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SIMGE LiSTESI

[So] t=0 anindaki laktoz konsantrasyonu, g/L
[Si1] Islem sonunda ortamda kalan laktoz konsantrasyonu, g/L
[MiakToz]  Laktozun molekiil agirligi, 342.32 g/mol
[McLukoz] ~ Glukozun molekiil agirligi, 180.17 g/mol

Ce Islem sonunda ol usan glukozun absorbans degeri
Cst Glukoz standart ¢ozeltisinin absorbans degeri
f Seyreltme faktorii

[H] % Hidroliz derecesi

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

[A1] Islem sonundaki ONP’nin absorbans degeri
[A] % Enzim aktivitesi

[F] % Frekans aralig1

[V] Hacim

c Standart sapma

R? Regresyon katsayist

Sicaklik, °C

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

Zaman, dakika

~mz-



KISALTMA LISTESI

ONPG
ONP
Hz
kDa
F.A.
mPOS
PVA

Orto-nitrophenol-p-D-galactoside
Orto-nitrophenol

Hertz

Kilodalton

Frekans aralig1

Magnetik polisilokzan

Polivinil alkol
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Sekil 9.1
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Sekil 9.3
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Sekil 9.5

Sekil 9.6

Sekil 9.7
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Biyoreaktor ve kontrol modiillerinin semast................cooiiiiiiiiiinn..

Sonikatdr sisteminin genel gOrintimii..........o.ovvviiriiiiiiniiiiiiniiieen ..

Sonikator ve kontrol modiillerinin $emasi............o.ovveiiiiiiiiiiiiiiiiien.,
Homojenizatdr ClazZi..........ooiiiiiii e
ONPG hidrolizZi. ..o veneeeieeiee e e ees
Biyoreaktérde % enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz
konsantrasyonunun sicaklik ile degisimi; @ hidroliz derecesi (%), € enzim
aktivitesi, M laktoz konsantrasyonu, == enzim aktivitesi, == modeller (pH=
6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.=1.25ml/L)...................ocooeiiniain,
Biyoreaktorde farkli sicakliklar i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri; @ 30 °C, 35°C, @ 37°C, ® 40 °C, & 45
°C, ® 50 °C, == modeller (pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.=
L25 MIIL). oo

Biyoreaktorde farkli sicakliklar i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri; @ 30 °C, @ 35°C, @ 37°C, ® 40°C, ¢ 45°C, ¢ 50
°C, == modeller (pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1.25

Biyoreaktorde % enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz
konsantrasyonunun karistirici hizi ile degisimi; @ hidroliz derecesi (%), €
enzim aktivitesi, M kalan laktoz, == modeller (pH= 6.7, Enzim Kons.= 1.25

Biyoreaktorde farkli karistirict hizlari i¢in zamana karsilik elde edilen
laktoz konsantrasyon degerleri; @ 100 rpm, B 200 rpm, € 300 rpm, @
400 rpm, @ 500 rpm, 600 rpm, == modeller (pH= 6.7, N= 300
devir/dak, Enzim Kons.=1.25 mI/L)........ccoooiiiiii e,
Biyoreaktorde farkli karistirict hizlari igin zamana karsilik elde edilen %
enzim aktivite degerleri; @ 100 rpm, M 200 rpm, € 300 rpm, ¢ 400
rpm, @ 500 rpm, 1 600 rpm, == modeller (pH= 6.7, N= 300 devir/dak,
Enzim Kons.= 1.25 MI/L). ...,
Biyoreaktorde % enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz
konsantrasyonunun enzim konsantrasyonu ile degisimi; @ hidroliz derecesi
(%) @ enzim aktivitesi, M laktoz konsantrasyonu, == modeller (pH= 6.7,
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Sekil 9.8

Sekil 9.9

Sekil 9.10

Sekil 9.11

Sekil 9.12

Sekil 9.13

Sekil 9.14

Sekil 9.15

Sekil 9.16

Sekil 9.17

Sekil 9.18

Sekil 9.19

T=37°C,N=300 deVir/dak)............ccoiuiiiiiiiiii e,
Biyoreaktorde farkli enzim konsantrasyonlari ig¢in zamana karsilik elde
edilen laktoz konsantrasyon degerleri; @ 0.5 ml/L, W 1 ml/L, ¢ 1.25
mi/L, B 1.5 ml/L, A 2 ml/L, == modeller (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 300
deVir/dak). ... ..o
Biyoreaktorde farkli enzim konsantrasyonlari igin zamana karsilik elde
edilen % enzim aktivite degerleri; @ 0.5 ml/L, M 1 ml/L, ¢ 1.25 ml/L,

1.5 ml/L, ® 2 ml/L, = modeller (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 300
deVir/dak). ... ...
Sonikatdrde % enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz
konsantrasyonunun akustik gii¢ ile degisimi; @ hidroliz derecesi (%), €
enzim aktivitesi, M laktoz konsantrasyonu, == modeller (Frekans Araligi=
%10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)................ccoeeeennnn..
Sonikatorde farkli akustik gii¢ler i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri, 20 W, 40W, AGOW, 80 W, @ 100
W, == modeller (Frekans Araligi= %10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.=
125 ML)
Sonikatorde farkli akustik giigler i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri; @ 20 W, 40W, AGOW, ©80W, ® 100 W, =
modeller (Frekans Araligi= %10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25

Sonikatérde % enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz
konsantrasyonunun % frekans araligi ile degisimi; @ hidroliz derecesi (%),
@ enzim aktivitesi, M laktoz konsantrasyonu, == modeller (Akustik Giig=

20 watt, pH=6.7, T=37 °C, Enzim Kons.= 1.25 mI/L)....................oe...
Sonikatorde farkli % frekans araliklari igin zamana karsilik elde edilen

laktoz konsantrasyon degerleri; %10 F.A., %30 F.A., A %50 F.A,,
® %70 F.A., ® %90 F.A., = modeller (Akustik Giig= 20 watt, pH= 6.7,

T=37°C, Enzim Kons.= 1.25 mMI/L).........cooiiniiiiiie e
Sonikatorde farkli % frekans araliklar1 igin zamana karsilik elde edilen %
enzim aktivite degerleri; ® %10 F.A., %30 F.A., A %50 F.A., ® %70
FA., ® %90 F.A., = modeller (Akustik Giig= 20 watt, pH= 6.7, T= 37
°C, ENzim Kons.=1.25 mMl/L........ccouiiiiiiiiieiie e
Sonikatérde % enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz
konsantrasyonunun reaksiyon hacmi ile degisimi; @ hidroliz derecesi (%),
€ enzim aktivitesi, M laktoz konsantrasyonu, = modeller (Frekans
Araligi=%10, Akustik Giig= 20 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.=
125 ML)
Sonikatorde farkli reaksiyon hacimleri i¢in zamana karsilik elde edilen
laktoz konsantrasyon degerleri; @ 62.5 ml, M 125 ml, ¢ 187.5ml, ¢ 250
ml, ® 375 ml, 500 ml, A 625 ml, == modeller (Akustik Giig= 20 watt,
Frekans Araligi= %10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25

Sonikatorde farkli reaksiyon hacimleri i¢in zamana karsilik elde edilen %
enzim aktivite degerleri; ® 62.5 ml, 125 ml, A 187.5 ml, € 250 ml,
® 375 ml, ® 500 ml, M@ 625 ml, == modeller (Akustik Gii¢c= 20 watt,

Frekans Arahigi= %10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L).........
Homojenizatérde zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon
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Sekil 9.20

degerleri; A deneysel, = model (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 3500 devir/dak,
Enzim Kons.= 1.25 MI/L)....o.oii e,

Homojenizatorde zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite degerleri; A

deneysel, = model (pH= 6.7, T= 37 °C, N=3500 devir/dak, Enzim Kons.=
1.25 ml/L)
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Biyoreaktorde enzim konsantrasyonuna karsilik elde edilen deneysel
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Biyoreaktorde enzim konsantrasyonuna karsilik elde edilen deneysel
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Biyoreaktorde farkli enzim konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde
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Sonikatorde akustik giice karsilik elde edilen deneysel Verller (Frekans
Araligi= %10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)...
Sonikatorde akustik giice karsilik elde edilen deneysel Verilere uyan
matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (Frekans Araligi= %10, pH=
6.7, T=37°C, Enzim Kons.= 1.25mI/L)...........cccceeuviineiiaiaainn..
Sonikatorde farkli akustik giicler i¢in zamana karsilik elde edilen
deneysel verilere uyan matematiksel modellere ait katsayilar ve
istatistik veriler (Frekans Arahigi= %10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim
KONS.= L.25 MI/L) e
Sonikatorde % frekans araligina karsilik elde edilen deneysel veriler
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OZET

Laktoz, siitte bulunan bir karbonhidrattir ve siit tek dogal laktoz kaynagidir. Birgok Kkisi,
viicudundaki B-Galactosidase eksikligi ya da inaktifligi nedeniyle laktozu sindirememektedir.
Bu nedenle, tiikettikleri besinler laktoz igeriyorsa gaz, agri, diare gibi saglik sorunlari
yagsamaktadirlar. Ayrica, laktoz kendi hidroliz iiriinleri olan glukoz ve galaktoza kiyasla daha
az tathilhiga ve ¢oziiniirliige sahiptir. Bunlara ek olarak, higroskopik bir seker olmasi nedeniyle
aroma ve kokular1 adsorblamaya yatkindir. Laktoz hidrolizi, dondurma ve diger siit
trlinlerinin  iiretim proseslerinin gelistirilmesi ile yeni gida katkilarinin elde edilmesi
acisindan oldukg¢a dnemlidir. Enzimatik laktoz hidrolizinde B-Galactosidase enzimi kullanilir.
Bu enzim dogada; mikroorganizmalarda, bitkisel ve hayvansal yapilarda bulunmaktadir.

Bu calismada, proses parametrelerinin yagsiz siitteki laktoz hidrolizi ve enzim aktivitesi
tizerindeki etkileri incelenmistir. Kluyveromyces marxianus kaynakli 3-Galactosidase enzimi
ile laktoz hidrolizi deneyleri i¢in Gallenkamp marka modiiler biyoreaktor, Bandelin Sonopuls
marka sonikator ve IKA Ultra Turrax T 18 marka Homojenizatér kullanilmistir. Hidroliz
reaksiyonlart1 250 ml yagsiz siit icerisinde gergeklestirilmistir. Biyoreaktore ait proses
degiskenleri; sicaklik, karistirict hizi ve enzim konsantrasyonu; sonikatdre ait proses
degiskenleri % frekans araligi, akustik gii¢ ve hacim; homojenizatore ait tek proses degiskeni
ise 3500 devir/dak hizdir. Belirtilen proses degiskenlerinde; zamana karsilik laktoz
konsantrasyonu (g/L), hidroliz derecesi (%) ve enzim aktivitesi (%) degerlerinin degisimi
incelenmistir. Ayrica, laktoz konsantrasyonu ve % enzim aktivite degerlerine ait elde edilen
deneysel veriler kullanilarak ilgili matematiksel modeller kurulmustur.

Anahtar Kelimeler: Laktoz hidrolizi, p-Galactosidase, biyoreaktor, sonikator,
homojenizator, yagsiz siit, modelleme, proses degiskenleri.
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ABSTRACT

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

The present investigation describes the effects of the process parameters on enzymatic
hydrolysis of skimmed milk lactose and enzyme stability. Gallenkamp Modular Bioreactor
System, Bandelin Sonopuls Sonicator and IKA Ultra Turrax T 18 Homogenizer were used for
the lactose hydrolysis experiments. B-Galactosidase enzyme used in the present study is
produced from Kluyveromyces marxianus. The reactions were carried out in 250 ml of
skimmed milk. While process variables for the bioreactor are temperature, impeller speed and
enzyme concentration; process variables for the sonicator are duty cycle, acoustic power and
volume, one process variable for the homogenizer is 3500 rpm/min. The amount of lactose
concentration (g/L), the degree of lactose hydrolysis (%) and enzyme activity (%) against
time were investigated under chosen process variables. Beside of this; the mathematical
models depending on the operating conditions were also derived by using the experimental
data of lactose concentration and enzyme activity.

Keywords: Lactose hydrolysis, B-galactosidase, bioreactor, sonicator, homogenizer, skimmed
milk, modelling, process variables.
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1. GIRIS

Biyoteknoloji, canli organizmalarin yapisal 6zelliklerinin degistirilmesini saglayan tekniklerin
tiimii olarak tanimlanir. Son yiizyilda, ¢cevre ve insan saghigmin 6n plana ¢ikmasi nedeniyle
biyoteknoloji hizla gelismistir. Bu nedenle; verimlilikleri, secicilikleri, 1liml1 kosullar altinda
calisabilmeleri, istenmeyen iirlin olusumunu biiylik Sl¢iide azaltabilmeleri ve c¢evre dostu

olmalar1 nedeniyle biyolojik katalizorler olarak adlandirilan enzimlerin kullanimi artmistir.

Dogal katalizor olarak adlandirilan enzimler basta gida sektorii olmak iizere tarim, deterjan,
tekstil, kimya gibi endiistriyel alanlar ve biyokimya, molekiiler biyoloji, bakteriyoloji,

genetik, farmakoloji, tip, mithendislik gibi bilim dallar1 i¢in bilyiik bir dnem tagimaktadir.

Biyoreaktorlerde mikrobiyolojik, bitki ve hayvan hiicrelerindeki metabolik verimliligin
artmas1 biyoteknolojik proseslere ekonomik yararlar saglamaktadir. Ayrica, sonikasyon
isleminin kullanimi, biyolojik katalizdrlerin ve proseslerin verimliligini biiyiik 6lciide

arttirmaktadir.

Yapilan deneysel calismada hidrolizlenen laktoz, siit ve siit iirlinleri endiistrisinin yanisira
gida endiistrisinin bir¢ok alaninda da hammadde olarak kullanilmaktadir. Laktozun hidrolizi,
ozellikle laktozsuz siit ve siit iirlinlerinin gelistirilmesi agisindan 6nem tagimaktadir. Laktozun

hidroliz isleminde B-Galactosidase enzimleri yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu calismada; Boliim 2°de enzimler, Bolim 3’te siitiin yapisi, 6zellikleri ve iiretimi, Boliim
4’te laktozun yapisit ve Ozellikleri, Bolim 5°te sonikasyon, Bolim 6’da B-Galactosidase
enzimi ve genel Ozellikleri hakkinda bilgi verilmistir. Boliim 7°de literatiirde yer alan B-
Galactosidase enzimi ile ilgili bazi calismalar 6zetlenmistir. Boliim 8’de deneysel
caligmalarda kullanilan maddeler ve cihazlar ile analiz yontemleri ve hesaplamalar
anlatilmistir. B6lim 9’da deneysel calismalar ve bunlara ait deneysel veriler kullanilarak elde
edilen matematiksel ve istatistik ifadeler yer almaktadir. Bolim 10’da ise deneysel

caligmalardan elde edilen sonuglar 6zetlenmistir.



2. ENZIMLER

2.1 Enzim Nedir?

Enzimler, biitiin canli organizmalarda bulunan, hiicre igerisinde meydana gelen binlerce
tepkimenin hizin1 ve 6zgilliigiinii belirleyen, organizmadaki metabolik olaylar1 hizlandiran ve
cogunlugu protein yapisinda olan biyokatalizérlerdir. Enzimler, diger proteinler gibi
birbirlerine peptit baglar1 ile baglanmis uzun amino asit zincirlerinden olusmaktadir

(Demirsoy, 1989; Telefoncu, 1995; [1]).

Enzimler, aktivasyon enerjisini diisiirerek kimyasal reaksiyonlari 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. Enzimler yardimi ile enzimler olmaksizin gergeklestirilecek kimyasal

reaksiyonlar 10%-10"! kez daha hizlandirilabilmektedir (Bailey ve Ollis,1986; [2]).

Enzimlerin kimyasal katalizorlerden en 6nemli farki 6zgiil (spesifik) olmalaridir. Genel olarak

enzimler belirli maddeler arasindaki belirli reaksiyonlari katalize ederler. [3].

Enzimler, atmosferik basingta, diisiik sicaklik ve asitligi yliksek olmayan ortamlarda
calisirlar. Bircok enzimin fonksiyonlarini siirdiirebilmesi i¢in en uygun kosullar; 30-70°C

arasinda sicaklik ve notr degere yakin pH degerleridir [4].

Yasamin devamliligi i¢in enzimlerin varligi 6nemlidir. Hayvan, bitki ve mikroorganizmalarin
hiicrelerinde gergeklesen karmagsik 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 tiirline 6zgii oldugundan, canlinin yapist

karmagiklastikca hiicredeki enzim sayist da artar [1].

2.2 Enzimlerin Ozellikleri

. Enzimlerin tiimii protein yapisindadir ya da protein kism1 bulundururlar.

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

gore adlandirilirlar.

. Suda yada sulandirilmis tuz ¢ozeltilerinde ¢oziilebilirler.



. Enzimin etki ettigi bilesige “substrat” denir. Baz1 enzimler ¢ok spesifiktir ve yalnizca

bir substrata etki ederler. Baz1 enzimler ise ¢esitli substratlara etki ederler.

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

sonraki enzimin substratini olusturur.

. Kuramsal olarak enzimli tepkimeler donisliidiir. Enzim, tepkimenin yoniinii degil
dengenin oranin1 saptar. Denge noktasi, yani tepkimenin hangi yone gidecegi

termodinamik yasalarina gore belirlenir (Demirsoy, 1989).

2.3 Enzimlerin Yapisi

Enzimler, kimyasal bakimdan proteinler gibi uzun aminoasit zincirlerinden olusan
makromolekiillerdir. Agirliklar1 genellikle 6000 ile 600000 arasinda degismektedir. Tiim
enzim proteinleri genler tarafindan sifrelendiginden her enzimin aminoasit dizilimi kendine
Ozgldiir. Baz1 enzimler (pepsin ve iireaz gibi) sadece proteinlerden olusmustur. Ancak cogu
durumda s6z konusu proteine, protein olmayan daha kiigiik yapili organik veya anorganik
molekiillerin baglanmasiyla olusmus bir yap1 gdzlenir. Bu durumda enzimin protein kismi
“Apoenzim”, protein olmayan kismi ise “Koenzim” olarak tanimlanmaktadir (Demirsoy,

1989; Gates, 1992; Telefoncu, 1997). Enzimlerin yapis1 Sekil 2.1°de gosterilmistir.

Apoenzim

Haloenzim
Alktif
Bolge
Kofaktor
Protein
Zincirleri ﬁ

Sekil 2.1 Enzimin yapisi [5]



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

edecegini saptar.

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

(Cetin, 1983; Demirsoy, 1989).

2.4 Enzimlerin Siniflandirilmasi

1961 yilindaki ilk enzim komisyonu raporuna gore enzimler katalizledikleri reaksiyon tipine
gore alt1 ana sinifa ayrilmislar ve bu siiflarda yer alan her enzim EC olarak kisaltilmis ve 4
rakamdan olusan kod numarasiyla karakterize edilmistir. EC numarasinin kapsadigi dort
rakamdan ilki enzimin alt1 ana siniftan hangisi i¢inde yer aldigini, ikinci rakam alt sinifi,
ticlincii rakam grubunu ve dordiincii rakam ise o enzimin kendine 6zgii sira numarasini ifade

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

1. Oksirediiktazlar: Redoks reaksiyonlarinda indirgenme ve yiikseltgenmeyi saglayan

enzimlerdir (katalaz, dehidrojenaz vb.).

2. Tranferazlar: Metil, agil, amino, glukozil ya da fosfat gibi spesifik bir grubun bir maddeden

digerine transferini saglarlar (glikokinaz, dekarboksilaz vb.).

3. Hidrolazlar: Hidrolizlenmeyi katalizleyen enzimlerdir;

Proteazlar (pepsin, tripsin)

Esterazlar ve Lipazlar (pektin esteraz, pankreatik lipaz)

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

Fosfatazlar (lektinaz-c)

Amidazlar (iireaz)
4. Liyazlar: Su molekiilii ¢ikarmadan molekiileri parcalayan enzimlerdir (aldolaz vb.).

5. 1zomerazlar: Molekiil icinde geometrik ya da yapisal yeniden diizenlemeyi katalizleyen

enzimlerdir (glukoz izomeraz, mutarotaz vb.).



6. Ligazlar: Enerji kullanarak kiigiikk molekiilleri birbirine baglayip sentez gerceklestiren

enzimlerdir (amidsintetaz).

2.5 Enzimlerin Etki Mekanizmasi

Her enzimin katalizleyici etkisi yalmizca bir tip tepkimeye ve yalmizca belirli tiirden
maddelere 6zgiidiir. Enzimin etki ettigi bu maddeye ise “substrat” denir. Enzimlerin molekiil
agirligi, substratin molekiil agirhgindan ¢ok daha biiylik oldugu igin, bu iki molekiil
karsilastiginda enzimin ancak bir boliimii substrata rastlar; iki bilesigin birbirine temas ettigi
bu bolgeye “aktif bolge” denir. Bir enzim, karsilastigi substrati fiziksel yada kimyasal
kuvvetlerle aktif bolgesine dogru g¢eker; biitiin katalizorler gibi kimyasal tepkimeyi baslatir,
ama kendisi kimyasal tepkimeye katilmaz (Cetin, 1983). Enzimatik reaksiyonlar genellikle ii¢

asamada gerceklesir;
o Substrat enzimi fark eder ve enzime tutunur. Enzim substrat kompleksi olusur.

o Enzimin katalitik kismi (aktif bolgesi) substratla temas eder ve substrati iiriine

doniistiirir.

