standart ve Ornek
cozeltileri 10 dakika siireyle 37°C’deki su banyosunda bekletilmistir. Daha sonra, 500 nm
dalga boyunda Shimadzu marka UV-150-02 ¢ift 1smli spektrofotometrede, referans
cozeltisine karsilik olarak, standart ve ornek ¢ozeltilerinin absorbans degerleri okunmustur.
Okunan absorbans degerleri ortamdaki glikoza aittir. Glikoz miktarindan yararlanilarak

ortamda kalan laktoz miktar1 hesaplanmistir (Trinder, 1969).
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8.4.1.2 % Enzim aktivite tayini

Ortamdaki % enzim aktivitesinin tayini i¢in, 30 dakikalik islem siiresi boyunca belirli zaman
araliklarinda biyoreaktordeki ve sonikatérdeki reaksiyon ¢ozeltisinden 0.1 ml numune alinmis
ve tlizerine 2 ml ONPG c¢ozeltisi ilave edilerek B-galaktozidaz ile ONPG’nin hidrolizi
saglanmis ve 28°C’de 5 dakika bekletilmistir. 5 dakika sonunda karigim itizerine 1 ml 1M
Na,COs ¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon durdurulmustur. Referans ¢ozeltisi de, 0.1 ml enzim
icermeyen reaksiyon ¢ozeltisi numunesi iizerine 2 ml ONPG ve 1 ml 1M Na,CO; ilavesiyle
hazirlanmistir. Bu islemlerin sonucunda; ONPG hidrolizi sonunda olusan ONP (orto-
nitrophenol)’ye ait sarims1 renkten yararlanilarak 420 nm dalga boyunda Shimadzu marka
UV-150-02 ¢ift 1smnl1 spektrofotometrede, referans c¢ozeltisine karsilik olarak o6rnek
¢oOzeltilerinin absorbans degerleri okunmustur (Craven vd., 1965; [23]). Elde edilen absorbans
degerleri kullanilarak % enzim aktivite degerleri hesaplanmistir. % Enzim aktivite degerleri
biyoreaktér ve sonikatorde gerceklestirilen deneylerde hem laktozlu hem de laktozsuz

ortamlar i¢in tayin edilmistir. ONPG hidrolizasyonu sematik olarak Sekil 8.5’te verilmistir.

M
CHO %

0 1o,
: 0
HOH p-galactosidase HO OH \
: E * Nom + ©

H OH

ONPG OFP-“sar1 renl”

Sekil 8.5 ONPG hidrolizi [24]



61

8.5 Hesaplamalar

8.5.1 Laktoz konsantrasyonunun hesaplanmasi

Laktoz konsantrasyonu tayinlerinde asagidaki bagintilar kullanilmistir;

[CL] = [Cro] — ([MLakTOZ] / [MaLikoz])*(Ca/ Cst ) (8.1)
[H] = 100*([S1] / [So)*f (8.2)
Burada;

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

[CL] : Islem sonunda ortamda kalan laktoz konsantrasyonu, g/L
[MLaktoz] : Laktozun molekiil agirligi, 342.32 g/mol

[Mgrikoz] : Glikozun molekiil agirligi, 180.17 g/mol

Cg: Islem sonunda olusan glikozun absorbans degeri

Cs: : Standart ¢ozeltisinin absorbans degeri

f: Seyreltme faktorii

[H] : % Hidroliz derecesi

olarak tanimlanmistir. Hesaplamalarda seyreltme faktorii, f =11 olarak kullanilmistir.

8.5.2 Enzim aktivitesinin hesaplanmasi

[A]=100*([A1]/ [Ao]) (8.3)
Burada;

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

[A1] : Islem sonundaki ONP’nin absorbans degeri

[A] : % Enzim aktivitesi

olarak tanimlanmistir.
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8.6 Istatistiksel Hesaplamalar

Istatistiksel verilerin hesaplanmasi igin Curve Expert 1.3 programi kullanilmistir. Bu program
yardimi ile deneysel ve teorik degerler arasindaki sapma, en kiiclik kareler metodu

kullanilarak hesaplanmustir. Istatistiksel degerler Denklem 8.4-8.5’te sunulmustur.

N4
_ obs cal\2
SSR= > (R ~CR) 8.4)
m-=
5 :_fiR_);)m (8.5)

Denklem 8.4 ve 8.5’te;
m: gdzlem sayisi
Ng: toplam deney sayis1

p: parametre sayis1 ve

O: Standart sapma

olarak tanimlanmuistir.
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9. ARASTIRMA BULGULARI

9.1 Biyoreaktorde Gergeklestirilen Deneylere Ait Bulgular

9.1.1 Baslangic laktoz konsantrasyonunun hidroliz ve enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Baglangi¢ laktoz konsantrasyonunun hidroliz derecesi ve enzim aktivitesine etkisi
incelenmistir. 250 ml 25 mM fosfat tampon ¢ozeltisinde, 37°C sicaklikta, pH 6.5 ve 300
devir/dak karistirict hizinda, 3 ml/L enzim ilavesi ile 10-60 g/L arasindaki baslangi¢ laktoz
konsantrasyonlar1 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus, reaksiyon sonunda
laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim aktiviteleri ile ortamda kalan laktoz konsantrasyonlari
tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.1°de verilmis ve Sekil 9.1°de grafiksel olarak

sunulmustur.

Cizelge 9.1 Baslangic laktoz konsantrasyonuna karsilik elde edilen deneysel veriler
(pH=6.5, T=37°C, N=300 devir/dak, Enzim kons.=3 ml/L)

Baslangic Hidroliz Enzim Enzim Laktoz Kons.
Laktoz Kons. Derecesi Aktivitesi Aktivitesi (g/L)
(g/L) (%) (Laktozlu) (Laktozsuz)
(%) (%)
10 92.00 84.06 67.12 0.80
20 90.20 79.51 67.12 1.96
30 89.03 77.16 67.12 3.29
40 86.95 76.57 67.12 5.22
50 85.78 74.43 67.12 7.11
60 77.13 70.51 67.12 13.72

Cizelge 9.1 ve Sekil 9.1°de goriildiigii gibi baslangic laktoz konsantrasyonu arttikga % enzim
aktivitesi ve hidroliz derecesinin azaldig1 gézlenmektedir. 10 g/L konsantrasyondaki hidroliz
derecesi yaklasik %92 iken 60 g/l konsantrasyonda hidroliz derecesi yaklasik %77’e
diismektedir. Ayn1 zamanda, belirtilen konsantrasyon araligi boyunca enzim aktivitesi
%84’ten %70’e (yaklasik %17) azalmistir. Hidroliz derecesi ve enzim aktivitesindeki bu
diisiis enzimin yapisal bozunmaya ugradifina baglanmaktadir. Sonug¢ olarak, elde edilen

deneysel verilere gére optimum baglangi¢ laktoz konsantrasyonu 50 g/L olarak belirlenmistir.
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Sekil 9.1 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun baslangic
laktoz konsantrasyonu ile degisimi (T=37°C, pH=6.5, N=300 devir/dak, Enzim Kons.=3
ml/L)

B-Galaktozidaz enziminin reaksiyon kosullarina dayanmikliligini inceleyebilmek amaciyla,
deneyler aynm1 kosullarda laktozsuz ortamda tekrarlanmistir. Laktozsuz ortamda

gerceklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesi yaklasik olarak %67 bulunmustur.

Baslangi¢ laktoz konsantrasyonunun ortamda kalan laktoz miktari, laktozlu ortamdaki enzim
aktivite degerleri lizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlanilarak

kurulan matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.2’de verilmistir.
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Cizelge 9.2 Baslangi¢ laktoz konsantrasyonlarina karsilik elde edilen deneysel verilere uyan
matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (T=37°C, pH= 6.5, N= 300 devir/dak,
Enzim Kons.= 3 ml/L)

Matematiksel model Katsayilar™ | Standard R’
sapma (J)

a=-3.06

[Ci]=a+b [Cro] + ¢ [Crol® + d [Crol b=0.5164 0.7023 0.9958

Lfj=a o] T C[Lro L0 c=-0.0166 . .

d=0.0002
ar=79.563

[A]=axtba [Cuo] +ca [Cuol”  (laktozlu) | Pa=00I31 oo ] o0
ca=-0.0034

*Katsayilara ait birimler; a: g laktoz.L'l; b, a,: birimsiz; ¢, ba: (g laktoz.L'l)'l; d,ca: (g laktoz.L'l)'2

Laktoz konsantrasyonunun farkli baslangi¢c konsantrasyonunda zamana karsilik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda ornekler alinmistir. Elde
edilen degerler Ek 1, Cizelge E1.1°de verilmis ve Sekil 9.2°de grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim baslangi¢
laktoz konsantrasyonlar1 icin, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki degisimin

ikinci derece kinetik modele uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.1).

I (9.1)

L CLO

0

Laktoz konsantrasyonunun zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait
katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.3’te

verilmigtir.

Laktozlu ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli baslangi¢ laktoz konsantrasyonlarinda
zamana karsilik degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda
ornekler alinmistir. Elde edilen degerler Ek 1, Cizelge E1.2°’de verilmis ve Sekil 9.3’te
grafiksel olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim baslangic laktoz konsantrasyonlari icin, % enzim aktivitesi ile zaman
arasindaki degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon

kinetigi modeline uydugu goriilmiistiir. (Denklem 9.2).

A =(100-a;)exp(-kpt) + 0y (9.2)
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Laktozlu ortamda % enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel
modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler

Cizelge 9.3 te verilmistir.
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15 A

0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)

® 10g/L m 20g/L 30g/L 40 g/L
A 50g/L B 60g/L —— 10 g/L (model) =20 g/L (model)
30 g/L (model) 40 g/L (model) =50 g/L (model) 60 g/L (model)

Sekil 9.2 Farkli baslangi¢ laktoz konsantrasyonlari i¢cin zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (T=37°C, pH=6.5, N=300 devir/dak, Enzim Kons.=3 ml/L)
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Sekil 9.3 Laktozlu ortamda farkli baslangi¢ laktoz konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde
edilen % enzim aktivite degerleri (T=37°C, pH=6.5, N=300 devir/dak, Enzim Kons.=3 ml/L)

Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimini incelemek ig¢in
hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde edilen degerler Ek
1, Cizelge E1.3°de verilmis ve Sekil 9.4’te grafiksel olarak sunulmustur. Deneysel verilere
dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda, % enzim aktivitesi ile zaman
arasindaki degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon
kinetigi modeline uydugu goriilmistiir. (Denklem 9.2). Laktozsuz ortamdaki % enzim
aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve

yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.3’te verilmistir.
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Sekil 9.4 Laktozsuz ortamda farkli baslangi¢ laktoz konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik
elde edilen % enzim aktivite degerleri (T=37°C, pH=6.5, N=300 devir/dak,
Enzim Kons.=3 ml/L)



Cizelge 9.3 Farkli baslangi¢ laktoz konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel modellere

ait katsayilar ve istatistiksel veriler (T=37°C, pH= 6.5, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 3 ml/L)

(laktozlu ortam) (laktozsuz ortam)
k 5 R’ o Kb ) R’ o Kp2 ) R’
[Crol
10 0.0375 0.0401 0.9948 82.51 0.0746 0.4487 0.9980 66.17 0.0839 1.0319 0.9974
20 0.0167 0.0289 0.9854 79.21 0.0957 1.0236 0.9936 66.17 0.0839 1.0319 0.9974
30 0.0084 0.0149 0.9862 77.63 0.1218 1.2361 0.9925 66.17 0.0839 1.0319 0.9974
40 0.0052 0.0112 0.9826 75.59 0.1379 0.7239 0.9972 66.17 0.0839 1.0319 0.9974
50 0.0042 0.0059 0.9914 74.64 0.1535 0.8797 0.9972 66.17 0.0839 1.0319 0.9974
60 0.0019 0.0031 0.9867 70.83 0.2771 0.2708 0.9998 66.17 0.0839 1.0319 0.9974

*Katsayilara ait birimler; *k: L.g 1aktoz'1.dakika'1; o: birimsiz; kp,kp: dakika™
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9.1.2 Enzim konsantrasyonunun hidroliz ve enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Enzim konsantrasyonunun hidroliz islemine ve reaksiyon sonunda enzim aktivitesine etkisini
incelemek i¢in % 5 laktoz (agirlik/hacim) igeren 250 ml reaksiyon ¢dzeltisine (25 mM fosfat
tampon ¢ozeltisi), pH 6.5 ve 37°C sicaklikta, 300 devir/dak karistirici hiz1 ile 0.5-3 ml/L
konsantrasyonlar1 arasinda enzim ilavesi ile 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi
tutulmus, reaksiyon sonunda laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim aktiviteleri ile ortamda
kalan laktoz konsantrasyonlari tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.4 te verilmis ve

Sekil 9.5°te grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 9.4 Enzim konsantrasyonuna karsilik elde edilen deneysel veriler (pH=6.5, T= 37°C,
N=300 devir/dak)

Enzim Kons. Hidroliz Enzim Enzim Laktoz Kons.
Derecesi Aktivitesi Aktivitesi
(ml/L) ) (Laktozlu) (Laktozsuz) (g/L)
(%0) (%0)

0.5 66.31 64.29 53.55 16.85
1.0 80.96 67.56 57.67 9.52
1.5 82.25 69.19 59.01 8.88
2.0 84.74 71.38 61.03 7.63
2.5 85.72 72.78 64.27 7.14
3.0 85.78 74.30 67.12 7.11

Cizelge 9.4 ve Sekil 9.5’te goriildiigli gibi enzim konsantrasyonu artisiyla hidroliz
derecesinde ve enzim aktivitesinde artis gozlenmektedir. 0.5 ml/L enzim konsantrasyonundaki
hidroliz derecesi yaklasik %66 iken, 1 ml/L enzim konsantrasyonunda yaklasik %81 olmus ve
3 ml/L enzim konsantrasyonu i¢in yaklasik %86 bulunmustur. Diger taraftan, belirtilen enzim
konsantrasyonu araligi boyunca enzim aktivitesi %64’ten %74’e (yaklasik %16) artmstir.
Sonug olarak, elde edilen deneysel verilere gore optimum enzim konsantrasyonu 1 ml/L

olarak belirlenmistir.
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Sekil 9.5 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun enzim
konsantrasyonu ile degisimi (pH=6.5, T=37°C, N=300 devir/dak)

B-Galaktozidaz enziminin reaksiyon kosullarina dayanikliliini inceleyebilmek amaciyla,
enzim konsantrasyon deneyleri ayni kosullarda laktozsuz ortamda tekrarlanmistir. Laktozsuz
ortamda gercgeklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesinin, laktozlu ortamda
gerceklestirilen deneylerde oldugu gibi enzim konsantrasyonu ile arttigi Sekil 9.5°te
goriilmektedir. Laktozlu ortamdaki enzim aktivitesinin daha yiliksek olmasinin nedeni, laktoz

partikiillerinin enzimi aktive etmesinden kaynaklanmaktadir.

Enzim konsantrasyonunun ortamda kalan laktoz miktari, laktozlu ve laktozsuz ortamdaki
enzim aktivite degerleri {izerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden

yararlanilarak kurulan matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.5’te verilmistir.
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Cizelge 9.5 Enzim konsantrasyonuna karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel
ifadeler ve istatistik veriler (pH=6.5, T=37°C, N=300 devir/dak)

Matematiksel model Katsayilar’ Standart R’
sapma (J)

a=27.7233

[Ci]=a+b[E]+c[EP+d[E] ~ 284108 1.0427 | 0.9842

L ¢ c=13.1656 ' '

d=-2.0029
ap = 60.76

Al =ap +bp [E] + E]? laktozl ba = 7.8907 0.4046 0.9949

[ ]_aA A[ ] CA[ ] (a Ozu) CA='1.3443 * °
ax=51.683

A]l=aa +ba [E] +ca [E]*  (lakt ba= 48115 0.8049 0.9916

*Katsayilara ait birimler; a: g laktozL'; b: g laktozml"'; c¢: g laktozL.ml?* d: g laktoz.L’ml>;
ax: birimsiz; by: (ml enzim. L"), ¢, (ml enzim. L")

Laktoz konsantrasyonunun farkli enzim konsantrasyonlarinda zamana karsilik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde
edilen degerler Ek2, Cizelge E2.1°de verilmis ve Sekil 9.6’da grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim enzim
konsantrasyonlari i¢in, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki degisimin ikinci
derece kinetik modeline uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.1). Laktoz konsantrasyonunun
zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan

istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.6’da verilmistir.
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Laktoz Konsantrasyonu (g/L)

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)
¢ 0.5mL/L B 1mlL/L 1.5ml/L
2ml/L A 25ml/L ® 3mL/L
— 0.5 mL/L (model) —— 1 mI/L (model) 1.5 mL/L (model)
2 mL/L (model) —— 2.5 ml/L (model) — 3 ml/L (model)

Sekil 9.6 Farkli enzim konsantrasyonlart icin zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (pH=6.5, T=37°C, N=300 devir/dak)

Laktozlu ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli enzim konsantrasyonlarinda zamana karsilik
degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda o6rnekler
alinmistir. Elde edilen degerler Ek 2, Cizelge E2.2°de verilmis ve Sekil 9.7°de grafiksel olarak
sunulmusgtur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim
enzim konsantrasyonlar1 i¢in, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin Sadana ve
Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu goriilmiistiir.
(Denklem 9.2). Laktozlu ortamdaki % enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi igin
kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde

edilen istatistik veriler Cizelge 9.6’da verilmistir.
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Sekil 9.7 Laktozlu ortamda farkli enzim konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (pH=6.5, T=37°C, N=300 devir/dak)

Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli enzim konsantrasyonlarinda zamana
karsilik degisimini incelemek icin hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler
alinmistir. Elde edilen degerler Ek 2, Cizelge E2.3’te verilmis ve Sekil 9.8’de grafiksel olarak
sunulmusgtur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim
enzim konsantrasyonlari i¢in, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin Sadana ve
Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu goriilmiistiir.
(Denklem 9.2). Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in
kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde

edilen istatistik veriler Cizelge 9.6’da verilmistir.
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Sekil 9.8 Laktozsuz ortamda farkli enzim konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, T= 37°C, N= 300 devir/dak)



Cizelge 9.6 Farkli enzim konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel modellere

ait katsayilar ve istatistiksel veriler (pH= 6.5, T= 37°C, N= 300 devir/dak)

Kalan Enzim Aktivitesi Kalan Enzim Aktivitesi
Kalan laktoz konsantrasyonu
(laktozlu ortam) (laktozsuz ortam)
[E] k 8 R’ o kp1 8 R’ o ks 8 R’
0.5 0.0014 0.0021 0.9902 64.89 0.2761 0.6883 0.9992 57.06 0.1666 0.7957 0.9992
1.0 0.0029 0.0054 0.9851 68.14 0.2348 0.5628 0.9993 58.69 0.1545 1.4207 0.9973
1.5 0.0029 0.0040 0.9921 70.33 0.2198 0.9916 0.9976 59.87 0.1454 1.3281 0.9975
2.0 0.0036 0.0026 0.9977 71.80 0.1925 0.4609 0.9994 61.37 0.1364 0.9994 0.9984
2.5 0.0039 0.0028 0.9978 72.92 0.1714 0.3526 0.9996 63.67 0.1214 0.3661 0.9998
3.0 0.0042 0.0059 0.9914 74.64 0.1535 0.8798 0.9972 66.17 0.0839 1.0319 0.9974

*Katsayilara ait birimler; k: L.g 1aktoz'1.dakika'1; o: birimsiz; kp,kpy: dakika™
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9.1.3 Sicakhigin hidroliz ve enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Enzimatik reaksiyonlarda sicaklik artisinin reaksiyon hizini arttirdigi ancak enzimlerde
yapisal bozunmalara neden oldugu bilinmektedir. Laktozlu ve laktozsuz ortamda sicaklik
artisinin enzim aktivitesi ve hidroliz derecesine etkisi incelenmistir. %5 (agirlik/hacim) laktoz
iceren 250 ml reaksiyon ¢ozeltisi, pH 6.5 ve 300 devir/dak karistirict hizinda, 1 ml/L enzim
ilavesi ile 30-55°C arasindaki sicakliklar i¢in 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi
tutulmus, reaksiyon sonunda laktozlu ve laktozsuz ortamdaki 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.

Cizelge 9.7 Sicakliga karsilik elde edilen deneysel veriler (pH= 6.5, N= 300 devir/dak,
Enzim Kons.= 1 ml/L)

Sicakhik Hidroliz Enzim Enzim Laktoz Kons.
Derecesi Aktivitesi Aktivitesi
O - (Laktozlu) (Laktozsuz) (g/L)
(%) (Y0)
30 72.32 75.41 62.61 13.84
35 79.40 69.44 58.49 10.30
37 80.96 67.56 57.67 9.52
40 78.68 65.96 51.72 10.66
45 74.52 63.37 47.14 12.74
50 66.52 43.37 31.95 16.74
55 54.44 9.11 7.80 22.78

Cizelge 9.7 ve Sekil 9.9’da goriildiigii gibi 37°C’ye kadar sicaklik artigiyla hidroliz derecesi
artarken enzim aktivitesinde diisiis gézlenmektedir. 30°C’deki hidroliz derecesi yaklasik %72
iken sicaklik ile artarak 37°C’de yaklasik %81 olmustur. Daha yiiksek sicakliklarda ise
hidroliz derecesinde azalma olmakta ve 55°C’de hidroliz derecesi yaklagik %54’e kadar
diismektedir. Buna karsilik, belirtilen sicaklik araligi boyunca enzim aktivitesi %75’ten %9’e
(yaklasik %88) azalmistir. Kullanilan enzim 30°C igin yaklasik %25, 37°C igin %32 ve 55°C
icin %91 oraninda inaktive olmustur. Hidroliz derecesi ve enzim aktivitesindeki bu diisiis
enzimin yapisal bozunmaya ugradigina baglanmaktadir. Sonug¢ olarak, elde edilen deneysel

verilere gore optimum sicaklik 37°C olarak belirlenmistir.