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

etkilesmek tizere serbest kalir. (Demirsoy, 1989; [6; 7]).

Enzimlerin etki mekanizmasi Sekil 2.2°de sematik olarak gosterilmistir.

Enrimin substrata gore

Subatrat sekil almas:
ﬂl:tnfbol ge ,
Substratin aktif Enzim/Substrat Enzim/TU Uriinlerin aktif
]:l-c':'rlgeye girisi ]‘IﬂmPlfl‘I-'-’»i ]somple]s.si ]:l-c':'rlgeden E_?TI][;I

Sekil 2.2 Enzimlerin etki mekanizmasi [8]



2.6 Enzim Aktivitesine Etki Eden Faktorler

. Enzim/substrat derisimi: Substrat ya da enzimin fazla olmasi reaksiyon hizin1 degisik
sekillerde etkileyebilir. Fazla substrat bulunan bir ortama eklenecek enzim, son {iriin

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

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

bozulabilir.

o Suyun etkisi: Ezimlerin biiyiik bir kismi islevlerini su igerisinde gosterdiklerinden su

miktar1 az oldugunda islev gosteremezler.

° Inhibitorler/Protein bozucular

Zaman (Demirsoy, 1989)

2.7 Enzim Inhibisyonu

Inhibitérler; 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  diisiiriildiglinde  enzimlerden ayrilma  egilimi
gosterdiklerinden enzim aktivitesi normal seviyeye doner. Tersinir inhibitorler enzime

baglandiklar1 yere gore tlice ayrilir (Sekil 2.3);

. Rekabet¢i (competitive) inhibitorler: Yapilari bakimindan substrata benzeyen
inhibitorlerdir. Substratin baglanacagi aktif kisma baglanip substrat molekiiliiniin
enzime baglanmasini engelleyerek reaksiyon hizini disiiriirler. Yani, substrat ve

inhibitdr enzimin aktif bolgesine baglanabilmek igin rekabete girerler.

. Rekabet¢i olmayan (non-competitive) inhibitorler: Enzim molekiiliinde aktif
bolgenin disinda bir yere baglanirlar, aktif kisimda sekil degisikligi yapar ve ardindan
substrat baglandiginda iiriin olusumunu engellerler. Yani, enzim konformasyonunu
degistirerek reaksiyonun olusumunu engellerler. Bu inhibitorlerin substrata benzerligi

yoktur.

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



(enzim substrat kompleksine) baglanirlar.

Rekabetei inhibitorler

AV 2

Rekabetei olmayan inhibitérler

SV,\\\

S V¥
-4 — @

Yar rekabet¢i inhibitorler

®-®

S

Sekil 2.3 Tersinir inhibitorler [9]

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

etkisi tersinmezdir [9-11].



Tersinmez inhibitorler
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vada

Sekil 2.4 Tersinmez inhibitorler [9]

2.8 Enzimlerin Uygulama Alanlari

Kimyasal katalizorlere gore pek cok avantaji olan enzimlerin endiistride kullanimi
teknolojinin gelisimi ile hizli bir sekilde artmaktadir. Cizelge 2.1°de ¢esitli enzimler ve

uygulama alanlar1 6zetlenmistir (Cetin, 1983; Telefoncu, 1997).



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

Enzim Uygulama alanlari

Lipazlar Yaglarin parcalanmasi ve interesterifikasyonu
Rennin Peynir tiretimi

Proteazlar Protein hidrolizi

Papain Etin gevreklestirilmesi

Papain, fisin, bromelain Biranin soguga dayanikliliginin arttirtlmasi

Tripsin, papain, fisin, bromelain | Balik pres suyu viskozitesinin diistiriilmesi

Amilaz (o ve ) Nisasta hidrolizi

Invertaz Sakkaroz inversiyonu

Pektinazlar Meyve suyu, sirke ve sarap berraklastirilmasi
Niikleazlar Lezzet kontrolii

Oksidazlar Oksidasyonu 6nleme ve toksik bilesenlerin uzaklastiriimasi
Pronoz, aminopeptidaz Aminoasit iiretimi

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

Penisilin amilaz Penisilin iiretimi

Katalaz Sterilizasyon ve soguk pastorizasyon

Glukoz izomeraz Glukozun fruktoza doniistiiriilmesi

Keratinaz Keratin katmanlarinin hidrolizi

Pepsin Proteinlerin peptid baglarini hidrolizi
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3.SUT

Diinyanin en yararli i¢cecegi olan siit insanlarin dogumlarindan itibaren aldiklari ilk besindir.
Bu ilk donemde 6nce anne siitii daha sonrada diger hayvan siitleri gocuklara verilmektedir.
Siit bebeklerin viicutlarini saglamlastirir, giiglendirir. Cocukluk doneminin ilk birkag¢ yilinin,

bir gocugun gelecekteki saglikliligi tizerinde hayati bir 6nemi vardir [12].

Ergenlik caginda kalsiyum ihtiyaci kemiklerin biliylime ve gelismesine bagli olarak ¢ok
yiiksektir. Giinde 500 ml siit kii¢iik bir kase yogurt veya kiiciik bir parca peynir yerine
gegcebilir. Siit ayn1 zamanda enerji, protein ve gesitli vitaminleri de saglar, yemek arasi igecek
olarak disleri de korur. Geceleri tiiketimi yapildiginda viicutta yag yakimini saglar. Viicudun
uyurken de enerji kullanmasina yardimer olur. Siit ve siit iiriinlerinin uyumlulugu, ¢esitliligi

ve besleyici olmasi bu tirtinleri yaghlar i¢in de ¢ekici kilmaktadir [12].

3.1 Siitiin Yapisi

Siit, kendine 6zgii tat, koku ve kivamda olan, hemen hemen tiim besin 6gelerini yeterli ve

dengeli bir sekilde biinyesinde bulunduran degerli bir besindir [13].

Siitlin, elde edildigi canli tiiriine gore degisiklik gosterebilen karmagsik bir bilesimi vardir.
Icerdigi siit yagi, siit sekeri ve kazein gibi maddeler viicutta ve siitten baska hicbir besinde
bulunmaz. Bu nedenle insanlarin bebeklikten baglayarak omiir boyu siit tiiketmeleri gerektigi
bilinen bilimsel bir gercektir. Son derece degerli olan bu besin maddesi, baz1 durumlarda
insan viicudunda tepkiye (alerji) neden olur. Insan viicudunun 6zellikle inek siitiine gosterdigi

duyarlilik, daha ¢ok siitiin igerdigi laktoz ve proteinden kaynaklanmaktadir (Binkey, 1996).

3.2 Siitiin Bilesimi

Sttiin bilesimi ¢esitli etkenlere baglh olarak degisiklik gostermekle birlikte, ortalama inek

siitiiniin bilesiminde;

e Su % 87.3
o Mineral maddeler % 0.75
o Protein % 3.40
o Laktoz % 4.70
o Yag % 3.50

° Vitaminler % 0.35 oraninda bulunur [13].
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Siitiin bilesimini etkileyen en 6nemli faktorler;

Besleme

Iklim

Hayvanin tiirii ve 1rki
Hastaliklar
Mevsimsel degigsmeler
Laktasyon donemi

Cevre faktorleri’ dir [13].

3.3 Siitiin Besin Degeri

Siitiin besin degeri, bilesimine gore bes ana baslik altinda toplayarak agiklanabilir [13; 14];

Laktoz (Siit sekeri)

Dogada yiiksek oranda sadece siitte bulunan laktoz enerji saglar.

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

Laktozun hidrolizi sonucu olusan laktik asit bagirsaklarda istenmeyen
mikroorganizmalarin gelisimini dolayli olarak inhibe eder ve tipik barsak florasini
gelistirici etki yapar.

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

Laktoz enzimi yetersizligi nedeniyle laktoz intoleransi gosteren kisilerin siit yerine

fermente siit Girtinlerini tiketmeleri 6nerilmektedir.

Siit yagi

Dengeli beslenmede yeterli miktarda yagin gidalarla birlikte alinmasi 6nemlidir.

Siit yagi enerji kaynagidir.

Siit yagi, laktozun en iyi sekilde kullanimini ve viicudumuz igin gerekli olan A, D, E, K
vitaminlerinin taginmasini saglar.

Siit yagindaki fosfolipitler, beyin ve sinir hiicrelerinin hayati énem tastyan kisimlarini
olusturur.

Viicut i¢in gerekli olan doymamis yag asitlerini biinyesinde bulundurmasindan dolay1

siit yaginin beslenmede 6nemli fonksiyonlar1 bulunmaktadir.
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Cesitli gida maddelerinde bulunan kolestrol miktarina gore siit, sanildig1 kadar yiiksek

oranda Kkolestrol igermemektedir. 100 ml siitiin igerdigi kolestrol miktar1 12 g’dur.

Siit proteini

Viicudun yap1 tas1 olarak kabul edilen proteinlerin beslenmede 6nemli bir yeri bulunmaktadir.

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

Hiicre ve dokularin olugsmasinda 6nemli rol oynar.

Biiyiime ve gelismeyi saglar.

Sa¢ ve tirnaklarin olusumunda biiyiik rol oynar.

Kaslarin kasilmasina yardime1 olur.

Viicutta 6dem yapan sivilarin toplanmasini onler.

Siit proteinlerinde biiyilk bir kismi “esansiyel aminoasit” olan yaklasik 23 tane

aminoasit bulunmakta olup, bunlarin bir kismi1 hayati 6nem tagimaktadir.

Mineral maddeler

Insanlarin saglikli beslenmesi icin biitiin minerallere ihtiyaglari vardir. Siitte bulunan baslica

mineraller fosfor ve kalsiyumdur.

Kalsiyum 6zellikle ¢ocuklarin kemik ve dis olusumlarinin tamamlanmasinda biiyiik rol
oynar.

Kemik yogunlugunun en iist noktaya ulastigi 25-30 yaslarina kadar alinan kalsiyum
kemik yogunlugunun artmasina neden olmaktadir. Bu yaslardan sonra kemik yogunlugu
artmamakta ancak kalsiyum alimina diizenli olarak devam edildiginde kemik
yogunlugundaki azalma yavaslamakta veya gecikmektedir. Siit igmenin kemik yapisina
olan olumlu etkisi en fazla cocukluk ve genclik yillarinda goriilmektedir. Bu
donemlerde yeterli siit tiiketimi, dolayisiyla kalsiyum alimi, tiim yasam boyunca kemik
saglig1 icin 6nemlidir.

Kalsiyum ihtiyac1 6zellikle hamilelik ve emzirme doneminde de 6nemli olup, bu
donemlerde yetersiz kalsiyum alimu, ileri yaslarda "osteomalacia" ve "osteoporosis" gibi
kemik hastaliklarina yol agmaktadir.

Siitte bulunan fosfor, kemik olusumunda 6nemli rol oynamaktadir.

Vitaminler

Siit, beslenmemiz i¢in gerekli olan, yagda ve suda eriyen vitaminlerin hepsini icermektedir.
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Ozellikle zeka gelisiminde etkili olan, deri ve gdz saghginda gerekli B2 vitamini
(riboflavin) i¢in siit en 1y1 kaynaktir.

Viicudun ihtiyact olan B12, A ve C vitaminleri siit igerek Onemli Jlgiide
karsilanabilmektedir.

Siitteki vitaminler hastaliklara kars1 direnci arttirir.

Stitteki vitaminler biiylimeye yardim eder.

Cizelge 3.1 Siite ait enerji ve besin degerleri [13]

100 g. Siitiin Enerji ve Besin Degerleri
Yagh Yarim Yagh Yagsiz
Su (9) 87.9 89.2 90.8
Enerji (kcal) 61 50 35
Protein (g) 3.3 3.3 3.4
Yag (g) 3.3 1.9 0.2
Karbonhidrat (g) 4.7 4.8 4.9
Kiil (g) 0.7 0.7 0.8
Kalsiyum (mg) 119 122 123
Demir (mg) 0.1 0.1 0.0
Fosfor (mg) 93 95 101
Potasyum (mg) 152 154 166
Sodyum (mg) 49 50 52
Vit. A ve Karoten (1U) 126 205 204
Tiamin (mg) 0.04 0.04 0.04
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3.4 Siitiin Yararlarn

e Biiylime ve gelismeyi saglar.

e Viicudu saglamlastirir, gli¢lendirir.

e Kemik erimesini Onler.

e Mikrobik enfeksiyonlara karsi etkilidir.

e Siitten elde edilen yogurt ishal tedavisinde etkilidir.
e Mide rahatsizliklarini giderir.

¢ Sindirim sistemini diizene sokar.

e Ulseri 6nler.

e Beyne enerji verir.

e Dis ciirtiklerini dnler.

e Kironik bronsiti onler.

e Tansiyonu diisiiriir.

e Yagsiz siit kolestrolii diistirtir.

e Kanserin 6nlenmesine yardimci olur.

e Sag ve tirnaklarin olusumunda biiyiik rol oynar.

e Yaglanmayi geciktirir.

e Viicutta 6dem yapan sivilarin toplanmasini onler.

e Cilt lizerinde nemlendirici etki yaparak cildin yipranmasini engeller [12].

3.5 Siit Uretimi

Siitten elverisli bir sekilde yararlanmak, ancak siitiin 6zellikle siit, diger bir deyisle pastorize
siit veya steril siit, olarak tliketilmesiyle miimkiindiir. Ciinkii diger siit {iriinlerinde siitlin
bilesimine giren bazi maddeler bulunmaz. Bu nedenle bircok iilkede i¢me siitii iiretim ve

tiikketiminin arttirilmasi igin ¢esitli dnlemler alinmaktadir.

Ulkemizde, ¢ig siit genellikle pastorizasyon ya da UHT-sterilizasyon yontemleriyle

islendikten sonra igme siitli olarak tiiketime sunulmaktadir (Tekinsen, 2000).

Islenmis i¢me siitleri, fabrikalarda siiziilme, yabanci maddelerden temizlenme, istenmeyen
kokularin alinmasi (deoderizasyon), standardizasyon ve homojenizasyon islemlerinden

gecmektedir.
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3.5.1 Siithanelere gelen siitlere uygulanan islemler

3.5.1.1 Platform testleri

Siithaneye getirilen siitler platform testlerinin sonuglar1 dikkate alinarak fabrikaya islenmek

tizere kabul edilirler. Bu amagla donatilmig fabrika laboratuarinda agagidaki testler uygulanir:

¢ Siitiin yag miktarinin tespiti

¢  Yogunluk

e Asidite derecesinin tespiti (tazelik deneyi)

e Kir maddeleri tespiti

e Prezervatif maddeler (soda, formol, asit borik vs.) aranmasi
e Organoleptik muayeneler

¢ Genel aerobik mezofilik mikroorganizma sayisi (total jerm)

3.5.1.2 Siitlerin santrifiijden veya filtrelerden gecirilmesi
Siit iglenmesinde santrifiijden ge¢irmenin iki amaci vardir:

1. Sati kir maddelerinden arindirmak

2. Siitiin kaymaginin alinmasi veya yag oraninin ayarlanmasi

Modern separatdrlerde kir maddelerinden temizleme ve yagindan ayirma islemleri kombine
olarak yapilir. Boylece siit, cihazdan bir defa gegirilerek her iki islem tamamlanmis olur.
Temizleme santrifiijiinde tutulan santrifiij ¢amuru denilen kir maddesi tim siit hacminin
%0.005 ile %0.1’ini olusturur. Kir maddesinden olusan bu ¢amurumsu kisim, %66 su, %2.5
eterde eriyen substanslar, %25 azotlu maddeler, %2.6 diger organik bilesikler ve %3 mineral
maddelerden ibarettir. Bu artik kisim kimyasal agidan degerli besin unsurlarini igerirse de
kullanilmast imkan disidir. Ciinkii bu kir ¢amuru yliksek oranda siit mikroorganizmasini ve
patojen mikroorganizmalari da tasir. Bu nedenle de santrifiijde kalan kir maddelerinin zararsiz
bicimde yok edilmesi gerekir. Son sistem santrifiijler, bir yandan biitiin kir maddelerini
toplarlar, 6te yandan siitiin yapisinda herhangi bir degisiklige sebebiyet vermezler. Eski tip
cihazlarda ise siitteki lipaz aktif duruma gecerdi. Bu nedenle de santrifiijden gegirilen siitiin
derhal pastorize edilmesi gerekirdi. Son yillarda, yalnizca mikroorganizmalarin bertaraf
edilmesini saglayan santrifiijler de gelistirilmistir. Bu isleme “baktofaj” adi verilmektedir.
Ancak bu islemin uygulamasiyla, pastorizasyon seviyesinde bir etkinlige ulasilmaz. Bu

yontemle siitteki mikroorganizmalarin azami %99’u elimine edilmektedir. Baktofaj islemi,
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pastorizasyonla kombinasyon halinde uygulandigi zaman, hem daha iyi sonu¢ alinmakta hem

de siit kalitesinde miikemmellesme dikkati cekmektedir (Inal ve Ergiin, 1996).

3.5.1.3 Siitlerin homojenize edilmesi

Bu islemle siitiin organoleptik ve fiziksel Ozellikleri daha belirgin hale gelmektedir. Bu
nedenle de, ozellikle Iskandilav iilkeleri, Kanada ve ABD’de yaygin bicimde tiiketilir.
Homojenize edilmis siitte yag globiillerinin disperzif sekilde dagilmasi sonucu kaymak
baglama 6zelligi kalkar. Almanya’da homojenize edilmis siite homojenize edilmemis yagsiz

stit ilave edilmek suretiyle az kaymak olusturan bir homojenize siit tiretilmektedir.

Siitii homojenize etmenin amaci, siitteki yag globiillerini kiigiiltmektedir. Bunun igin 58-62°C
arasinda 1sitilan siit 150-200 atmosfer basing altinda ¢ok ince yarik veya deliklerden gegirilir.
Normal siitte 1’le 15 mikron ¢apinda olan yag globiilleri, bu islem sonunda ortalama 3-5
mikron c¢apina sahip olurlar. Ayni anda yag globiillerinin sayis1 da 1000 misline ¢ikmis olur.

Yag globiillerinin olusturdugu tiim yiizey ise 10 misli artar (Inal ve Ergiin, 1996).

3.5.1.4 Siite uygulanan 1s1 islemleri

1830 yillarina kadar siite uygulanan 1s1 isleminin siiti kaynatmaktan ibaret oldugu
sanilmaktadir. Bu donemden sonra siit teknolojisinde yeni bir devir baglamis ve siitiin ¢esitli
metotlarla 1sitilmas1 denenmistir. Bu konudaki gelismeler halen devam etmektedir. Siitiin 1s1
isleminden gecirilmesi s6z konusu olunca, bugiin pastorizasyon, sterilizasyon ve UHT (ultra
yiiksek 1s1) islemleri akla gelir. Bu {ic ana metot, birbirlerinden 1s1 ve zamanin gosterdigi
varyasyonlarla ayrilirlar. Bu metotlar uygulanirken, bir yandan siitiin ¢ig niteliginin
korunmasina, 6te yandan patojen mikroorganizmalarin tiimiiniin, saprofitlerin ise biiyiik

kisminin yok edilmesine ¢aligilir.

Pastorize siit, genellikle ¢ig siit niteligini koruyan ve hemen hemen biitiin 6zellikleriyle ¢ig
stite ¢cok benzeyen bir iirlin oldugu halde, steril siit, renk, lezzet ve kimyasal yap1 itibariyle ¢ig
stite oranla oldukga belirgin farkliliklar gosterir. UHT siitiiniin ise siit teknolojisinde ayr1 bir
yeri vardir. Tam anlamiysa mikropsuz olmast ve steril siitlerin yapisal ve organoleptik
dezavantajlarimi tasimamasi agisindan son yillarda birgok iilkede iiretilmektedir. Her {ig
metotta da 1s1, 1sitma zaman1 ve hareket 6nemli rol oynar. Bu ii¢ faktorden ilk ikisinin 6nemi
uzun siireden beri bilinmekle beraber, hareketin tasidigi 6nem ancak son yillarda anlagilmistir.

Bu konuda mevcut yasal uygulamalar tamamen 1s1 ve zaman faktoriine yonelmis ise de, 1sitma
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islemi {izerine, siitiin taze veya olgunlasmis olmasi, bakterilerde kirlenme derecesi ¢ok 6nemli

tesirde bulunur.

Cizelge 3.2 Siitlerin 1s1 isleminde ortalama degerler (Inal ve Ergiin, 1996)

Islem °C Siire
Termizasyon(*) 68-72 1-40 saniye

s 62-65 30 dakika
Devamli pastorizasyon
Kisa zaman pastorizasyonu 71-74 40 saniye
Yiiksek derecede pastorizasyon | 85 En ¢ok bir dakika
UHT islem 140-150 Birkag saniye
Sterilizasyon 109-112 20-40 dakika

(*): yalniz peynir yapiminda kullanilacak siitler igin.

3.5.1.5 Siitiin sogutulmasi ve dondurulmasi

Siitiin sagilmasi sirasinda ve bunu izleyen ilk dakikalarda ¢ok hassas bir gida maddesi olan
siiti mikroorganizmalardan korumak i¢in Onlemlerin alinmasi gereklidir. Bu gayretlerin
basinda ilk gelen siitiin sogutulmas: islemidir. Siitlin sogutulmasiyla mikroorganizmalarin
cogalmas1 yavaslatilmis olur. Bu acidan sogutulmus siitlerin bir an Once pastorizasyon,

sterilizasyon veya diger 1s1 iglemlerinden gegirilmesi gerekir.

Siitliin dondurulmasi, sogutulmasinin aksine, siitiin striiktiiriinde ve bazi 6zelliklerinde koklii
degisikliklere neden olur. Sogutulmus siitiin nakli ¢ok soguk kis giinlerine rastlarsa, siitiin
aracin tankinda donmast durumuyla karsilagilir. Siit, bu durumda tam manasiyla donmaz.
Kismi bir donma meydana gelir. Siit donmaya baslarken once siitteki su donar. Donmus siitte
kuru madde dipte toplanirken, siitiin yag1 iistteki buz tabakasinda toplanir. Siitiin tuzlari
donmamis kisimda konsantre olur ve bu kisimdaki kloriir miktar1 13 katina, sodyum-
potasyum ve nitrat miktar1 11 katina, fosfat oran1 8 katina ve kalsiyum da 6 katina ¢ikar. Bu

konsantrasyon artisina bagli olarak da pH degeri 6.7’ den 5.8’e ¢ikar.

Yavas yavas donarak kismi donma durumuna girmis bir siit, dikkatli olarak ¢oziindiiriiliirse,
hemen hemen ¢ig siitiin 6zelliklerine yeniden kavusur. Fakat yag ve minerallerinin birbirinden

ayrilmasiyla meydana gelen tabakalagma tam anlamiyla ortadan kalkmaz. Bu bakimdan bdyle
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stitlerde yapilan yag tayini her zaman kesin ve giivenilir sonuglar vermez. Boyle {irlinlerde

yag tayini i¢in ortalama degerler verecek bir 6rnegin alinmast da miimkiin degildir.

Siit teknolojisinde son zamanlarda kaydedilen degisimler ve uygulanan yeni yontemler,
yukarida zikredilen hatalar1 gostermeyen dondurulmus siit yapimint miimkiin kilmistir. Bu
yontemde seri dondurma ve derin derecelerde saklama uygulanmaktadir. -40 °C’lik 1s1
derecesi bunda en énemli rolii oynar. Dondurulmus siitiin muhafaza 1sis1 -23.3 °C olmalidir.
Donma sirasinda siitiin yaginin ve siitte olusan buzun genlesme katsayilar1 farklidir. Buna
bagli olarak da yag globiillerinin zarlar1 yirtilmaktadir. Amerikali aragtiricilar, siitii dayanikl
hale sokma i¢in seri dondurmadan hemen sonra bir ultra dalga islemine gegirilmesini
onermektedirler. Ancak, biitiin bu islemler, dondurulmus siitiin ¢ok pahaliya mal olmasina yol
acmaktadir. Bu nedenle, dondurulmus siit, ancak 6zel durumlarda 6rnegin uzak yola ¢ikarken

gemilerde tatbikat sahas1 bulabilmistir (inal ve Ergiin, 1996).

3.6 Pastorize ve Sterilize Siitler

Pastorize siitler, kaynama derecesinin altinda belli bir sicaklikta, siitlin dogal niteliklerinde
degisiklikler olusturmadan, hastalik yapan etmenlerinden tamamen, diger etmenlerden de
cogunlukla arinmig bir igme siitii ¢esididir. Sogukta muhafaza edilmek sartiyla dayanma

stireleri iki gilindiir. Pastorize siit liretim akis semas1 Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Siit
!

v

Kontrol - Degerlendirme

v

Tartn — Alim

-—

Krema *

Seperasvon
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Sogutma

-—

Soguk Rezerv — Depo
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Standardizasyon

o

Filtrasvon

-l

Balans - Tank

=l

On Isitma

-l

Homauojenizasvon

-l

Koku Alma

Y

Pastiirizasvon

Y

Balans Tank

L

Ambalaj + Dolum + Kapak

v

Soguk Depo

L]

Pazar Ambalaji

Ambalaj
Malzemesi

Ambalaj
Malzemesi

Sekil 3.1 Pastdrize igme siitii iiretimi akis diyagrami [15]



20

Uzun 6miirlii siitler, tiiketici tarafindan sterilize, kutu ve UHT olarak da tanimlanirlar. Ozel
bir teknolojik islemle 135-150 °C’de 2-4 saniye tutularak iglerinde siitiin bozulmasima neden
olan ve hastalik yapan etkenlerin tiimii yok edilmis bir igme siitii ¢esididir [13; 14]. Sterilize

igme siitli iiretimi akis diyagrami Sekil 3.2°de verilmistir.

Cig Sut

Sogutma

Cig Sut

Y

Cig Sut
Depolama Tank

Standardizasyon

L

Homojenizasyon

UHT Siitii Pastortizasyon

Filire

Sogutma

Depolama Tank

Filtre

Sogutma

Depolama Tank:

Filtre

Sterilize Balans
Tank

Homojenizasyon

Sterilizasyon

Sogutma

Aseptik Tank

Paketleme

Depolama

Sekil 3.2 Sterilize igme siitii iiretimi akis diyagrami [15]
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3.7 Uretilen Siitiin Degerlendirilmesi

Ulkemizde iiretilen siitiin ancak %60°’1 pazarlanmakta, bunun da %40’ ma yakin kism1 islem
gormeden tiiketiciye ulagsmaktadir. Geri kalan kismi1 ise modern isletmelerde ve mandiralarda
islenmektedir. Islenen siitiin %20’si igme siitii, %801 ise dayanikli siit iiriinleri (peynir,

yogurt, ayran, tereyagi v.b) olarak degerlendirilmektedir [13].

3.8 Laktoz Alerjisi

Siit sekeri olarak tanimlanan laktoz, siitiin tek karbonhidratidir. Glukoz ve galaktozdan olusan
bir disakkarit olan laktozun, anne siitiindeki ortalama miktar1 yaklasik %7, inek siitiindeki
miktart ise yaklagik %4.8’dir. Siit ve siit tirlinleri ile alinan laktoz, organizmada glukoz ve
galaktoza pargalanir. Ancak, bazi kisilerin organizmalar1 laktaz enzimi eksikligi ya da
yetersizligi nedeniyle bu gorevi yerine getiremez. Hidrolize olamayan laktozun yogunlugu
artmakta ve sonugta barsakta yiiksek osmotik basing olusmaktadir. Bu basing, barsak
bosluklarina su akimina yol agmakta; kiside siskinlik, barsakta gaz toplanmasi, kramplar ve
diare goriilmektedir (Binkey, 1996; Ladero vd.; 2001; Jelen ve Tossavainen, 2003). Cizelge
3.3’de laktoz alerjisinin goriildiigii sosyal gruplar ve rastlanma sikligi ile ilgili bilgi

verilmistir.



Cizelge 3.3 Laktoz alerjisinin goriildiigli sosyal gruplar ve rastlanma sikligi

(Korukluoglu, 1999)
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(%)

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

Danimarkalilar

Cok diisiik (< %10)
3
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4. LAKTOZ

4.1 Karbonhidratlar ve Laktoz

Karbonhidratlar; karbon, hidrojen ve oksijen atomlarindan olusurlar. Birinci derecede enerji
kaynagidirlar ve yeryiiziinde en ¢ok bulunan organik bilesiklerdir. Canlilarda fotosentez veya
kemosentez sonucu sentezlenirler. Karbonhidratlar hem canlinin yapisina katilan, hem de
enerji saglayan organik bilesiklerin bir grubudur. Biitliin canli hiicrelerde bulunur. Dogada
genellikle biiylik molekiiller halindedir. Viicuda alinan bu biiylik molekiillerin hiicrelere
iletilmesi i¢in canli tarafindan sindirilmesi ve uygun molekiil biylikliigiine kadar

pargalanmasi gerekir.

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

zarindan gegemez [16].

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

Laktoz, 6 karbonlu molekiiller olan glukoz ve galaktozun aralarinda glukozit bag: ile
baglanmalar1 sonucunda olusan 12 karbonlu bir disakkarittir. Sadece memeli canlilar
tarafindan sentezlenir [17]. Laktoz molekiiliiniin yapis1 ve kimyasal goriinimii Sekil 4.1°de

gosterilmistir [18].
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Sekil 4.1 Laktoz molekiilii [19]

4.2. Laktozun Hidrolizi

Siitiin yapisinda bulunan bir karbonhidrat olan laktozu birgok insan, 3-Galactosidase eksikligi
ya da yetersizligi nedeniyle tam olarak sindirememektedir (yalniz USA’de yaklasik 50 milyon
kisi). Bu nedenle de gaz, mide agris1 ve diare gibi problemlerle karsilagmaktadirlar. Bu
kisilerin laktoz icermeyen diyetler yapmalari ya da laktozsuz gidalar1 tiikketmeleri
gerekmektedir. Bu nedenle yeni gida {irtinlerinin gelistirilebilmesi agisindan laktozun hidrolizi

bliylik 6nem tagimaktadir.

Diger sekerlere gore laktozun ¢oziiniirliiliigi ve tatlihigi daha azdir. Higroskopik bir seker
olarak laktoz, aroma ve kokuyu adsorbe etmeye oldukca yatkindir. Bu nedenle de, 1yi bir
kontrol saglanmazsa dondurulmus gidalarda (dondurma gibi) bozulmalara neden olabilir.
Laktozun hidrolizlenmesi, gida katkilarinin ¢esitlenmesini, enerji maliyetlerinin diigmesini ve
laktozun kristalli yapisindan kaynaklanan kumsu dokunun engellenmesini saglayabilir.
Laktoz hidroliz islemi sonucunda alt1 karbonlu glikoz ve galaktoza parcalanir. Hidroliz
isleminin amaci laktozun daha kolay sindirilebilir iiriinlere doniistiiriilmesidir. Ayrica gida
sanayinde laktozsuz firiinlerin iiretimine imkan vermektir (Numanoglu ve Sungur, 2004).

Laktozun hidrolizlenmesinde iki yontem kullanilmaktadir;
1- asidik
2- enzimatik

Asit ile hidrolizde, asit ¢ozeltisi ya da asidik iyon degistirici regineler kullanilarak 150°C ve
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pH 1-2’de hidrolizlenme gerceklestirilir. Reaksiyon ¢ok hizli gergeklesir. Ancak,
hidrolizlenmenin ¢ok yliksek sicakliklarda olmasi dolayisiyla asitler, proteinler ve yaglar
arasinda olusan ikincil reaksiyonlar, koku ve aromada olusan yaygin degisimler, siit
icerigindeki besin degerlerinin azalmasi gibi nedenler dolayisiyla hidrolizlenme yetersiz

olmaktadir.

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

dezavantajlar1 vardir.

Laktozun enzimatik hidrolizi; hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda bulunan (-
galaktosidase enzimleri ile gergeklestirilir. Endiistride, sadece mikroorganizmalardan elde
edilen enzimler kullanilmaktadir. Enzim maliyetlerinin yiiksek ve tiretkenligin az olmasi
enzimatik hidrolizlenmede karsilasilan problemlerdir. Bu problemlerde; daha kararli
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.
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Sekil 4.2 Laktozun enzimatik hidrolizi [20]
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4.3 Laktozun Kullanim Alanlar1

Laktoz, basta gida sanayi olmak iizere tipta ve ilag sanayinde yaygin bir sekilde kullanilir.
Gida sanayinde 6zellikle firincilik iirlinleri, sekerlemeler, toz ¢orbalar, instant igecekler, soslar,
et mamulleri, bebek mamasi, baz1 fermente siit mamulleri ve ¢esitli diyet gidalarin iiretiminde

laktozdan yararlanilir.

Laktoz dondurma ve cesitli sekerlemelerde seker tadinin dengelenmesinde kullanilir. Ayrica,
tat, koku ve renk maddelerini kolayca absorbe edebildiginden gida teknolojisinde tastyici ajan
olarak da degerlendirilir. Boylece tuzlu ve aci tat farklarmi gizler ve iriiniin tipik
Ozelliklerinin belirginlesmesini saglar. Biskiivi gibi bazi firincilik {iriinlerinde kullanildiginda,
bu iriinlerdeki 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 Olgiide yer verilir. Ciinkii laktoz, diyetetik etki baglaminda,
yag metabolizmasinda rol oynayarak karacigerde yag birikimini Onleyici etki yapmakta ve
¢ok sayida B vitaminin sentezlenmesini kolaylastirmaktadir. Diger yandan laktoz, ince
bagirsaklarda bulunan laktaz (B-galactosidase) 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 ¢evrilir. Galaktozun bagka bir metabolik
fonksiyonu da, beyin gelisiminde rol oynamasidir. Laktozla beslenen c¢ocuklarin, diger
sekerlerle beslenenlerden daha iyi gelistikleri de kanitlanmistir. Ayrica, laktozun beslenmede
kalsiyum emilimini belirgin 6lciide i1yilestirdigi, kemik ve dis olusumunu kolaylastirdig1 da
anlagilmistir. Bu nedenlerden dolayi, anne siitiiyle beslenemeyen bebeklerde, inek siitline
sakkaroz yerine laktoz eklenmekte ve bebek mamalarinin iiretiminde, karbonhidrat oraninin

anne siitline dengelenmesinde laktozdan yararlanilmaktadir.

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

yapiminda kullanilmaktadir (Ugiincii, 2004).
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SONIKASYON

5.1 Sonikayon Tanimi

Sonikasyon, insan kulaginin isitebilecegi ses frekansinin {lizerindeki akustik dalgalara denir.
Ultrasonik dalgalar1 insan kulagi duyamaz [21]. 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 ¢esididir, elektrik
enerjisi degildir. Cizelge 5.1°de ses dalgalarinin frekanslara gére gruplandirilmasi ve Cizelge

5.2’de ise gii¢ ve frekansa gore sonikasyonun uygulama alanlar1 goriillmektedir.

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

Frekans Arahg
Infrases (kizildtesi ses) OHz-15Hz
Insan kulaginin isitebildigi sesler 16 Hz - 20 kHz
Gli¢ sonikasyon dalgalari 20 kHz - 2 MHz
Tan1 (diagnostik) ses dalgalar 5 MHz - 10 MHz
Mikroses (eski adiyla “hiperses™) > 500 MHz

Cizelge 5.2 Giig ve frekansa gore sonikasyonun uygulamalari [22]

Uygulama alam Frekans Gii¢ Ornek
Diisiik gii¢ uygulamalart | Yiiksek frekans | Diislik gii¢ Malzeme bilimi,
(>100 kHz) (<1Wilcm?®) | tibbi tam

Yiiksek giic uygulamalar1 | Diistik frekans Yiiksek gii¢ Temizleme,
(<100 kHz) (>1Wi/cm? | homojenizasyon,

sonokimyasal uygulamalar

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¢ ¢eviricideki titresim siiresinin bir fraksiyonudur.
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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 araligi %100’ den kiigiikse kesikli proses
olarak adlandirilir. Frekans araligi sistemdeki zararli etkilerin (asirt sicaklik yiikselmesi gibi)

olusmasini Onler. Frekans aralig1 arttik¢a daha yiiksek sicaklik ortaya ¢ikar [23; 24].

Titresim orani, zamana gore enerji konsantrasyonunu ifade eder. Yani, cihazin acik 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 mili saniye) enerji vermemektedir. Yani;
stirenin % 20’sinde cihaz ¢alismaktadir. Sonikasyon cihazi daha yiiksek frekans araliginda,
daha fazla enerji verir. Cizelge 5.3’te frekans araligi ile titresim oranlarinin karsilastiriimasi

yapilmistir [25].

Cizelge 5.3 Frekans aralig1 ve titresim oranlarinin karsilastirilmasi [25]

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

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

5.3 Sonikasyonun Genel Prensipleri

Ultrasonik dalgalar; mekanik, elektromanyetik ve termal enerji kaynaklari kullanilarak
ultrasonik gii¢ ¢eviriciler ile tretilir [21]. Ultrasonik gii¢ geviriciler, mekanik ve elektrik
enerjisini ses enerjisine ¢eviren cihazlardir (Povey ve Mason, 1998). Ultrasonik dalgalar;
gazlar (hava gibi), sivilar ve katilar ig¢inde firetilebilir [21]. Ultrasonik dalgalarinin 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
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dolayisiyla da kavitasyon olusur (Povey ve Mason, 1998).

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

saglanabilmesidir (Povey ve Mason, 1998; [21]).

. 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 iirettigini
bulmustur. Aslinda mekanik titresimler, elektriksel salinimlarin uygulanmasiyla elde
edilmektedir. En yaygin olarak kullanilan doniistiiriicli piezoelektrik doniistiirticiilerdir.
Piezoeletrik doniistiiriiciiler, tiim frekans araliklarinda kullanilabilmekte ve %95

elekriksel verim saglamaktadir (Povey ve Mason, 1998; [21]).

Ultrasonik gii¢ kaynaklari, voltaj hattindaki normal elektirik enerjisini yliksek frekanstaki
elektrik enerjisine doniistiirmektedir. Bu elektrik enerjisi, mekanik enerjiye doniistiiren proba
iletilmektedir. Prob, boylamsal yonde titresir ve bu hareket ¢ozeltiye daldirilmis titanyum uca
iletilir. Probdaki titresimler, titanyum ug tarafindan siddetlendirilmektedir. Cozeltiye yayilan
giiclii sok dalgalarin etkisiyle olusan mikroskopik kabarciklarin anlik olarak olusup
sonmesiyle kavitasyon olusur (Cropek ve Dankowski, 2000; [26]).

5.4 Kavitasyon

Kavitasyon; sonikasyon uygulanan bir ¢ozeltide, ultrasonik dalgalarin genlesme evresinde
stvinin i¢inde mikro kabarciklarin ve gukurlarin olusmasi ve dalgalarin sikistirma evresinde
bu kabarciklarin sonmesi seklinde gerceklesen bir akustik prosestir (Schlager, 1998). Sonen
kabarciklar ile ortamda siddetli dalgalar olusmaktadir. Kabarcigin olugsmasi ve sénmesi ¢ok
hizli bir sekilde gerceklesmektedir. Kavitasyon, sadece ultrasonik giic uygulandiginda

olusmaktadir.
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Ses, Sekil 5.1’de gosterildigi gibi ardarda gelen sikisma ve genlesmelerden olusan basing
dalgalar1 halinde ilerler. Bu basing dalgalari, ic¢inde ilerledikleri ortamdaki molekiillerin
titresimlerini etkiler (Andag, 2002). Bir sivi sikisma dalgalarina kolaylikla dayanirken,
yeterince gliclii bir genlesme dalgasi sivi molekiilleri arasindaki baglarin kopmasina sebep
olabilir. Bu durumda olusan bosluk, sivi i¢inde bulunan gaz ya da buhar tarafindan doldurulur
ve kavitasyon baloncugu olusur. Olusan bu baloncuk pes pese birkag genisleme dalgasi
boyunca ortamdan gaz yada buhar olarak biiyiimeye 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 olusmasi, biiylimesi

ve sonmesi gosterilmistir.

A

slagma slagma slugma =mlogma

AN
- \j \

ganizleme  genislems genizlems

bazine

xelzemn

Sekil 5.1 Ultrasonik dalgalarin ilerleyisi (Andag, 2002)
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genlesme sikisma genlesme sikisma
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Sekil 5.2 Kavitasyon kabarcigiin olusmasi, biiylimesi ve sénmesi (Casadonte, 2000; Giz,
2000)

5.5 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 liretilse 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
kohesiv kuvvetlerinin iistesinden gelebilecek genlesme evresiyle etkisini gosteren
negatif bir sabit basin¢ gereklidir. Viskoz veya yiiksek yiizey gerilimli sivilarda bu daha
zordur. Bu durumda daha biiyiik siddet gereklidir. Bununla birlikte; viskoz sivi
kavitasyon kabarcigini iiretebilirse, kabarciklarin ¢okmesinden ortaya ¢ikan sicaklik ve

basing etkileri oldukca biiylik olur. Ciinkii ¢6kme baglangicinda basing ¢ok fazladir.
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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. Sonu¢ olarak,
maksimum sonokimyasal yarar saglamak i¢in deneylerin diisiik sicaklikta yapilmasi

gerekir. Coziiciinlin diisiik buhar basincina sahip olmasi tercih edilmelidir.

. Gaz tipi ve icerigi: Kiiclik atomlu gazlarin kullanimi, i¢i gaz dolu kabarciklarin daha
biiylik sonokimyasal etkiler yaratmasini 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 diiser.

o 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 Pj
degeri vereceginden, P, - P,< 0 olur. Bu durum ultrasonik siddeti yeterli derecede

attiracak ve kavitasyon iiretecektir (Kog (Onciil), 2001).