B-Galaktozidaz enziminin reaksiyon kosullarina dayanikliliini inceleyebilmek amaciyla,

sicaklik deneyleri ayni kosullarda laktozsuz ortamda tekrarlanmistir. Laktozsuz ortamda

gergeklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesinin, laktozlu ortamda gergeklestirilen

deneylerde oldugu gibi sicaklik ile azaldig1 Sekil 9.9°da goriilmektedir. Laktozlu ortamdaki

enzim aktivitesinin daha yiiksek olmasinin nedeni, laktoz partikiillerinin enzimi aktive

etmesinden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 9.9 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun sicaklik ile
degisimi (pH=6.5, N=300 devir/dak, Enzim Kons.=1ml/L)

Sicakligin ortamda kalan laktoz miktari, laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim aktivite

degerleri iizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlanilarak kurulan

matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.8 de verilmistir.
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Cizelge 9.8 Sicakliga karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel ifadeler ve
istatistik veriler (pH= 6.5, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Matematiksel model Katsayilar’ Standart R’
sapma (J)
a=126.5679
=-7.3107
[C]=a+b[T]+c[TP+d[T] c=0.1429 0.7721 0.9889
d =-0.0008
ax = 34.2965
ba = 3.0451
[A]=as+ba [T]+ca[T]*  (laktozlu) C: 00570 15147 0.9972
an = 14.3874
5 ba=3.3513
[Al=ar*ba[T]+ca[T]"  (laktozsuz) | = 599 0.8334 0.9991

*Katsayilara ait birimler; a: g laktoz.L'; b: g laktoz.L'°C"; ¢: g laktoz.L'.°C?% d: g laktoz.L'.°C?;
ax: birimsiz; by: °C: ¢u: °C?

Laktoz konsantrasyonunun farkli sicakliklarda zamana karsilik degisimini incelemek igin
hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde edilen degerler Ek
3, Cizelge E3.1°de verilmis ve Sekil 9.10°de grafiksel olarak sunulmustur. Deneysel verilere
dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim sicaklik degerleri i¢in, kalan
laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki degisimin ikinci derece kinetik modele uydugu
gorlilmistiir (Denklem 9.1). Laktoz konsantrasyonunun zamana karsilik degisimi i¢in kurulan
matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen

istatistik veriler Cizelge 9.9’te verilmistir.



80

50 £

45 -

40 -
S 351
=
=
S 30 -
&
E
; 25 A
: N
Mo 20
N
8
-
S 15

10 -

5 -
0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)
® 30°C 35°C A 37°C ® 40°C
A 45°C ¢ 50°C 55°C =30 °C (model)
35°C (model) =——37°C(model) =—=———40°C (model) =——45°C (model)
——50 °C (model) 55 °C (model)

Sekil 9.10 Farkli sicakliklar i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon degerleri
(pH= 6.5, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozlu ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli sicakliklarda zamana karsilik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda ornekler alinmistir. Elde
edilen degerler Ek 3, Cizelge E3.2°de verilmis ve Sekil 9.11°de grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim sicaklik
degerleri icin, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin Sadana ve Henley (1987)
tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.2).
Laktozlu ortamdaki % enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel
modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler

Cizelge 9.9°da verilmistir.
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Sekil 9.11 Laktozlu ortamda farkli sicakliklar i¢cin zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (pH= 6.5, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli sicakliklarda zamana karsilik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde
edilen degerler Ek 3, Cizelge E3.3’te verilmis ve Sekil 9.12°de grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim sicaklik
degerleri icin, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin Sadana ve Henley (1987)
tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.2).
Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in kurulan
matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen

istatistik veriler Cizelge 9.9°da verilmistir.
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Sekil 9.12 Laktozsuz ortamda farkli sicakliklar i¢cin zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (pH= 6.5, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1 ml/L)



Cizelge 9.9 Farkli sicakliklar i¢in zamana karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel modellere
ait katsayilar ve istatistiksel veriler (pH= 6.5, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1 ml/L)
Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi Kalan Enzim Aktivitesi
(laktozlu ortam) (laktozsuz ortam)
T k 8 R’ o kp1 8 R’ o ks 8 R’
30 0.0017 0.0029 0.9895 72.63 0.0597 1.8025 0.9888 62.01 0.1291 2.2189 0.9919
35 0.0022 0.0051 0.9835 68.95 0.1050 0.5189 0.9993 59.82 0.1387 1.9313 0.9946
37 0.0029 0.0054 0.9851 68.14 0.2348 0.5628 0.9993 58.69 0.1545 1.4207 0.9973
40 0.0024 0.0017 0.9978 66.78 0.3041 0.9537 0.9983 52.69 0.1723 1.7935 0.9968
45 0.0021 0.0049 0.9675 64.74 0.6201 0.9940 0.9979 48.16 0.1899 23119 0.9955
50 0.0017 0.0033 0.9790 44.62 0.7983 1.0070 0.9992 34.06 0.2188 3.2324 0.9944
55 0.0010 0.0020 0.9803 10.65 0.9825 1.1651 0.9996 9.53 0.3172 1.8256 0.9991

*Katsayilara ait birimler; k: L.g laktoz'.dakika™; a;: birimsiz; kp;,kp,: dakika™

€8
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9.1.4 pH’in hidroliz ve enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Literatiirde, pH degisiminin protein yapisin1 modifiye ettigi, enzimatik reaksiyonlarda enzim-
substrat baglanmasini, dolayisiyla reaksiyonun katalizlenmesini, ayni zamanda enzim

stabilitesini etkiledigi belirtilmistir (Chitnis ve Sadana, 1998).

Asidik ve bazik ortamin hidroliz reaksiyonuna etkisini incelemek icin, %5 (agirlik/hacim)
laktoz igeren 250 ml reaksiyon ¢ozeltisi; 37°C sicaklik ve 300 devir/dak karistirict hizinda, 1
ml enzim ilavesiyle pH 5.5-8.0 arasinda 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus,
reaksiyon sonunda ortamda kalan laktoz konsantrasyonu ile reaksiyon sonunda laktozlu ve
laktozsuz ortamdaki enzim aktiviteleri tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.10°da

verilmis ve Sekil 9.13’te grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 9.10 pH degerlerine karsilik elde edilen deneysel veriler (T= 37°C, N=300 devir/dak,
Enzim Kons.= 1 ml/L)

pH Hidroliz Enzim Enzim Laktoz Kons.
Derecesi Aktivitesi Aktivitesi
%) (Laktozlu) (Laktozsuz) (g/L)
(%0) (%0)
5.5 38.48 24.54 10.87 30.76
6.0 73.14 63.87 49.54 13.43
6.5 80.96 67.56 57.67 9.52
7.0 73.76 69.78 59.93 13.12
7.5 69.24 72.31 62.26 15.38
8.0 60.24 73.51 64.73 19.88

Cizelge 9.10 ve Sekil 9.13’te goriildiigli gibi pH 6.5’e kadar pH artistyla hidroliz derecesinde
ve enzim aktivitesinde artis gdzlenmektedir. pH 5.5’te hidroliz derecesi yaklasik %38 iken pH
ile artarak pH 6.5’te yaklasik %81 olmustur. Artan pH degerlerinde ise hidroliz derecesinde
azalma olmakta ve pH 8.0’da hidroliz derecesi yaklasik %60’e kadar diismektedir. Buna
karsilik belirtilen pH araligi boyunca enzim aktivitesi %25’den %74’e (yaklasik 1.7 kat)
artmistir. Ancak, pH 6.5 degerinden sonra aktivitedeki artis daha azdir. Sonug olarak, elde

edilen deneysel verilere gore optimum pH 6.5 olarak belirlenmistir.
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B-Galaktozidaz enziminin reaksiyon kosullarina dayanikliligini inceleyebilmek amaciyla, pH
deneyleri ayni kosullarda laktozsuz ortam icin tekrarlanmistir. Laktozsuz ortamda
gergeklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesinin, laktozlu ortamda gergeklestirilen
deneylerde oldugu gibi pH ile azaldig1 Sekil 9.13’te goriilmektedir. Laktozlu ortamdaki enzim

aktivitesinin daha yiiksek olmasinin nedeni, laktoz partikiillerinin enzimi aktive etmesinden

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 9.13 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun pH ile
degisimi (T= 37°C, N=300 devir/dak, Enzim Kons.= 1 ml/L)

pH’mn ortamda kalan laktoz miktari, laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim aktivite degerleri
tizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlanilarak kurulan matematiksel

modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.11°de verilmistir.
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Cizelge 9.11 pH degerlerine karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel ifadeler
ve istatistik veriler (T=37°C, N=300 devir/dak, Enzim Kons.=1 ml/L)

Matematiksel model Katsayilar Standart R’
sapma (9)
a=2213.6236
=-922.5029
[CL]=a+b [pH] +c [pH]* +d [pH]’ - 1275 1.0291 | 0.9964
=-5.8111

ap =-4013.3229

[A] = as + ba [pH] + ca [pH]> + da [pH]’ ba = 1716.9245 3.7754 0.9916
(laktozlu) ca =-240.01

day=11.1563

an =-4418.58
[A] = ax + ba [pH] + cx [pHI® + da [pHT 271580574 1 4651 g 904
(laktozsuz) ca=-264.2729

da=12.3126

* Katsayilara ait birimler; a, b, c,d: g laktoz.L'l; ap, by, Ca, do: birimsiz

Laktoz konsantrasyonunun farkli pH degerlerinde zamana karsilik degisimini incelemek icin
hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde edilen degerler Ek
4, Cizelge E4.1°de verilmis ve Sekil 9.14’de grafiksel olarak sunulmustur. Deneysel verilere
dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim pH degerleri i¢in, kalan laktoz
konsantrasyonu ile zaman arasindaki degisimin ikinci derece kinetik modele uydugu
goriilmistiir (Denklem 9.1). Laktoz konsantrasyonunun zamana karsilik degisimi i¢in kurulan
matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen

istatistik veriler Cizelge 9.12’de verilmistir.
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Sekil 9.14 Farkli pH degerleri i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon degerleri
(T=37°C, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozlu ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli pH degerlerinde zamana karsilik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde
edilen degerler Ek 4, Cizelge E4.2°de verilmis ve Sekil 9.15°de grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim pH degerleri
icin, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan
tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.2). Laktozlu
ortamdaki % enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele
ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge

9.12°de verilmistir.
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Sekil 9.15 Laktozlu ortamda farkli pH degerleri i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (T=37°C, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli pH degerlerinde zamana karsilik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde
edilen degerler Ek 4, Cizelge E4.3’te verilmis ve Sekil 9.16’da grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim pH degerleri
icin, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan
tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.2). Laktozsuz
ortamdaki % enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele
ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge

9.12°de verilmistir.
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Sekil 9.16 Laktozsuz ortamda farkli pH degerleri icin zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (T=37°C, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1 ml/L)



Cizelge 9.12 Farkli pH degerleri icin zamana karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel modellere
ait katsayilar ve istatistik veriler (T=37°C, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1 ml/L)
Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi Kalan Enzim Aktivitesi
(laktozlu ortam) (laktozsuz ortam)
pH k 8 R’ o kp1 8 R’ o k2 8 R’
5.5 0.0004 0.0003 0.9982 26.62 0.1867 3.4281 0.9935 16.54 0.1167 5.1243 0.9918
6.0 0.0023 0.0053 0.9816 64.40 0.2078 1.6762 0.9933 51.21 0.1344 2.3189 0.9948
6.5 0.0029 0.0054 0.9851 68.14 0.2348 0.5628 0.9993 58.69 0.1545 1.4207 0.9973
7.0 0.0017 0.0034 0.9846 70.01 0.2216 0.4911 0.9992 61.08 0.1471 1.6295 0.9960
7.5 0.0014 0.0017 0.9945 72.49 0.2013 0.3757 0.9994 63.62 0.1389 2.3799 0.9899
8.0 0.0012 0.0019 0.9903 74.21 0.1786 0.7303 0.9982 65.64 0.1329 2.9542 0.9823

*Katsayilara ait birimler; k: L.g 1aktoz'1.dakika'1; o: birimsiz; kp,kpy: dakika™

06
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9.1.5 Kanstiric1 hizimin hidroliz ve enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Karstirict hizinin enzim aktivitesi ve hidroliz derecesine etkisini incelemek amaciyla %35
(agirlik/hacim) laktoz igeren reaksiyon ¢ozeltisi, pH 6.5 ve 37°C sicaklikta, 1 ml/L enzim
ilavesi ile 100-600 devir/dak arasindaki karistirici hizlar1 i¢in 30 dakika boyunca hidroliz
islemine tabi tutulmus, reaksiyon sonunda laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim aktiviteleri
ile ortamda kalan laktoz konsantrasyonlari tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge

9.13’te verilmis ve Sekil 9.17°te grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 9.13 Karistiric1 hizina karsilik elde edilen deneysel veriler (pH=6.5, T=37°C, Enzim
Kons.= 1 ml/L)

Kanstirici Hidroliz Enzim Enzim Laktoz Kons.
Hiza Derecesi Aktivitesi Aktivitesi

(devir/dak) %) (Laktozlu) (Laktozsuz) (g/L)

(o) (%)

100 74.62 74.32 61.18 12.69
200 78.69 71.23 59.40 10.66
300 80.96 67.56 57.67 9.52
400 76.88 63.76 49.24 11.56
500 71.18 54.34 42.18 14.41
600 65.12 45.84 29.37 17.44

Cizelge 9.13 ve Sekil 9.17°te goriildiigii gibi 300 devir/dak’a kadar karistirici hizi artisiyla
hidroliz derecesinde artis olurken enzim aktivitesinde diisis gozlenmektedir. 100
devir/dak’daki hidroliz derecesi yaklasik %75 iken karistirict hizi ile artarak 300 devir/dak’da
yaklagik %81 olmustur. Daha yiiksek karistirict hizlarinda ise hidroliz derecesinde azalma
olmakta ve 600 devir/dak’da hidroliz derecesi yaklasik %65’e¢ kadar diismektedir. Buna
karsilik belirtilen karistirict hiz1 araligi boyunca enzim aktivitesi %74’den %46’ya (yaklasik
%38) azalmistir. Kullanilan enzim 100 devir/dak i¢in yaklasik %26, 300 devir/dak i¢in
yaklagik %32 ve 600 devir/dak i¢in yaklasik %54 inaktive olmustur. Diisiik karistirict

hizlarinda yeterli miktarda kiitle transfer hiz1 saglanamadigi i¢in hidrolizlenme az olmaktadir.
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Yiiksek karistirict hizlarinda ise (400 devir/dak ve sonrasi igin) enzim yapisal olarak zarar
gormekte ve aktivitesini yitirmektedir. Sonu¢ olarak, elde edilen deneysel verilere gore

optimum karistirict hiz1 300 devir/dak olarak belirlenmistir.

B-Galaktozidaz enziminin reaksiyon kosullarina dayanikliliini inceleyebilmek amaciyla,
karigtirict hizi deneyleri ayn1 kosullarda laktozsuz ortam igin tekrarlanmistir. Laktozsuz
ortamda gercgeklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesinin, laktozlu ortamda
gerceklestirilen deneylerde oldugu gibi karigtirict hizi ile azaldigi Sekil 9.17°de
goriilmektedir. Laktozlu ortamdaki enzim aktivitesinin daha yiliksek olmasinin nedeni, laktoz

partikiillerinin enzimi aktive etmesinden kaynaklanmaktadir.

100 50
90 - - 45
80 -
70 ?ﬁ
-
60 £
>
<
5 &
Eo 50 - g
? =
2 S
B 40 1 N
X 3
30 A c
ot
20 - - 10
10 A -5
0 T T T T 0
100 200 300 400 500 600
Kanstinc: Hiz (devir/dak)
& Enzimakt. (laktozlu) — Enzim akt. (laktozlu, model)
A Enzimakt. (laktozsuz) —— Enzim akt. (laktozsuz, model)
% Hidroliz derecesi Laktoz kons.
Laktoz kons. (model)

Sekil 9.17 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun karistirici
hiz1 ile degisimi (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)
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Kargtirict hizinin ortamda kalan laktoz miktari, laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim
aktivite degerleri lizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlanilarak

kurulan matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.14’te verilmistir.

Cizelge 9.14 Karstirict hizina karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel
ifadeler ve istatistik veriler (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Matematiksel model Katsayllar* Standart R’
sapma (J)
a=15.886
[Cll=a+b[N]+c[N] b=-0.0410 0.6051 0.9865
¢ =0.00007
ax =75.4140
[A]=as +ba [N]+ ca [N]? ba =-0.0032 1.3303 0.9957
(laktozlu) CA— 0.00008
ax = 59.0090
[A] = as + by [N] +ca [N]? ba =0.0329 1.1115 0.9976
(laktozsuz) ca =-0.00014

* Katsayilara ait birimler; a: g laktoz.L™'; b: g laktoz.L"'. (devir/dakika); c: g laktoz. L. (devir/dakika)?;
aa: birimsiz; ba: (devir/dakika)”, c,: (devir/dakika)™?

Laktoz konsantrasyonunun farkli karistirici hizlarinda zamana karsilik degisimini incelemek
i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda Ornekler alinmistir. Elde edilen
degerler Ek 5, Cizelge ES5.1°de verilmis ve Sekil 9.18’de grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim karistirict hizi
degerleri i¢in, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki degisimin ikinci derece
kinetik modele uydugu goriilmistiir (Denklem 9.1). Laktoz konsantrasyonunun zamana
karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz

sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.15’te verilmistir.
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Sekil 9.18 Farkli karistirict hizlart i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozlu ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli karistirict hizlarinda zamana karsilik
degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda o6rnekler
alimmistir. Elde edilen degerler Ek 5, Cizelge E5.2°de verilmis ve Sekil 9.19°da grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim karistirict hizi degerleri i¢in, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki
degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline
uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.2). Laktozlu ortamda % enzim aktivitesinin zamana karsilik
degisimi icin kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz

sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.15’te verilmistir.
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Sekil 9.19 Laktozlu ortamda farkli karistirict hizlari i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozsuz ortamda % enzim aktivitesinin farkli karistirict hizlarinda zamana karsilik
degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda o6rnekler
alinmistir. Elde edilen degerler Ek 5, Cizelge E5.3’te verilmis ve Sekil 9.20°de grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim karistirict hizi degerleri i¢in, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki
degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline
uydugu gorilmiistiir (Denklem 9.2). Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin zamana
karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz

sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.15°da verilmistir.
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Sekil 9.20 Laktozsuz ortamda farkli karistirict hizlari i¢cin zamana karsilik elde edilen %
enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)



Cizelge 9.15 Farkli

karistirict

hizlar

icin zamana Kkarsilik

elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel modellere

ait katsayilar ve istatistik veriler (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi Kalan Enzim Aktivitesi
(laktozlu ortam) (laktozsuz ortam)
[N] k 8 R’ o ki 8 R’ o ks 8 R’
100 0.0020 0.0024 0.9943 74.55 0.1322 1.5887 0.9907 62.11 0.1338 1.7886 0.9947
200 0.0024 0.0046 0.9922 72.26 0.1643 1.3425 0.9947 60.43 0.1432 1.7244 0.9956
300 0.0029 0.0054 0.9851 68.14 0.2348 0.5628 0.9993 58.69 0.1545 1.4207 0.9973
400 0.0015 0.0020 0.9933 65.27 0.2919 2.2555 0.9913 50.45 0.1832 1.3646 0.9983
500 0.0013 0.0016 0.9937 55.93 0.3329 1.5822 0.9968 43.78 0.1927 3.7285 0.9903
600 0.0011 0.0016 0.9910 47.67 0.3590 24103 0.9957 31.43 0.2134 2.9319 0.9960

*Katsayilara ait birimler; k: L.g 1aktoz'1.dakika'1; o: birimsiz; kp,kp: dakika™

L6
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9.1.6 Viskozitenin hidroliz ve enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Reaksiyon ¢ozeltisinin viskozitesinin enzim aktivitesi ve hidrolizlenmeye etkisini incelemek
icin viskozite arttiric1 olarak gliserin kullamilmistir. %5 (agirlik/hacim) laktoz iceren 250
ml’lik reaksiyon c¢ozeltisi igerisine %S5, %10, %20, %30, %40, %50 (hacim/hacim)
oranlarinda gliserin ilave edilmistir. Cozeltiye %0 ile %50 oranlari arasinda gliserin ilavesi ile
viskozite degerleri, 1.005 cP’den 13.43 cP’ye arttirllmistir (Sheely, 1932). Reaksiyonlar 37°C
sicaklik, pH 6.5 ve 300 devir/dakika karistiric1 hizinda 1 ml/L enzim ilavesi ile 30 dakika
boyunca siirdiiriilmiistiir. Ayrica, enzim stabilitesinin reaksiyon sartlarinda viskozite ile
degisimini inceleyebilmek amaciyla deneyler laktozsuz ortamda da tekrarlanmistir. Gliserin
ilavesi ile viskozitenin arttirilmasi sonucu elde edilen deneysel veriler Cizelge 9.16’da

verilmis; Sekil 9.21 ve Sekil 9.22°de grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 9.16 Viskozite degerlerine karsilik elde edilen deneysel veriler (pH= 6.5, T= 37°C,
Enzim Kons.= 1 ml/L)

Gliserin | Viskozite Hidroliz Enzim Enzim Laktoz Kons.
Miktar1 | Degerleri Derecesi Aktivitesi Aktivitesi
(Laktozlu) | (Laktozsuz) (g/L)
(%) (cPoise) (%)
(%) (Y0)
0 1.005 80.96 67.56 57.67 9.52
5 1.184 76.64 68.10 59.57 11.68
10 1.415 67.01 71.98 63.88 16.50
20 2.109 51.12 76.12 67.07 24.44
30 3.412 24.40 78.33 70.64 37.80
40 6.188 8.92 79.99 73.26 45.54
50 13.43 4.20 84.45 76.31 47.90

Gliserinin enzim stabilitesini arttirdigt ve sivi enzim preparatlarinin hazirlanmasinda
koruyucu olarak kullanildig1 bilinmektedir. Somers vd. (1991) tarafindan yapilan ¢aligsmada,
enzim inaktivasyonunu ve substratin enzim tarafindan bozunmasin1 (enzim-substrat
etkilesimini) engellemek amaciyla gliserin kullanmiglar, gliserinin enzim stabilitesini
arttirdigin1 savunmuslardir. Komolprasert ve Ofoli (1991) ise calismalarinda, viskoz etkiler

yiiziinden kiitle transfer hizinin azalmasi sonucu reaksiyon hizinin diistiigiinii belirlemislerdir.
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Bununla birlikte, gliserinin yiizey gerilimini diigiirdiigii ve 1s1l iletkenliginin suya goére daha

diisiik oldugu bilinmektedir.
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% Hidroliz derecesi Laktoz kons.
Laktoz kons. (model)

Sekil 9.21 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun viskozite ile
degisimi (pH= 6.5, T=37°C, N= 300 devir/dak)

Cizelge 9.16, Sekil 9.21 ve 9.22°den de goriildiigii gibi, ¢ozeltinin viskozitesinin artmastyla
enzim aktiviteleri artarken, ortama %30 (hacim/hacim) gliserin ilavesi ile c¢ozeltinin
viskozitesinin yaklagik 3 kat arttirilmasi1 sonucunda hidrolizlenme de yaklasik olarak 3 kat

oraninda azalmistir. Sonug olarak ortama gliserin ilavesi ile hidrolizlenmenin azalmasi,

e Viskoz etkiler sebebiyle kiitle transferinin yeteri kadar olmamasindan dolay1 enzim-

substrat etkilesiminin kisitlanmasi,
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e (Qliserinin laktoz ig¢in inhibitor olma olasiliginda, enzim-substrat etkilesimini
engellemesi,
e (Gliserin 1ilavesi ile ylizey geriliminin diismesi ve bdylece enzim-substrat

baglanmasinin engellenmesi ile agiklanabilir.
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% Hidroliz derecesi Laktoz kons.
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Sekil 9.22 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun gliserin
miktari ile degisimi (pH= 6.5, T=37°C, N= 300 devir/dak)

B-Galaktozidaz enziminin reaksiyon kosullarina dayanikliliini inceleyebilmek amaciyla,
viskozite deneyleri ayni kosullarda laktozsuz ortam i¢in tekrarlanmistir. Laktozsuz ortamda
gergeklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesinin, laktozlu ortamda gergeklestirilen
deneylerde oldugu gibi viskozite ile arttig1 Sekil 9.21°de goriilmektedir. Laktozlu ve laktozsuz

ortamda enzim stabilitesinin artmasi ise, gliserinin enzimi ¢evreleyerek enzim etrafinda bir
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tabaka olusturmasina (Rariy vd., 1998), bu nedenle ¢ok diisiik de olsa proses sartlarindaki
degisimlerden (sicaklik, pH degisimi) enzimin daha az etkilenmesine, laktoz partikiilleri
ve/veya ortamda bulunabilecek inhibitorlerle etkilesiminden dolayr olusabilecek enzim

inaktivasyonunun engellenmis olmasina baglanabilir.