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 temizleme banyosu 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 i¢ine daldirilir.

Reaksiyon kabi i¢in 6zel bir adaptor gerekli degildir. Kap igerisinde inert bir atmosfer veya

basing saglanabilir. Cihazin duvarlarindan reaksiyon ortamina ulasan enerji miktart diistiktiir,
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normal olarak 1-5 W cm™ arasindadir. Ticari ultrasonikasyon banyolarinda termostatik

kontrol genellikle zayiftir ve bu nedenle sistem ek olarak termostatik kontrol gerektirir (Kog

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

Reaksiyon
karigimi

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

5.6.2 Ultrasonik prob

Ultrasonik prob, reaksiyon ortamina direkt olarak ultrasonik enerjinin uygulanmasini saglar.

Prob sisteminde, banyo sisteminde bulunan reaktér duvarlari ve dalganin transfer edildigi su

ortami aradan ¢ikarilmistir (Sekil 5.4).

Doniistiirticli

Jenerator

Prob it

Degistirilebilir u¢ ———— u

Sekil 5.4 Ultrasonik prob sistemi (Povey ve Mason, 1998)
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Bu tip sistemlerin giicii kontrol edilebilir ve banyo sistemine gore daha yiiksek giic yogunlugu
(maksimum birkag yiiz W cm™) saglanabilir. Ancak, prob sistemi banyodan daha pahalidir

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

5.7 Sonikasyonun Yararlar:

Kimyasal ve biyokimyasal proseslere sonikasyon isleminin uygulanmasindaki en 6nemli
amag, kimyasal reaktifligi arttirmaktir (Lii vd., 1999). Reaksiyon hizin1 arttirmak igin

kullanilan yontemler;

. Reaksiyon sicakligini arttirmak,

o Reaktanlarin konsantrasyonunu arttirmak,
. Dis basinci arttirmak,

° Kataliz6r kullanima,

o Sonikasyon’dur.

Sonikasyonun reaksiyona etkisi, katalizoriin reaksiyonu hizlandirma etkisine benzemektedir.
Sonikasyon, en ¢ok katalitik bazli (katalizoriin kullanildigi) proseslerde etkili olmaktadir.
Ultrasonik ve enzimatik etkiler; proses siiresini kisaltmakta ve yiliksek oranda doniisiim
saglamaktadir. Ayrica, sonikasyon cihaz1 yaydigi dalgalarla ortamin sicakligini
yiikseltmektedir. Bu nedenle sistemde sogutucu bulundurulmalidir (Schlager, 1998). Yapilan
caligmalar sonucu, ses Gtesi dalgalarin enzimatik reaksiyonlar iizerinde 1000 kat daha etkili
oldugu goriilmiistiir. Ayn1 tepkime siiresine sahip bir kimyasal ¢aligmada, ses Gtesi dalgalarin
uygulandigr sistemde, karistirmali sisteme gore daha yiiksek doniisim degerlerine
ulagilmistir. Diger bir kimyasal ¢alismada ise, ses Gtesi dalgalar ve karistirmali sistem birlikte

uygulanarak yiiksek doniisiim degerleri elde edilebilmistir (Yalgin vd., 2002).

S1v1 ortamda, sonikasyonun biyokimyasal reaktiflige etkileri iki temel akustik olaydan elde

edilir (Schlager, 1998);

o Akustik dalga

o Kavitasyon

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

meydana getirir (Yalgin vd., 2002). Sonikasyonun karistiric etkisi;

° Kiitle transferi

o Aktif kisimlardaki yenilenme ve iiretim hiz1
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o Enzim yiizeylerindeki iiriin ve toksinlerin desorpsiyonunu saglar (Schlager, 1998).

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

uygulanmasiyla hizlandirilabilir (Neis, 2002).

Kimyada sonikasyon kullaniminin diger avantajlart su sekilde Ozetlenirse; sonikasyon
uygulandigt 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 sayisi azaltilabilir. Bazi durumlarda ise reaksiyon, sonikasyon etkisi ile tamamen
farkl1 bir yolla gerceklestirilebilir (Kog (Onciil), 2001). Sonikasyon kullaniminin ¢ok az
dezavantaji bulunmaktadir. Bu dezavantajlar ise, cihazin giiriiltiilii galismas1 ve sonikasyonun

endiistriye uygulanmasindaki maliyettir.

5.8 Sonikasyonun Kullanim Alanlari

Teknolojide goriilen gelismelere paralel olarak sonikasyonun kullanim alanlari hizli bir

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



36

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

Alan

Uygulama

Biyoloji,

Biyokimya

Homojenlestirme
Hiicre parcalanmasi
Akustik gii¢, c¢esitli c¢alismalar i¢in hiicre duvarlarini pargalayarak,

hiicrelerdeki istenmeyen yapilar1 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

Cogratya,

Jeoloji

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

Sonar (ultrasonik radar)

Endistri

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

Ultrasonik banyolara daldirilarak yaglamay: azaltma ve temizleme islemleri
yapilir.

Akustik filtrasyon ve ultrasonikasyon ile kurutma uygulamalar1 ise pek

yaygin degildir.

Plastikler

ve

Polimerler

Termoplastiklerle kaynak yapiminda,
Polimerizasyon reaksiyonlarini baslatmada,

Polimer zincirlerinin kirilmasinda.
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Cizelge 5.4 (Devam)

Okyanus

bilimi

Su altinin izlenmesi
Deniz tabakasinin hatlarinin ¢izilmesi
Batik gemilerin bulunmasi

Balik surilerinin aranmasi

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 (kati yag), pas ve boyalarin
cikarilmast gibi

Lehimleme ve kaynak

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

Malzemelerdeki hatalarin bulunmasi: Vurus yanki teknigi kullanilir. Bu
teknikte ses dalgalari, muayene edilecek nesneye gonderilir ve yanki analiz
edilen icteki hata veya geometrik ylizeyin bir boliimiinden aliciya geri
doner. Hatalar ve maddenin icindeki 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 0zelliklerinin belirlenmesi (pargacik biiytikligl, goézeneklilik,

kiritlma mukavemeti gibi 6zellikler)

Gida

Kopiik giderme

Karigstirma ve oksidasyon

Dis
hekimligi

Dislerin temizlenmesi ve delinmesinde kullanilir.
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Cizelge 5.4 (Devam)

Ilag

Enzim aktiflestirme
Emiilsiyon haline getirme

Kemoterapi uygulamalar1

Tip

Cerrahi aletlerin sterilizasyonu

Gériintiileme teknikleri: Insan kalbindeki kanin akis1, kalp kapakgciklarinin
durumu (doppler); bobrek, safratast ve tlimodrlerin  tetkikinde
kullanilmaktadir. 2-10 MHz frekans araligi sonikasyon ile goriintiilemede,
ozellikle dogumlarda, fetusu (cenini) gézlemlemek igin ve ameliyatlarda
kesim aletlerine rehberlik etmek i¢in kullanilir.

Fizyoterapi: Disiik frekanslarda (20-50 kHz) kas incinmelerin tedavisinde

kullanilir.

Elektronik

Elektronik komponentlerin muayenesi, temizligi ve montaji
Yiizey akustik dalga filtreleri ultrasonik frekanslarla c¢alisir. Bunlar cep

telefonu ve TV alicilar1 i¢in 6nemlidir.

Tarim

Hayvanlardaki yag tabakasinin kalinligin1 6l¢mek
Homojenlestirilmis siitiin kalitesini arttirma

Hagereler ile miicadele
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6. B-GALACTOSIDASE ENZIMI VE GENEL OZELLIKLERI

B-Galactosidase enzimi, siit endiistrisinde, siit ve siit lrlinlerinden laktozun hidrolizinde
kullanilan ¢ok saflastirilmis laktazdir. Kaynaklar1 farklt mikroorganizmalar olan bir¢ok

B-Galactosidase enzimi bulunmaktadir.

B-Galactosidase enzimi, siit sekeri laktozu, glukoz ve galaktoz olarak iki monosakkarite
hidrolize eder. B-Galactosidase enzimi, asagidaki hidroliz reaksiyonunu Kkatalizler, hidroliz
reaksiyonu sirasinda, bir molekiil su kullanilir ve seker molekiilii baglanir. Optimum pH 6-8

araligindadir. Enzim suda ¢oziintirdiir [27].
B-D-Galactosidase + H,O — Galaktoz + Alkol

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

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

B-Galactosidase enzimi, rengi saridan agik kahverengiye dogru bir tonda olan viskoz bir
stvidir.  B-Galactosidase enzimi, yapisinda bir¢ok element bulundurmaktadir. Bunlarin

baslicalar kursun, arsenik, civa, kadmiyumdur.

Cizelge 6.1 B-Galactosidase 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)
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Cizelge 6.2 B-Galactosidase enziminin mikrobiyolojik 6zellikleri (DSM Food, 2004)

Mikrobiyoelojik 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 B-Galactosidase Enziminin Yapisi

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

1021-1170 amino asit igermektedir (Nichtl, 1998; Ullman, 2001; [27]).

2.5 A c¢oziiniirliikte kristal yapidaki ¢ift sarmal B-Galactosidase’in boyutlar1 kabaca
175x135x90 A’ diir. Molekiil ¢ap1 yaklasik 5.39 nm’ dir (Nichtl, 1998).

Sekil 6.1’de B-Galactosidase’in 3 boyutlu yapis1 goriilmektedir. Sekil 6.1(a)’da
B-Galactosidase tetramer molekiiliiniin en genis yliziinii gosteren kurdele sekli bulunmaktadir.

Kirmizi/yesil ve mavi/sar1 dimerlerin etkilesimi uzun arayiizeyleri olusturmaktadir.
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©

Sekil 6.1 B-Galactosidase enziminin kimyasal goriintimii [16]

Sekil 6.1(b)’de molekiiliin ¢ift sarmal yapidaki kurdele diyagramindaki mavi/yesil dimer
aktiflesmis arayiizeyin kompozisyonunu gostermektedir. Her =zincirdeki a-tamamlayict
bolgeyi olusturan 1-50 arasindaki aminoasitler kirmiziyla gosterilmistir. Ara yiizey;
tamamlayic1t peptidler ile ara yiizeye ulasan ve komsu molekiiliin aktif bolgesine kadar

genisleyerek yapiyr kararli kilan her monomerdeki genislemis diigiim (272-288 arasindaki



42

aminoasitler) arasindaki etkilesimi igermektedir. Sekil 6.1(c)’de zincirdeki boliimlerin
organizasyonunu gosteren (-Galactosidase monomerinin kurdele diyagrami bulunmaktadir.
Birbirini izleyen boliimlerdeki aminoasitler, renk skalasinda birbirini izleyen renklerle

gosterilmistir (Ullman, 2001).

6.2 B-Galactosidase Enziminin Endiistriyel Uygulamalar

Siitte bulunan laktozun hidrolizinde kullanilan f—Galactosidase enzimi bir¢cok gida prosesinde

kullanilmaktadir. Bunlardan baslicalart;

. Siuittiin hidrolizi
° Laktozsuz siit Uiriinlerinin eldesi
° Dondurma tretimi

o Peynir alt1 suyunun hidrolizi

o Hayvansal besin uygulamalar1’dir (Sener, 2006).
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7. B-GALACTOSIDASE 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-Galactosidase ile ilgili bazi1 ¢alismalar asagida 6zetlenmistir.

Ansari ve Husain, (2010) tarafindan yapilan calismada; Asspergillus orzyzae kaynakli
B-Galactosidase enzimi immobilize edilmistir. Coziiniir ve immobilize enzim ayni1 optimum
pH’1 gostermistir (pH 4.6). Dogal enzimin bir aylik saklama kosulu sonrasinda aktivitesinin
%63°1 kalirken, immobilize edilmis enzim ayni sartlar altinda aktivitesinin %93’ linii
korumustur. Immobilize edilmis enzim 60 °C’de, kesikli proseste laktoz hidrolizi igin 50

°C’ye kiyasla daha yiiksek verim gostermistir.

Puri vd., (2010) tarafindan yapilan ¢alismada Kluyveromyces marxianus (YW-1) kaynakli
B-Galactosidase enzimi immobilize edilmis ve siitten laktoz hidrolizi i¢in kullanilmistir.
Immobilize edilmis enzim optimum pH’1 7°de, optimum sicaklig: ise 40 °C’de gdstermistir.

Siitten laktoz hidrolizinde 4 saatlik inkiibasyon sonunda %49 oraninda doniisiim saglanmistir.

Haider ve Husain, (2009) tarafindan yapilan g¢alismada; Asspergillus orzyzae kaynakli
B-Galactosidase enzimi ozellik kazandirilmis kalsiyum aljinat yiizeyinde immobilize
edilmistir. Immobilize edilmis p-Galactosidase’in maksimum aktivitesi 60 °C’de goriilmiis
olup yaklasik olarak serbest enzimden 10 °C daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Immobilize
enzim 1s1, dre, MgCl, ve CaCly’e karst normal enzime gore daha yiiksek kararlilik
gostermistir. Serbest enzimde MgCl,’lin %3 iin iizerinde oldugunda enzim aktivitesinde diisiis
gozlenirken, immobilize edilmis enzim aktivitesinde MgCl,’iin %5’e artirilmasiyla artig
gozlenmistir. 37°C’deki 1 saatlik inkiibasyon sinucunda, %35’lik CaCl,, %5 galaktoz ve 4 M
tire varliginda immobilize edilmis P-Galactosidase aktivitesi sirasiyla %61, %50 ve %43
olarak kalmistir. Immobilize edilmis p-Galactosidase normal enzime gore siitten veya peynir
alt1 suyundan kesikli proseste laktozun hidrolizlenmesinde daha cok {istiinliik gostermistir;
immobilize enzim peynir alt1 suyunda laktozu 3 saatte %89 hidrolizlemis, siitte ise 4 saatte
%79 hidrolizlemistir. 4°C’lik saklama kosulu altinda 2 ay sonunda enzimin %61’i orijinal
aktivitesinde kalmis, ¢oziinebilir enzim ise ayni sartlar altinda sadece %37’sini baslangi¢

aktivitesinde gostermistir.

Rhimi vd., (2009) tarafindan yapilan ¢alsmada Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus
ATCC 11842 (L. bulgaricus)’den elde edilen B-Galactosidase geni igeren LacZ klonlanmis,

dizilmis ve proteinden karakterize edilmis ve saflastirilmis E. coli i¢inde muamele edilmistir.
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Mutant enzim laktozun peynir alt1 suyu ve siitte hidrolizlenmesinde optimum sicaklig1 35-50

°C’de gostermis, optimum pH’1 ise 6.5-7 araliginda sergilemistir.

Haider ve Husain, (2009) tarafindan yapilan calismada kalsiyum aljinat ile tutuklanmisg
B-Galactosidase preparati, siit ve peynir alt1 suyundan laktozun hidrolizi i¢in kesikli proseste
ve dolgulu yatak kolonda kullanilmustir. 32 °C’lik sicaklik ve degisik akis oranlar altinda
yapilan incelemelerde kalsiyum aljinat ile tutuklanmis [-Galactosidase enzimi serbest
B-Galactosidase enzimi ile kiyaslandiginda kesikli proseste laktoz hidrolizinin daha verimli

oldugu goriilmiistiir; siitte %77, peynir alti suyunda %86.

Neri vd., (2008) tarafindan yapilan calismada Kluyveromyces lactis’'ten elde edilen
B-Galactosidase aktiflestirici faktor olarak glutaraldehit kullanilarak mPOS-PVA iizerinde
immobilize edilmis ve 6zellikleri degerlendirilmistir. immobilize enzimatik tiirevleri serbest
enzimle ayn1 optimum PH’1 (6.5) ve optimum sicakligi (50 °C) gostermistir. mPOS-PVA
B-Galactosidase enzim preparati serbest enzimden daha yiiksek operasyon ve sicaklik
stabilitesi gdstermistir. Immobilize B-Galactosidase enziminin siitten laktoz hidrolizinde daha

verimli oldugunu savunmuslardir.

Panesar vd. (2007), tarafindan yapilan c¢alismada, enzim ekstraksiyonu ve membran
hiicresinin laktoza olan zayif gegirgenlik probleminin {istesinden gelebilmek i¢in, hidrolize siit
laktozunun iretimi igin gegirgen Kluyveromyces marxianus hiicreleri kullanilarak deneyler
yapilmistir. Biyokiitle yliklemeleri, 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 saglamigtir.

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

reaksiyon ve enzim i¢in daha uygun oldugu saptanmuistir.
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Ladero vd. (2006), tarafindan yapilan caligmada, Thermus sp. Strain T2’den iiretilen
immobilize edilmis ve edilmemis p-Galactosidase’in termal ve pH inaktivasyonu
incelenmistir. Termal inaktivasyon deneyleri 50 g/L laktoz igeren laktoz tampon ¢ozeltisinde,
pH inaktivasyonu deneyleri ise genelde kullanilan 50 mM (pH 7.2) fosfat tamponda
gerceklestirilmistir. Termal inaktivasyon deneyleri i¢in 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 ayni 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
saglanmigtir. Basit durumda, 2 kademli birinci dereceden basit bir model secilmistir. Asidik
kosullarda, endiistriyel uygulamalari i¢in énemli 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 calismada; alternatif bir metod olarak ultrasonikasyonun
yagl siitteki laktozun hidroliz kinetigine etkisi incelenmistir. Sonikatdriin frekans araligi ve
akustik giicii ile enzim stabilitesine etkisi ¢alisilmistir. Hidroliz reaksiyonlar1 Kluyveromyces
marxianus kaynakli ticari -Galactosidase enzimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Optimum
calisma sartlar1 olan, 20 watt akustik giic, %10 frekans araligt ve 1 ml/L enzim
konsantrasyonunda, ultrasonik uygulama %90 hidroliz derecesi ile sonug¢lanmistir. Enzim ise
%25 oraninda aktivite kaybetmistir. Bu sonug¢lar, 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-Galactosidase enzimi siit akigi boyunca sistemde
sirkiile olmaktadir. Enzim aktivitesi ve siit akis hiz1 gibi proses parametrelerinin hidroliz
tizerindeki etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglar, kesikli reaktorden elde edilen veriler
ile karsilastirildiginda, enzim aktivitesinin uzun silire korundugu bulunmustur. 4.9 m?

membran ylizeyine sahip derin fiber reaktérde 23+2 °C, 120 U/ml enzim aktivitesi ve 9.9 L/h

stit akis hizinda %78.11 oraninda doniisiim gerceklesmistir.
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Kim vd., (2004) tarafindan yapilan ¢alismada; Kluyveromyces lactis kaynakli B-Galactosidase
enzimi kullanilarak yapilan laktoz hidrolizasyonunun, Michaelis-Menten kinetigine uymadigi
gorilmistir. Yeni bir kinetik modeli olusturmak amaciyla, galaktoz ve glukozun
B-Galactosidase aktivitesi tlizerindeki 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-Galactosidase’in  aktivitesini inhibe etmemistir. 50 mM’den disik glukoz
konsantrasyonlarinda reaksiyon hizinda artis gozlenmistir ve optimum hidroliz degeri
yaklagik %87 olarak belirlenmistir. Hidroliz reaksiyonlarinda Kluyveromyces lactis kaynakli
B-Galactosidase enzimi i¢in glukoz ve laktozun konsantrasyonuna bagli yeni bir model
olusturulmustur. Kluyveromyces lactis kaynakli B-Galactosidase enzimi kullanilarak yapilan
hidroliz isleminde zamana bagli reaksiyonlardan elde edilen laktoz konsantrasyon

degerlerinin, olusturulan yeni modelle agiklanabildigi ileri stirtilmiistiir.

Numanoglu ve Sungur, (2004) tarafindan yapilan calismada; hiicre disi enzim ireten
hiicrelerin direkt olarak immobilize edilebildigi, fakat hiicre i¢i enzim {iireten hiicrelerin
oncelikle hiicre gecirgenliklerinin arttirilmas1  gerektigi belirtilmistir. Bu calismada,
Kluyveromyces lactis (ATTC 8583) kaynakli B-Galactosidase enzimi kullanilmustir.
B-Galakctosidase enzimi hiicre igi bir enzim oldugundan; gegirgen hale getirilmis oli
hiicreler, gluteraldehit kullanilarak jelatin icerisinde immobilize edilmistir. Iki kimyasal, bir
fiziksel proses test edilmistir. Kimyasal metotlarda toksitlenme oranlar1 daha yiiksek
oldugundan, fiziksel metodun daha uygun olduguna karar verilmistir. Bu c¢aligmanin
sonucunda, serbest hiicrelere oranla immobilize hiicrelerin aktivitesinin %30 oraninda daha

fazla oldugu gbzlenmistir.