Hidroliz ¢6zeltisinin viskozitesinin ortamda kalan laktoz miktar1, laktozlu ve laktozsuz
ortamdaki enzim aktivite degerleri lizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden

yararlanilarak kurulan matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.17°de verilmistir.

Aymni sekilde, gliserin konsantrasyonunun ortamda kalan laktoz miktari, laktozlu ve laktozsuz
ortamdaki enzim aktivite degerleri lizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden

yararlanilarak kurulan matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.18’de verilmistir.

Cizelge 9.17 Viskozite degerlerine karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel
ifadeler ve istatistik veriler (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Matematiksel model Katsayllar* Standart R’
sapma (J)
a=-10.6834
[CLl=a+Db[u] +c[u]®+d[uf b=22.6010 0.7332 0.9995
c=-2.8858
d=0.1138
a = 60.4936
[A] =an + ba [1] + ca [0]* + da [p] ba =8.9229 1.9261 0.9754
(laktozlu) ca=-1.2942
ds =0.0756
an = 48.4934
[A] =an + ba [u] + ca [u]* + da [u] b =11.8601 1.4781 0.9887
(laktozsuz) ca =-2.8858
dx=0.1138

*Katsayilara ait birimler; a: g laktoz.L'l; b: g laktoz.L'l.cp'l; cg laktoz.L'l.cp'z; d:g laktoz.L'l.cp'B; a,: birimsiz;
ba: cp'l, Ca: cp'z, da: cp'3
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Laktoz konsantrasyonunun farkli viskozite degerlerinde zamana karsilik degisimini incelemek
icin hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda Ornekler alinmistir. Elde edilen
degerler Ek 6, Cizelge E6.1’de verilmis ve Sekil 9.23’te grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim viskozite
degerleri i¢in, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki degisimin ikinci derece
kinetik modele uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.1). Laktoz konsantrasyonunun zamana
karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz

sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.19°da verilmistir.

Cizelge 9.18 Gliserin konsantrasyonuna karsilik elde edilen deneysel verilere uyan
matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Matematiksel model Katsayllar* Standart R?
sapma (J)
a=9.7246
[CL]=a+Db [G]] +c¢ [GI]* +d [GI] b=0.2244 1.0804 0.9989
¢ =0.0409
d =-0.0006
=67.8566
[A]=a, + by [GI] (laktozlu) "
ba=0.3325 1.1792 0.9853
=58.7523
[A] = ax + by [GI] (laktozsuz) o
ba=0.3686 1.1576 0.9884

*Katsayilara ait birimler; a: g laktoz.L'; b: g laktoz.L™.(v/v)"; ¢: g laktoz.L™.(v/v)?; d: g laktoz.L".(v/v)?; ax:
birimsiz; by: (v/v)"

Laktozlu ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli viskozite degerlerinde zamana karsilik
degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda o6rnekler
alimmistir. Elde edilen degerler Ek 6, Cizelge E6.2°de verilmis ve Sekil 9.24°te grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim viskozite degerleri i¢in, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin
Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu
goriilmistiir (Denklem 9.2). Laktozlu ortamda % enzim aktivitesinin zamana karsilik
degisimi icin kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz

sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.19°da verilmistir.
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Laktoz Konsantrasyonu (g/L)

5 -
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Zaman (dakika)
® 1.005cp 1.184 cp & 1415¢p
2.109 cp ® 3.042cp 6.188 cp
¢ 1343c¢p —— 1.005 cp (model) 1.184 cp (model)
= 1.415 cp (model) 2.109 cp (model) = 3.042 cp (model)
6.188 cp (model) = 13.43 cp (model)

Sekil 9.23 Farkli viskozite degerleri i¢cin zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (pH= 6.5, T= 37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)



104

100

90 - l

80 - ,

70
— | 4
g
o 60 -
&2
=
-g 50 N
=
<3 40
X

30

20 A

10 A

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)
® 1.005cp 1.184 cp & 1415¢p
2.109 cp 3.042 cp 6.188 cp
¢ 1343c¢cp —— 1.005 cp (model) 1.184 cp (model)

= 1.415 cp (model)
6.188 cp (model)

2.109 cp (model)
= 13.43 cp (model)

3.042 cp (model)

Sekil 9.24 Laktozlu ortamda farkli viskozite degerleri icin zamana karsilik elde edilen

% enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli viskozite degerlerinde zamana karsilik
degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda o6rnekler
alinmistir. Elde edilen degerler Ek 6, Cizelge E6.3’te verilmis ve Sekil 9.25°te grafiksel olarak
sunulmusgtur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim
viskozite degerleri icin, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin Sadana ve Henley
(1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu goriilmiistiir
(Denklem 9.2). Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in

kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde

edilen istatistik veriler Cizelge 9.19°da verilmistir.



105

100

90 - NS

80 -

70
Y ®
£ —3
=
-g 50 N
=
<3 40
X

30

20

10 A

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)
® 1.005¢p 1.184 cp & 1415¢p
2.109 cp ® 3.042¢cp 6.188 cp
& 1343 ¢p ——1.005 cp (model) 1.184 cp (model)

= 1.415 cp (model)
6.188 cp (model)

2.109 cp (model)
= 13.43 cp (model)

= 3.042 cp (model)

Sekil 9.25 Laktozsuz ortamda farkli viskozite degerleri i¢in zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1 ml/L)



Cizelge 9.19 Farkh

viskozite degerleri

icin zamana karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel modellere

ait katsayilar ve istatistik veriler (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi Kalan Enzim Aktivitesi
(laktozlu ortam) (laktozsuz ortam)

[u] k 8 R’ o ko 8 R’ o kp 8 R’
1.005 0.0029 0.0054 0.9851 68.14 0.2348 0.5628 0.9993 58.69 0.1545 1.4207 0.9973
1.184 [ 0.0021 0.0038 0.9881 70.33 0.1649 23715 0.9856 59.89 0.1135 2.2588 0.9921
1.415 0.0010 0.0018 0.9887 68.14 0.1477 1.6634 0.9913 62.56 0.1027 0.6284 0.9993
2.109 0.0006 0.0014 0.9839 66.78 0.1330 1.3313 0.9936 65.69 0.0902 1.0942 0.9973
3.412 0.0002 0.0005 0.9802 64.74 0.0975 1.3233 0.9919 67.29 0.0717 0.9031 0.9977
6.188 | 0.00007 0.0001 0.9920 44.62 0.0852 1.0133 0.9935 70.87 0.0695 0.2184 0.9998
13.43 | 0.00003 0.00004 0.9929 10.65 0.0722 0.3269 0.9989 73.86 0.0649 1.8408 0.9841

*Katsayilara ait birimler; k: L.g 1aktoz'1.dakika'1; o: birimsiz; kp,kpy: dakika™

901
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9.1.7 Hidrolizat miktarinin hidroliz ve enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Hidroliz islemi sonunda meydana gelen iirtinlerin (hidrolizatlarin), enzim aktivitesi ve hidroliz
derecesine etkisini incelemek amaciyla, oncelikle deneylerde kullanilacak hidrolizatin eldesi
i¢cin, maksimum hidrolizlenmenin gergeklestigi proses sartlarinda (37°C sicaklikta, pH 6.5°de,
300 devir/dakika karistirict hizinda), asir1 enzim ilavesi ile reaksiyon gerceklestirilmistir.
Reaksiyon sonunda elde edilen hidrolizat ¢ozeltisi, deneylerde kullanilacagi miktarlarda
kaplara konularak buzlukta saklanmistir. Hidrolizat ¢ozeltisinin toplam hacme %25, %50,
%75 ve %100 (hacim/hacim) oranlarinda ilave edilmesi ile hazirlanan %5 (agirlik/hacim)
oraninda laktoz igeren reaksiyon cozeltisi, 37°C sicaklikta, pH 6.5’te, 300 devir/dakika
karistirict hizinda, 1 ml/L enzim ilavesi ile 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus,
reaksiyon sonunda laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim aktiviteleri ile ortamda kalan laktoz
konsantrasyonlar1 tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.20°de verilmis ve Sekil

9.26’da grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 9.20 Farkli hidrolizat miktarina karsilik elde edilen deneysel veriler (pH=6.5,
T=37°C, Enzim kons.=1 ml/L)

% Hidrolizat Hidroliz Enzim Enzim Laktoz Kons.
Derecesi Aktivitesi Aktivitesi
(hacim/hacim) %) (Laktozlu) (Laktozsuz) (g/L)
(%) (%)
0 80.96 67.56 57.67 9.52
25 63.48 70.41 62.13 18.26
50 54.52 72.35 67.40 22.74
75 49.76 74.58 68.24 25.12
100 41.82 76.11 71.72 29.09

Cizelge 9.20 ve Sekil 9.26’da goriildiigi gibi, hidrolizat ¢ozeltisinin %0’dan %100’e
arttirllmasi1 durumunda, hidroliz derecesi %80.96 degerinden %41.82 degerine yaklasik %48
oraninda azalmistir. Bu durum, enzimin {irlin tarafindan inhibe edildigini yani enzim substrat
etkilesiminin olusan {irlinler tarafindan kisitlandigini gostermektedir. Buna karsilik, hidrolizat
¢ozeltisinin %0’dan %100’e arttirilmasi durumunda, enzim aktivitesi %67.56’dan %76.11°¢

(yaklasik %13) artmastir.
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Ayrica hidroliz reaksiyonu sonucu olusan iiriinlerin enzim stabilitesine etkisini incelemek
amaciyla hidrolizat deneyleri ayn1 kosullarda laktozsuz ortamda da tekrarlanmistir. Laktozsuz
ortamda gercgeklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesinin, laktozlu ortamda
gerceklestirilen deneylerde oldugu gibi hidrolizat miktar1 ile arttigi Sekil 9.26’da
goriilmektedir. Laktozlu ve laktozsuz ortamdaki deney sonundaki enzim aktivitelerine

bakildiginda enzim stabilitesinde bir azalma olmamas: iirlin inhibisyonunun tersinir oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 9.26 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun hidrolizat
miktari ile degisimi (T=37°C, pH= 6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)
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Hidrolizat ¢ozeltisi ilavesi ile laktozlu ve laktozsuz ortamda gergeklestirilen deneyler icin
islem sonu enzim aktiviteleri karsilastiriliginda, her iki durum i¢inde enzim stabilitesinde bir
artisin s6z konusu oldugu goriilmektedir. Laktozlu ve laktozsuz ortamda enzim aktivitesinin

hidrolizat miktar1 ile artmasi, iiriinlerin enzim stabilitesini arttirdigin1 gostermektedir.

Hidrolizat miktariin ortamda kalan laktoz miktari, laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim
aktivite degerleri lizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlanilarak

kurulan matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.21°de verilmistir.

Cizelge 9.21 Hidrolizat miktaria karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel
ifadeler ve istatistik veriler (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Matematiksel model Katsayllar* Standart R?
sapma (J)
a=11.7460
[CL]=a+b [H] 2.0923 0.9803
b=0.1840
_ an = 67.948
[A]=ax+ba [H] A 0.3947 0.9949
(laktozlu) ba=0.0851
_ — 58.59
[A]=ax+ba [H] o 13437 0.9776
(laktozsuz) ba=0.1368

*Katsayilara ait birimler; a: g laktoz.L™'; b: g laktoz.L™.(v/v)"; aa: birimsiz; ba: (v/v)"!

Laktoz konsantrasyonunun farkli hidrolizat miktarlarinda zamana karsilik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda ornekler alinmistir. Elde
edilen degerler Ek 7, Cizelge E7.1°de verilmis ve Sekil 9.27°de grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim hidrolizat
miktarlar i¢in, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki degisimin ikinci derece
kinetik modele uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.1). Laktoz konsantrasyonunun zamana
karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz

sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.22°de verilmistir.
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Laktoz Konsantrasyonu (g/L)
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Sekil 9.27 Farkli hidrolizat miktarlari i¢cin zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozlu ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli hidrolizat miktarlarinda zamana karsilik
degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda o6rnekler
alimmistir. Elde edilen degerler Ek 7, Cizelge E7.2°de verilmis ve Sekil 9.28°de grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim hidrolizat miktarlar1 i¢in, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin
Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu
goriilmistiir (Denklem 9.2). Laktozlu ortamda % enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi
icin kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde

edilen istatistik veriler Cizelge 9.22’de verilmistir.
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Sekil 9.28 Laktozlu ortamda farkli hidrolizat miktarlar1 i¢in zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli hidrolizat miktarlarinda zamana karsilik
degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda o6rnekler
alimmistir. Elde edilen degerler Ek 7, Cizelge E7.3’te verilmis ve Sekil 9.29°da grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim hidrolizat miktarlar1 i¢in, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin
Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu
goriilmiistiir (Denklem 9.2). Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin zamana karsilik
degisimi icin kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz

sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.22°de verilmistir.
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Sekil 9.29 Laktozsuz ortamda farkli hidrolizat miktarlar1 i¢in zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)



Cizelge 9.22 Farkli hidrolizat miktarlar1 i¢in zamana karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel modellere
ait katsayilar ve istatistik veriler (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi Kalan Enzim Aktivitesi
(laktozlu ortam) (laktozsuz ortam)
[H] k 8 R’ o kp1 8 R’ o kp: 8 R’
0 0.0029 0.0054 0.9851 68.14 0.2348 0.5628 0.9993 58.69 0.1545 1.4207 0.9973

25 0.0011 0.0016 0.9918 70.71 0.1309 1.1318 0.9964 61.37 0.1346 2.2363 0.9920

50 0.0007 0.0011 0.9906 72.73 0.1211 1.1819 0.9954 66.33 0.1284 1.0108 0.9971

75 0.0006 0.0012 0.9857 73.16 0.0964 0.6819 0.9983 68.82 0.1202 1.5035 0.9943

100 0.0004 0.0008 0.9893 75.07 0.0911 0.7804 0.9974 70.57 0.1144 0.8727 0.9978

*Katsayilara ait birimler; k: L.g laktoz'.dakika™; a;: birimsiz; kp;,kp,: dakika™

el
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9.1.8 Glikozun hidroliz ve enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Hidroliz iirlinlerinin enzim aktivitesi ve hidroliz derecesine etkisi Bolim 9.1.7°de
incelenmistir. Bu calismada ise, {iriin olarak sadece glikozun enzim aktivitesi ve hidroliz
derecesine etkisi incelenmistir. Deneylerde, glikoz konsantrasyonu 25, 50, 75 ve 100 g/L
olacak sekilde, %5 (agirlik/hacim) oraninda laktoz igeren reaksiyon c¢ozeltisine ilave
edilmistir. Glikozun ilavesi ile reaksiyon ¢ozeltisi 37°C sicaklik, pH 6.5, 300 devir/dakika
karistirict hizinda 1 ml/L enzim ilavesi ile 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus,
reaksiyon sonunda laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim aktiviteleri ile ortamda kalan laktoz
konsantrasyonlar1 tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.23’te verilmis ve Sekil

9.30’da grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 9.23 Farkli glikoz konsantrasyonlarina karsilik elde edilen deneysel veriler (pH= 6.5,
T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Glikoz Hidroliz Enzim Enzim Laktoz Kons.
Miktar Derecesi Aktivitesi Aktivitesi
@L) ) (Laktozlu) (Laktozsuz) (g/L)
(“o) (“o)
0 80.96 67.56 57.67 9.52
25 74.44 68.42 61.81 12.78
50 60.52 70.26 67.41 19.74
75 54.28 71.62 69.35 22.86
100 49.64 75.33 73.87 25.18

Cizelge 9.23 ve Sekil 9.29°da goriildiigii gibi, glikoz ilave edildiginde hidroliz derececesi
azalmaktadir. Ladero vd. (2001) ve Wadiak ve Carbonell (1975) glikozun rekabetci inhibitor,
Chen vd. (1980) ise rekabet¢i olmayan inhibitér oldugunu savunmuslardir. Hidroliz
derecesindeki diisiis goz 6niinde bulunduruldugunda glikozun reaksiyonu inhibe ettigi agiktir.
Ancak, inhibisyonun yiiksek glikoz konsantrasyonlarinda belirgin olmasi hidroliz
derecesindeki diisiis icin ikinci bir neden olan kiitle transfer hizinin konsantrasyonla azalmasi
olarak aciklanabilir (Hill vd. 1997). Ortama laktoz miktar1 kadar glikoz ilave edildiginde
hidroliz derecesindeki azalmanin yaklasik %25; laktozun iki kati kadar glikoz ilave

edildiginde ise yaklasik %39 oraninda oldugu goriilmektedir.
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Sekil 9.30 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun glikoz
konsantrasyonu ile degisimi (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Elde edilen hidroliz derecesi degerlerinin literatiirde elde edilen degerlerden daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Ladero vd. (2001) tarafindan yapilan calismada, 50 g/L laktoz siit
tamponu igerisinde Escherichia coli kaynakli B-Galaktozidaz enzimi kullanilarak, 40°C
sicaklik, pH 7 ve 7 mg/L enzim konsantrasyonunda; 15 g/L glikoz konsantrasyonu i¢in 60
dakika sonunda hidroliz derecesi %15 olarak bulunmustur. Di Serio vd. (2003) tarafindan
yapilan ¢alismada ise fosfat tampon ¢ozeltisinde Kluyveromyces marxianus lactis kaynakli 3-
Galaktozidaz enzimi kullanilarak, 37°C sicaklik ve pH 7; 10 g/L glikoz konsantrasyonu icin

60 dakika sonunda hidroliz derecesi %34 olarak bulunmustur.



116

Glikoz deneyleri, reaksiyon sartlarinda enzim stabilitesinin glikoz ile degisimini
inceleyebilmek amaciyla, aym1 kosullarda laktozsuz ortam icin tekrarlanmistir. Laktozsuz
ortamda gercgeklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesinin, laktozlu ortamda
gerceklestirilen deneylerde oldugu gibi glikoz konsantrasyonu ile arttigr Sekil 9.30°da

goriilmektedir.

Laktozlu ve laktozsuz ortamdaki deneylerde islem sonunda enzim aktivitelerine bakildiginda
enzim stabilitesinde bir azalma olmamasi glikoz inhibisyonunun tersinir oldugunu
gostermektedir. Ortamda glikoz olmast durumunda her iki durum iginde enzim

stabilitelerindeki artig glikozun enzimi stabilize ettigini gostermektedir.

Glikoz konsantrasyonunun ortamda kalan laktoz miktar, laktozlu ve laktozsuz ortamdaki
enzim aktivite degerleri {izerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden

yararlanilarak kurulan matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.24’te verilmistir.

Cizelge 9.24 Glikoz konsantrasyonuna karsilik elde edilen deneysel verilere uyan
matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Matematiksel model Katsayllar* Standart R?
sapma (9)
a=9.536
[CLl=a+b[G] 1.0509 0.9905
b=0.1656
Al=ap+ba [G = 06.89
A= aa T ba 0] o 0.6615 0.9836
(laktozlu) ba =0.0789
Al=ap+ba [G =58.034
A= aa T ba O] o 0.9255 0.9920
(laktozsuz) ba =0.1598

*Katsayilara ait birimler; a: g laktoz.L™; b: g laktoz.L™ (g glikoz.L")"; a,: birimsiz; b,: (g glikoz.L™")"

Laktoz konsantrasyonunun farkli glikoz konsantrasyonlarinda zamana karsilik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde
edilen degerler Ek 8, Cizelge E8.1°de verilmis ve Sekil 9.31°de grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim glikoz
konsantrasyonlari i¢in, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki degisimin ikinci
derece kinetik modele uydugu goriilmiistir (Denklem 9.1). Laktoz konsantrasyonunun
zamana karsilik degisimi icin kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan

istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.25’te verilmistir.
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Sekil 9.31 Farkli glikoz konsantrasyonlart i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozlu ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli glikoz konsantrasyonlarinda zamana karsilik
degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda o6rnekler
alimmistir. Elde edilen degerler Ek 8, Cizelge E8.2°de verilmis ve Sekil 9.32°de grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim glikoz konsantrasyonlart ic¢in, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki
degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline
uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.2). Laktozlu ortamda % enzim aktivitesinin zamana karsilik
degisimi icin kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz

sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.25°te verilmistir.
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Sekil 9.32 Laktozlu ortamda farkli glikoz konsantrasyonlar i¢in zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli glikoz konsantrasyonlarinda zamana
karsilik degisimini incelemek icin hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler
alimmistir. Elde edilen degerler Ek 8, Cizelge E8.3’te verilmis ve Sekil 9.33’de grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim glikoz konsantrasyonlart ic¢in, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki
degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline
uydugu gorilmiistiir (Denklem 9.2). Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin zamana
karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz

sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.25°te verilmistir.
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Sekil 9.33 Laktozsuz ortamda farkli glikoz konsantasyonlari i¢in zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)



Cizelge 9.25 Farkli

glikoz miktarlar
ait katsayilar ve istatistik veriler (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

icin zamana karsilik elde edilen deneysel

verilere uyan matematiksel

modellere

Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi Kalan Enzim Aktivitesi
(laktozlu ortam) (laktozsuz ortam)
[G] k 8 R’ o k1 8 R’ o ks 8 R’

0 0.0029 0.0054 0.9851 68.14 0.2348 0.5628 0.9993 58.69 0.1545 1.4207 0.9973
25 0.0018 0.0034 0.9877 69.60 0.1784 1.1886 0.9966 62.44 0.1448 1.1159 0.9979
50 0.0011 0.0014 0.9928 71.26 0.1564 1.2227 0.9959 67.82 0.1358 1.0054 0.9977
75 0.0008 0.0005 0.9986 72.30 0.1421 1.0523 0.9966 69.27 0.1166 0.9019 0.9979
100 0.0007 0.0004 0.9983 74.61 0.1188 1.0837 0.9955 73.43 0.1048 1.0512 0.9960

*Katsayilara ait birimler; k: L.g 1aktoz'1.dakika'1; o: birimsiz; kp,kp: dakika™

0l
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9.1.9 Galaktozun hidroliz ve enzim aktivitesi tizerindeki etkisi

Bu c¢alismada, iiriin olarak sadece galaktozun enzim aktivitesi ve hidroliz derecesine etkisi
incelenmistir. Deneylerde, galaktoz konsantrasyonu 25, 50, 75 ve 100 g/L olacak sekilde, %5
(agirlik/hacim) oraninda laktoz iceren reaksiyon ¢ozeltisine ilave edilmistir. Galaktozun
ilavesi ile reaksiyon ¢ozeltisi 37°C sicaklik, pH 6.5, 300 devir/dakika karistirici hizinda 1
ml/L enzim ilavesi ile 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus, reaksiyon sonunda
laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim aktiviteleri ile ortamda kalan laktoz konsantrasyonlari
tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.26°da verilmis ve Sekil 9.34°te grafiksel olarak

sunulmustur.

Cizelge 9.26 Farkli galaktoz konsantrasyonuna karsilik elde edilen deneysel veriler (pH= 6.5,
T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Galaktoz Hidroliz Enzim Enzim Laktoz Kons.
Miktari Derecesi Aktivitesi Aktivitesi
@L) %) (Laktozlu) (Laktozsuz) (g/L)
(“o) (“o)
0 80.96 67.56 57.67 9.52
25 69.72 65.28 55.45 15.14
50 61.72 63.32 53.67 19.14
75 54.72 58.79 51.03 22.64
100 51.40 55.01 42.01 24.30

Cizelge 9.26 ve Sekil 9.34°te goriildiigii gibi galaktoz ilave edildiginde hidroliz derecesi
diismektedir. Hidroliz derecesindeki diisiis galaktozun reaksiyonu inhibe ettigini
gostermektedir. Fakat inhibisyonun yiiksek galaktoz konsantrasyonlarinda artmasi, hidroliz
derecesindeki diisilis i¢in kiitle transfer hizinin artan konsantrasyonla azalmasininda bir etken
oldugunu gostermektedir (Hill vd. 1997). Yang ve Okos (1989), Carrara ve Rubiolo (1996) ve

Hatzinikolaou vd. (2005) galaktozun rekabet¢i inhibitér oldugunu savunmuslardir.
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Sekil 9.34 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun galaktoz
konsantrasyonu ile degisimi (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Ayrica, elde edilen hidroliz derecesi degerlerinin literatiirde elde edilen degerlerden daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ladero vd. (2001) tarafindan yapilan ¢calismada, 50 g/L laktoz siit
tamponu igerisinde Escherichia coli kaynakli B-Galaktozidaz enzimi kullanilarak, 40°C
sicaklik, pH 7 ve 3.5 mg/L enzim konsantrasyonunda; 15 g/L galaktoz konsantrasyonu i¢in
60 dakika sonunda hidroliz derecesi %4 olarak bulunmustur. Di Serio vd. (2003) tarafindan
yapilan ¢alismada ise fosfat tampon ¢ozeltisinde Kluyveromyces marxianus lactis kaynakli 3-
Galaktozidaz enzimi kullanilarak, 37°C sicaklik ve pH 7; 10 g/L galaktoz konsantrasyonu i¢in

60 dakika sonunda hidroliz derecesi %32 olarak bulunmustur.
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Galaktoz deneyleri, reaksiyon sartlarinda enzim stabilitesinin galaktoz ile degisimini
inceleyebilmek amaciyla, aym1 kosullarda laktozsuz ortam icin tekrarlanmistir. Laktozsuz
ortamda gercgeklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesinin, laktozlu ortamda
gerceklestirilen deneylerde oldugu gibi galaktoz konsantrasyonu ile azaldigr Sekil 9.34°te

goriilmektedir.

Laktozlu ve laktozsuz ortamdaki islem sonunda enzim aktivitelerine bakildiginda, enzim
stabilitesinden otamda galaktoz olmasi durumunda her iki durum iginde enzim

stabilitelerindeki azalma galaktozun enzimi inaktive ettigini gostermektedir.

Galakoz konsantrasyonunun ortamda kalan laktoz miktari, laktozlu ve laktozsuz ortamdaki
enzim aktivite degerleri iizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden

yararlanilarak kurulan matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.27°de verilmistir.

Cizelge 9.27 Galaktoz konsantrasyonuna karsilik elde edilen deneysel verilere uyan
matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Matematiksel model Katsayllar* Standart R’
sapma (J)
a=10.536
[CL]=a+b [Ga] 1.0058 0.9902
b=0.1562
A]l=ap +ba [G =68.31
[A]=as +baGa] o 0.9636 0.9863
(laktozlu) by =-0.1264
A]l=ap +ba [G =57.914
[A]=as +baGa] o 0.4261 0.9952
(laktozsuz) bx =-0.0949

*Katsayilara ait birimler; a: g laktoz.L™; b: g laktoz.L™ (g galaktoz.L™")"; a,: birimsiz; b,: (g galaktoz.L™)"

Laktoz konsantrasyonunun farkli galaktoz konsantrasyonlarinda zamana karsilik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde
edilen degerler Ek 9, Cizelge E9.1°de verilmis ve Sekil 9.35’te grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim galaktoz
konsantrasyonlar1 i¢in, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki degisimin ikinci
derece kinetik modele uydugu goriilmiistir (Denklem 9.1). Laktoz konsantrasyonunun
zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan

istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.28°de verilmistir.
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Sekil 9.35 Farkli galaktoz konsantrasyonlari igin zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozlu ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli galaktoz konsantrasyonlarinda zamana
karsilik degisimini incelemek icin hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler
alinmistir. Elde edilen degerler Ek 9, Cizelge E9.2°de verilmis ve Sekil 9.36’da grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim galaktoz konsantrasyonlar1 ic¢in, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki
degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline
uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.2). Laktozlu ortamda % enzim aktivitesinin zamana karsilik
degisimi icin kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz

sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.28°de verilmistir.
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Sekil 9.36 Laktozlu ortamda farkli galaktoz konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli galaktoz konsantrasyonlarinda zamana
karsilik degisimini incelemek icin hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler
alimmistir. Elde edilen degerler Ek 9, Cizelge E9.3’te verilmis ve Sekil 9.37°de grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim galaktoz konsantrasyonlar1 ic¢in, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki
degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline
uydugu gorilmiistiir (Denklem 9.2). Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin zamana
karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz

sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.28°de verilmistir.
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Sekil 9.37 Laktozsuz ortamda farkli galaktoz konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde
edilen % enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)



Cizelge 9.28 Farkli galaktoz konsantrasyonlari icin zamana karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel modellere

ait katsayilar ve istatistik veriler (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi Kalan Enzim Aktivitesi
(laktozlu ortam) (laktozsuz ortam)
[Ga] k 8 R’ o k1 8 R’ o ks 8 R’

0 0.0029 0.0054 0.9851 68.14 0.2348 0.5628 0.9993 58.69 0.1545 1.4207 0.9973
25 0.0015 0.0011 0.9976 66.54 0.2704 1.1501 0.9975 56.61 0.1687 1.5319 0.9972
50 0.0011 0.0011 0.9960 64.65 0.2790 1.4233 0.9966 54.39 0.1827 1.7150 0.9969
75 0.0008 0.0005 0.9985 60.16 0.2925 1.4139 0.9974 51.74 0.1861 1.9954 0.9962
100 0.0007 0.0005 0.9981 56.74 0.3136 1.5304 0.9974 49.16 0.1920 2.0899 0.9963

*Katsayilara ait birimler; k: L.g 1aktoz'1.dakika'1; o: birimsiz; kp,kp: dakika™

LTI
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9.1.10 Cesitli iyonlarin hidroliz ve enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

9.1.10.1 Mg2+ iyonunun hidroliz ve enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Mg*" iyonunun hidroliz derecesi ve enzim aktivitesine etkisini incelemek igin yapilan
deneysel ¢alismada Mg2+ iyonu, %S5 (agirlik/hacim) oraninda laktoz igeren reaksiyon
¢Ozeltisinin igerisine, konsantrasyonu 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 ve 0.06 M olacak sekilde ilave
edilmisti. Mg”" ilavesi ile reaksiyon ¢ozeltisi, 37°C sicaklik, pH 6.5, 300 devir/dakika
karistirict hizinda 1 ml/L enzim ilavesi ile 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus,
reaksiyon sonunda laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim aktiviteleri ile ortamda kalan laktoz
konsantrasyonlar1 tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.29°da verilmis ve Sekil

9.38’de grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 9.29 Farkli Mg”" konsantrasyonlarina karsilik elde edilen deneysel veriler (pH= 6.5,
T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Mg2+ Kons. Hidroliz Enzim Enzim Laktoz Kons.
Derecesi Aktivitesi Aktivitesi
M) ) (Laktozlu) (Laktozsuz) (g/L)
(%) (%)

0 80.96 67.56 57.67 9.52
0.01 82.46 75.54 71.76 8.77
0.02 84.24 79.55 74.13 7.88
0.03 85.02 80.97 76.40 7.49
0.04 80.20 77.36 71.44 9.90
0.06 74.04 70.84 68.25 12.98

Cizelge 9.29 ve Sekil 9.38°de goriildiigi gibi 0.03 M Mg®" konsantrasyonuna kadar Mg®"
iyonunun artistyla hidroliz derecesi ve enzim aktivitesinin arttig1 goriilmektedir. 0.01 M’daki
hidroliz derecesi yaklasik %82 iken Mg®" iyonu ile artarak 0.03 M’da yaklasik %85 olmustur.
Daha yiiksek konsantrasyonlarda ise hidroliz derecesinde azalma olmakta ve 0.06 M’da
hidroliz derecesi yaklasik %74’e kadar diismektedir. Buna karsilik, belirtilen konsantrasyon
aralig1 boyunca enzim aktivitesi %67°den %71’e (yaklasik %6) artmistir. Sonug olarak, elde
edilen deneysel verilere gore optimum magnezyum konsantrasyonu 0.03 M olarak

belirlenmistir. Voget vd. (1994) tarafindan yapilan ¢alismada da Mg>" iyonlarnin enzim
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stabilitesine etkisi incelenmis ve Mg2+ iyonunun ilavesi ile (0.0025-0.005 M) enzimin termal

deaktivasyona karst dayanikliliginin  arttifi  goriilmiistiir.  Ayrica,

konsantrasyonunun destabilizasyona neden oldugu belirtilmistir.
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Sekil 9.38 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun Mg*"

konsantrasyonu ile degisimi (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Mg®" ilavesi ile pB-galaktozidaz enziminin reaksiyon kosullarina

dayanikliligini

inceleyebilmek amaciyla, deneyler aymi kosullarda laktozsuz ortam igin tekrarlanmistir.

Laktozsuz ortamda gerceklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesinin, laktozlu ortamda

gerceklestirilen deneylerde oldugu gibi Mg>" konsantrasyonu ile arttigi Sekil 9.38’de

gorilmektedir.
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Mg2+ iyonunun ortamda kalan laktoz miktari, laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim aktivite
degerleri iizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlanilarak kurulan

matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.30°da verilmistir.

Cizelge 9.30 Mg®" konsantrasyonuna karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel
ifadeler ve istatistik veriler (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Matematiksel model Katsayllar* Standart R’
sapma ()
a=9.59
[CL]l=a+b [Mg] + ¢ [Mg]’ b=-149.83 0.6405 | 0.9678
c=3476.19
as = 68.38
[A] = ax + by [Mg] + ca [Mg]? ba =763.69 1.5013 0.9745
(laktozlu) CaA = -1221548
a =59.50
[A] =aa + ba [Mg] + ca [Mg]? b =1076.36 2.2687 0.9701
(laktozsuz) CA— -16622.62

*Katsayilara ait birimler; a: g laktoz.L™"; b: g 1aktoz.L'1.(M)'1; c g laktoz.L"".(M)?; a,: birimsiz; by: (M)'l;
car (M)

Laktoz konsantrasyonunun farkli Mg®® konsantrasyonlarinda zamana karsilik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde
edilen degerler Ek 10, Cizelge E10.1°de verilmis ve Sekil 9.39°da grafiksel olarak
sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim
Mg®" konsantrasyonlari i¢in, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki degisimin
ikinci derece kinetik modele uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.1). Laktoz konsantrasyonunun
zamana karsilik degisimi icin kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan

istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.31°de verilmistir.
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Sekil 9.39 Farkli Mg®" konsantrasyonlar1 igin zamana karsihk elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozlu ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli Mg®" konsantrasyonlarinda zamana karsilik
degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda o6rnekler
alinmistir. Elde edilen degerler Ek 10, Cizelge E10.2°de verilmis ve Sekil 9.40°da grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim Mg2+ konsantrasyonlart i¢in, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki
degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline
uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.2). Laktozlu ortamda % enzim aktivitesinin zamana karsilik
degisimi icin kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz

sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.31’°de verilmistir.
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Sekil 9.40 Laktozlu ortamda farkli Mg2+ konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli Mg*" konsantrasyonlarinda zamana karsilik
degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda o6rnekler
alinmistir. Elde edilen degerler Ek 10, Cizelge E10.3’te verilmis ve Sekil 9.41°de grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim Mg2+ konsantrasyonlart i¢in, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki
degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline
uydugu gorilmiistiir (Denklem 9.2). Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin zamana
karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz

sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.31°de verilmistir.



133

100 -
90
80 ®
——
70 '
g o
D=1 60 -
2 —e
=
E 50
=
= 40
X
30
20
10 -
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)
e 0M 0.01M ¢ 002M 0.03M
0.04 M 0.06 M —— 0 M (model) 0.01 M (model)
= 0.02 M (model) 0.03 M (model) 0.04 M (model) 0.06 M (model)

Sekil 9.41 Laktozsuz ortamda farkli Mg®" konsantrasyonlari igin zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)



Cizelge 9.31 Farkhh Mg®" konsantrasyonlari icin zamana karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel modellere

ait katsayilar ve istatistik veriler (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi Kalan Enzim Aktivitesi
(laktozlu ortam) (laktozsuz ortam)
[Mg] k 8 R’ o ko 8 R’ o kn: 8 R’

0 0.0029 0.0054 0.9851 68.14 0.2348 0.5628 0.9993 58.69 0.1545 1.4207 0.9973
0.01 0.0034 0.0056 0.9867 75.46 0.1138 0.9517 0.9963 70.52 0.0928 0.8202 0.9979
0.02 0.0038 0.0056 0.9902 78.09 0.0859 0,5294 0.9984 72.29 0.0857 0.4966 0.9991
0.03 0.0040 0.0061 0.9894 79.29 0.0763 0.5905 0.9977 75.17 0.0736 1.9102 0.9821
0.04 0.0028 0.0036 0.9923 76.66 0.1027 1.0178 0.9951 70.61 0.1019 1.7710 0.9958
0.06 0.0020 0.0041 0.9792 70.86 0.1368 0.5063 0.9993 68.85 0.1439 1.3057 0.9959

*Katsayilara ait birimler; k: L.g 1aktoz'1.dakika'1; o: birimsiz; kp,kpo: dakika™

vel
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9.1.10.2 Mn** iyonunun hidroliz ve enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Mn*" iyonunun hidroliz derecesi ve enzim aktivitesine etkisini incelemek igin yapilan
deneysel c¢alismada Mn®" iyonu, %35 (agirhk/hacim) oraminda laktoz igeren reaksiyon
¢oOzeltisinin igerisine, konsantrasyonu 0.005, 0.01 ve 0.02 M olacak sekilde ilave edilmistir.
Mn”" ilavesi ile reaksiyon ¢ozeltisi, 37°C sicakhik, pH 6.5, 300 devir/dakika karistirict
hizinda 1 ml/L enzim ilavesi ile 30 dakika boyunca hidroliz iglemine tabi tutulmus,
reaksiyon sonunda laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim aktiviteleri ile ortamda kalan
laktoz konsantrasyonlar1 tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.32’de verilmis ve

Sekil 9.42°de grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 9.32 Farkli Mn”" konsantrasyonlarina karsilik elde edilen deneysel veriler
(pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Mn** Kons. Hidroliz Enzim Enzim Laktoz Kons.
(M) Derecesi é'iﬂf&?fﬁ') (ffﬁiﬁffii) (g/L)
(%) (%) (%)

0 80.96 67.56 57.67 9.52
0.005 80.06 74.52 69.94 9.97
0.010 80.24 79.36 69.33 9.88
0.020 80.28 80.15 72.66 9.86

Cizelge 9.32 ve Sekil 9.41°de goriildiigii gibi Mn>" konsantrasyonunun artisindan hidroliz
derecesinin etkilenmedigi, enzim aktivitesinin ise arttii goriilmektedir. 0.01 M’daki
hidroliz derecesi yaklasik %81 iken 0.02 M’da aymi kalmistir. Buna karsilik, belirtilen
konsantrasyon aralig1 boyunca enzim aktivitesi %67’den %80’e (yaklasik %19) artmistir.
Sonug olarak, elde edilen deneysel verilere gére mangan iyonlarinin enzimi aktive ettigi
goriilmektedir. Voget vd. (1994) tarafindan yapilan ¢alismada da Mn”* iyonlarmnin enzim
stabilitesine etkisi incelenmis ve Mn”" iyonunun ilavesi ile (0.0001-0.0002 M) enzimin
termal deaktivasyona kars1 dayanikliliginin arttig1 gériilmiistiir. Buna karsilik, iki degerlikli
iyonlarin katalitik proseste direkt olarak etkili olmaktan ¢ok yapisal bir rol oynadigi

belirtilmistir.
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Sekil 9.42 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun Mn”"
konsantrasyonu ile degisimi (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Mn®" ilavesi ile p-galaktozidaz enziminin reaksiyon kosullarina dayanikhiligim
inceleyebilmek amaciyla, deneyler aym1 kosullarda laktozsuz ortam ig¢in tekrarlanmigtir.
Laktozsuz ortamda gerceklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesinin, laktozlu
ortamda gerceklestirilen deneylerde oldugu gibi Mn”>" konsantrasyonu ile arttign Sekil

9.42°de goriilmektedir.

Mn®" iyonunun ortamda kalan laktoz miktari, laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim
aktivite degerleri iizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlanilarak

kurulan matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.33’te verilmistir.

Laktoz Konsantrayonu (g/L)
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Cizelge 9.33 Mn”" konsantrasyonuna karsilik elde edilen deneysel verilere uyan
matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Matematiksel model Katsayllar* Standart R?
sapma (0)
ax = 67.491
=aa t ba [Mn] +ca [Mn AT : . )
[A] ba [Mn] + ¢ [Mn]* ba=1712.1 0.2412 | 09997
(laktozlu) ca =-53900
ar=57.5388
=aa 1t ba [Mn] +ca [Mn AT : . )
[A] ba [Mn] + cs [Mn]? ba = 1547.5182 0.4586 0.9992
(laktozsuz) ca =-39463.636

*Katsayilara ait birimler; a,: birimsiz; ba: (M)'l; Ca: (M)'Z; da: (M)'3

Laktoz konsantrasyonunun farkli Mn®" konsantrasyonlarinda zamana karsilik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde
edilen degerler Ek 10, Cizelge E10.4’te verilmis ve Sekil 9.43’te grafiksel olarak
sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda
tiim mangan konsantrasyonlar1 igin, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki
degisimin ikinci derece kinetik modele uydugu goriilmiistir (Denklem 9.1). Laktoz
konsantrasyonunun zamana karsilik degisimi icin kurulan matematiksel modele ait
katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge

9.34’te verilmistir.
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Sekil 9.43 Farkli Mn** konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozlu ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli Mn>" konsantrasyonlarinda zamana
karsilik degisimini incelemek icin hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda
ornekler alinmistir. Elde edilen degerler Ek 10, Cizelge E10.5’te verilmis ve Sekil 9.44’te
grafiksel olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel
modelleme sonucunda tiim mangan konsantrasyonlari i¢in, % enzim aktivitesi ile zaman
arasindaki degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon

kinetigi modeline uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.2).
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Laktozlu ortamda % enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in kurulan
matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen

istatistik veriler Cizelge 9.34’te verilmistir.
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Sekil 9.44 Laktozlu ortamda farkli Mn** konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli Mn®" konsantrasyonlarinda zamana
karsilik degisimini incelemek icin hidroliz islemi siliresince belli zaman araliklarinda
ornekler alinmistir. Elde edilen degerler Ek 10, Cizelge E10.6°da verilmis ve Sekil 9.45°te
grafiksel olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel

modelleme sonucunda tiim mangan konsantrasyonlari i¢in, % enzim aktivitesi ile zaman
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arasindaki degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon
kinetigi modeline uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.2). Laktozsuz ortamdaki % enzim
aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve
yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.34°te

verilmigtir.
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Sekil 9.45 Laktozsuz ortamda farkli Mn®" konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsilik elde
edilen % enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)



Cizelge 9.34 Farkli Mn?" konsantrasyonlari icin zamana karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel modellere

ait katsayilar ve istatistik veriler (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi Kalan Enzim Aktivitesi
(laktozlu ortam) (laktozsuz ortam)
[Mn] k 8 R’ o k1 8 R’ o ks 8 R’
0 0.0029 0.0054 0.9851 68.14 0.2348 0.5628 0.9993 58.69 0.1545 1.4207 0.9973
0.005 0.0028 0.0040 0.9904 74.91 0.1738 0.5857 0.9988 63.94 0.1286 0.9683 0.9983
0.01 0.0028 0.0030 0.9947 78.88 0.1205 0.1997 0.9998 69.36 0.1126 1.2233 0.9960
0.02 0.0027 0.0026 0.9959 79.74 0.1126 0.3267 0.9994 72.10 0.1027 0.8602 0.9976

*Katsayilara ait birimler; k: L.g laktoz’l.dakika’l; o;: birimsiz; kp,kpo: dakika™

6¢l
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9.1.10.3 Ca** iyonunun hidroliz ve enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Ca®" iyonunun hidroliz derecesi ve enzim aktivitesine etkisini incelemek igin yapilan
deneysel calismada Ca®" iyonu, %5 (agirhk/hacim) oraminda laktoz igeren reaksiyon
¢Ozeltisinin igerisine, konsantrasyonu 0.01, 0.02 ve 0.04 M olacak sekilde ilave edilmistir.
Ca®" ilavesi ile reaksiyon c¢ozeltisi, 37°C sicaklik, pH 6.5, 300 devir/dakika karigtirict
hizinda 1 ml/L enzim ilavesi ile 30 dakika boyunca hidroliz iglemine tabi tutulmus,
reaksiyon sonunda laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim aktiviteleri ile ortamda kalan
laktoz konsantrasyonlari tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.35’te verilmis ve

Sekil 9.46’da grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 9.35 Farkli Ca’" konsantrasyonlarina karsilik elde edilen deneysel veriler
(pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Ca’" Kons. Hidroliz Enzim Enzim Laktoz Kons.
Derecesi Aktivitesi Aktivitesi
M) " (Laktozlu) (Laktozsuz) (g/L)
) (%) (%)

0 80.96 67.56 57.67 9.52
0.01 75.10 65.69 43.82 12.45
0.02 70.28 61.76 37.25 14.86
0.04 64.32 50.44 29.43 17.84

Cizelge 9.35 ve Sekil 9.46°da goriildiigii gibi Ca** konsantrasyonunun artisi ile hidroliz
derecesi ve enzim aktivitesinin azaldigi goriilmektedir. 0.01 M’daki hidroliz derecesi
yaklasik %75 iken 0.04 M’da yaklasik %64 olmustur. Ayni1 zamanda, belirtilen
konsantrasyon araligi boyunca enzim aktivitesi %67°den %50’ye (yaklasik %25)
azalmistir. Sonug olarak, elde edilen deneysel verilere gore kalsiyum iyonlarinin enzimi

inaktive ettigi goriilmektedir.
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Sekil 9.46 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun Ca**
konsantrasyonu ile degisimi (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Ca®" ilavesi ile B-galaktozidaz enziminin reaksiyon kosullarma dayamkliligim
inceleyebilmek amaciyla, deneyler aym kosullarda laktozsuz ortam igin tekrarlanmigtir.
Laktozsuz ortamda gerceklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesinin, laktozlu
ortamda gerceklestirilen deneylerde oldugu gibi Ca®" ile azaldign Sekil 9.46°da
goriilmektedir. Laktozsuz ortamda, kalsiyum iyonunun Kluyveromyces lactis kaynakli
-galaktozidaz enziminin aktivitesine etkisi Voget vd. (1994) tarafindan yapilan ¢aligmada
da incelenmis ve 37°C’de pH’1 6.6 olan fosfat tampon ¢ozeltisi i¢inde 30 dakika sonunda,
kalsiyum konsantrasyonunun 0 M’dan 0.03 M’a yiikseltilmesi ile enzimin yaklasik olarak

%33 oraninda inaktive oldugu goriilmistiir.