Roy ve Gupta, (2003) tarafindan yapilan c¢alismada; ticari adi Lactozym™ olan
Kluyevromyces fragilis kaynakli p-Galactosidase seliiloz tanecikleri {izerinde epiklorodin
yardimiyla immobilize edilmistir. Peynir alti suyundan elde edilen laktozun %90 oraninda
hidrolizlenmesi akiskan yatakli reaktorde 5 saatte gergeklesirken, ayni islem stirekli sistemde
48 saat belirlenmistir. 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 ¢alismada; Thermus kaynakli B-Galactosidase enzimi;

galaktoz (3.1 mM) ile rekabetci olacak ve glukoz (49.9 mM) ile rekabetci olmayacak sekilde
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inhibe edilmistir. Bu durum enzimin endiistriyel performans iizerinde etkili olmustur. %5°1ik
laktoz hidrolizinde, serbest enzimler kullanilirken, reaksiyon %90’lik hidroliz oraninda
durmustur. Bu calismanin sonucunda, B-Galactosidase enzimi immobilizasyonunun, siit
igerisindeki laktoz hidrolizinde veya 70 °C’deki peynir alti suyundaki laktozun hidrolizinde
kullanilabilinecegi gosterilmistir. Serbest enzimlerle yapilan bu c¢alismada, galaktoz ve
glukozun gii¢lii inhibisyonu nedeniyle, laktoz %85 oraninda hidrolizlenmistir. immobilize
edilmis B-Galactosidase enziminin yiiksek stabilitesi nedeniyle, reaksiyonun 70 °C’de

yapilmas1 Onerilmistir.

Burin vd., (2003) tarafindan yapilan ¢alismada Aspergillus oryzae kaynakli B-Galactosidase
enziminin peynir altt suyundaki aktivitesi renk koyulagsmasi ve matrisindeki fiziksel
degisimlere bakilarak analiz edilmistir. Amorf sistemler, B-Galactosidase ve peynir alt1 suyu
iceren ama maltodekstrin igermeyen c¢dzeltilerin sogutularak kurutulmasi yontemiyle elde
edilmistir. Numuneler (gozenekli ya da dnceden sikistirilmis) %0, %22 ve %44 relatif nem
iceren atmosferlere maruz birakilmis ve 70 °C’de saklanmistir. Kalan enzim aktivitesi ve renk
degisimi segilen zaman araliklarinda analiz edilmistir. Enzim aktivitesindeki diisiisiin
kahverengi rengin olusumu ile ters orantili oldugu ve az gozenekli sistemlerde daha belirgin
olarak gozlemlendigi belirtilmistir. Maltodekstrin ilavesi ile enzim aktivitesindeki diisiis

yavaslatilmis, renk degisimi ve laktoz kristallenmesi geciktirilmistir.

Di Serio vd., (2003) tarafindan yapilan ¢alismada aliiminyum oksit ve silisyum oksit gibi
farkli oksit destekleri tizerine immobilize edilmis Kluyveromices marxianus (Saccharomyces)
lactis kaynakl1 p-Galactosidase enziminin kinetik davranisi incelenmistir. Immobilize enzim
aktivitesinin, destek malzemesinin kimyasal yapisi ve fiziksel ozelliklerine bagli olarak
degistigi gozlenmistir. Destek malzemesinin partikiil biiyiikliiglinlin  artisiyla  enzim
aktivitesinin hizla diistiigii tespit edilmistir. En uygun immobilize destek malzemesi silisyum
oksit olarak belirlenmistir. Silisyum oksit kiirecikleri {izerine immobilize edilmis
B-Galactosidase enzimi kullanilarak pH=7 i¢in laktoz hidrolizi; farkli besleme hizlari, iiriin
konsantrasyonlar1 ve sicakliklar gibi farkli operasyon kosullar1 i¢in gerceklestirilmistir. En
yiiksek laktoz doniisim orant Milipore Silica 150A iizerine immobilize edilmis 4 g
B-galactosidase enzimi kullanilarak 37 °C sicaklik ve 4 cm®/dakika besleme hizi icin elde

edilmis olup yaklasik %80°dir. Ilgili kinetik modeller Michaelis-Menten’e uygun olarak

kurulmustur.

Tanriseven ve Dogan, (2002) tarafindan yapilan ¢alismada; Aspergillus oryzae kaynakli

B-Galactosidase enzimi, gluteraldehit ile katilastirilmis jelatinden olusan tiipler icerisinde,
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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-Galactosidase
enzimlerinin daha kararli olduklar1 go6zlenmistir. Serbest ve immobilize edilmis
B-Galactosidase’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 c¢alismada; B-Galactosidase kaynagi olarak
kullanilan Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842’nin iireme ortaminda
pH’1 ayarlamak i¢in NaOH, KOH ve NH,OH gibi ti¢ farkli notrallestici kullanilmistir. Siit
icin laktoz hidroliz kinetikleri ile aktivite degerleri incelenmistir. NH4OH kullaniminin
NaOH, KOH kullanimina kiyasla enzim aktivitesini oldukga arttirdig: tespit edilmistir. Stitteki
laktoz hidrolizi i¢in Michaelis-Menten modeline ait ke Ve Ky, katsayilart %1 (hacim/hacim)
enzim konsantrasyonu i¢in hesaplanmistir. Laktoz hidroliz hizinin baglangictaki enzim
aktivitesi ve sicakliga bagh olarak degistigi gdzlenmistir. En yiiksek laktoz hidroliz hiz1 65 °C
icin 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¢cin daha yiiksek oldugu gozlenmistir.

Elliot vd., (2001) tarafindan yapilan ¢alismada; laktozun katalitik hidrolizini igeren proseste,
seker alkoliinii lireten katalitik hidrojenasyon ve katalitik hidrojenoliz, peynir alt1 suyu laktozu

tiretiminde kullanilmistir. Bu ¢alismada hidroliz derecesi yaklasik %92 olarak bulunmustur.

Ladero vd., (2001) tarafindan yapilan calismada; hem ¢ozelti i¢inde hem de silika
alimiinyum iizerinde immobilize edilmis Escherichia coli kaynakli B-Galactosidase enzimi
kullanilarak laktoz ve orto-nitrophenol-p-D-Galactoside’in (ONPG) hidrolizi incelenmistir.
Bu arastirmada kullanilan enzim genetik miihendisleri tarafindan modifiye edilmis ve
kromotografik yolla homojenize edilmistir. Laktozun hidrolizinde, glukozdan 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 go6zlemlenirken
immobilize enzimler i¢in optimum pH yaklasik 7°dir. Immobilize edilmis enzimler katalizdr

gorevi gorlirken; laktoz, hidroliz isleminde rekabet¢i olmayan inhibitér gorevi yapmustir. 40
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°C tizerindeki sicakliklarda enzim immobilizasyon isleminin katalitik aktiviteyi etkilemedigi
gozlemlenmistir. Fakat Michaelis-Menten sabiti (kp), 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 glukoz
inhibisyonu birbirine benzer oldugu halde 5 °C’de bir benzerlik gézlemlenmemistir. Diislik
sicakliklara kiyasla yiiksek sicakliklarda immobilizasyon prosesi, enzimlerin katalitik
aktivitesini dislirmiistiir. Hidroliz, bunun tam tersi bir 6zellik gostererek; 40 °C’de yaklasik

%50 iken, 5 °C’de yaklasik %2 olarak hesaplanmistir.

Bury vd., (2001) tarafindan yapilan ¢alismada, maya ekstrakti ile desteklenmis peynir alti
suyunda yetistirilen Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 11842 kiiltiirleri sonikasyon,
yiiksek hizli dolgu malzemeleri ile 6giitme ve yiiksek basingli homojenizasyon islemlerine
tabi tutulmustur. Elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak hiicre i¢i enzim olan
B-Galactosidase’in hangi oranlarda disart verildigi tayin edilmistir. f-Galactosidase aktivitesi
Orto-nitrophenol-p-D-Galactoside (ONPG) kullanilarak Ol¢iilmiistiir. Hiicre disina verilen
aktif B-Galactosidase’in %12-46 (agirlik¢a) arasindaki hiicre konsantrasyonlari igin ¢ok fazla
degismedigi gézlenmistir. Maksimum aktivite 2-3 dakika sonunda dolgu malzemeleri ile
oglitme ve yliksek basingli homojenizatdrden (135 MPa) 3 gegisten sonra elde edilmistir. 200
MPa’daki homojenizatorden tek gegiste hiicre disina verilen aktif B-Galactosidase miktart ile
135 MPa’daki homojenizatorden 3 gecis sonunda hiicre disina verilen B-Galactosidase miktari
hemen hemen aymidir. Sonikasyonun, B-Galactosidase enziminin hiicre disina verilmesinde
yiiksek hizli dolgu malzemeleri ile 6glitme ve yliksek basingli homojenizasyon kadar etkili

olmadigi tespit edilmistir.

Szczodrak, (2000) tarafindan yapilan ¢alismada; Kluyveromyces fragilis kaynakli, %90’dan
yiiksek aktivitede tutuklanmis ve hidrojen baglari modifiye edilmis, dogal B-Galactosidase
enzimi gozenekli cam {izerinde immobilize edilmistir. Yiiksek katalitik aktivite, genis pH
araligindaki stabilite ve serbest kalan enzimlerin aktivitesini korudugu sicaklik araligi
incelenmistir. Ayn1 zamanda, sivi fazdaki enzimlerin, optimum pH araligindaki (pH=6-7) ve
optimum sicaklik aralifindaki (35-50 °C) degisimleri gozlemlenmistir. Hem kesikli proseste
hem de geri doniistimlii dolgulu yatak biyoreaktdrlerinde; peynir alti suyunun ig¢indeki yliksek

verimlilikteki laktozun sekerlendirilmesi gerceklestirilmistir.
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8. MATERYAL VE YONTEM

8.1 Kullanilan Materyaller

o B-Galactosidase enzimi

. Yagsiz sut

o Glukoz Deney Kiti

. ONPG ¢ozeltisi

. Glukoz Standart Cozeltisi

. 100 mM fosfat tampon ¢ozeltisi

o Kimyasal maddeler (5 M HCI, 1 M Na,CO3)

Yagsiz siitteki laktozun hidroliz isleminde kullanilan, ticari adi Maxilact LX 5000 olan,
Kluyveromyces marxianus kaynakli B-Galactosidase enzimi (liriin kodu: EC 3.2.1.23) oldukga
saflastirilmis sivi laktaz preparati olup likit kivamda DSM Food Speacialties firmasindan
saglanmis ve calismalar siiresince 4 °C’de buzdolabinda saklanmustir. Rengi soluk
kahverengiden koyu kahverengiye dogru bir tonda olan, bulanik viskoz bir sividir. Aktivitesi
graminda 5000 Dogal Laktaz Birimidir (NLU). 1 NLU deneysel kosullarda bir orto-
nitrophenol-B-D-Galactoside (ONPG) substratindan 1.3 pmol orto-nitro-fenol olusturan enzim

miktaridir.

Toz haldeki ONPG (iiriin kodu: EC 206-716-1) Sigma firmasindan saglanmis olup ¢alismalar
siiresince -20 °C’de dondurucuda saklanmistir. ONPG ¢ozeltisi, 100 ml pH 7.3’teki 100
mM’lik fosfat tampon ¢ozeltisi icerisinde 300 mg ONPG c¢oziilerek hazirlanmistir.

Hidroliz islemi i¢in kullanilan siit PINAR yagsiz siitten, glukoz deney kiti (iirtin kodu: 02-
0541) Elitech firmasindan saglanmis olup caligmalar siiresince 4 °C’de buzdolabinda

saklanmustir.

8.2 Kullanilan Cihazlar

8.2.1 Biyoreaktor

Bu calismada, Sanyo Gallenkamp firmasi tarafindan {iretilen modiiler biyoreaktor sistemi
(FER-195-010) kullanilmigtir. Bu sistem, bir biyoreaktor ile karistirict hizi, sicaklik, pH’1
kontrol eden modiillerden olusmaktadir. Ayrica, 6rneklerin hidroliz tayini igin 37 ‘C’ye

ayarlanmis bir su banyosu, enzim aktivite tayini igin 28 °C’ye ayarlanmis bir su banyosu ve
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absorbans degerlerini okumak i¢in de Shimadzu marka UV-150-02 ¢ift 1sinl1 spektrofotometre
kullanilmistir. Deneylerde kullanilan biyoreaktdr sisteminin genel goriiniisii Sekil 8.1°de,

semas1 Sekil 8.2°de verilmistir.

Sekil 8.1 Biyoreaktdr sisteminin genel goriiniimi
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Sekil 8.2 Biyoreaktdr ve kontrol modiillerinin semasi
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Kullanilan biyoreaktdr 1 litre hacminde, gelik kapakli ve yuvarlak tabanli, tim parcalar
paslanmaz celikten yapilmig, pyrex cam bir reaktordiir. Biyoreaktoriin kapagi iizerinde
problarin yerlestirilmesi ve gerekli ilavelerin yapilmasina olanak saglayan girigler (15 adet)
bulunmaktadir. Reaktérde, reaksiyon ¢ozeltisinden 6rnek alinabilmesi i¢in, bir érnek vanasi
ve kabi mevcuttur. Karistirma, c¢elik kapaga monte edilen bir karistirict motor ile
gerceklestirilmektedir. Karistirict  saftinda, altt kanatli, reaktdr tabanindan yiiksekligi
ayarlanabilir Rushton tipi bir karistirict palet mevcuttur. Reaktorde her biri 1.5 cm
genisliginde dort adet simetrik, takilip cikartilabilen 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)
Reaktor i¢ cap1 11cm

Reaktor dis cap1 12.1cm

Reaktor yiiksekligi 17 cm

Karistiricr palet tipi 6 kanatli Rushton
Karistirict palet sayisi 1

Karistirici palet ¢capi 4.8 cm

Karistiricr kanat genisligi 1.4cm

Karistiricr kanat yiiksekligi 1.9cm

Engel sayis1 4

Engel yiiksekligi 13.5cm

Engel genisligi 1.5cm

Reaktdr tabanindan karistiricinin yiiksekligi | 3 cm
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8.2.1.1 Biyoreaktor kontrol modiilleri

Deneysel calismalar sirasinda karistirict hizi ve sicaklik kontroliinii saglayan kontrol

modiilleri ve 6zellikleri asagida siralanmistir.

. Karistiricr hizi kontrol modiilii:

Karistirict hizi: 50-1000 rpm

Karistirict motor: 65 W, 24V dc

Karistiricr hizinin kalibrasyonu bir takometre ile yapilmaistir.
. Sicaklik kontrol modiilii:

Sicaklik: 15-90°C

Dogruluk: + %1

Isitica tipi: dc rezistans

Isitict giicii: 24V dc 100W

Termistor tipi: Yari iletken LMSDZ

Sicaklik kontrol modiiliiniin kalibrasyonu bir termometre yardimiyla yapilmis olup, deney

sirasinda reaktor icerisindeki sicaklik, bu termometre ile kontrol edilmistir.

8.2.2 Sonikator

Sonikasyon deneyleri, 20 kHz’de Bandelin Sonopuls HD 2200 sonikator sisteminde 12.7 mm
capinda TT 13 (Kod no: 497) titanyum ug kullanilarak gergeklestirilmistir. Siitiin sicaklik
degerleri, PolyScience marka (9005 model) sicaklik kontrollii su banyosu ile kontrol
edilmigtir. Reaktoriin i¢ sicakligi (IKA Labortechnik, ETS-D4 fuzzy) marka dijital
termometre ile reaksiyon siiresi boyunca olglilmiistiir. Ayrica, drneklerin hidroliz tayini igin
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 c¢ift
151t Spektrofotometre kullanilmistir. Deneylerde kullanilan deney diizeneginin genel

gorliniisii Sekil 8.3te, semasi ise Sekil 8.4’te verilmistir.
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Sekil 8.3 Sonikator sisteminin genel goriiniisi
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Sekil 8.4 Sonikator ve kontrol modiillerinin semasi

Deneylerde kullanilan ¢ift cidarli cam reaktor; 400 ml hacminde, cam kapakli, diiz tabanli,
silindirik, 8 cm c¢apinda ve 10 cm yiiksekliginde bir reaktordiir. Reaktoriin kapagi tizerinde
problarin yerlestirilmesi ve gerekli ilavelerin yapilmasina olanak taniyan girisler (6 adet)

bulunmaktadir.

8.2.2.1 Sonikator kontrol modiilleri

Deneysel ¢aligsmalar sirasinda sonikasyon kontroliinii saglayan modiilin ve sicakligin

kontroliinii saglayan su banyosunun 6zellikleri agagida siralanmustir.
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. Akustik giic¢ ve frekans arahgi kontrol modiilii:
Calisma frekans1 : 20 kHz

Akustik gii¢ : max. 200 W

Frekans araligt  : %S5 - %100

o Su banyosu:

Sicaklik araligi : (-20) — 150 °C

Dogruluk :+0.05 °C

Pompalama hizi : 7 veya 15 (L/dak)

Kapasite 6L

Cift cidarli cam reaktoriin su banyosuna baglanmasiyla sicaklik kontrolii saglanmastir.

8.2.3 Homojenizator

Homojenizator deneyinde, IKA Ultra Turrax T 18 homojenizator sistemi kullanilmugtir. Siitiin
sicaklik degerleri, PolyScience marka (9005 model) sicaklik kontrollii su banyosu ile kontrol
edilmigtir. Reaktoriin i¢ sicakligi (IKA Labortechnik, ETS-D4 fuzzy) marka dijital
termometre ile reaksiyon siiresi boyunca olgiilmiistiir. Ayrica, drneklerin hidroliz tayini igin
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 ¢ift
151l Spektrofotometre kullanilmistir. Homojenizatér deneyinde kullanilan homojenizator

cihazi Sekil 8.5’de gosterilmistir.
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Sekil 8.5 Homojenizatdr cihazi

8.3 Deneylerin Yapihs1

Biyoreaktorde gerceklestirilen deneylerde; 250 ml yagsiz siit, istenilen karistirici hizina ve
sicakliga getirildikten sonra, enzim ilavesi ile reaksiyon baglatilmistir. Reaksiyonlar 30 dakika
stirmistiir. Reaksiyon siiresince belirli zaman araliklarinda siitten 6rnekler alinarak, ortamda
kalan laktoz miktar1 ve % enzim aktivitesi tayini icin hazirlanmistir. Orneklerin analizleri 5’er

kez tekrar edilmis ve elde edilen degerlerin ortalamalar1 alinmigtir.

Sonikatirde gergeklestirilen deneylerde; 250 ml yagsiz siit, istenilen akustik giice, % frekans
araligima ve sicakliga getirildikten sonra, enzim ilavesi ile reaksiyon baglatilmistir.
Reaksiyonlar, sonikator 1 dakika calisip 1 dakika duracak sekilde toplam 30 dakika
stirmiistiir. Reaksiyon siiresince belirli zaman araliklarinda siitten 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 alinmigtir.

Homojenizatorde gergeklestirilen deneyde; 250 ml yagsiz siit, istenilen sicakliga getirildikten

sonra 3500 devir/dak hizda, enzim ilavesi ile reaksiyon baslatilmistir. Reaksiyon 30 dakika
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stirmiistiir. Reaksiyon siiresince belirli zaman araliklarinda siitten alinan o6rnekler, 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 Laktoz konsantrasyonu tayini

Ortamda kalan laktoz miktarinin tayini i¢in, 30 dakikalik islem siiresi boyunca 5 dakika
araliklarla biyoreaktordeki siitten 0.5 ml numune alinmig, 50 pl 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 pl 6rnek alinarak, iizerine 3 ml reaktif ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Buna ek olarak, 30 pl standart ¢ozeltisi iizerine, 3 ml reaktif c¢ozeltisi ilave edilmistir.
Referans ¢ozeltisi de, 30 pul saf su lizerine 3 ml reaktif ¢ozeltisi ilavesiyle hazirlanmistir. Bu
islemlerin sonucunda; referans, standart ve 6rnek ¢ozeltileri 10 dakika siireyle 37 °C’deki su
banyosunda bekletilmistir. Daha sonra, 500 nm dalga boyunda Shimadzu marka UV-150-02
cift 1sinli spektrofotometrede, referans ¢oOzeltisine karsilik olarak, standart ve Ornek
cozeltilerinin absorbans degerleri okunmustur. Okunan absorbans degerleri ortamdaki glukoza

aittir. Glukoz miktarindan yararlanilarak ortamda kalan laktoz miktar1 hesaplanmistir

(Trinder, 1969).

Kullanilan siitteki baslangi¢ laktoz konsantrasyonunu belirlemek amaciyla; 250 ml siit, 300
devir/dak karistirict hiz1 ve 37 °C sicakhiga getirildikten sonra 10 ml/L asir1 enzim ilavesi ile

stit igerigindeki laktozun tiimiiniin pargalanmasi saglanmistir. Reaksiyon 30 dakika siirmiistiir.

8.4.2 % Enzim aktivite tayini

Ortamdaki % enzim aktivitesinin tayini i¢in, 30 dakikalik islem siiresi boyunca belirli zaman
araliklarinda biyoreaktordeki siitten 0.1 ml numune alinmis ve iizerine 2 ml ONPG ¢dozeltisi
ilave edilerek B-Galactosidase ile ONPG’nin hidrolizi saglanmis ve 28 °C’de 5 dakika
bekletilmistir. 5 dakika sonunda karisim tizerine 1 ml 1M Na,COs3 ¢dzeltisi ilave edilerek
reaksiyon durdurulmustur. Referans ¢ozeltisi de, 0.1 ml enzim icermeyen siit numunesi
tizerine 2 ml ONPG ve 1 ml 1M Na,COj3 ilavesiyle hazirlanmistir. Bu islemlerin sonucunda;
ONPG hidrolizi sonunda olugan ONP (orto-nitrophenol)’ye ait sarimsi renkten yararlanilarak
420 nm dalga boyunda Shimadzu marka UV-150-02 cift 1s1nl1 spektrofotometrede, referans

cozeltisine karsilik olarak oOrnek c¢ozeltilerinin  absorbans degerleri  okunmustur
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(Craven, 1965; [23; 24]). ONPG hidrolizasyonu sematik olarak Sekil 8.6’da verilmistir.

[0
CH,OH ‘\ CH,OH
NO.
Ho A0 /N ——0 A\
f-galactosidase H% OH
H ' .
H
H OH H OH
ONPG Galaktoz OMNP-“zarrenk™

Sekil 8.6 ONPG hidrolizi [25]

% Enzim aktivite degerleri biyoreaktdrde, sonikatorde ve homojenizatorde tayin edilmistir.
Hidroliz deneylerinde ve % enzim aktivite tayininde kullanilan Pinar yagsiz siite ait enerji ve

besin degerleri Cizelge 8.2°de verilmistir.

Cizelge 8.2 Pinar yagsiz siite ait enerji ve besin degerleri [11; 12]

100 ml Siitiin Enerji ve Besin Degerleri
Pmnar Siit
Enerji (kcal) 34.1
Protein (g) 3.3
Yag (g) 0.1
Karbonhidrat (g) 5.0
Kalsiyum (mg) 127

8.5 Hesaplamalar

8.5.1 Laktoz konsantrasyonunun hesaplanmasi

Laktoz konsantrasyonu tayinlerinde asagidaki bagintilar kullanilmistir;
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[S1] = [So] — ([MLakToz] / [MGLikoz])*(Ce/ Cst)

[H] =100*([Sa] / [So])*f

Burada;
[So] : t=0 anindaki laktoz konsantrasyonu, g/L
[Si] : Islem sonunda ortamda kalan laktoz konsantrasyonu, g/L

[Miaktoz] : Laktozun molekiil agirhigi, 342.32 g/mol

[McLukoz] : Glukozun molekiil agirligi, 180.17 g/mol

Ce : Islem sonunda olusan glukozun absorbans degeri
Cst . Standart ¢ozeltisinin absorbans degeri

f : Seyreltme faktorii

[H] : % Hidroliz derecesi

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

8.5.2 Enzim aktivitesinin hesaplanmasi

Enzim aktivite tayinlerinde asagidaki bagint1 kullanilmistir;
[A] = 100*([Ad] / [Ad])

Burada;

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

[A]]  :Islem sonundaki ONP’nin absorbans degeri

[A] : % Enzim aktivitesi

olarak tanimlanmustir.

8.6 Istatistiksel Hesaplamalar

Istatistiksel verilerin hesaplanmasi i¢in Curve Expert 1.3 programi kullanilmistir. Bu program
yardimi1 ile deneysel ve teorik degerler arasindaki sapma, en kiigiikk kareler metodu

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

Nd
SSR = 3 (COPS —cl)?
m=1 (8.4)



@ _ (SR
(m-p)

8% ~

Denklem 8.4 ve 8.5’te;

m : Gozlem sayisi

Ng : Toplam deney sayisi
p . Parametre sayis1 ve
&  : Standart sapma

olarak tanimlanmustir.
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9. ARASTIRMA BULGULARI

9.1 Biyoreaktorde Gergeklestirilen Deneylere Ait Bulgular

9.1.1 Sicakhigin enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

Enzimatik reaksiyonlarda sicaklik artisinin reaksiyon hizini arttirdifi ancak enzimlerde
yapisal bozunmalara neden oldugu bilinmektedir. Yagsiz siitte sicaklik artisinin enzim
aktivitesi ve hidroliz derecesine etkisi incelenmistir. 250 ml yagsiz siit, pH 6.7 ve 300
devir/dak karistirict hizinda, 1.25 ml/L enzim ilavesi ile 30-50 °C arasindaki sicakliklar icin
30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus, reaksiyon sonunda yagsiz siitteki 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 Biyoreaktorde sicakliga karsilik elde edilen deneysel veriler (pH= 6.7, N= 300
devir/dak, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Sicaklik Hidroliz Enzim Laktoz Kons.
. Derecesi Aktivitesi
(°C) (9/L)
(%) (%)
30 84.64 87.09 7.68
35 87.00 86.49 6.50
37 89.04 85.91 5.48
40 88.64 81.42 5.68
45 84.96 71.01 7.52
50 76.40 19.13 11.80
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Sekil 9.1 Biyoreaktorde % enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun
sicaklik ile degisimi; @ hidroliz derecesi (%), € enzim aktivitesi, M laktoz konsantrasyonu,
== enzim aktivitesi, == modeller (pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Cizelge 9.1 ve Sekil 9.1°de goriildiigii gibi 37 °C’ye kadar sicaklik artisiyla siitteki hidroliz
derecesi artarken enzim aktivitesinde diisiis gozlenmektedir. 30 °C’deki hidroliz derecesi
yaklasik %85 iken sicaklik ile artarak 37 °C’de yaklasik %89 olmustur. Daha yiiksek
sicakliklarda ise hidroliz derecesinde azalma olmakta ve 50 °C’de hidroliz derecesi yaklasik
%76’ya kadar diigmektedir. Buna karsilik, belirtilen sicaklik araligi boyunca enzim aktivitesi
%87.09’tan %19.13’e (yaklasik %78) azalmustir. Kullanilan enzim 30 °C i¢in yaklasik %13,
37 °C icin %14 ve 50 °C icin %81 oraninda inaktive olmustur. Hidroliz derecesi ve enzim
aktivitesindeki bu diisiis enzimin yapisal bozunmaya ugradigina baglanmaktadir. Sonug

olarak, elde edilen deneysel verilere gdre optimum sicaklik 37 °C olarak belirlenmistir.

Sicakligin ortamda kalan laktoz miktari, yagsiz siitteki enzim aktivite degerleri tizerindeki

etkisi incelendiginde elde edilen deneysel verilerden yararlanilarak kurulan matematiksel
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modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.2°de verilmistir. Bu ¢alisma igin Curve Expert 1.3

programi kullanilmistir.

Cizelge 9.2 Biyoreaktorde sicakliga karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel
ifadeler ve istatistik veriler (pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Matematiksel model Katsayilar’ Standart R?
Sapma
(3)
as =-1.9188
[SLakToz] = as + bs [T] + cs [T]* +ds[T]® | bs = 1.9903 0.3587 0.9904
cs = -0.0876
ds = 0.00107
an = 1175.05
[A] =aa+ba [T]+Ca[TI? +da[T]? ba =-92.244 3.0108 0.9948
Ca = 2.5922
da = -0.0242

*Katsayilara ait birimler; as: (g laktoz/L), bs: (g laktoz/L.°C), cs: (g laktoz/L.°C?), ds: (g laktoz/L.°C®), aa:
(birimsiz), ba: (°C)™, ca: (°C)? da: (°C)*3

Laktoz konsantrasyonunun farkli sicaklik degerlerinde zamana karsilik degisimini incelemek
icin hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmustir. Elde edilen
degerler Ek 1, Cizelge El1.1’de verilmis ve Sekil 9.2°de grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim sicaklik

degerleri icin, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki degisimin birinci derece

kinetik modele uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.1).
C,=C,p*exp(—kit) (9.1)

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

verilmistir.

% Enzim aktivitesinin farkli sicaklik degerlerinde zamana karsilik degisimini incelemek icin
hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler 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 sicaklik degerleri, % enzim
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aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen enzim

inaktivasyon Kinetigi modeline uydugu goriilmiistiir. (Denklem 9.2).
A =(100—-0g)exp(-kpt) +oq (9.2)

% 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.

Laktoz Konsantrasyonu(g/L)

h
1

0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)

Sekil 9.2 Biyoreaktorde farkli sicakliklar i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri; @ 30 °C, 35°C, ® 37°C, ® 40°C, ® 45°C, @ 50 °C, =
modeller (pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)
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Sekil 9.3 Biyoreaktorde farkli sicakliklar i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite
degerleri; @ 30°C, ™ 35°C, @ 37°C, ® 40 °C, ¢ 45°C, @ 50 °C, == modeller (pH= 6.7,
N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)
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Cizelge 9.3 Biyoreaktorde farkli sicaklik degerleri icin zamana karsilik elde edilen deneysel
verilere uyan matematiksel modellere ait katsayilar ve istatistiksel veriler (pH= 6.7, N= 300

devir/dak)

Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi

k S R? oy Ko S R?
(°C)

30 0.0599 1.5781 0.9902 86.77 0.0876 | 0.7918 | 0.9807

35 0.0637 1.6279 0.9900 85.98 0.0921 | 0.0482 | 0.9938

37 0.0669 1.6541 0.9902 85.77 0.1083 | 0.4477 | 0.9950

40 0.0634 1.6930 0.9896 81.34 0.1460 | 0.1657 | 0.9996

45 0.0577 1.2464 0.9940 72.18 0.1749 | 01.2034 | 0.9916

50 0.0459 0.6511 0.9980 21.37 0.2076 | 2.7012 | 0.9950

*Katsayilara ait birimler; k: dakika™; oy birimsiz; kp: dakika™®

9.1.2 Karistirict hizinin enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

Yagsiz siitte karistirict hizinin enzim aktivitesi ve hidroliz derecesine etkisi incelenmistir. 250
ml yagsiz siit, pH 6.7 ve 37 °C sicaklikta, 1.25 ml/L enzim ilavesi ile 100-600 devir/dak
arasindaki karistirict hizlari i¢in 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus, reaksiyon
sonunda yagsiz siitteki enzim aktiviteleri ile ortamda kalan laktoz konsantrasyonlar: tayin
edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.4’te verilmis ve Sekil 9.4’te grafiksel olarak

sunulmustur.
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Cizelge 9.4 Biyoreaktorde karistiric1 hizina karsilik elde edilen deneysel veriler (pH= 6.7, T=
37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Karnistirict Hiza Hidroliz Enzim Laktoz Kons.
_ Derecesi Aktivitesi
(devir/dak) (o/L)
(%) (%)
100 81.94 89.13 9.03
200 86.52 87.36 6.74
300 89.04 85.91 5.48
400 85.64 83.27 7.18
500 82.22 80.57 8.89
600 79.78 78.36 10.11
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Sekil 9.4 Biyoreaktdrde % enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun
karistirict hizi ile degisimi; hidroliz derecesi (%), 4 enzim aktivitesi, M kalan laktoz,
— modeller (pH= 6.7, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Cizelge 9.4 ve Sekil 9.4’te gorildiigii gibi 300 devir/dak’a kadar karistirict hizi artisiyla
yagsiz siitteki hidroliz derecesinde artis olurken enzim aktivitesinde diisiis gézlenmektedir.
100 devir/dak’daki hidroliz derecesi yaklasik %82 iken karistirict hizi ile artarak 300
devir/dak’da yaklasik %89 olmustur. Daha yiiksek karistirict hizlarinda ise hidroliz
derecesinde azalma olmakta ve 600 devir/dak’da hidroliz derecesi yaklasik %80’e kadar
diismektedir. Buna karsilik belirtilen karistirict hizi araligi boyunca enzim aktivitesi %89’dan
%78’e (yaklasik %12) azalmistir. Kullanilan enzim 100 devir/dak icin yaklasik %11, 300
devir/dak i¢in yaklasik %14 ve 600 devir/dak i¢in yaklasik %22 inaktive olmustur. Diisiik
karistirict hizlarinda yeterli miktarda kiitle transfer hizi saglanamadig icin hidrolizlenme az
olmaktadir. Yiiksek karistirict hizlarinda ise (400 devir/dak ve sonrasi i¢in) enzim yapisal

olarak zarar gormekte ve aktivitesini yitirmektedir. Sonug olarak, elde edilen deneysel verilere
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gore optimum karistirict hiz1 300 devir/dak olarak belirlenmistir.

Karistirict hizinin ortamda kalan laktoz miktari, yagsiz siitteki enzim aktivite degerleri
tizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlanilarak kurulan matematiksel
modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.5’te verilmistir. Bu ¢alisma i¢in Curve Expert 1.3

programi kullanilmistir.

Cizelge 9.5 Biyoreaktorde karistirict hizina karsilik elde edilen deneysel verilere uyan
matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Matematiksel model Katsayilar~ Standart R?
sapma
(©)
as = 15.2933
[SLakToz] = as + bs [N] + ¢s [N]? bs = -0.0812 0.4605 0.9714
cs =0.00021
an=91.786
[A] =aa + ba [N] ba =-0.0219 0.4769 0.9894

*Katsayilara ait birimler; ag: (g laktoz/L), bs: (g laktoz/L.(devir/dakika)), cs: (g laktoz/L.(devir/dakika)?),
an : (birimsiz), ba: (devir/dakika)™

Laktoz konsantrasyonunun farkli karistirict hizlarinda zamana karsilik degisimini incelemek
icin hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmugtir. Elde edilen
degerler Ek 2, Cizelge E2.1’de verilmis ve Sekil 9.5’te grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim karistirici hizi
degerleri icin, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki degisimin birinci derece
kinetik modele uydugu goriilmistir (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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Sekil 9.5 Biyoreaktorde farkli karistirict hizlart i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri; @ 100 rpm, B 200 rpm, € 300 rpm, ¢ 400 rpm, @ 500 rpm,
600 rpm, == modeller (pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Yagsiz siitteki, % enzim aktivitesinin farkli karistirict hizlarinda zamana karsilik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmigtir. Elde
edilen degerler Ek 2, Cizelge E2.2°de verilmis ve Sekil 9.6’da grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim karigtirict hizi
degerleri icin, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin Sadana ve Henley (1987)
tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.2).
% 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 9.6 Biyoreaktorde farkli karistirict hizlart igin zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri; @ 100 rpm, B 200 rpm, € 300 rpm, € 400 rpm, @ 500 rpm, = 600
rpm, == modeller (pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)
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Cizelge 9.6 Biyoreaktorde farkli karistirict hizlart i¢in zamana karsilik elde edilen deneysel
verilere uyan matematiksel modellere ait katsayilar ve istatistik veriler (pH= 6.7, T= 37 °C,
Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi

N

K S R? oy Ko S R?
(rpm)

100 0.0555 0.8779 0.9970 88.65 0.0832 | 0.6007 | 0.9843

200 0.0619 1.4399 0.9922 87.34 0.1019 | 0.6411 | 0.9868

300 0.0669 1.6541 0.9902 85.77 0.1083 | 0.4477 | 0.9950

400 0.0633 1.1467 0.9950 83.66 0.1188 | 0.9369 | 0.9843

500 0.0562 1.3641 0.9924 80.84 0.1299 | 0.7065 | 0.9936

600 0.0509 1.5350 0.9896 79.50 0.1896 | 1.0614 | 0.9882

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

9.1.3 Enzim konsantrasyonunun enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

Yagsiz siitte enzim konsantrasyonunun enzim aktivitesi ve hidroliz derecesine etkisi
incelenmistir. 250 ml yagsiz siit, pH 6.7 ve 37 °C sicaklikta, 300 devir/dak karistirict hizi ile
0.5-2 ml/L arasindaki enzim konsantrasyonlar1 i¢in 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi
tutulmus, reaksiyon sonunda yagsiz siitteki enzim aktiviteleri ile ortamda kalan laktoz
konsantrasyonlar1 tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.7°de verilmis ve Sekil

9.7°de grafiksel olarak sunulmustur.
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Cizelge 9.7 Biyoreaktérde enzim konsantrasyonuna karsilik elde edilen deneysel veriler (pH=
6.7, T= 37 °C, N= 300 devir/dak)

Enzim Kons. Hidroliz Enzim Laktoz Kons.
Derecesi Aktivitesi
(ml/L) (o/L)
(%) (%)
0.50 69.90 78.68 15.05
1.00 79.04 82.02 10.48
1.25 89.04 85.91 5.48
1.50 91.46 87.30 4.27
2.00 92.94 88.34 3.53
100 30
20 $ 45
70 - 35 =)
@
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é 60 - - 30 g
@ S
wh )
=% w
A 50 A - 25 E
S =
10 - - 20 2
M
]
30 - 15 &
=
’J
20 - - 10
10 - 5
0 T T T T T 0
0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00

Enzim Konsantrasyonu (ml/L)

Sekil 9.7 Biyoreaktorde % enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun
enzim konsantrasyonu ile degisimi; @ hidroliz derecesi (%) € enzim aktivitesi, M laktoz
konsantrasyonu, == modeller (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 300 devir/dak)
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Cizelge 9.7 ve Sekil 9.7°de goriildiigii gibi enzim konsantrasyonu artisiyla yagsiz siitteki
hidroliz derecesinde ve enzim aktivitesinde artis gozlenmektedir. 0.5 ml/L enzim
konsantrasyonundaki  hidroliz  derecesi yaklastk %70 iken, 1.25 ml/L enzim
konsantrasyonunda yaklasik %89 olmus ve 2 ml/L enzim konsantrasyonu i¢in yaklasik %93
bulunmustur. Diger taraftan, belirtilen enzim konsantrasyonu aralig1 boyunca enzim aktivitesi
%79’dan %88’e (yaklasik % 11) artmistir. Sonug olarak, elde edilen deneysel verilere gore

optimum enzim konsantrasyonu 1.25 ml/L olarak belirlenmistir.

Enzim konsantrasyonunun ortamda kalan laktoz miktari, yagsiz siitteki enzim aktivite
degerleri tlizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlanilarak kurulan
matematiksel modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.8’de verilmistir. Bu ¢alisma i¢in Curve

Expert 1.3 programi kullanilmistir.

Cizelge 9.8 Biyoreaktorde enzim konsantrasyonuna karsilik elde edilen deneysel verilere uyan
matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 300 devir/dak)

Matematiksel model Katsayilar’ Standart R?
Sapma
(©)
as = 12.1945
[SLakToz] = as + bs [E] + ¢s [E]* + ds [E]* | bs = 18.6964 1.2926 0.9825
cs =-30.4586
ds = 9.48
aa =82.575
[A] = aa + ba [E] + ca [E]* + da [E]? ba=-19.6929 0.8637 0.9884
Ca=27.7571
da =-8.24

*Katsayilara ait birimler; as: g laktoz.L™; bs: g laktoz.ml™; cs: g laktoz.L.ml; ds: g laktoz.L”.ml®; aa: birimsiz;
ba: (Ml enzim.LY)?, ca, (ml enzim.L™)% da, (ml enzim.L™)3

Laktoz konsantrasyonunun farkli enzim konsantrasyonlarinda zamana karsilik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde
edilen degerler Ek 3, Cizelge E3.1°de verilmis ve Sekil 9.8’de grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim enzim
konsantrasyonlari i¢in, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki degisimin birinci

derece kinetik modeline uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.1). Laktoz konsantrasyonunun
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zamana karsilik degisimi icin kurulan matematiksel modele ait katsayilar ve yapilan

istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.9’da verilmistir.

Laktoz Konsantrasyonu(g/L)

h
1

0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dakika)

Sekil 9.8 Biyoreaktorde farkli enzim konsantrasyonlari i¢cin zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri; @ 0.5 ml/L, W 1 ml/L, ¢ 1.25 ml/L, ® 1.5 ml/L, A 2 ml/L,
— modeller (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 300 devir/dak)

Yagsiz siitteki % enzim aktivitesinin farkli enzim konsantrasyonlarinda 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 9.9°da grafiksel olarak
sunulmustur. 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). 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 9.9 Biyoreaktorde farkli enzim konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde edilen %
enzim aktivite degerleri; @ 0.5 ml/L, @ 1 ml/L, ® 1.25 ml/L, 1.5 ml/L, @ 2 ml/L,
— modeller (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 300 devir/dak)
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Cizelge 9.9 Biyoreaktorde farkli enzim konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde edilen
deneysel verilere uyan matematiksel modellere ait katsayilar ve istatistiksel veriler (pH= 6.7,
T= 37 °C, N= 300 devir/dak)

Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi

C Kk 5 R’ o Ko 5 R?