Laktoz Konsantrayonu (g/L)
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Ca** iyonunun ortamda kalan laktoz miktari, laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim
aktivite degerleri iizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlanilarak

kurulan matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.36’da verilmistir.

Cizelge 9.36 Ca’" konsantrasyonuna karsilik elde edilen deneysel verilere uyan
matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Matematiksel model Katsayllar* Standart R’
sapma ()
a=9.5124
[CL]=a+Db [Ca] +c [Ca]? b =1324.9818 0.0267 0.9999
c=-2918.1818
ax = 67.6342
[A]=ax + ba [Ca] + ca [Ca]? ba =-142.1091 0.2593 0.9998
(laktozlu) ca =-7209.0909
apn=57.2195
[A]=ax + ba [Ca] + ca [Ca]? ba =-1396.0727 1.5751 0.9977
(laktozsuz) ca=17627.273

*Katsayilara ait birimler; a: g laktoz.L™"; b: g laktoz. L. (M)"; ¢: g laktoz.L™".(M)?%; d: g laktoz.L"'.(M)™ a,:
birimsiz; ba: (M)"; ca: (M)

Laktoz konsantrasyonunun farkli Ca*” konsantrasyonlarinda zamana karsilhik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde
edilen degerler Ek 10, Cizelge E10.7°de verilmis ve Sekil 9.47°de grafiksel olarak
sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda
tiim kalsiyum konsantrasyonlar1 i¢in, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki
degisimin ikinci derece kinetik modele uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.1). Laktoz
konsantrasyonunun zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait
katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge

9.37°de verilmistir.
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Sekil 9.47 Farkhi Ca®" konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozlu ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli Ca’" konsantrasyonlarinda zamana
karsilik degisimini incelemek icin hidroliz islemi siliresince belli zaman araliklarinda
ornekler alinmistir. Elde edilen degerler Ek 10, Cizelge E10.8°de verilmis ve Sekil 9.48°de
grafiksel olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel
modelleme sonucunda tiim kalsiyum konsantrasyonlar1 i¢in, % enzim aktivitesi ile zaman
arasindaki degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon
kinetigi modeline uydugu goriilmiistir (Denklem 9.2). Laktozlu ortamda % enzim
aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve
yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.37°de

verilmistir.



146

100

90 -

80 -

60

50 -

40 -

% Enzim AKktivitesi

30 A

20 ~

10 -

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Zaman (dakika)

e 0M 0.01M A 002M 0.04 M

—— (0 M (model) 0.01 M (model) =——0.02 M (model) 0.04 M (model)

Sekil 9.48 Laktozlu ortamda farkli Ca*" konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli Ca®*" konsantrasyonlarinda zamana
karsilik degisimini incelemek icin hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda
ornekler alinmistir. Elde edilen degerler Ek 10, Cizelge E10.9°da verilmis ve Sekil 9.49°da
grafiksel olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel
modelleme sonucunda tiim kalsiyum konsantrasyonlar1 i¢in, % enzim aktivitesi ile zaman
arasindaki degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon
kinetigi modeline uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.2). Laktozsuz ortamdaki % enzim
aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve

yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik Cizelge 9.37°de verilmistir.
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Sekil 9.49 Laktozsuz ortamda farkli Ca*" konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsilik elde
edilen % enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)



Cizelge 9.37 Farkli Ca®" konsantrasyonlari i¢in zamana karsihk elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel modellere
ait katsayilar ve istatistik veriler (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi Kalan Enzim Aktivitesi
(laktozlu ortam) (laktozsuz ortam)
[Ca] k 8 R’ o kp1 8 R’ o ks 8 R’
0 0.0029 0.0054 0.9851 68.14 0.2348 0.5628 0.9993 58.69 0.1545 1.4207 0.9973

0.005 0.0019 0.0033 0.9898 66.47 0.2594 0.8234 0.9987 44.42 0.2040 1.4688 0.9985

0.01 0.0016 0.0027 0.9892 62.63 0.2635 0.5605 0.9994 38.82 0.2107 2.3429 0.9968

0.02 0.0012 0.0012 0.9961 51.46 0.2968 0.7999 0.9994 31.63 0.2613 1.7961 0.9986

*Katsayilara ait birimler; k: L.g laktoz’l.dakika’l; o;: birimsiz; kp,kpo: dakika™

871
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9.2 Sonikatorde Gergeklestirilen Deneylere Ait Bulgular
9.2.1 AKkustik giiciin hidroliz ve enzim aktivitesi tizerindeki etkisi

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

uizerindeki etkisi

Akustik giiciin hidroliz derecesi ve enzim aktivitesine etkisini incelemek i¢in 250 ml %5
(agirlik/hacim) laktoz iceren reaksiyon ¢ozeltisi, pH 6.5 ve %10 frekans araliginda, 1 ml/L
enzim ilavesi ile 20-100 Watt arasindaki akustik gii¢ler i¢in sonikatér 1 dakika calisip 1
dakika duracak sekilde toplam 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus,
reaksiyon sonunda laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim aktiviteleri ile ortamda kalan
laktoz konsantrasyonlar1 tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.38’de verilmis ve

Sekil 9.50°de grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 9.38 Akustik giice karsilik elde edilen deneysel veriler (Frekans Araligi= %10,
pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Akustik Gii¢ Hidroliz Enzim Enzim Laktoz Kons.
Derecesi Aktivitesi Aktivitesi
(Watt) ) (Laktozlu) (Laktozsuz) (g/L)
(Y0) (%0)
20 91.94 75.74 68.37 4.03
40 88.60 70.38 62.72 5.70
60 83.82 66.05 59.47 8.09
80 80.28 62.89 55.30 9.86
100 78.72 60.26 51.25 10.64

Cizelge 9.38 ve Sekil 9.49°da gorildigii gibi %10 frekans araliginda akustik gii¢ artisiyla
hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi azalmaktadir. 20 Watt’taki hidroliz derecesi yaklasik
%92 iken akustik gili¢ ile azalarak 100 Watt’ta yaklasik %79 olmustur. Diger taraftan,
belirtilen akustik giic araligi boyunca enzim aktivitesi %76’dan %60’a (yaklasik %22)
azalmistir. Kullanilan enzim 20 Watt akustik gii¢ icin yaklasik %24 ve 100 Watt akustik
giic icin yaklasik %40 oraninda inaktive olmustur. Hidroliz derecesi ve enzim

aktivitesindeki bu diislis akustik giliciin enzim yapisinda bozunmaya neden olduguna
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baglanmaktadir. Sonug olarak, elde edilen deneysel verilere gore optimum akustik gii¢ 20

Watt olarak belirlenmistir.
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Enzim akt. (laktozsuz, model)

Sekil 9.50 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun akustik
glic ile degisimi (Frekans Arahigi= %10, pH= 6.5, T= 37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

B-galaktosidaz enziminin reaksiyon kosullarmma dayanikliligini inceleyebilmek amaciyla,

akustik glic deneyleri ayn1 kosullarda laktozsuz ortamda tekrarlanmistir. Laktozsuz

ortamda gerceklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesinin, laktozlu ortamda

gergeklestirilen deneylerde oldugu gibi akustik giic ile azaldigi Sekil 9.50°de

goriilmektedir.

Laktoz Konsantrayonu (g/L)
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%10 frekans araliginda akustik giiclin ortamda kalan laktoz miktar1 laktozlu ve laktozsuz
ortamdaki enzim aktivite degerleri lizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel
verilerden yararlanilarak kurulan matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge

9.39’da verilmistir.

Cizelge 9.39 Akustik giice karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel ifadeler
ve istatistik veriler (Frekans Araligi= %10, pH= 6.5, T= 37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Matematiksel model Katsayllar* Standart R?
sapma (J)
[C.]=a +b.P a=245 0.4889 0.9883
b =0.0869

[A] =a —bu.P ap = 78.60 1.0285 0.9894
(laktozlu) ba= 0.1923

[A] =a —bu.P apn=71.91 0.6319 0.9966
(laktozsuz) bs = 0.2082

*Katsayilara ait birimler; a: g laktoz.L'l; b: g 1aktoz.L'1.W'1; a,: birimsiz; by: w!

Laktoz konsantrasyonunun %10 frekans araliginda farkli akustik giiclerde zamana karsilik
degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda ornekler
alimmustir. Elde edilen degerler Ek 11, Cizelge E11.1°de verilmis ve Sekil 9.51°de grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim akustik gii¢ degerleri icin, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman

arasindaki degisimin birinci derece kinetik modele uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.3).

[CL]=[CpoJexp(-kt) 9.3)
Laktoz konsantrasyonunun zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait

katsayilar ve istatistik veriler Cizelge 9.40’da verilmistir.
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Sekil 9.51 Farkli akustik giigler i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (Frekans Araligi= %10, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozlu ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli akustik gili¢ler i¢in zamana karsilik

degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda ornekler

alinmistir. Elde edilen degerler Ek 11, Cizelge E11.2°de verilmis ve Sekil 9.52°de grafiksel

olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme

sonucunda tiim akustik gilic degerleri icin, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki

degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi

modeline uydugu gorilmiistiir (Denklem 9.2).
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Laktozlu ortmada % enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in kurulan
matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen

istatistik veriler Cizelge 9.40’da verilmistir.
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Sekil 9.52 Laktozlu ortamda farkli akustik giicler i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (Frekans Araligi= %10, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozsuz ortamda % enzim aktivitesinin farkli akustik giliglerde zamana karsilik
degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda ornekler
alinmistir. Elde edilen degerler Ek 11, Cizelge E11.3’te verilmis ve Sekil 9.53’te grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme

sonucunda tiim akustik gilic degerleri icin, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki
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degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi
modeline uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.2). Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin
zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan

istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.40’da verilmistir.

100

90

80

70

60

Ll

50

40

% Enzim AKktivitesi

30

20

10 -

0 T T T T T

0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)

® 20W 40W ® 60W 80W

® 100W —20 W (model) 40 W (model) =———60W (model)
80 W (model) =100 W (model)

Sekil 9.53 Laktozsuz ortamda farkli akustik giicler i¢in zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (Frekans Araligi= %10, pH= 6.5, T= 37°C, Enzim Kons.= 1
ml/L)



Cizelge 9.40 Farkh

akustik giicler
ait katsayilar ve istatistik veriler (Frekans Araligi= %10, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

icin zamana karsilik

elde edilen deneysel

verilere uyan matematiksel

modellere

Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi Kalan Enzim Aktivitesi
(laktozlu ortam) (laktozsuz ortam)
P k 8 R’ o kp1 8 R’ o ks 8 R’
20 0.0838 0.4554 0.9996 72.29 0.0663 0.4554 0.9991 64.90 0.0748 0.9511 0.9978
40 0.0737 0.9981 0.9929 69.51 0.1013 0.6638 0.9988 61.69 0.1088 1.1217 0.9978
60 0.0639 0.7594 0.9987 65.90 0.1226 0.8068 0.9987 59.46 0.1231 1.6467 0.9960
80 0.0571 0.7461 0.9987 62.25 0.1345 1.0783 0.9981 55.96 0.1324 1.5395 0.9971
100 0.0518 0.8995 0.9981 60.65 0.1657 1.6755 0.9959 52.32 0.1502 1.9439 0.9962

*Katsayilara ait birimler; k, kp;, kpo: dakika™; o birimsiz

SSl
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9.2.1.2 %350 Frekans aralig: icin akustik giiciin hidroliz ve enzim aktivitesi iizerindeki

etkisi

Akustik giiciin hidroliz derecesi ve enzim aktivitesine etkisini incelemek icin 250 ml %5
(agirlik/hacim) laktoz iceren reaksiyon ¢ozeltisi, pH 6.5 ve %50 frekans araliginda, 1 ml/L
enzim ilavesi ile 20-100 Watt arasindaki akustik giicler i¢in sonikatdr 1 dakika g¢aligip 1
dakika duracak sekilde toplam 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus, reaksiyon
sonunda laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim aktiviteleri ile ortamda kalan laktoz
konsantrasyonlar1 tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.41°de verilmis ve Sekil

9.54’te grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 9.41 Akustik giice karsilik elde edilen deneysel veriler (Frekans Araligi= %50,
pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1ml/L)

Akustik Gii¢ Hidroliz Enzim Enzim Laktoz Kons.
Derecesi Aktivitesi Aktivitesi
(Watt) ) (Laktozlu) (Laktozsuz) (g/L)
(Y0) (%)
20 86.76 71.29 58.38 6.62
40 82.60 68.10 53.23 8.70
60 79.20 61.33 46.14 10.40
80 75.52 57.86 38.85 12.24
100 68.86 53.06 34.17 15.57

Cizelge 9.41 ve Sekil 9.53’de gorildiigii gibi %50 frekans araliginda akustik gii¢ artisiyla
hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi azalmaktadir. 20 Watt’taki hidroliz derecesi yaklasik
%87 iken akustik giic ile azalarak 100 Watt’ta yaklasik %69 olmustur. Diger taraftan,
belirtilen akustik giic araligi boyunca enzim aktivitesi %71°den %53’e (yaklasik %25)
azalmistir. Kullanilan enzim 20 Watt akustik gii¢ icin yaklasik %29 ve 100 Watt akustik gii¢
icin yaklagik %47 oraninda inaktive olmustur. Hidroliz derecesi ve enzim aktivitesindeki bu
diisiis akustik giiclin enzim yapisinda bozunmaya neden olduguna baglanmaktadir. Sonug

olarak, elde edilen deneysel verilere gore optimum akustik glic 20 Watt olarak belirlenmistir.
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Sekil 9.54 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun akustik gii¢
ile degisimi (Frekans Araligi= %50, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

B-galaktosidaz enziminin reaksiyon kosullarina dayaniklilifin1 inceleyebilmek amaciyla,
akustik gii¢ deneyleri ayni kosullarda laktozsuz ortamda tekrarlanmistir. Laktozsuz ortamda
gerceklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesinin, laktozlu ortamda gergeklestirilen

deneylerde oldugu gibi akustik gii¢ ile azaldig1 Sekil 9.54’te goriilmektedir.

%350 frekans araliginda akustik giiciin ortamda kalan laktoz miktari, laktozlu ve laktozsuz
ortamdaki enzim aktivite degerleri lizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden

yararlanilarak kurulan matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.42°de verilmistir.
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Cizelge 9.42 Akustik giice karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel ifadeler ve
istatistik veriler (Frekans Araligi= %50, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Matematiksel model Katsayllar* Standart R?
sapma (J)

[CL]=a +Db.P a=4.274 0.5346 0.9908
b=0.1072

[A]=as—ba.P aar= 76.338 0.8943 0.9945

(laktozlu) ba= 0.2335

[A]=as—ba.P aa = 64.994 0.8419 0.9973

(laktozsuz) ba= 0314

*Katsayilara ait birimler; a: g laktoz.L"; b: g laktoz. L' .W'; a,: birimsiz; by: W

Laktoz konsantrasyonunun %50 frekans araliginda farkli akustik giiclerde zamana karsilik
degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda ornekler
alinmistir. Elde edilen degerler Ek 11, Cizelge E11.4°te verilmis ve Sekil 9.55’te grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim akustik giic degerleri icin, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki
degisimin birinci derece kinetik modele uydugu gorilmiistir (Denklem 9.3). Laktoz
konsantrasyonunun zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar
ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.43’te

verilmisgtir.
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Sekil 9.55 Farkli akustik giicler i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (Frekans Araligi= %50, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozlu ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli akustik giiclerde zamana karsilik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde
edilen degerler Ek 11, Cizelge E11.5’te verilmis ve Sekil 9.56’da grafiksel olarak
sunulmusgtur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim
akustik giicler icin, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin Sadana ve Henley
(1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu goriilmiistiir
(Denklem 9.2). Laktozlu ortamda % enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in kurulan
matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen

istatistik veriler Cizelge 9.43’te verilmistir.
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Sekil 9.56 Laktozlu ortamda farkli akustik giicler i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (Frekans Araligi= %50, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozsuz ortamda % enzim aktivitesinin farkli akustik giiclerde zamana karsilik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda ornekler alinmistir. Elde
edilen degerler Ek 11, Cizelge El11.6’da verilmis ve Sekil 9.57°de grafiksel olarak
sunulmusgtur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim
akustik glic degerleri i¢in, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin Sadana ve
Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu goriilmiistiir
(Denklem 9.2). Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in
kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde

edilen istatistik veriler Cizelge 9.43te verilmistir.
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Sekil 9.57 Laktozsuz ortamda farkli akustik giicler i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (Frekans Araligi= %50, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)



Cizelge 9.43 Farkli akustik giicler i¢in zamana karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel modellere
ait katsayilar ve istatistik veriler (Frekans Arahigi= %50, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)
Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi Kalan Enzim Aktivitesi
(laktozlu ortam) (laktozsuz ortam)
P k 8 R’ o kp1 8 R’ o ks 8 R’
20 0.0662 1.1159 0.9973 70.03 0.0907 1.0819 0.9965 59.07 0.1277 2.2364 0.9928
40 0.0496 0.8054 0.9985 68.66 0.1145 1.7669 0.9921 54.34 0.1337 2.3379 0.9938
60 0.0452 1.0787 0.9969 61.58 0.1246 1.2329 0.9975 47.28 0.1469 2.3333 0.9954
80 0.0385 0.7513 0.9984 58.72 0.1419 2.1366 0.9937 39.29 0.1513 2.1833 0.9970
100 0.0353 0.7092 0.9987 53.64 0.1528 2.9808 0.9905 36.67 0.1734 3.1361 0.9945

*Katsayilara ait birimler; k, kp;, kp,: dakika™; o: birimsiz

a1
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9.2.2 % Frekans araliginin hidroliz ve enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

% Frekans araliginin hidroliz derecesi ve enzim aktivitesine etkisini incelemek i¢in 250 ml
%S5 (agirlik/hacim) laktoz igeren reaksiyon c¢ozeltisi, pH 6.5 ve 20 Watt akustik giicte, 1 ml/L
enzim ilavesi ile %10-%90 arasindaki % frekans araliklari i¢in sonikator 1 dakika ¢alisip 1
dakika duracak sekilde toplam 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus, reaksiyon
sonunda laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim aktiviteleri ile ortamda kalan laktoz
konsantrasyonlar1 tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.44’te verilmis ve Sekil

9.58’de grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 9.44 % Frekans araligina karsilik elde edilen deneysel veriler (Akustik Glig= 20 Watt,
pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Frekans Hidroliz Enzim Enzim Laktoz Kons.
Arahg Derecesi Aktivitesi Aktivitesi
(Laktozlu) (Laktozsuz) (g/L)
(%) (%)
(%) (%)

10 91.94 75.74 68.37 4.03

30 89.72 72.93 64.37 5.14

50 86.76 71.29 58.38 6.62

70 80.92 65.34 49.77 9.54

90 75.80 60.34 41.81 12.10

Cizelge 9.44 ve Sekil 9.58de goriildiigii gibi 20 Watt akustik giicte % frekans araligr artisiyla
hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi azalmaktadir. %10 frekans araligindaki hidroliz derecesi
yaklasik %92 iken % frekans araligi ile azalarak %90 frekans araliginda yaklasik %76
olmustur. Diger taraftan, belirtilen % frekans arali1 boyunca enzim aktivitesi %75’ten %60’a
(vaklasik %20) azalmistir. Kullanilan enzim %10 frekans araligi icin yaklasik %25 ve %90
frekans aralig1 icin yaklasik %40 oraninda inaktive olmustur. Hidroliz derecesi ve enzim
aktivitesindeki bu diisiis % frekans araligi artisinin enzim yapisinda bozunmaya neden
olduguna baglanmaktadir. Sonug olarak, elde edilen deneysel verilere gére optimum frekans

aralig1 %10 olarak belirlenmistir.
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Sekil 9.58 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun % frekans
aralig1 ile degisimi (Akustik Giig= 20 Watt, pH= 6.5, T= 37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

B-galaktosidaz enziminin reaksiyon kosullarina dayanikliligini inceleyebilmek amaciyla,
% frekans araligi deneyleri ayni kosullarda laktozsuz ortamda tekrarlanmistir. Laktozsuz
ortamda gercgeklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesinin, laktozlu ortamda
gerceklestirilen deneylerde oldugu gibi % frekans araligi ile azaldigi Sekil 9.58de

goriilmektedir.