0.50 [ 0.0394 0.4022 0.9932 78.80 0.1575 | 0.4673 | 0.9978

1.00 [ 0.0575 1.8786 0.9825 82.38 0.1283 | 0.7789 | 0.9908

1.25 | 0.0669 1.6541 0.9902 85.22 0.0930 | 0.4477 | 0.9950

1.50 | 0.0802 2.1669 0.9846 86.11 0.0834 | 0.3608 | 0.9964

2.00 | 0.1033 1.8575 0.9894 85.43 0.0528 | 0.1521 | 0.9992

*Katsayilara ait birimler; k: dakika™; oy: birimsiz; kp: dakika™

9.2 Sonikatorde Gergeklestirilen Deneylere Ait Bulgular

9.2.1 Akustik giiciin enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

Akustik giiciin enzim aktivitesi ve hidroliz derecesine etkisini incelemek i¢in 250 ml yagsiz
stit, pH 6.7 ve %10 frekans araliginda, 1.25 ml/L enzim ilavesi ile 20-100 watt arasindaki
akustik giicler i¢in sonikator 1 dakika ¢alisip 1 dakika duracak sekilde toplam 30 dakika
boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus, reaksiyon sonunda yagsiz siitteki enzim aktiviteleri
ile ortamda kalan laktoz konsantrasyonlar1 tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge

9.10°da verilmis ve Sekil 9.10°da grafiksel olarak sunulmustur.
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Cizelge 9.10 Sonikatorde akustik giice karsilik elde edilen deneysel veriler (Frekans Araligi=
%10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Laktoz Konsantrayonu(g/L)

Akustik Gii¢ Hidroliz Derecesi Enzim Aktivitesi Laktoz Kons.
(watt) (%) (%) (g/L)
20 89.48 86.62 5.26
40 85.64 84.43 7.18
60 80.60 82.24 9.70
80 78.04 81.74 10.98
100 76.04 80.04 11.98
100 50
90 | - 45
‘__ I 4
——
80 - ¢ —9 40
70 - - 35
5
- 60 - - 30
{1=14]
P
= 50 - - 25
X
40 A - 20
30 - - 15
20 A - 10
10 - 5
0 T T T T T T 1 0
20 30 40 50 60 70 80 920 100
Akustik Giic (watt)

Sekil 9.10 Sonikatdrde % enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun
akustik gli¢ ile degisimi; @ hidroliz derecesi (%), € enzim aktivitesi, M laktoz
konsantrasyonu, == modeller (Frekans Araligi= %10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25
ml/L)
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Cizelge 9.10 ve Sekil 9.10°da goriildigi gibi %10 frekans araliginda akustik gii¢ artisiyla
stitteki hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi azalmaktadir. 20 watt’taki hidroliz derecesi
yaklasik %89 iken akustik gii¢ ile azalarak 100 watt’ta yaklasik %76 olmustur. Diger taraftan,
belirtilen akustik gii¢c aralig1 boyunca enzim aktivitesi %86.62’den %80.04’e (yaklasik %8)
azalmistir. Kullanilan enzim 20 watt akustik gii¢ icin yaklasik %13 ve 100 watt akustik giic
icin yaklasik %20 oraninda inaktive olmustur. Hidroliz derecesi ve enzim aktivitesindeki bu
diisiis akustik giiciin enzim yapisinda bozunmaya neden olduguna baglanmaktadir. Sonug

olarak, elde edilen deneysel verilere gére optimum akustik gii¢ 20 watt olarak belirlenmistir.

Akustik giiciin ortamda kalan laktoz miktar1 ve enzim aktivite degerleri iizerindeki etkisi
incelendiginde elde deneysel verilerden yararlanilarak kurulan matematiksel modeller ve
istatistik veriler Cizelge 9.11°de verilmistir. Bu c¢alisma i¢in Curve Expert 1.3 programi

kullanilmistir.

Cizelge 9.11 Sonikatérde akustik giice karsilik elde edilen deneysel verilere uyan
matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (Frekans Araligi= %10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim
Kons.= 1.25 ml/L)

Matematiksel model Katsayilar’ Standart R?
sapma
(©)
as = 3.8657
[SakToz] = as + bs [G] + ¢s [G]? bs = 0.1376 0.1526 0.9880
cs=-0.00041
aa = 87.969
[A] = an + ba [G] ba=-0.07925 0.2613 0.9918

*Katsayilara ait birimler; as: (g laktoz/L), bs: (g laktoz/L.watt), cs: (g laktoz/L.watt)? ; aa : (birimsiz), ba: (watt)™
Laktoz konsantrasyonunun farkli akustik gili¢lerde zamana karsilik degisimini incelemek i¢in
hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde edilen degerler Ek
4, Cizelge E4.1°de verilmis ve Sekil 9.11°de grafiksel olarak sunulmustur. Deneysel verilere
dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim akustik gii¢ degerleri i¢in, kalan
laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki degisimin birinci derece kinetik modele uydugu
gorilmiistiir (Denklem 9.1). Laktoz konsantrasyonunun zamana karsilik degisimi i¢in kurulan

matematiksel modele ait katsayilar ve istatistik veriler Cizelge 9.12°de verilmistir.
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Laktoz Konsantrasyonu(g/L)
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Sekil 9.11 Sonikatoérde farkli akustik gili¢ler icin zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri; 20 W, 40 W, A GOW, © 80 W, @ 100 W, = modeller
(Frekans Araligi= %10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Yagsiz siitteki % enzim aktivitesinin farkli akustik giicler i¢in 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 9.12°de grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim akustik gii¢
degerleri icin, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin Sadana ve Henley (1987)

tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.2).

Yagsiz siitte, % 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 9.12 Sonikatérde farkli akustik gligler i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite
degerleri; ® 20 W, 40W, AGOW, © 80W, @ 100 W, == modeller (Frekans Araligi=
%10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)
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Cizelge 9.12 Sonikatorde farkli akustik gii¢ler icin zamana karsilik elde edilen deneysel
verilere uyan matematiksel modellere ait katsayilar ve istatistik veriler (Frekans Araligi=
%10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi
G K 5 R? o Ko 5 R?
20 0.0716 1.2402 0.9946 84.83 0.0731 0.3219 0.9974
40 0.0631 1.6399 0.9998 83.68 0.0853 0.6295 | 0.9918
60 0.0573 1.8683 0.9856 82.05 0.1012 0.9351 0.9858
80 0.0531 1.7943 0.9960 82.00 0.1510 0.4503 0.9972
100 0.0469 1.8148 0.9841 80.57 0.1758 0.9385 | 0.9896

*Katsayilara ait birimler; k: dakika™; a: birimsiz; kp: dakika™

9.2.2 % Frekans araliginin enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

% Frekans araliginin enzim aktivitesi ve hidroliz derecesine etkisini incelemek i¢in 250 ml

yagsiz siit, pH 6.7 ve 20 watt akustik giigte, 1.25 ml/L enzim ilavesi ile %10-%90 arasindaki

% frekans araliklari i¢in sonikator 1 dakika calisip 1 dakika duracak sekilde toplam 30 dakika

boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus, reaksiyon sonunda siitteki enzim aktiviteler ile

ortamda kalan laktoz konsantrasyonlar1 tayin edilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 9.13’de

verilmis ve Sekil 9.13’de grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 9.13 Sonikatorde % frekans aralifina karsilik elde edilen deneysel veriler (Akustik
Giig= 20 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Frekans Arahgi Hidroliz Derecesi Enzim Aktivitesi Laktoz Kons.
(%) (%) (%) (9/L)
10 89.48 88.62 5.26
30 85.08 84.27 7.46
50 80.32 82.71 9.84
70 77.08 81.50 11.46
90 74.24 78.46 12.88
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Sekil 9.13 Sonikatorde % enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun
% frekans araligi ile degisimi; @ hidroliz derecesi (%), 4 enzim aktivitesi, M laktoz
konsantrasyonu, == modeller (Akustik Giig= 20 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25
ml/L)

Cizelge 9.13 ve Sekil 9.13’te goriildiigii gibi 20 watt akustik gilicte % frekans araligi artisiyla
stitteki hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi azalmaktadir. %10 frekans araligindaki hidroliz
derecesi yaklasik %89 iken % frekans araligi ile azalarak %90 frekans araliginda yaklasik
%74 olmustur. Diger taraftan, belirtilen % frekans arali§i boyunca enzim aktivitesi %89’dan
%78’e (yaklasik %12) azalmistir. Kullanilan enzim %10 frekans aralig1 i¢in yaklasik %11 ve
%90 frekans araligi i¢in yaklasik %22 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.

Yagsiz siitte % frekans araliginin ortamda kalan laktoz miktar1 ve enzim aktivite degerleri
tizerindeki etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlanilarak kurulan matematiksel

modeller ve istatistik veriler Cizelge 9.14°te verilmistir. Bu c¢alisma i¢in Curve Expert 1.3
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programi kullanilmistir.

Cizelge 9.14 Sonikatorde % frekans araligina karsilik elde edilen deneysel verilere uyan
matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (Akustik Giig= 20 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim
Kons.= 1.25 ml/L)

Matematiksel model Katsayilar Standart R?
sapma
()
as =4.5700
[Stakroz] = as + bs [F] bs = 0.0962 0.3791 0.9884
aa = 89.3345
[A] = aa + ba [F] ba = -0.1205 0.6228 0.9803

*Katsayilara ait birimler; ag: (g laktoz/L), bs: (g laktoz/L), aa : (birimsiz), ba: (birimsiz)

Laktoz konsantrasyonunun 20 watt akustik giicte farkli % frekans araliklarinda zamana
karsilik degisimini incelemek icin hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler
almmistir. Elde edilen degerler Ek 5, Cizelge E5.1°de verilmis ve Sekil 9.14’te grafiksel
olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda tiim % frekans araliklar1 i¢in, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki
degisimin birinci 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 9.15°de

verilmistir.
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Sekil 9.14 Sonikatorde farkli % frekans araliklar1 i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri; %10 F.A., %30 F.A., A %50 FA., ® %70 FA., ® %90
F.A., == modeller (Akustik Giig= 20 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

% Enzim aktivitesinin farkli % frekans araliklarinda zamana karsilik degisimini incelemek
icin hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde edilen
degerler Ek 5, Cizelge E5.2’de verilmis ve Sekil 9.15°de grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim % frekans
araliklan i¢in, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin Sadana ve Henley (1987)
tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.2).
Yagsiz siitte, % enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel
modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler

Cizelge 9.15°de verilmistir.
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Sekil 9.15 Sonikatérde farkli % frekans araliklari i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri; ® %10 F.A,, %30 F.A., A %50 FA., ® %70 FA.,, ® %90 F.A.,
— modeller (Akustik Giig= 20 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)
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Cizelge 9.15 Sonikatorde farkli % frekans araliklari icin zamana karsilik elde edilen deneysel
verilere uyan matematiksel modellere ait katsayilar ve istatistik veriler (Akustik Giig= 20
watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi

F K 5 R? oy Ko S R?

10 0.0716 1.2402 0.9946 84.83 0.0731 | 0.3219 | 0.9974

30 0.0613 1.5877 0.9902 84.35 0.1145 | 0.6678 | 0.9912
50 0.0520 1.5978 0.9886 83.19 0.1395 | 0.7288 | 0.9912
70 0.0475 1.5574 0.9884 82.05 0.1642 | 0.6649 | 0.9938

90 0.0424 1.0951 0.9938 79.42 0.1740 | 1.1339 | 0.9864

*Katsayilara ait birimler; k: dakika™; oy: birimsiz; kp: dakika™

9.2.3 Reaksiyon hacminin enzim aktivitesi ve hidroliz iizerindeki etkisi

Reaksiyon hacminin hidroliz derecesi ve enzim aktivitesine etkisini incelemek i¢in 250 ml
yagsiz siit, pH 6.7, 20 watt akustik giicte ve %10 frekans araliginda, 1.25 ml/L enzim ilavesi
ile 62.5-625 ml arasindaki reaksiyon hacimleri i¢in sonikatér 1 dakika calisip 1 dakika
duracak sekilde toplam 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus, reaksiyon sonunda
ortamdaki enzim aktiviteleri ile ortamda kalan laktoz konsantrasyonlar: tayin edilmistir. Elde

edilen degerler Cizelge 9.16°da verilmis ve Sekil 9.16’da grafiksel olarak sunulmustur.
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Cizelge 9.16 Sonikatorde reaksiyon hacmine karsilik elde edilen deneysel veriler (Akustik
Giig= 20 watt, Frekans Araligi=%10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Reaksiyon Hidroliz Enzim Laktoz Kons.
Hacmi Derecesi Aktivitesi

(g/L)

(ml) (%) (%)
62.5 82.26 83.84 8.76
125 86.38 84.14 7.56
187.5 88.87 85.66 6.80
250 89.02 86.62 5.26
375 88.55 87.12 6.72
500 85.48 88.12 9.26
625 82.64 88.98 11.68
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Sekil 9.16 Sonikatorde % enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve laktoz konsantrasyonunun
reaksiyon hacmi ile degisimi; @ hidroliz derecesi (%), 4 enzim aktivitesi, M laktoz
konsantrasyonu, == modeller (Frekans Araligi=%10, Akustik Giig= 20 watt, pH= 6.7, T= 37
°C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Cizelge 9.16 ve Sekil 9.16°da goriildiigii gibi 20 watt akustik giigte ve %10 frekans araliginda
250 ml’ye kadar hacim artistyla hidroliz derecesinde ve enzim aktivitesinde artis
gozlenmektedir. 62.5 ml’de hidroliz derecesi yaklasik %82 iken hacim ile artarak 250 ml’de
yaklasik %89 olmustur. Artan hacim degerlerinde ise hidroliz derecesinde azalma olmakta ve
625 ml’de hidroliz derecesi yaklasik %83’ye kadar diismektedir. Buna karsilik belirtilen
hacim aralig1 boyunca enzim aktivitesi %84’ten %89’a (yaklasik %6) artmistir. Sonug olarak,
elde edilen deneysel verilere gore hidroliz reaksiyonu i¢in optimum hacim 250 ml olarak

belirlenmistir.

Farkli hacim degerlerinin ortamda kalan laktoz miktar1 ve enzim aktivite degerleri lizerindeki

etkisi incelendiginde elde deneysel verilerden yararlanilarak kurulan matematiksel modeller
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ve istatistik veriler Cizelge 9.17°de verilmistir. Bu ¢alisma i¢in Curve Expert 1.3 programi

kullantlmistir.

Cizelge 9.17 Sonikatorde reaksiyon hacmine karsilik elde edilen deneysel verilere uyan
matematiksel ifadeler ve istatistik veriler (Akustik Giic= 20 watt, Frekans Aral1igi=%10, pH=
6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Matematiksel model Katsayilar Standart R?
sapma (d)
as = 11.8262
[CL] = as + bs [V] + ¢ [V]? + ds [V]? bs = -0.0531
0.4591 0.9771
cs = 0.00014
ds = -8.29%10°®
an = 82.914
[A] = aa + ba [V] + ca [V]? ba = -0.01561 0.3113 0.9817
Ca=9.77%10°

*Katsayilara ait birimler; a;: g laktoz.L™; bs: g laktoz.L-.mL™?; cg: g laktoz.L2.mL?; dg: g laktoz.L™.mL?; aa:
birimsiz; ba: mL™; ca: mL™

Laktoz konsantrasyonunun farkli reaksiyon hacimlerinde zamana karsilik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde
edilen degerler Ek 6, Cizelge E6.1°de verilmis ve Sekil 9.17°de grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim hacim
degerleri icin, kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman arasindaki degisimin birinci 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 9.18’de verilmistir.
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Sekil 9.17 Sonikatorde farkli reaksiyon hacimleri i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri; @ 62.5 ml, M 125 ml, @ 187.5 ml, ¢ 250 ml, ® 375 ml, 500
ml, A 625 ml, == modeller (Akustik Gii¢= 20 watt, Frekans Araligi= %10, pH= 6.7, T= 37
°C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Yagsiz siitteki % enzim aktivitesinin farkli reaksiyon hacimlerinde zamana karsilik degisimini
incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde
edilen degerler Ek 6, Cizelge E6.2°de verilmis ve Sekil 9.18de grafiksel olarak sunulmustur.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda tiim hacim
degerleri icin, % enzim aktivitesi ile zaman arasindaki degisimin Sadana ve Henley (1987)
tarafindan tiiretilen enzim inaktivasyon kinetigi modeline uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.2).
Yagsiz siitte, % enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimi igin kurulan matematiksel
modele ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler

Cizelge 9.18°de verilmistir.
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Sekil 9.18 Sonikatorde farkli reaksiyon hacimleri i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri; @ 62.5 ml, 125 ml, A 187.5 ml, @ 250 ml, @ 375 ml, ® 500 ml,
M 625 ml, = modeller (Akustik Giig= 20 watt, Frekans Araligi= %10, pH= 6.7, T= 37 °C,
Enzim Kons.= 1.25 ml/L)
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Cizelge 9.18 Sonikatorde farkli reaksiyon hacimleri i¢in zamana karsilik elde edilen deneysel
verilere uyan matematiksel modellere ait katsayilar ve istatistik veriler (Akustik Giic= 20
watt, Frekans Araligi=%10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi

vV Kk 5 R? a1 Ko 8 R?

62.5 0.0538 1.6794 0.9880 83.99 0.1555 0.5214 0.9950
125 0.0618 1.3450 0.9930 84.10 0.1132 0.5469 0.9942
187.5 0.0662 1.5011 0.9918 84.92 0.9940 0.0441 0.9998

250 0.0716 1.2402 0.9946 84.83 0.0731 0.3219 0.9974

375 0.0646 1.2490 0.9942 84.88 0.0616 0.4658 0.9938

500 0.0507 1.5237 0.9900 85.26 0.0516 0.5547 0.9894

625 0.0449 1.7321 0.9848 86.51 0.0504 0.7239 0.9791

*Katsayilara ait birimler; k: dakika™; a: birimsiz; kp: dakika™

9.3 Homojenizatorde Gergeklestirilen Deneylere Ait Bulgular

250 ml yagsiz siite, 37°C sicaklikta, pH 6.7 ve 3500 devir/dak homojenizatér hizinda, 1.25
ml/L enzim ilavesi ile homojenizatoriin hidroliz derecesi ve enzim aktivitesine etkisi
incelenmistir. Yagsiz siit homojenizatérde 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus,
reaksiyon sonunda enzim aktivitesi ile ortamda kalan laktoz konsantrasyonu tayin edilmistir.
30 dakika sonunda ortamda kalan laktoz miktar1 yaklasik 11 gr; hidroliz derecesi yaklasik
%54; % enzim aktivitesi ise yaklasik %76 bulunmustur. (Sekil 9.19 ve Sekil 9.20)

Laktoz konsantrasyonunun zamana karsilik degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi
stiresince belli zaman araliklarinda ornekler alinmistir. Elde edilen degerler Ek 7, Cizelge
E7.1°de verilmis ve Sekil 9.19°da grafiksel olarak sunulmustur. Deneysel verilere dayanilarak
yapilan matematiksel modelleme sonucunda kalan laktoz konsantrasyonu ile zaman

arasindaki degisimin birinci derece kinetik modele uydugu goriilmiistiir (Denklem 9.1).
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Sekil 9.19 Homojenizatorde zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon degerleri; A
deneysel, == model (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 3500 devir/dak, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

% Enzim aktivitesinin zamana karsilik degisimini incelemek i¢in hidroliz islemi siiresince
belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Elde edilen degerler Ek 7, Cizelge E7.2°de
verilmis ve Sekil 9.20°de 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 goriilmiistiir (Denklem 9.2). Laktoz konsantrasyonunun ve % enzim
aktivitesinin zamana karsilik degisimi i¢in kurulan matematiksel modellere ait katsayilar ve

yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Cizelge 9.19°da verilmistir.
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Sekil 9.20 Homojenizatorde zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite degerleri; A
deneysel, == model (pH= 6.7, T= 37 °C, N=3500 devir/dak, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Cizelge 9.19 Homojenizatorde laktoz konsantrasyonu ve % enzim aktivitesi i¢in zamana
karsilik elde edilen deneysel verilere uyan matematiksel modellere ait katsayilar ve istatistik
veriler (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 3500 devir/dak, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Kalan laktoz konsantrasyonu Kalan Enzim Aktivitesi

K 5 R? o ko 5 R?