20 Watt akustik giigte % frekans araliginin ortamda kalan laktoz miktar, laktozlu ve
laktozsuz ortamdaki enzim aktivite degerleri iizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel
verilerden yararlanilarak kurulan matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.45°te

verilmistir.
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Cizelge 9.45 % Frekans araligina karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel
ifadeler ve istatistik veriler (Akustik Giig= 20 Watt, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Matematiksel model Katsayllar* Standart R?
sapma (J)
[CL]=a +b.(FA) a=2351 0.7109 0.9825
b=10.1027

[A] = aa — ba.(FA) ax = 79.5755 1.1137 0.9882
(laktozlu) ba = 0.1969

[A] = aa — ba.(FA) ap=73.47 1.7175 0.9905
(laktozsuz) ba=0.3386

*Katsayilara ait birimler; a: g laktoz.L'l; b: g 1aktoz.L'1; ap, ba: birimsiz

Laktoz konsantrasyonunun 20 Watt akustik giicte farkli % frekans araliklarinda zamana
karsilik degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler
alinmistir. Elde edilen degerler Ek 12, Cizelge E12.1°de verilmis ve Sekil 9.59°da grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim % frekans araliklari icin, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki
degisimin birinci derece kinetik modele uydugu gorilmiistir (Denklem 9.3). Laktoz
konsantrasyonunun zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar
ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.46°da

verilmigtir.
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Laktoz Konsantrasyonu (g/L)

0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)
® %I0FA %30FA ¢ %50FA %70 FA
® %90FA %10 FA (model) %30 FA (model) %350 FA (model
%70 FA (model) %90 FA (model)

Sekil 9.59 Farkli % frekans araliklar1 i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (Akustik Glig= 20 Watt, pH= 6.5, T= 37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozlu ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli % frekans araliklarinda zamana karsilik
degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda o6rnekler
alinmistir. Elde edilen degerler Ek 12, Cizelge E12.2°de verilmis ve Sekil 9.60°da grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim % frekans araliklari i¢in, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin
Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu
goriilmistiir (Denklem 9.2). Laktozlu ortamda % enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi
icin kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde

edilen istatistik veriler Cizelge 9.46’da verilmistir.
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Sekil 9.60 Laktozlu ortamda farkli % frekans araliklari i¢in zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (Akustik Giig= 20 Watt, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozsuz ortamda % enzim aktivitesinin farklt % frekans araliklarinda zamana karsilik
degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda o6rnekler
alinmistir. Elde edilen degerler Ek 12, Cizelge E12.3’te verilmis ve Sekil 9.61°de grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim % frekans araligi degerleri i¢in, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki
degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline
uydugu gorilmiistiir (Denklem 9.2). Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin zamana
karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz

sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.46’da verilmistir.
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Sekil 9.61 Laktozsuz ortamda farkli % frekans araliklar1 i¢cin zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (Akustik Giig= 20 Watt, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)



Cizelge 9.46 Farkli % frekans araliklari i¢in zamana karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel modellere
ait katsayilar ve istatistik veriler (Akustik Giig= 20 Watt, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi Kalan Enzim Aktivitesi
(laktozlu ortam) (laktozsuz ortam)
FA k 8 R’ o k1 8 R’ o ks 8 R’
10 0.0838 0.4554 0.9996 72.29 0.0663 0.4554 0.9991 64.90 0.0748 0.9511 0.9978
30 0.0780 0.5974 0.9993 71.69 0.0846 1.2263 0.9948 62.42 0.1030 2.0694 0.9922
50 0.0662 1.1159 0.9973 70.03 0.0907 1.0819 0.9965 59.07 0.1277 2.2364 0.9928
70 0.0581 0.7173 0.9989 63.12 0.0989 0.7724 0.9989 49.27 0.1399 2.5144 0.9942
90 0.0504 0.9846 0.9976 57.03 0.1079 0.4459 0.9997 40.82 0.1436 1.8636 0.9977

* Katsayilara ait birimler; k, kp;, kp,: dakika™; o birimsiz

691
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9.2.3 Reaksiyon hacminin hidroliz ve enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Reaksiyon hacminin hidroliz derecesi ve enzim aktivitesine etkisini incelemek ic¢in %5
(agirlik/hacim) laktoz iceren reaksiyon ¢ozeltisi, pH 6.5, 20 Watt akustik giicte ve %10
frekans araliginda, 1 ml/L enzim ilavesi ile 62.5-625 ml arasindaki reaksiyon hacimleri i¢in
sonikator 1 dakika calisip 1 dakika duracak sekilde toplam 30 dakika boyunca hidroliz
islemine tabi tutulmus, reaksiyon sonunda laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim
aktiviteleri ile ortamda kalan laktoz konsantrasyonlar1 tayin edilmistir. Elde edilen degerler

Cizelge 9.47°de verilmis ve Sekil 9.62°de grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 9.47 Reaksiyon hacmine karsilik elde edilen deneysel veriler (Akustik Gilig= 20
Watt, Frekans Araligi=%10, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Reaksiyon Hidroliz Enzim Enzim Laktoz Kons.
Hacmi Derecesi Aktivitesi Aktivitesi
(Laktozlu) (Laktozsuz) (g/L)
(ml) (%)
(Y0) (o)
62.5 86.96 49.85 42.06 6.52
125 89.44 57.31 49.35 5.28
187.5 90.74 64.58 58.73 4.63
250 91.94 75.74 68.37 4.03
375 88.04 77.05 71.52 5.98
500 84.72 78.88 73.88 7.64
625 82.20 81.7 76.34 8.9

Cizelge 9.47 ve Sekil 9.62°de goriildiigii gibi 20 Watt akustik giicte ve %10 frekans
araliginda 250 ml’ye kadar hacim artisiyla hidroliz derecesinde ve enzim aktivitesinde artis
gozlenmektedir. 62.5 ml’de hidroliz derecesi yaklasik %87 iken hacim ile artarak 250
ml’de yaklasik %92 olmustur. Artan hacim degerlerinde ise hidroliz derecesinde azalma
olmakta ve 625 ml’de hidroliz derecesi yaklasik %82’ye kadar diismektedir. Buna karsilik
belirtilen hacim araligi boyunca enzim aktivitesi %50°den %82’ye (yaklasik %64)
artmistir. Ancak, 250 ml hacim degerinden sonra aktivitedeki artis daha azdir. Sonug
olarak, elde edilen deneysel verilere gore hidroliz reaksiyonu i¢in optimum hacim 250 ml

olarak belirlenmistir.
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Sekil 9.62 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun
reaksiyon hacmi ile degisimi (Frekans Araligi=%10, Akustik Gilig= 20 Watt, pH= 6.5,
T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

B-galaktosidaz enziminin reaksiyon kosullarina dayamikliligini inceleyebilmek amaciyla,
hacim deneyleri aym1 kosullarda laktozsuz ortamda tekrarlanmistir. Laktozsuz ortamda
gerceklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesinin, laktozlu ortamda gergeklestirilen

deneylerde oldugu gibi hacim degerleri ile arttig1 Sekil 9.62°de goriilmektedir.

Reaksiyon hacminin ortamda kalan laktoz miktari, laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim
aktivite degerleri iizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlanilarak

kurulan matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.48°de verilmistir.

Laktoz Konsantrayonu (g/L)
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Cizelge 9.48 Reaksiyon hacmine karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel
ifadeler ve istatistik veriler (Akustik Giig= 20 Watt, Frekans Araligi=%10, pH= 6.5,
T= 37 °C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Matematiksel model Katsayllar* Standart R’
sapma ()
a=9.1384
=-0.04
[Ci]=a+b[V]+c[VP+d[V] b=-0.0493 0.3135 0.9915
¢ =0.0002
=-1.17*10"
ax =36.2181
[A]=aa+ba[V]+ca [V +da[V] |ba=0.2277 19497 0.9934
(laktozlu) ca =-0.00042
dx=2.69%10"
an =27.0275
[A]=ax+ba [V]+ca [VF +da [V} | ba=02466 22951 | 0.9921
(laktozsuz) ca =-0.00043
ds=2.61%10"

*Katsayilara ait birimler; a: g laktoz.L'l; b: g laktoz.L'l.mL'l; c g laktoz.L'l.mL'z; dg laktoz.L'l.mL'3;
a,: birimsiz; by: mL'l; Ca: mL'z; da: mL>

Laktoz konsantrasyonunun farkli reaksiyon hacimlerinde zamana karsilik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde
edilen degerler Ek 13, Cizelge E13.1°de verilmis ve Sekil 9.63’te grafiksel olarak
sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda
tiim hacim degerleri i¢in, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki degisimin
birinci derece kinetik modele uydugu goriilmiistir (Denklem 9.3). Laktoz
konsantrasyonunun zamana karsilik degisimi icin kurulan matematiksel modele ait
katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge

9.49’da verilmistir.
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Laktoz Konsantrasyonu (g/L)
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Sekil 9.63 Farkli reaksiyon hacimleri i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (Akustik Gilig= 20 Watt, Frekans Araligi= %10, pH= 6.5, T= 37°C, Enzim
Kons.= 1 ml/L)

Laktozlu ortamdaki % enzim aktivitesinin farkli reaksiyon hacimlerinde zamana karsilik
degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda ornekler
alimmstir. Elde edilen degerler Ek 13, Cizelge E13.2°de verilmis ve Sekil 9.64’°te grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim hacim degerleri i¢in, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin
Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu
goriilmistiir (Denklem 9.2). Laktozlu ortamda % enzim aktivitesinin zamana karsilik
degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz

sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.49°da verilmistir.
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Sekil 9.64 Laktozlu ortamda farkli reaksiyon hacimleri i¢in zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (Akustik Giic= 20 Watt, Frekans Araligi=%10, pH= 6.5,
T= 37 °C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktozsuz ortamda % enzim aktivitesinin farkli reaksiyon hacimlerinde zamana karsilik
degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda ornekler
alimmustir. Elde edilen degerler Ek 13, Cizelge E113.3’te verilmis ve Sekil 9.65°te grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim hacim degerleri igin, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin
Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu
goriilmistiir (Denklem 9.2). Laktozsuz ortamdaki % enzim aktivitesinin zamana karsilik
degisimi i¢in kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz

sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.49°da verilmistir.
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Sekil 9.65 Laktozsuz ortamda farkli reaksiyon hacimleri i¢in zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (Akustik Giic= 20 Watt, Frekans araligi=%10, pH= 6.5,
T= 37 °C, Enzim Kons.= 1 ml/L)



Cizelge 9.49 Farkli reaksiyon hacimleri i¢in zamana karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel modellere
ait katsayilar ve istatistik veriler (Akustik Giig= 20 Watt, Frekans araligi=%10, pH= 6.5, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi Kalan Enzim Aktivitesi
(laktozlu ortam) (laktozsuz ortam)
v k 8 R’ o k1 8 R’ o ks 8 R’

62.5 0.0664 1.6692 0.9936 50.12 0.1997 1.2266 0.9987 41.35 0.1218 1.8655 0.9976

125 0.0740 1.3221 0.9963 58.24 0.1591 1.4035 0.9975 47.98 0.1073 1.2629 0.9985

187.5 0.0805 0.8780 0.9985 63.97 0.1142 1.6955 0.9947 55.73 0.0828 1.3521 0.9974

250 0.0838 0.4554 0.9996 72.29 0.0663 0.4554 0.9991 64.90 0.0748 0.9511 0.9978

375 0.0715 1.2607 0.9966 73.74 0.0617 1.0734 0.9940 67.31 0.0731 1.1119 0.9965

9LI1

500 0.0638 0.6433 0.9991 74.53 0.0539 1.2509 0.9912 69.41 0.0687 0.7059 0.9983

625 0.0556 0.5781 0.9992 75.78 0.0501 0.9876 0.9936 72.72 0.0643 0.5998 0.9984

* Katsayilara ait birimler k, kp,, kpa: dakika’l; ol;: birimsiz
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9.3 Biyoreaktor ve sonikatorde gerceklestirilen deneylere ait elde edilen sonuclarin

degerlendirilmesi

Bu ¢alismada, biyoreaktor ve sonikatdr ortaminda gergeklestirilen deneylerin sonucunda elde

edilen optimum laktoz doniisiim oranlar ile, literatiirde laktoz hidrolizi ile ilgili yapilan

calismalardan elde edilen laktoz donilisim oranlarinin karsilastirilmas:t Cizelge 9.50°de

verilmistir.
Cizelge 9.50 Laktoz doniisiim oranlarinin karsilastirilmasi
Literatiir Laktoz Enzim Proses Sartlan Laktoz doniisiim
Calismalan oramt
Novalin vd., Siit Kluyveromyces ~ 25°C’de, 120 U/mL 25 L/h akis
(2005) lactis  kaynakli enzim aktivitesi, 2 hizinda %81
[-galaktozidaz saat sonunda, derin
fiber reaktorde
Ladero vd., 50 g/L siit Escherichia coli 40°C, 300 devir/dak 7 ve 3.5 mg/ml
(2001) tampon kaynakli ve pH 7°de, 30 enzim kons. da
¢Ozeltisinde  B-galaktozidaz ~ dakika sonunda, sirast ile %12 ve
kesikli reaktorde %7
Pesselavd., 50 g/L Novo termofilik 50°C ve pH 6.5°da, 60 mg/ml enzim
(2003) tampon B-galaktozidaz 30 dakika sonunda, kons. da %15
¢oOzeltisinde kesikli reaktorde
Di Serio 9.58,23.6 ve  Kluyveromyces 37°Cve pH 7.0’de, 1 ~ 9.58, 23.60, 47.54
vd., (2003)  47.54 g/L marxianus lactis saat sonunda, siirekli ~ g/L laktoz kons.
laktoz fosfat  kaynakl boru tipi dolgulu da sirasi ile
tampon immobilize yatak reaktorde %80.2, %63 ve
¢ozeltisi B-galaktozidaz %350
Roy ve Peynir alt1 Kluyveromyces ~ 30°C ve pH 6.6’da,  Peynir alt1 suyu
Gupta, suyuve st  fragilis 30 dakika sonunda, icin kesikli
(2003) (Lactozym kesikli reaktor ve reaktorde %94 ve
3000L) kaynakli akigkan yatak akiskan yatak
immobilize reaktorde reaktorde %80;
B-galaktozidaz Siit i¢in akigkan
yatak reaktdrde

%7
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Cizelge 9.50 (Devam)

Literatiir Laktoz Enzim Proses Sartlan Laktoz doniisiim
Cahsmalan orani
Szczodrak,  Peynir alt1 Kluyveromyces ~ 35°C ve pH 7°de, 48  Kesikli reaktorde
(2000) suyu fragilis kaynakli saat sonunda, kesikli ~ %96; 2, 0.7 ve 0.3
immobilize reaktdr ve geri ml/dak akis
B-galaktozidaz ~ dongiili dolgulu hizilarinda geri
yatak reaktorde dongiilii dolgulu
yatak reaktdrde
sirast ile %82.6,
%87.3 ve %90
Santos vd., 50 g/L siit Kluyveromyces ~ 40°C ve pH 6.5°de, 11.7,7,5.7ve 2.3
(1998) tampon fragilis 30 dakika sonunda, =~ mg/ml enzim
cozeltisinde  (Lactozym kesikli reaktorde kons. da sirasi ile
3000L) kaynakl %67, %52, %37
immobilize ve %10
[-galaktozidaz
Sener vd., Siit Kluyveromyces 37°Cve pH 6.7°de, 1 %84
(2006) marxianus ml/L enzim kons. da, biyoreaktorde,
(Maxilact LX 30 dakika sonunda, %90
5000) kaynakl1 biyoreaktorde ve sonikatorde
B-galaktozidaz sonikatorde
Bucalisma 50 g/L Kluyveromyces 37°C ve pH 6.5°da, %81
peynir alt marxianus 30 dakika sonunda, 1 ~ biyoreaktorde,
suyundan (Maxilact LX ml/L enzim kons. da %92
elde edilen  5000) kaynakl biyoreaktorde ve sonikatorde

laktoz fosfat
tampon
¢Ozeltisinde

[-galaktozidaz

sonikatorde
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10. SONUCLAR ve ONERILER

Fiziksel, besinsel, teknolojik ve ¢evresel nedenlerden dolay: laktoz hidrolizi ilgi ¢eken bir
konu olmustur. Bir¢ok insan, B-galaktozidaz eksikligi ya da yetersizligi nedeniyle laktozu tam
olarak sindirememektedir. Bu kisilerin laktoz icermeyen diyetler yapmalar1 ya da laktozsuz
gidalan tiikketmeleri gerekmektedir. Ayrica, diger sekerlere gore laktozun ¢oziniirliigii ve
tathilig1 daha azdir. Laktozun istenmedigi durumlarda; laktoz hidrolizinin gergeklestirilmesi
laktoz icermeyen yeni gida lriinlerinin elde edilmesi ve peynir altt suyunun gesitli besin
maddelerinde yeniden kullaniminin saglanmasi gida sektorii agisindan biiylik 6nem tasiyan bir

prosestir.

Laktozun enzimatik hidrolizi diger hidroliz yontemlerine gore, daha verimli ve maliyeti diisiik
oldugundan birgok endiistri dali i¢in biiylik 6nem tasimaktadir. Hidroliz isleminin
katalizleyecek alternatif teknolojilerin dezavantajlart olmasi nedeni ile, endiistride J-
galaktozidaz enziminin 6nemini arttirmistir. Bu nedenle, enzimatik hidroliz reaksiyonlari i¢in
optimum sartlarin belirlenmesi énemli bir konu haline gelmistir. Ayrica, ultrasonikasyonun
biyokimyasal proseslerde kullanilmasi, ¢ok c¢esitli reaksiyonlar ic¢in gereken kimyasal
aktiflesmeyi kolay ve ucuz bir sekilde saglamaktadir. Ultrasonikasyon, reaksiyonlari
hizlandirmakta, reaksiyon siiresini kisaltmakta ve donilisiim yiizdesini arttirmaktadir. Bu

nedenle, enzimin katalizleyici etkisine ultrasonikasyonun katkisi ilgi ceken bir konu olmustur.

Bu ¢aligmada, peynir alt1 suyundan elde edilen laktozun; ticari bir enzim olan Kluyveromyces
marxianus kaynakli B-galaktozidaz enzimi (iiriin kodu: EC 3.2.1.23) ile biyoreaktdrdeki
hidroliz islemine ait proses parametrelerinin (baslangi¢ laktoz konsantrasyonu, enzim
konsantrasyonu, sicaklik, pH ve karistict hizi) ile buna ilave olarak; reaksiyon ¢ozeltisine
ilave edilen her bir maddenin (gliserin, hidrolizat, glikoz, galaktoz ve ¢esitli iyonlar); ve
sonikatordeki hidroliz islemine ait proses parametrelerinin (akustik giic, % frekans araligi,
reaksiyon hacmi) hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi lizerindeki etkileri incelenmistir. Elde

edilen sonuglar asagida verilmistir.

A) Biyoreaktorde;

1) Baslangi¢ laktoz konsantrasyonunun etkisi incelendiginde; baslangic laktoz
konsantrasyonu arttitkca % enzim aktivitesi ve hidroliz derecesinin azaldigi
goriilmiistiir. 10 g/L konsantrasyondaki hidroliz derecesi yaklasik %92 iken, 60 g/L

konsantrasyonda hidroliz derecesi yaklasik %77’e diismektedir. Ayni zamanda,
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belirtilen konsantrasyon araligi boyunca enzim aktivitesi %84’ten %70’e (yaklasik
%17) azalmigtir. Sonug olarak, elde edilen deneysel verilere gore optimum baslangi¢
laktoz konsantrasyonu 50 g/L olarak belirlenmistir. Deneysel verilere dayanilarak
yapilan matematiksel modelleme sonucunda, ortamda kalan laktoz konsantrasyonu ve
enzim aktivitesi ile ilgili degerlerin sirasiyla polinom ve quadratik denkleme uydugu;
zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi (laktozlu ve
laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin ise sirasiyla ikinci derece kinetik modele ve
Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen modele uydugu saptanmistir.

Enzim konsantrasyonunun etkisi incelendiginde; enzim konsantrasyonu artisiyla
hidroliz derecesinde ve enzim aktivitesinde artis goriilmektedir. 0.5 ml/L enzim
konsantrasyonundaki hidroliz derecesi yaklasik %66 iken, 1 ml/L enzim
konsantrasyonunda yaklasik %81 olmus ve 3 ml/L enzim konsantrasyonu i¢in yaklagik
%86 bulunmustur. Diger taraftan, belirtilen enzim konsantrasyonu araligi boyunca
enzim aktivitesi %64’ten %74’e (yaklasik %16) artmistir. Elde edilen deneysel
verilere gore optimum enzim konsantrasyonu 1 ml/L olarak belirlenmistir. Deneysel
verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda, ortamda kalan
laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili
degerlerin sirasiyla polinom ve quadratik denkleme uydugu; zamana karsilik elde
edilen laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili
degerlerin ise sirasiyla ikinci derece kinetik modele ve Sadana ve Henley (1987)
tarafindan tiiretilen modele uydugu saptanmistir.

Sicakligin etkisi incelendiginde; 37°C’ye kadar sicaklik artisiyla hidroliz derecesi
artarken enzim aktivitesinde diisiis gozlenmisir. 30°C’deki hidroliz derecesi yaklasik
%72 iken sicaklik ile artarak 37°C’de yaklasik %81 olmustur. Daha yiiksek
sicakliklarda ise hidroliz derecesinde azalma olmakta ve 55°C’de hidroliz derecesi
yaklasik %54’e kadar diismektedir. Buna karsilik, belirtilen sicaklik araligi boyunca
enzim aktivitesi %75’ten %9’¢ (yaklasik %88) azalmistir. Kullanilan enzim 30°C i¢in
yaklasik %25, 37°C i¢in %32 ve 55°C i¢in %91 oraninda inaktive olmustur. Hidroliz
derecesi ve enzim aktivitesindeki bu diisiis enzimin yapisal bozunmaya ugradigina
baglanmaktadir. Sonug olarak, elde edilen deneysel verilere gore optimum sicaklik
37°C olarak belirlenmistir. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel
modelleme sonucunda, ortamda kalan laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi
(laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin sirasiyla polinom ve quadratik

denkleme uydugu; zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyonu ve enzim
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aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin ise sirastyla ikinci derece
kinetik modele ve Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen modele uydugu
saptanmustir.

PH’in etkisi incelendiginde; asidik ortamda enzimin stabil olmadigi, bazik ortamda
ise reaksiyonu daha az katalizledigi tespit edilmistir. pH 5.5’ta hidroliz derecesi
yaklasik %38 iken, pH ile artarak pH 6.5’ta yaklasik %81 olmustur. Artan pH
degerlerinde ise hidroliz derecesinde azalma olmaktadir. Buna karsilik belirtilen pH
aralig1 boyunca enzim aktivitesi %25’den %74’e (yaklasik 1.7 kat) artmistir. Ancak,
pH 6.5 degerinden sonra aktivitedeki artis daha azdir. Sonu¢ olarak, elde edilen
deneysel verilere gore optimum pH 6.5 olarak belirlenmistir. Deneysel verilere
dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda, ortamda kalan laktoz
konsantrasyonu ve enzim aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin
polinom denkleme uydugu; zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyonu ve
enzim aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin ise sirasiyla ikinci
derece kinetik modele ve Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen modele uydugu
saptanmistir.

Karigtirici hizinin etkisi incelendiginde; 300 devir/dak’a kadar karistirict hizi artisiyla
hidroliz derecesinde artis olurken enzim aktivitesinde diislis gézlenmektedir. Daha
yiiksek karistirict hizlarinda ise hidroliz derecesinde azalma olmakta ve 600
devir/dak’da hidroliz derecesi yaklasik %34’e kadar diismektedir. Buna karsilik
belirtilen karigtirict hiz1 araligi boyunca enzim aktivitesi %67°den %21’e (yaklasik
%68) azalmistir. Diislik karistirict hizlarinda yeterli miktarda kiitle transfer hizi
saglanamadig1 icin hidrolizlenme az olmaktadir. Yiiksek karistiric1 hizlarinda ise (400
devir/dak ve sonrasi i¢in) enzim yapisal olarak zarar gérmekte ve aktivitesini
yitirmektedir. Sonug olarak, elde edilen deneysel verilere gore optimum karistirici hizi
300 devir/dak olarak belirlenmistir. Deneysel verilere dayanilarak yapilan
matematiksel modelleme sonucunda, ortamda kalan laktoz konsantrasyonu ve enzim
aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin quadratik denkleme
uydugu; zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi
(laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin ise sirasiyla ikinci derece kinetik
modele ve Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen modele uydugu saptanmuistir.
Viskozitenin etkisi incelendiginde; viskozite artarken hidroliz derecesinin diistigl
ancak enzim stabilitesinin arttig1 belirlenmistir. Elde edilen deneysel sonuglar

viskozite degerlerine gore degerlendirilmis; kalan laktoz konsantrasyonu ve enzim
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aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortamda) ile ilgili degerlerin polinom denkleme
uydugu; zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi
(laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin ise sirasiyla ikinci derece kinetik
modele ve Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen modele uydugu saptanmustir.
Giserin miktarinin etkisi incelendiginde; ortama ilave edilen gliserin miktar1 arttikga
hidroliz derecesinin diistiigii buna karsilik enzim stabilitesinin arttig1 belirlenmistir.
Elde edilen deneysel sonuglar gliserin miktarina gére degerlendirilmis; ortamda kalan
laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili
degerlerin sirasiyla polinom ve lineer denkleme uydugu; zamana karsilik elde edilen
laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili
degerlerin ise sirasiyla ikinci derece kinetik modele ve Sadana ve Henley (1987)
tarafindan tiliretilen modele uydugu saptanmistir.

Hidrolizat miktarimin etkisi incelendiginde; hidroliz iiriinlerinin reaksiyonu inhibe
ettigi ve hidroliz derecesinin azaldigi, islem sonu enzim aktivite degerleri
incelendiginde inhibitor etkisinin tersinir oldugu ve ortamda hidroliz {iriinleri varken
enzim stabilitesinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Deneysel verilere
dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda, ortamda kalan laktoz
konsantrasyonu ve enzim aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin
lineer denkleme uydugu; zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyonu ve enzim
aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin ise sirasiyla ikinci derece
kinetik modele ve Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen modele uydugu
saptanmuistir.

Glikoz miktarimin etkisi incelendiginde; yiksek konsantrasyonlarinda glikozun
reaksiyonu inhibe ettigi ve hidroliz derecesinin azaldig1 goriilmiistiir. Islem sonu
enzim aktivite degerleri incelendiginde inhibitor etkisinin tersinir oldugu ve ortamda
glikoz varken enzim stabilitesinin daha yliksek oldugu tespit edilmistir. Deneysel
verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda, ortamda kalan
laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili
degerlerin lineer denkleme uydugu; zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyonu
ve enzim aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin ise sirastyla ikinci
derece kinetik modele ve Sadana ve Henley (1987) tarafindan gelistirilen modele
uydugu saptanmistir.

Galaktoz miktarimin etkisi incelendiginde; yiiksek konsantrasyonlarinda galaktozu

reaksiyonu inhibe ettigi ve hidroliz derecesinin azaldig1 goriilmiistiir. islem sonu
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enzim aktivite degerleri incelendiginde ortamda galaktoz varken enzim stabilitesinin
daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Deneyler sonucu elde edilen, ortamda kalan laktoz
konsantrasyonu ve enzim aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin
lineer denkleme uydugu; zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyonu ve enzim
aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin ise sirastyla ikinci derece
kinetik modele ve Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen modele uydugu
saptanmistir.

Mg iyonunun etkisi incelediginde; 0.03 M konsantrasyona kadar artan Mg®"
konsantrasyonu ile hidroliz derecesinin ve enzim stabilitesinin arttig1, ancak bu
degerden sonra hidroliz derecesi ve enzim stabilitesinin azaldig1 belirlenmistir. Elde
edilen deneysel verilere gore optimum Mg®" konsantrasyonu 0.03 M olarak tespit
edilmistir. Bu degerden daha yiiksek konsantrasyonlarda Mg®" iyonlarinin reaksiyonu
inhibe ettigi goriilmektedir. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel
modelleme sonucunda, ortamda kalan laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi
(laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin quadratik denkleme uydugu; zamana
karsilik elde edilen laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz
ortam) ile ilgili degerlerin ise sirasiyla ikinci derece kinetik modele ve Sadana ve
Henley (1987) tarafindan tiiretilen modele uydugu saptanmuistir.

Mn’" iyonunun etkisi incelediginde; artan Mn®" konsantrasyonu ile hidroliz
derecesinin degismedigi gorillmiistir. Ancak, Mn>" iyonlarmin enzim stabilitesini
arttirdig1 yani enzimi aktive ettigi goriilmiistiir. Deneysel verilere dayanilarak yapilan
matematiksel modelleme sonucunda, enzim aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile
ilgili degerlerin quadratik denkleme uydugu; zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyonu ve enzim aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin
ise sirasiyla ikinci derece kinetik modele ve Sadana ve Henley (1987) tarafindan
tiiretilen modele uydugu saptanmuistir.

Ca** iyonunun etkisi incelediginde; artan Ca®* konsantrasyonu ile hidroliz derecesi ve
enzim stabilitesinin  belirlenmistir. Islem sonu enzim aktivitesi degerleri
incelendiginde Ca’" iyonlarmin reaksiyonu inhibe ettigi goriilmiistiir. Deneysel
verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda, ortamda kalan
laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili
degerlerin quadratik denkleme uydugu; zamana karsilik elde edilen laktoz

konsantrasyonu ve enzim aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin
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ise sirastyla ikinci derece kinetik modele ve Sadana ve Henley (1987) tarafindan
tiiretilen modele uydugu saptanmistir.

Optimum kosullarda, 50 g/L. laktoz konsantrasyonu, 1 ml/L enzim konsantrasyonu,
37°C sicaklik, pH 6.5 ve 300 devir/dak karistirict hizinda hidroliz derecesi, laktozlu ve
laktozsuz ortamdaki enzim aktiviteleri i¢in elde edilen degerler sirasiyla yaklasik %81,

%68 ve %58 dir.

B) Sonikatorde;

1)

2)

Akustik giiciin etkisi incelendiginde; hem %10 frekans araliginda hem de %50
frekans araliginda akustik gilic artisiyla hidroliz derecesi ve enzim aktivitesinin

azaldig1 gézlenmistir.

%10 frekans araliginda 20 Watt’taki hidroliz derecesi yaklasik %92 iken akustik gii¢
ile azalarak 100 Watt’ta yaklasik %79 olmustur. Diger taraftan, kullanilan enzim 20
Watt akustik gii¢ icin yaklasik %24 ve 100 Watt akustik gii¢ icin yaklasik %40
oraninda inaktive olmustur. Hidroliz derecesi ve enzim aktivitesindeki bu diisiis

akustik giiclin enzim yapisinda bozunmaya neden olduguna baglanmaktadir.

%50 frekans aralifinda 20 Watt’taki hidroliz derecesi yaklasik %87 iken akustik giic
ile azalarak 100 Watt’ta yaklasik %69 olmustur. Diger taraftan, belirtilen akustik giic
aralig1 boyunca enzim aktivitesi %71 °den %53’e (yaklasik %25) azalmistir.

Sonug olarak, hem %10 frekans araligit hem de %50 frekans araligi icin elde edilen
deneysel verilere gore optimum akustik giic 20 Watt olarak belirlenmistir. Deneysel
verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda, ortamda kalan
laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili
degerlerin lineer denkleme uydugu; zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyonu
ve enzim aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin ise sirasiyla
birinci derece kinetik modele ve Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen modele

uydugu saptanmistir.

% Frekans araliginin etkisi incelendiginde; 20 Watt akustik giicte % frekans araligi
artistyla hidroliz derecesi ve enzim aktivitesinin azaldig1 gozlenmistir. %10 Frekans
araligindaki hidroliz derecesi yaklasik %92 iken, % frekans aralig1 ile azalarak %90
frekans araliginda yaklasik %76 olmustur. Diger taraftan kullanilan enzim %10
frekans aralig1 icin yaklasik %25 ve %90 frekans araligi icin yaklasik %40 oraninda

inaktive olmustur. Hidroliz derecesi ve enzim aktivitesindeki bu diisiis % frekans
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aralig1 artisinin enzim yapisinda bozunmaya neden olduguna baglanmaktadir. Sonug
olarak, elde edilen deneysel verilere gore optimum frekans aralifi %10 olarak
belirlenmistir. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda, ortamda kalan laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi (laktozlu ve
laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin lineer denkleme uydugu; zamana karsilik elde
edilen laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili
degerlerin ise sirasiyla birinci derece kinetik modele ve Sadana ve Henley (1987)
tarafindan tiiretilen modele uydugu saptanmistir.

Reaksiyon hacminin etkisi incelendiginde; %10 frekans aralifi ve 20 Watt akustik
giicte 250 ml hacim degerine kadar artan hacim degerleri ile hidroliz derecesinin
artt1g1, ancak bu degerden sonra hidroliz derecesinde bir diisiis oldugu gézlenmistir.
62.5 ml’de hidroliz derecesi yaklasik %87 iken hacim ile artarak 250 ml’de yaklasik
%92 olmustur. Artan hacim degerlerinde ise hidroliz derecesinde azalma olmakta ve
625 ml’de hidroliz derecesi yaklasik %82’ye kadar diismektedir. Buna karsilik
belirtilen reaksiyon hacim degerleri araligi boyunca enzim aktivitesi %50’den %82 ye
(yaklasik %64) artmistir. Ancak, 250 ml hacim degerinden sonra aktivitedeki artis
daha azdir. Sonug olarak, elde edilen deneysel verilere gore hidroliz reaksiyonu i¢in
optimum hacim 250 ml olarak belirlenmistir. Deneysel verilere dayanilarak yapilan
matematiksel modelleme sonucunda, ortamda kalan laktoz konsantrasyonu ve enzim
aktivitesi (laktozlu ve laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin polinom denkleme uydugu;
zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi (laktozlu ve
laktozsuz ortam) ile ilgili degerlerin ise sirasiyla birinci derece kinetik modele ve
Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen modele uydugu saptanmaistir.

Optimum kosullarda, %10 frekans araligi, 20 Watt akustik giic ve 1 ml/L enzim
konsantrasyonunda hidroliz derecesi, laktozlu ve laktozsuz ortamdaki enzim

aktiviteleri i¢in elde edilen degerler sirastyla yaklasik %92, %76 ve %68 dir.

C) Biyoreaktorden ve sonikatorden elde edilen deneysel veriler karsilastirildiginda;

1)

% Hidroliz derecelerine ait elde edilen veriler incelendiginde; sonikatordeki hidroliz
derecesinin biyoreaktdrdekine kiyasla daha yiiksek oldugu goézlenmistir. 1 ml/L enzim
konsantrasyonu, 37°C ve pH 6.5’te biyoreaktdrdeki hidroliz derecesi yaklagik %81

iken, sonikatordeki hidroliz derecesi %92 tir.
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2) % Enzim aktivitelerine ait laktozlu ortamda elde edilen veriler incelendiginde; 1
ml/L enzim konsantrasyonu, 37°C ve pH 6.5’te % enzim aktivite degerlerinin
sonikatorde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Biyoreaktordeki % enzim aktivitesi
degeri yaklasik %68 iken, sonikatordeki % enzim aktivitesi degeri %76’dir. Bu
durum, sonikasyon isleminin enzim aktivitesini arttirict bir etkisinin olmasi ile
aciklanabilir.

3) % Enzim aktivitelerine ait laktozsuz ortamda elde edilen veriler incelendiginde;
1 ml/L enzim konsantrasyonu, 37°C ve pH 6.5’te % enzim aktivite degerlerinin
sonikatorde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Biyoreaktordeki % enzim aktivitesi
degeri yaklasik %58 iken, sonikatordeki % enzim aktivitesi degeri %68’dir. Bu
durum, sonikasyon isleminin enzim aktivitesini arttirict bir etkisinin olmasi ile

agiklanabilir.

Sonuc¢ olarak, biyoreaktdre ait optimum kosullardaki % hidroliz derecesi ve % enzim
aktivitesi laktozlu ve laktozsuz ortam icin elde edilen degerler sirasiyla yaklagik %81, %68 ve
%358 bulunurken; sonikatore ait optimum kosullardaki % hidroliz derecesi ve % enzim
aktivitesi laktozlu ve laktozsuz ortam icin icin elde edilen degerler sirasiyla yaklasik %92,
%76 ve %68 bulunmustur. Dolayisi ile, sonikatdrden elde edilen % hidroliz derecesi ve %
enzim aktivitesinin biyoreaktorden elde edilen % hidroliz derecesi ve % enzim aktivitesinden
laktozlu ve laktozsuz ortam ig¢in sirasiyla, yaklasik %14, %14 ve %17 daha fazla oldugu
gozlenmistir. Bu nedenle, peynir alti suyundan elde edilen laktozun Kluyveromyces
marxianus kaynaklt p-galaktozidaz enzimi ile hidrolizi i¢in sonikasyon isleminin

uygulanmasinin kesikli biyoreaktdre kiyasla daha verimli bir proses oldugu tespit edilmistir.

Bundan sonraki calismalarda, peynir alti1 suyundan elde edilen laktozun hidrolizi ile ilgili

proses veriminin arttirilabilmesi ve enzim stabilitesinin miimkiin oldugu kadar korunabilmesi

i¢in,

. Farkli kaynakli B—galaktozidaz enzimleri,

. Immobilize edilmis p—galaktozidaz enzimleri,

. Enzim stabilitesini saglayan diger katki maddeleri,

. Farkl1 reaktor tipleri (membran reaktdrler veya kombine reaktor sistemleri),
o Farkl1 sonikator uglarinin hidroliz reaksiyonuna etkisi

gibi faktorler incelenebilir.
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EKLER

EK 1. Biyoreaktorde baslangi¢c laktoz konsantrasyonunun etkisinin incelendigi deneylere

ait veriler

Cizelge E1. 1 Farkli baslangi¢ laktoz konsantrasyonu i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (pH= 6.5, N= 300 devir/dak, T=37°C, Enzim Kons.= 3 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu (g/L)
Zaman
) 10 g/LL 20 g/LL 30 g/LL 40 g/L 50 g/LL 60 g/L
(dakika) laktoz laktoz laktoz laktoz laktoz laktoz
0 10 20 30 40 50 60
5 2.86 6.38 10.54 18.42 21.56 34.22
10 2.16 4.24 7.87 13.63 15.94 24 .84
15 1.42 2.92 6.95 11.40 11.67 20.37
20 1.18 2.7 5.33 8.76 10.06 18.78
25 1.02 2.04 4.27 5.96 7.34 16.36
30 0.80 1.96 3.29 5.22 7.11 13.72
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Cizelge E1. 2 Laktozlu ortamda farkli baslangi¢ laktoz konsantrasyonu i¢in zamana karsilik
elde edilen % enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, N= 300 devir/dak, T= 37°C, Enzim Kons.= 3
ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)
Zaman
. 10 /L 01 | 30gL | 40gL | S0gL 60 g/L.
(dakika) laktoz laktoz laktoz laktoz laktoz laktoz
0 100 100 100 100 100 100
5 94.05 91.29 &8.56 86.72 85.45 77.99
10 90.92 87.23 84.96 82.25 81.06 72.90
20 86.93 &3.59 &0.79 79.78 76.18 71.13
30 84.06 79.51 77.16 76.57 74.30 70.51

Cizelge E1. 3 Laktozsuz ortamda farkli baslangi¢ konsantrasyonu i¢in zamana karsilik elde
edilen % enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, N= 300 devir/dak, T= 37°C, Enzim Kons.= 3

ml/L)
Enzim Aktivitesi (%)
Zaman
_ 10 g/L 20 g/L 30 g/L 40 g/L 50 g/L 60 g/L
(dakika) laktoz laktoz laktoz laktoz laktoz laktoz
0 100 100 100 100 100 100
5 87.31 87.31 87.31 87.31 87.31 87.31
10 81.06 81.06 &1.06 81.06 81.06 &1.06
20 73.63 73.63 73.63 73.63 73.63 73.63
30 68.12 68.12 68.12 68.12 68.12 68.12
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Ek 2. Biyoreaktorde enzim konsantrasyonunun etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E2. 1 Farkli enzim konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (pH= 6.5, N= 300 devir/dak, T=37°C)

Laktoz Konsantrasyonu (g/L)
Zaman
. 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0
(dakika) | () (ml/L) (ml/L) (ml/L) (ml/L) (ml/L)
0 50 50 50 50 50 50
5 39.11 35.78 28.78 27.23 24.82 21.56
10 31.77 27.01 20.42 17.25 18.10 15.94
15 25.57 18.14 16.86 13.5 12.64 11.67
20 19.51 13.81 13.19 10.74 10.34 9.56
25 18.09 11.97 11.66 9.53 8.88 7.34
30 16.85 9.52 8.88 7.63 7.14 7.11
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Cizelge E2. 2 Laktozlu ortamda farkli enzim konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde
edilen % enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, N= 300 devir/dak, T=37°C)

Enzim Aktivitesi (%)
Zaman
_ 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0
(dakika) | () (ml/L) (ml/L) (ml/L) (ml/L) (ml/L)
0 100 100 100 100 100 100
5 73.26 77.61 79.79 82.49 84.08 85.45
10 68.02 71.74 74.07 75.88 78.15 81.06
20 65.14 68.79 71.78 73.01 74.02 76.18
30 64.29 67.56 69.19 71.38 72.78 7430

Cizelge E2. 3 Laktozsuz ortamda farkli enzim konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsilik elde
edilen % enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, N= 300 devir/dak, T= 37°C)

Enzim Aktivitesi (%)
Zaman
. 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
(dakika) | oy (ml/L) (ml/L) (ml/L) (ml/L) (ml/L)
0 100 100 100 100 100 100
5 75.09 76.65 78.79 80.64 83.29 87.31
10 65.72 68.29 69.12 70.99 74.43 81.06
20 59.34 62.04 63.84 65.27 67.37 73.63
30 56.55 57.67 59.01 61.03 64.27 68.12
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Ek 3. Biyoreaktorde sicaklik etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E3. 1 Farkli sicakliklar i¢cin zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (pH= 6.5, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu (g/L)

Zaman

(dakika) 30°C) | 35(C°C) | 37(°C) | 40(°C) | 45(°C) | 50 (°C) | 55(°©O)
0 50 50 50 50 50 50 50
5 37.32 35.43 29.78 31.86 33.11 34.83 36.18
10 29.76 27.68 24.01 22.97 23.22 24.34 31.04
15 24.44 22.66 17.74 18.23 18.58 21.98 28.47
20 17.82 14.82 13.81 14.64 16.47 19.04 24.11
25 15.26 13.94 11.97 12.88 14.43 17.22 21.22
30 13.84 10.30 9.52 10.66 12.74 15.74 20.28
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Cizelge E3. 2 Laktozlu ortamda farkli sicakliklar i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (pH= 6.5, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)

Zaman

(dakika) 30(°C) | 35(°C) | 37(°C) | 40(°C) | 45(°C) | 50(°C) | 55(O)
0 100 100 100 100 100 100 100
5 88.32 85.96 77.61 73.47 66.89 47.03 16.83
10 82.33 77.24 71.74 69.68 66.07 45.11 15.28
20 78.84 71.98 68.79 66.87 64.32 44.03 11.06
30 72.41 69.44 67.56 65.96 63.37 43.37 9.11

Cizelge E3. 3 Laktozsuz ortamda farkli sicakliklar i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (pH= 6.5, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)

Zaman

(dakika) 30°C) | 35(°C) | 37(°C) | 40(°C) | 45(°C) | 50(°C) | 55O
0 100 100 100 100 100 100 100
5 80.96 79.11 76.65 70.83 68.48 62.28 40.25
10 72.24 69.74 68.29 63.22 59.25 51.47 19.09
20 67.88 64.92 62.04 54.79 52.03 40.08 13.14
30 60.61 58.49 57.67 51.72 46.14 31.95 7.80
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Ek 4. Biyoreaktorde pH etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E4. 1 Farkli pH degerleri i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (T=37°C, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu (g/L)

Zaman

(dakika) pH 5.5 pH 6.0 pH 6.5 pH 7.0 pH 7.5 pH 8.0
0 50 50 50 50 50 50
5 45.27 36.54 32.78 38.42 39.62 41.06
10 40.88 29.12 24.01 28.82 29.42 33.46
15 37.12 20.09 17.74 23.58 25.72 28.54
20 34.77 15.70 13.81 19.34 20.24 22.72
25 32.42 13.11 11.97 17.2 18.36 19.04
30 30.76 10.43 9.52 13.12 15.38 17.88
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Cizelge E4. 2 Laktozlu ortamda farkli pH degerleri i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (T=37°C, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)

Zaman

(dakika) pH 5.5 pH 6.0 pH 6.5 pH 7.0 pH 7.5 pH 8.0
0 100 100 100 100 100 100
5 51.28 74.38 77.61 79.49 82.22 84.47
10 42.78 69.29 71.74 72.99 76.47 78.66
20 29.22 66.92 68.79 71.16 73.55 75.84
30 24.54 63.87 67.56 69.78 72.35 73.51

Cizelge E4. 3 Laktozsuz ortamda farkli pH degerleri icin zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (T=37°C, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)

Zaman

(dakika) pH 5.5 pH 6.0 pH 6.5 pH 7.0 pH 7.5 pH 8.0
0 100 100 100 100 100 100
5 43.22 71.62 76.65 77.33 79.17 80.37
10 30.34 63.38 68.29 70.45 74.62 76.74
20 22.89 55.41 62.04 64.12 67.54 70.69
30 10.87 49.54 57.67 59.93 62.26 63.73




200

Ek 5. Biyoreaktorde karistiric:1 hizinin etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge ES5. 1 Farkli karistiricr hizlar i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu (g/L)

Zaman
_ 100 200 300 400 500 600
(dakika) | 4ovir/dak | devir/dak | devir/dak | devir/dak | devir/dak | devir/dak
0 50 50 50 50 50 50
5 34.16 31.90 30.78 37.18 38.26 39.46
10 25.49 2272 22,01 28.94 30.41 32.56
15 2132 18.20 17.24 23.40 25.22 28.10
20 16.74 14.90 13.81 19.98 22.02 23.58
25 13.39 12.04 11.97 17.15 19.84 21.92
30 12.69 10.66 9.52 14.78 16.41 18.44
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Cizelge ES. 2 Laktozlu ortamda farkli karistirict hizlart i¢in zamana karsilik elde edilen %
enzim aktivite degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)
Zaman
dakik 100 200 300 400 500 600
(dakika) devir/dak | devir/dak | devir/dak | devir/dak | devir/dak | devir/dak
0 100 100 100 100 100 100
5 85.79 83.22 77.61 72.12 63.50 55.21
10 83.17 78.77 71.74 69.66 59.59 50.63
20 76.65 74.32 69.54 66.43 56.21 47.09
30 74.32 71.23 67.56 63.76 54.34 45.84

Cizelge ES. 3 Laktozsuz ortamda farkli karistirict hizlari i¢in zamana karsilik elde edilen %
enzim aktivite degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)
Zaman
dakik 100 200 300 400 500 600
(dakika) devir/dak | devir/dak | devir/dak | devir/dak | devir/dak | devir/dak
0 100 100 100 100 100 100
5 79.83 78.16 76.65 71.23 67.55 56.42
10 73.12 71.05 68.29 60.41 53.96 41.28
20 66.45 64.27 62.04 53.92 45.73 34.99
30 62.18 59.40 57.67 49.24 42.18 29.37
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Ek 6. Biyoreaktorde viskozite etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E6. 1 Farkli viskozite degerleri i¢cin zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu (g/L)

Zaman
1.005cp | 1.184cp | 1.415cp | 2.109cp | 3.412cp | 6.188cp | 13.43 cp
(dakika)
% 0 (%S (%10 (%20 (%30 (%40 (%50
gliserin) | gliserin) | gliserin) | gliserin) | gliserin) | gliserin) | gliserin)
0 50 50 50 50 50 50 50
5 30.78 34.84 41.06 44.44 48.16 49.04 49.52
10 22.01 25.58 34.8 39.92 46.58 48.62 49.26
15 17.74 20.08 29.46 34.78 44.54 47.88 49.02
20 13.81 16.66 25.94 30.30 42.86 47.14 48.74
25 11.97 13.34 21.96 27.84 39.64 45.92 48.20
30 9.52 11.68 18.50 24.44 37.80 45.54 47.90
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Cizelge E6.2 Laktozlu ortamda farkli viskozite degerleri i¢in zamana karsilik elde edilen %
enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)
Zaman
1.005cp | 1.184cp | 1.415¢cp | 2.109cp | 3.412¢cp | 6.188cp | 13.43 cp
(dakika)
% 0 (%5 (%10 (%20 (%30 (%40 (%50
gliserin) | gliserin) | gliserin) | gliserin) | gliserin) | gliserin) | gliserin)
0 100 100 100 100 100 100 100
5 77.61 81.54 83.89 85.92 89.77 91.83 94.75
10 71.74 77.43 80.76 82.60 85.25 87.13 90.83
20 68.79 73.82 74.78 76.38 81.27 84.11 87.22
30 67.56 69.10 71.98 74.12 76.33 79.99 84.45

Cizelge E6.3 Laktozsuz ortamda farkli viskozite degerleri i¢in zamana karsilik elde edilen %
enzim aktivite degerleri (pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)
Zaman
1.005cp | 1.184cp | 1.415cp | 2.109cp | 3.412cp | 6.188cp | 13.43 cp
(dakika)
% 0 (%S (%10 (%20 (%30 (%40 (%50
gliserin) | gliserin) | gliserin) | gliserin) | gliserin) | gliserin) | gliserin)
0 100 100 100 100 100 100 100
5 76.65 82.04 85.22 87.09 88.92 90.66 92.50
10 68.29 73.43 76.26 79.19 83.88 86.70 86.07
20 62.04 65.81 68.13 72.88 75.68 78.27 81.52
30 57.67 59.57 63.88 67.07 70.64 73.26 76.31
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Ek 7. Biyoreaktorde hidrolizat etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E7. 1 Farkli hidrolizat miktarlar1 i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)
Laktoz Konsantrasyonu (g/L)
Zaman
(dakika) % 0 (v/v) % 25 (vIv) | % 50 (v/v) | % 75 (vIv) | % 100 (v/v)
0 50 50 50 50 50
5 30.78 38.64 40.94 43.27 45.52
10 22.01 32.96 35.72 38.14 41.56
15 17.74 28.56 32.68 35.96 37.90
20 13.81 24.80 29.23 31.52 35.08
25 11.97 21.70 26.80 28.96 32.04
30 9.52 18.26 22.74 25.12 29.09
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Cizelge E7. 2 Laktozlu ortamda farkli hidrolizat miktarlar1 i¢in zamana karsilik elde edilen %
enzim aktivite degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)
Zaman
(dakika) % 0 (v/v) % 25 (v/v) | %50 v/v) | % 75 (v/v) | % 100 (v/v)
0 100 100 100 100 100
5 77.61 84.70 86.63 88.98 90.01
10 71.74 79.54 81.22 83.71 85.43
20 68.79 73.69 76.52 77.74 79.89
30 67.56 70.41 72.35 74.13 76.11

Cizelge E7. 3 Laktozsuz ortamda farkli hidrolizat miktarlar1 i¢in zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)
Zaman
(dakika) % 0 (v/v) %25 (v/v) | %50 /v) | % T75/v) | % 100 (v/v)
0 100 100 100 100 100
5 76.65 78.84 83.25 82.83 86.50
10 68.29 72.99 74.23 78.44 80.11
20 62.04 65.95 70.05 73.51 74.63
30 57.67 62.13 67.40 68.24 71.72
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Ek 8. Biyoreaktorde glikoz etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E8. 1 Farkli glikoz konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu (g/L)

Zaman

(dakika) 0 (g/L) 25 (g/L) 50 (g/L) 75 (g/L) 100 (g/L)
0 50 50 50 50 50
5 30.78 35.42 39.98 41.54 42.32
10 22.01 27.30 32.29 35.38 36.48
15 17.74 22.94 26.56 30.48 33.52
20 13.81 17.62 23.08 27.10 29.62
25 11.97 14.92 22.04 24.62 27.46
30 9.52 12.78 19.74 22.86 25.18
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Cizelge E8. 2 Laktozlu ortamda farkli glikoz konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsilik elde
edilen % enzim aktivite degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)

Zaman

(dakika) 0 (g/L) 25 (g/L) 50 (g/L) 75 (g/L) 100 (g/L)
0 100 100 100 100 100
5 77.61 81.61 83.53 85.21 87.74
10 71.74 74.87 77.84 79.28 82.66
20 68.79 71.96 73.86 75.18 78.25
30 67.56 68.42 70.26 71.62 74.33

Cizelge E8. 3 Laktozsuz ortamda farkli glikoz konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde
edilen % enzim aktivite degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)

Zaman

(dakika) 0 (g/L) 25 (g/L) 50 (g/L) 75 (g/L) 100 (g/L)
0 100 100 100 100 100
5 76.65 79.79 83.29 86.78 87.89
10 68.29 71.74 76.57 79.96 83.53
20 62.04 65.75 71.03 74.39 77.46
30 57.67 61.81 67.41 69.35 73.87
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Ek 9. Biyoreaktorde galaktoz etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E9. 1 Farkli galaktoz konsantrasyonlar: i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu (g/L)

Zaman

(dakika) 0 (g/L) 25 (g/L) 50 (g/L) 75 (g/L) 100 (g/L)
0 50 50 50 50 50
5 30.78 34.08 37.94 40.40 42.68
10 22.01 29.50 32.32 35.70 38.22
15 17.74 24.14 26.64 30.56 33.56
20 13.81 19.92 24.08 27.38 29.50
25 11.97 17.62 20.10 24.18 27.26
30 9.52 15.14 19.14 22.64 24.30




Cizelge E9. 2 Laktozlu ortamda farkli galaktoz konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsilik elde
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edilen % enzim aktivite degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)

Zaman

(dakika) 0 (g/L) 25 (g/L) 50 (g/L) 75 (g/L) 100 (g/L)
0 100 100 100 100 100
5 77.61 74.53 72.49 68.54 65.01
10 71.74 70.01 68.65 64.11 60.36
20 68.79 67.32 65.09 60.59 57.48
30 67.56 65.28 63.32 58.79 55.01

Cizelge E9. 3 Laktozsuz ortamda farkli galaktoz konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde

edilen % enzim aktivite degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)

Zaman

(dakika) 0 (g/L) 25 (g/L) 50 (g/L) 75 (g/L) 100 (g/L)
0 100 100 100 100 100
5 76.65 73.91 71.71 69.06 67.28
10 68.29 65.94 62.49 61.13 57.91
20 62.04 59.29 57.48 54.28 52.32
30 57.67 55.45 53.67 51.03 48.01
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Ek 10. Biyoreaktorde iyonlarin etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Ek 10.1 Biyoreaktorde Mngr iyonlarinin etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E10.4 Farklh Mg®" konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu (g/L)

Zaman

(dakika) oM 0.01 M 0.02 M 0.03 M 0.04 M 0.06 M
0 50 50 50 50 50 50
5 31.78 27.48 26.59 25.77 28.26 32.85
10 22.01 18.08 17.83 15.96 19.66 23.86
15 17.74 13.02 12.53 12.07 15.98 19.37
20 13.81 10.90 11.04 9.47 12.74 16.60
25 11.97 9.85 9.24 8.56 11.42 14.86
30 9.52 8.77 7.88 7.49 9.90 12.98
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Cizelge E10. 5 Laktozlu ortamda farkli Mg®" konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsilik elde
edilen % enzim aktivite degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)

Zaman

(dakika) oM 001 M 0.02 M 0.03M 0.04 M 0.06 M
0 100 100 100 100 100 100
5 77.61 88.29 91.64 93.41 89.31 87.21
10 71.74 83.96 87.88 90.48 86.11 79.42
20 68.79 78.79 82.21 84.6 79.86 72.36
30 67.56 75.54 79.55 80.97 77.36 70.84

Cizelge E10. 6 Laktozsuz ortamda farkli Mg*" konsantrasyonlari igin zamana karsilik elde
edilen % enzim aktivite degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)

Zaman

(dakika) oM 0.01 M 0.02 M 0.03 M 0.04 M 0.06 M
0 100 100 100 100 100 100
5 76.65 89.19 90.58 91.05 87.01 82.62
10 68.29 81.49 83.53 86.54 82.17 77.43
20 62.04 76.22 79.16 81.46 75.69 71.44
30 57.67 20.00 74.13 76.40 71.44 68.25
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Ek 10.2 Biyoreaktorde Mn?** iyonlarmin etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E10.4 Farkh Mn?* konsantrasyonlart i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu (g/L)

Zaman

(dakika) oM 0.005M 0.01 M 0.02 M
0 50 50 50 50
5 30.78 29.17 28.68 28.66
10 22.01 20.18 20.2 20.44
15 17.74 15.60 15.72 16.08
20 13.81 12.62 12.96 13.52
25 11.97 11.82 11.44 11.68
30 9.52 9.97 9.88 9.86
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Cizelge E10. 5 Laktozlu ortamda farkh Mn** konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsilik elde
edilen % enzim aktivite degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)

Zaman

(dakika) oM 0.005 M 0.01 M 0.02 M
0 100 100 100 100
5 77.61 84.89 90.59 91.24
10 71.74 79.88 84.98 86.14
20 68.79 76.07 80.97 82.33
30 67.56 74.52 79.36 80.15

Cizelge E10. 6 Laktozsuz ortamda farkli Mn** konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsilik elde
edilen % enzim aktivite degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)

Zaman

(dakika) oM 0.005M 0.01 M 0.02 M
0 100 100 100 100
5 76.65 83.12 85.7 87.97
10 68.29 73.16 79.72 82.36
20 62.04 67.97 73.97 76.65
30 57.67 63.94 69.33 72.66
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Ek 10.3 Biyoreaktorde Ca*™ iyonlariin etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E10.7 Farkh Ca** konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu (g/L)

Zaman

(dakika) oM 0.01 M 0.02 M 0.04 M
0 50 50 50 50
5 31.78 34.09 35.64 38.88
10 22.01 26.36 28.10 32.64
15 17.74 21.40 23.44 27.24
20 13.81 17.38 19.24 22.60
25 11.97 13.68 15.88 19.54
30 9.52 12.45 14.86 17.84
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Cizelge E10. 8 Laktozlu ortamda farkl Ca*" konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsilik elde
edilen % enzim aktivite degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)

Zaman

(dakika) oM 0.01 M 0.02 M 0.04 M
0 100 100 100 100
5 77.61 75.07 72.58 62.24
10 71.74 69.98 65.75 54.37
20 68.79 66.93 63.35 52.39
30 67.56 65.69 61.76 50.44

Cizelge E10. 9 Laktozsuz ortamda farkli Ca*" konsantrasyonlar1 igin zamana karsilik elde
edilen % enzim aktivite degerleri (T=37°C, pH=6.5, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)

Zaman

(dakika) oM 0.01 M 0.02 M 0.04 M
0 100 100 100 100
5 76.65 63.87 58.77 49.71
10 68.29 52.09 47.80 37.17
20 62.04 47.08 40.96 33.06
30 57.67 43.82 37.25 29.43
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Ek 11. Sonikatorde akustik giiciin etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E11. 1 Farkli akustik gii¢ler i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (Frekans Araligi= %10, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu (g/L)
Zaman 20 40 60 80 100
(dakika) (watt) (watt) (watt) (watt) (watt)
0 50 50 50 50 50
5 31.90 34.06 36.02 37.28 39.88
10 21.68 25.02 26.08 27.90 28.72
15 14.46 16.16 19.14 20.90 22.66
20 9.54 10.86 13.76 16.06 16.86
25 6.58 8.44 10.90 12.48 13.10
30 4.03 5.70 8.09 9.86 10.64




Cizelge El11. 2 Laktozlu ortamda farkli akustik gilicler i¢in zamana karsilik elde edilen %
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enzim aktivite degerleri (Frekans Araligi= %10, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)
Zaman 20 40 60 80 100
(dakika) (watt) (watt) (watt) (watt) (watt)
0 100 100 100 100 100
5 91.96 87.52 84.33 81.36 76.44
10 86.33 80.46 75.48 72.68 69.34
20 80.28 74.44 68.96 64.31 62.60
30 75.74 70.38 66.05 62.89 60.26

izelge E11. 3 Laktozsuz ortamda farkli akustik gilicler icin zamana karsilik elde edilen %
Cizelg gigcler ig $

enzim aktivite degerleri (Frekans Araligi= %10, pH= 6.5, T= 37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)
Zaman 20 40 60 80 100
(dakika) (watt) (watt) (watt) (watt) (watt)
0 100 100 100 100 100
5 88.75 82.61 79.51 77.47 73.83
10 82.48 75.89 72.98 68.22 61.69
20 72.94 66.49 63.86 60.85 56.01
30 68.37 62.70 59.47 55.30 51.25
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Cizelge E11. 4 Farkhi akustik gili¢ler i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (Frekans Araligi= %50, pH= 6.5, T= 37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu (g/L)
Zaman 20 40 60 80 100
(dakika) (watt) (watt) (watt) (watt) (watt)
0 50 50 50 50 50
5 35.48 37.34 38.04 40.56 41.72
10 25.68 27.56 29.16 31.56 33.66
15 18.90 20.84 22.04 25.32 27.46
20 13.32 15.38 17.19 19.40 23.84
25 10.12 11.96 14.32 16.38 18.59
30 6.62 8.70 10.40 12.24 15.57
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Cizelge E11. 5 Laktozlu ortamda farkli akustik gilicler i¢in zamana karsilik elde edilen %
enzim aktivite degerleri (Frekans Araligi= %50, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)
Zaman 20 40 60 80 100
(dakika) (watt) (watt) (watt) (watt) (watt)
0 100 100 100 100 100
5 87.75 84.73 81.90 78.63 73.07
10 82.79 79.27 72.19 70.89 65.03
20 75.82 72.81 65.47 62.19 57.12
30 71.29 68.10 61.33 57.86 53.06

Cizelge E11. 6 Laktozsuz ortamda farkli akustik giicler icin zamana karsilik elde edilen %

enzim aktivite degerleri (Frekans Araligi= %50, pH= 6.5, T= 37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)
Zaman 20 40 60 80 100
(dakika) (watt) (watt) (watt) (watt) (watt)
0 100 100 100 100 100
5 79.13 75.31 70.09 65.89 60.42
10 70.48 66.09 59.64 53.08 46.77
20 63.67 56.40 50.50 43.32 37.81
30 58.38 53.23 46.14 38.85 34.17
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Ek 12. Sonikatorde % frekans araliginin etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E12. 1 Farkli % frekans araliklar1 icin zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (Akustik Giig= 20 Watt, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu (g/L)
Zaman
%10 %30 %50 %70 %90
(dakika)
0 50 50 50 50 50
5 31.90 32.82 35.48 38.76 40.52
10 21.68 22.40 25.68 28.50 31.98
15 14.46 15.74 18.9 20.26 22.98
20 9.54 9.94 13.32 15.30 18.02
25 6.58 7.16 10.12 11.94 14.26
30 4.03 5.14 6.62 9.54 12.10
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Cizelge E12. 2 Laktozlu ortamda farkli % frekans araliklar1 i¢in zamana karsilik elde edilen %
enzim aktivite degerleri (Akustik Giig= 20 Watt, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)
Zaman
%10 %30 %50 %70 %90
(dakika)
0 100 100 100 100 100
5 91.96 90.69 87.75 85.07 82.03
10 86.33 83.35 82.79 76.81 71.39
20 80.28 77.63 75.82 69.24 62.62
30 75.74 72.93 71.29 64.34 58.34

Cizelge E12. 3 Laktozsuz ortamda farkli % frekans araliklari i¢in zamana karsilik elde edilen
% enzim aktivite degerleri (Akustik Giig= 20 Watt, pH= 6.5, T=37°C, Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)
Zaman
%10 %30 %50 %70 %90
(dakika)
0 100 100 100 100 100
5 88.75 83.93 79.13 75.08 71.14
10 82.48 76.43 72.48 62.46 55.00
20 72.94 67.58 63.67 53.67 45.13
30 68.37 64.37 58.38 49.77 40.81




Ek 13. Sonikatorde hacim etkisinin incelendigi deneylere ait veriler
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Cizelge E13. 1 Farkli hacim degerleri i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
degerleri (Akustik Giig= 20 Watt, Frekans Araligi=%10, pH= 6.5, T= 37°C, Enzim Kons.= 1

ml/L)
Laktoz Konsantrasyonu (g/L)
Zaman
62.5 ml 125ml | 187.5ml | 250 ml 375 ml 500 ml 625 ml
(dakika)
0 50 50 50 50 50 50 50
5 34.78 33.45 32.56 31.90 33.36 35.18 37.36
10 24.08 22.84 22.06 21.68 23.40 26.06 29.54
15 16.92 15.78 15.18 14.46 16.62 19.64 21.18
20 13.54 10.92 9.23 9.54 12.10 13.63 16.32
25 9.24 7.90 6.21 6.58 8.62 10.94 13.10
30 6.52 5.28 4.63 4.03 5.98 7.64 8.90
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Cizelge E13. 2 Laktozlu ortamda farkli hacim degerleri i¢in zamana karsilik elde edilen %
enzim aktivite degerleri (Akustik Glig= 20 Watt, Frekans Araligi=%10, pH= 6.5, T= 37°C,
Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)
Zaman
62.5 ml 125ml | 187.5ml | 250 ml 375 ml 500 ml 625 ml
(dakika)
0 100 100 100 100 100 100 100
5 67.78 77.26 85.77 91.96 92.2 94.21 95.07
10 57.59 65.95 73.44 86.33 87.56 89.12 91.33
20 52.29 61.87 69.09 80.28 82.87 84.79 85.79
30 49.85 57.31 64.58 75.74 77.05 78.88 81.70

Cizelge E13. 3 Laktozsuz ortamda farkli hacim degerleri i¢in zamana karsilik elde edilen %
enzim aktivite degerleri (Akustik Glig= 20 Watt, Frekans Araligi=%10, pH= 6.5, T= 37°C,
Enzim Kons.= 1 ml/L)

Enzim Aktivitesi (%)
Zaman
62.5 ml 125ml | 187.5ml | 250 ml 375 ml 500 ml 625 ml
(dakika)
0 100 100 100 100 100 100 100
5 75.48 80.09 83.19 88.75 89.45 90.21 91.72
10 60.66 66.45 73.13 82.48 83.01 84.12 86.93
20 46.95 55.50 65.98 72.94 76.35 77.79 80.79
30 42.06 49.35 58.73 68.37 71.52 73.88 75.34
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