0.0504 1.1286 0.9948 75.17 0.1313 0.3489 0.9990

*Katsayilara ait birimler; k: dakika™; oy: birimsiz; kp: dakika™

9.4 Farkh Reaktor Tiplerinde Gerg¢eklestirilen Deneylere Ait Elde Edilen Sonuclarin

Degerlendirilmesi

Bu calismada biyoreaktor, sonikator ve homojenizatér ortaminda gergeklestirilen deneylerin
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sonucunda elde edilen optimum laktoz doniisiim oranlar ile, literatiirde laktoz hidrolizi ile
ilgili yapilan ¢alismalardan elde edilen laktoz doniisiim oranlarinin karsilastirilmasi Cizelge

9.20°de verilmistir.
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Cizelge 9.20 Laktoz doniisiim oranlarinin karsilagtirilmasi

Literatiir Laktoz Enzim Proses Sartlan Laktoz doniisiim
Cahismalan oram
Santosvd., 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 kons.
¢ozeltisinde  (Lactozym kesikli reaktorde da sirasi ile %67,
3000L) kaynakl %52, %37 ve %10
immobilize
[-Galactosidase
Laderovd., 50 g/L siit Escherichia coli 40 °C, 300 devir/dak 7 ve 3.5 mg/ml
(2001) tampon kaynakl1 ve pH 7°de, 30 enzim kons. da
cozeltisinde  B-Galactosidase  dakika sonunda, sirast ile %12 ve
kesikli reaktorde %7
Roy ve Peynir alt1 Kluyveromyces 30 °C ve pH 6.6’da,  Peynir alt1 suyu;
Gupta, suyu ve siit fragilis 30 dakika sonunda, kesikli reaktorde
(2003) (Lactozym kesikli reaktor ve %94 ve akiskan
3000L) kaynakli  akiskan yatak yatak reaktorde
immobilize reaktorde %80;
B'GaIaCtOSidase Siit; aklskan yatak
reaktorde %7
Di Serio 9.58,23.6 ve  Kluyveromyces  37°CvepH 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. da
laktoz fosfat  kaynakli boru tipi dolgulu sirast ile %80.2,
tampon immobilize yatak reaktorde %63 ve %50
¢Ozeltisi B-Galactosidase
Pesselavd., 50¢g/L Novo Termofilik 50 °C ve pH 6.5°da, 60 mg/ml enzim
(2003) tampon B-Galactosidase 30 dakika sonunda, ~ kons. da %15
¢Ozeltisinde kesikli reaktorde
Sener vd., Yagl siit Kluyveromyces 37 °C ve pH 6.7°de, 1 %84 biyoreaktorde,
(2006) marxianus ml/L enzim kons. da, %89 sonikatdorde
(Maxilact LX 30 dakika sonunda,
5000) kaynaklt  biyoreaktorde ve
B-Galactosidase  sonikatorde
Demirhan 50 g/L peynir  Kluyveromyces 37 °C ve pH 6.5°da, /081 biyoreaktdrde,
alt1 Suyundan marxianus 30 dakika Sonunda, 1 %92 sonikatorde
(2007) elde edilen (Maxilact LX ml/L enzim kons. da
laktoz fosfat  5000) kaynakh biyoreaktdrde ve
tampon. B-Galactosidase  sonikatorde
¢Ozeltisinde
Neri vd., Siit Kluyveromyces 50 °C ve pH6.5°da, 10 mg/ml enzim
lactis kaynakli 120 dakika sonunda, ~ KOns. da %90
(2008) immobilize B-  kesikli reaktorde

Galactosidase




100

Cizelge 9.20 (Devam)
Literatiir Laktoz Enzim Proses Sartlan Laktoz doniisiim
Cahismalan orant
Haider ve Peynir alt1 Aspergillus 37°C vepH 4.6’da, 1 peynir alt1 suyu,
Husain, suyu ve siit oryzae kaynakli  saat sonunda, kesikli %89 (220 U
immobilize - reaktorde, 500 ml enzim); stit %79
(2009a) Galactosidase hacimde (440 U enzim)
Haider ve Peynir alti Aspergillus 32 °C ve pH 6.5- 1 saat sonunda;
Husain, suyu ve siit oryzae kaynakli  6.8°de, kesikli peynir alt1 suyu,
immobilize B- reaktorde, 500 ml %43.3 (400 U
(2009b) Galactosidase hacimde enzim); siit %36
(1000 U enzim);
3 saat sonunda;
peynir alt1 suyu,
%86 (400 U
enzim); stit %77
(1000 U enzim)
Rhimi vd., Peynir alt1 Lactobacillus pH 6.5-7°de, 1 saat Peynir alt1 suyu;
suyu ve siit dellbrueckii sonunda, kesikli 42°C’de %88,
(2009) kaynakli reaktorde 10°C’de %60;
immobilize - Siit; 42°C’de %80,
Galactosidase 10°C’de %60 (40
g/L enzim kons.)
Puri vd., Siit Kluyveromyces 40 °C ve pH 7°de, 4 %49 (150 U enzim)
marxianus (YW- saat sonunda,
(2010) 1) kaynakl biyoreaktdrde, 100
immobilize B- ml hacimde
Galactosidase
Ansari ve Peynir alt1 Aspergillus pH 4.6’da, kesikli 50 °C’de; 3 saat
Husain, suyu ve siit oryzae kaynakli  reaktdrde, 500 ml sonunda %69, 8
immobilize B- hacimde saat sonunda %86,
(2010) Galactosidase 60 °C’de; 1 saat
sonunda %55, 6
saat sonunda %90
(400 U enzim)
Bucalisma  Yagsiz siit Kluyveromyces 37 °C ve pH 6.7°de, %89
marxianus 30 dakika sonunda, ~ biyoreaktdrde,
(Maxilact LX 1.25 ml/L enzim %89.5
5000) kaynakli kons. da sonikatérde,
B-Galactosidase  biyoreaktorde; %54-3 )
sonikatérde ve homojenizatorde

homojenizatorde
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10. SONUCLAR ve ONERILER

Fiziksel, besinsel, teknolojik ve ¢evresel nedenlerden dolay1 laktoz hidrolizi ilgi ¢eken bir
konu olmustur. Bir¢ok insan, B-galactosidase eksikligi ya da yetersizligi nedeniyle laktozu
tam olarak sindirememektedir. Bu kisilerin laktoz icermeyen diyetler yapmalar1 ya da
laktozsuz gidalar1 tiiketmeleri gerekmektedir. Ayrica, diger sekerlere gore laktozun
¢Oziiniirligh ve tathiligi daha azdir. Laktozun istenmedigi durumlarda; laktoz hidrolizinin
gergeklestirilmesi laktoz igermeyen yeni gida iirlinlerinin elde edilmesi ve peynir alt1 suyunun
cesitli besin maddelerinde yeniden kullaniminin saglanmasi gida sektorii agisindan biiyiik

Oonem tastyan bir prosestir.

Laktozun enzimatik hidrolizi diger hidroliz yontemlerine gore, daha verimli ve maliyeti diisiik
oldugundan birgok endiistri dali igin biliyilk 6nem tasimaktadir. Hidroliz reaksiyonunu
katalizleyecek alternatif teknolojilerin dezavantajlart olmast nedeni ile, endiistride
B-galactosidase enziminin énemini arttirmistir. Bu nedenle, enzimatik hidroliz reaksiyonlari
icin optimum sartlarin belirlenmesi 6nemli bir konu haline gelmistir. Ayrica,
ultrasonikasyonun biyokimyasal proseslerde kullanilmasi, ¢ok ¢esitli reaksiyonlar igin
gereken kimyasal aktiflesmeyi kolay ve ucuz bir sekilde saglamaktadir. Ultrasonikasyon,
reaksiyonlart hizlandirmakta, reaksiyon siiresini kisaltmakta ve doniisiim yilizdesini
arttirmaktadir. Bu nedenle, enzimin katalizleyici etkisine ultrasonikasyonun katkisi ilgi ¢eken

bir konu olmustur.

Bu caligmada, yagsiz siitteki laktozun; ticari bir enzim olan Kluyveromyces marxianus
kaynakli [B-galactosidase enzimi (iiriin kodu: EC 3.2.1.23) ile biyoreaktordeki hidroliz
islemine ait proses parametrelerinin (sicaklik, karistict hizi, enzim konsantrasyonu) ve
sonikatordeki hidroliz iglemine ait proses parametrelerinin (akustik gii¢, % frekans araligi,
hacim) hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi tizerindeki etkileri incelenmistir. Elde edilen

sonuclar asagida verilmistir.
A) Biyoreaktorde;

1) Sicakhgin etkisi incelendiginde; 37 °C’ye kadar sicaklik artistyla siitteki hidroliz
derecesi artarken enzim aktivitesinde diisiis gézlenmisir. 30 °C’deki hidroliz derecesi
yaklasik %85 iken sicaklik ile artarak 37 °C’de yaklasik %89 olmustur. Daha yiiksek
sicakliklarda ise hidroliz derecesinde azalma olmakta ve 50 °C’de hidroliz derecesi
yaklagik %76’ya kadar diismektedir. Buna karsilik, belirtilen sicaklik araligi boyunca
enzim aktivitesi %87‘den %19’a (yaklasik %78) azalmistir. Kullanilan enzim 30 °C
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3)
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i¢in yaklasik %13, 37 °C i¢in %14 ve 50 °C icin %81 oraninda inaktive olmustur.
Hidroliz derecesi ve enzim aktivitesindeki bu diisiis enzimin yapisal bozunmaya
ugradigia baglanmaktadir. 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 ile ilgili
degerlerin polinom denkleme uydugu; zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyonu ve enzim aktivitesi ile ilgili degerlerin ise sirasiyla birinci derece
kinetik modele ve Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen modele uydugu

saptanmistir.

Karigtirict hizinin etkisi incelendiginde; 300 devir/dak’a kadar karistirict hiz1 artisiyla
stitteki hidroliz derecesinde artig olurken enzim aktivitesinde diislis gézlenmektedir.
100 devir/dak’daki hidroliz derecesi yaklasik %82 iken karistirici hizi ile artarak 300
devir/dak’da yaklasik %89 olmustur. Daha yiiksek karistiric1 hizlarinda ise hidroliz
derecesinde azalma olmakta ve 600 devir/dak’da hidroliz derecesi yaklagik %80’e
kadar diigmektedir. Buna karsilik belirtilen karistirict hizi araligt boyunca enzim
aktivitesi %89’dan %78’e (yaklasik %12) azalmistir. Kullanilan enzim 100 devir/dak
icin yaklasik %11, 300 devir/dak i¢in yaklasik %14 ve 600 devir/dak icin yaklasik
%22 inaktive olmustur. Diisiik karistiric1 hizlarinda yeterli miktarda kiitle transfer hizi
saglanamadigi i¢in hidrolizlenme az olmaktadir. Yiiksek karistirict hizlarinda ise (400
devir/dak ve sonrasi i¢in) enzim yapisal olarak zarar gormekte ve aktivitesini
yitirmektedir. Elde edilen deneysel verilere gore optimum karistirict hizi 300 devir/dak
olarak belirlenmistir. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme
sonucunda, ortamda kalan laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi ile ilgili
degerlerin siras1 ile polinom ve lineer denkleme uydugu; zamana karsilik elde edilen
laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi ile ilgili degerlerin ise sirasiyla birinci
derece kinetik modele ve Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen modele uydugu

saptanmuistir.

Enzim konsantrasyonunun etkisi incelendiginde, enzim konsantrasyonu artigiyla
stitteki hidroliz derecesinde ve enzim aktivitesinde artis gozlenmektedir. 0.5 ml/L
enzim konsantrasyonundaki hidroliz derecesi yaklasik %70 iken, 1.25 ml/l enzim
konsantrasyonunda yaklasik %89 iken, 2 ml/L enzim konsantrasyonu igin yaklasik
%93 bulunmustur. Diger taraftan, belirtilen enzim konsantrasyon aralifi boyunca

enzim aktivitesi %79’tan %88’e (yaklasik %12) artmistir. Elde edilen deneysel
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verilere gbére optimum enzim konsantrasyonu 1.25 ml/L olarak belirlenmistir.
Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda, ortamda
kalan laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi ile ilgili degerlerin polinom denkleme
uydugu; zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi ile
ilgili degerlerin ise sirasiyla birinci derece kinetik modele ve Sadana ve Henley (1987)

tarafindan tliretilen modele uydugu saptanmaistir.

Optimum kosullar olan, 37 °C sicaklik, 300 devir/dak karistirici hizi1 ve 1.25 ml/L
enzim konsantrasyonunda hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi icin elde edilen

degerler sirasiyla yaklasik %89 ve %86’dir.

B) Sonikatorde;

1)

2)

Akustik giiciin etkisi incelendiginde, %10 frekans araliginda akustik giic artisiyla

yagsiz slitteki hidroliz derecesi ve enzim aktivitesinin azaldigi gézlenmistir.

%10 frekans araliginda 20 watt’taki hidroliz derecesi yaklasik %89 iken akustik gii¢
ile azalarak 100 watt’ta yaklasik %76 olmustur. Diger taraftan, belirtilen akustik gii¢
aralig1 boyunca enzim aktivitesi %87’den %80’¢ (yaklasik %8) azalmistir. Kullanilan
enzim 20 watt akustik gii¢ i¢in yaklasik %13 ve 100 watt akustik gii¢ i¢in yaklasik

%20 oraninda inaktive olmustur.

Sonug olarak %10 frekans araligi i¢in elde edilen deneysel verilere gore optimum
akustik glic 20 watt olarak belirlenmistir. Deneysel verilere dayanilarak yapilan
matematiksel modelleme sonucunda, ortamda kalan laktoz konsantrasyonu ve enzim
aktivitesi ile ilgili degerlerin siras1 ile quadratik ve lineer denkleme uydugu; zamana
karsilik elde edilen laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi ile ilgili degerlerin ise
sirastyla birinci derece kinetik modele ve Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen

modele uydugu saptanmistir.

% Frekans araliginin etkisi incelendiginde, 20 watt akustik gilicte % frekans araligi

artistyla siitteki hidroliz derecesi ve enzim aktivitesinin azaldig1 gozlenmistir.

20 watt akustik giigte %10 frekans araligindaki hidroliz derecesi yaklasik %89 iken %
frekans araligi ile azalarak %90 frekans araliginda yaklasik %74 olmustur. Diger
taraftan, belirtilen % frekans araligi boyunca enzim aktivitesi %89’dan %78’¢
(yaklasik %12) azalmistir. Kullanilan enzim %10 frekans aralig1 i¢in yaklasik %13 ve

%90 frekans aralig1 i¢in yaklasik %22 oraninda inaktive olmustur.
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Sonug olarak, 20 watt akustik gii¢ i¢in elde edilen deneysel verilere gére optimum
frekans aralifi %10 olarak belirlenmistir. Deneysel verilere dayanilarak yapilan
matematiksel modelleme sonucunda, ortamda kalan laktoz konsantrasyonu ve enzim
aktivitesi ile ilgili degerlerin lineer denkleme uydugu; zamana karsilik elde edilen
laktoz konsantrasyonu ve enzim aktivitesi 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 araligi ve 20 watt akustik
giicte 250 ml hacim degerine kadar artan hacim degerleri ile hidroliz derecesinin
arttig1, ancak bu degerden sonra hidroliz derecesinde bir diisiis oldugu gozlenmistir.
62.5 ml’de hidroliz derecesi yaklasik %82 iken hacim ile artarak 250 ml’de yaklasik
%89 olmustur. Artan hacim degerlerinde ise hidroliz derecesinde azalma olmakta ve
625 ml’de hidroliz derecesi yaklasik %83’e kadar diismektedir. Buna karsilik belirtilen
reaksiyon hacim degerleri aralig1 boyunca enzim aktivitesi %84 ’ten %89’a (yaklasik
%6) artmistir. Kullanilan enzim 62.5 ml hacim i¢in yaklasik %16 ve 625 ml hacim
icin yaklasik %11 oraninda inaktive olmustur. 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 ile ilgili degerlerin sirastyla polinom
ve quadratik denkleme uydugu; zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyonu ve

enzim aktivitesi ile ilgili degerlerin ise sirasiyla birinci derece kinetik modele ve

Sadana ve Henley (1987) tarafindan tiiretilen modele uydugu saptanmustir.

Optimum kosullar olan, %10 frekans araligi, 20 watt akustik gii¢ ve 1.25 ml/L enzim
konsantrasyonunda hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi icin elde edilen degerler

strastyla yaklasik %89 ve %87’ dir.

C) Homojenizatorde;

Yagsiz siit homojenizatorde 30 dakika boyunca hidroliz islemine tabi tutulmus,
reaksiyon sonunda enzim aktivitesi ile ortamda kalan laktoz konsantrasyonu tayin
edilmistir. 30 dakika sonunda hidroliz derecesi yaklasik %54; % enzim aktivitesi ise
yaklasik %76 bulunmustur. Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel

modelleme sonucunda zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyonu ve enzim
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aktivitesi ile ilgili degerlerin ise sirastyla birinci derece kinetik modele ve Sadana ve

Henley (1987) tarafindan tiiretilen modele uydugu saptanmustir.
D) Biyoreaktor, sonikator ve homojenizator verileri karsilastirildiginda;

1) % Hidroliz derecelerine ait elde edilen veriler incelendiginde; 1.25 ml/L enzim
konsantrasyonu i¢in hem biyoreaktér hem de sonikatorde hemen hemen ayni hidroliz
derecesi elde edilmis olup yaklasik %89’dur. Homojenizatorde elde edilen hidroliz
derecesi degeri ise yaklasik %54 olup, biyoreaktor ve sonikatdrde elde edilen hidroliz

derecesinden yaklasik %39 daha azdir.

2) % Enzim aktivitelerine ait elde edilen veriler incelendiginde; 1.25 ml/L enzim
konsantrasyonunda hem biyoreaktor hem de sonikatdrden elde edilen % enzim aktivite
degerleri hemen hemen aynidir. Biyoreaktorde elde edilen deger yaklasik olarak %86
iken, sonikatorde elde edilen deger %87’dir. Homojenizatorde elde edilen % enzim
aktivite degeri ise %76 olup, biyoreaktérde ve sonikatorde elde edilen % enzim

aktivite degerinden yaklasik %12 daha azdir.

Sonug¢ olarak, biyoreaktore ait optimum kosullardaki % hidroliz derecesi ve % enzim
aktivitesi i¢in elde edilen degerler sirasiyla yaklasik %89 ve %86 bulunurken; sonikatdre ait
optimum kosullardaki % hidroliz derecesi ve % enzim aktivitesi i¢in elde edilen degerler
sirastyla yaklasik %89 ve %87 bulunmus; homojenizatore ait optimum kosullardaki %
hidroliz derecesi ve % enzim aktivite degerleri ise sirasiyla yaklasik %54 ve %76
bulunmustur. Dolayist ile, sonikatorden elde edilen % hidroliz derecesi ile % enzim aktivite
degeri biyoreaktorden elde edilen hidroliz derecesi ve enzim aktivite degeri ile hemen hemen
ayn1 sonucu verirken, homojenizatérden elde edilen % hidroliz derecesi ve % enzim aktivite
degeri biyoreaktdr ve sonikatorden elde edilen degerlere gore daha diisiik bir sonug
gostermistir.  Bu nedenle, siitteki laktozun Kluyveromyces marxianus kaynakli -
Galactosidase enzimi ile hidrolizi i¢in sonikasyon islemi ya da kesikli biyoreaktor

kullaniminin homojenizatore kiyasla daha verimli bir proses oldugu tespit edilmistir.
E) Yagh ve yagsiz siit deneysel verileri karsilastirildiginda;

Sener vd. (2006) tarafindan P-Galactosidase enzimi ile yaglh siitte laktoz hidrolizi
calistlmistir. Bu c¢alismada ise [-Galactosidase enzimi ile yagsiz siitte laktoz hidrolizi
gerceklestirilerek siitiin icerisinde bulunan yag miktarmin hidroliz derecesi ve enzim aktivitesi

tizerindeki etkisi incelenmistir. Yagsiz siitteki calisma icin belirlenen optimum proses sartlari,
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yagh siitteki ¢alisma igin (Sener vd., 2006) belirlenen optimum proses sartlart ile ayni
bulunmus, her iki ¢aligmaya ait biyoreaktdrde ve sonikatorde elde edilen hidroliz derecesi ve

enzim aktivitesi degerleri Cizelge 10.1°de verilmistir.

Cizelge 10.1 Yagl ve yagsiz siit deneysel verilerinin karsilagtirilmasi

Siit Enzim Proses Hidroliz Enzim
Sartlar: Derecesi Aktivitesi
(%) (%)
Sener vd., Yaglisit  Kluyveromyces 37 °C ve pH %84 %52
(2006) marxianus 6.7°de, 1 ml/L  biyoreaktorde, biyoreaktorde,
(Maxilact LX enzim kons. %89 %75

5000) kaynaklt  da, 30 dakika sonikatorde sonikatorde
B-Galactosidase sonunda

Bu Yagsizsiit Kluyveromyces 37°CvepH %89 %86
caligsma marxianus 6.7°de, 1.25 biyoreaktorde, biyoreaktorde,
(2010) (Maxilact LX ml/L enzim %89.5 %87

5000) kaynakli  kons. da, 30 sonikatorde sonikatorde
B-Galactosidase dakika
sonunda

Cizelge 10.1 incelendiginde biyoreaktorde gerceklestirilen deneyler icin; yagsiz siitte hidroliz
derecesi %89, yagl siitte ise %84 olup, yagsiz siitteki hidroliz derecesi yagl siitteki hidroliz
derecesine kiyasla %6 daha fazladir. Biyoreaktorde elde edilen enzim aktivite degerleri ise
yagsiz siitte %86, yagl siitte %52 olup, yagsiz siitteki enzim aktivite degeri yagsiz siitteki

enzim aktivite degerine kiyasla yaklasik %40 daha fazladir.

Sonikatorde gergeklestrilen deneyler karsilastirildiginda; hem yagh siitte hem de yagsiz siitte
hemen hemen ayni hidroliz derecesi elde edilmis olup, yaklasik %89’dur. Sonikatorde elde
edilen enzim aktivite degerleri incelendiginde ise; yagsiz siitteki enzim aktivite degeri %87,
yagh siitteki enzim aktivite degeri ise %75 olup, yagsiz siitteki enzim aktivite degeri yagh

stitteki enzim aktivite degerine kiyasla %14 daha fazladir.

Sonug olarak laktoz hidrolizi i¢in sonikatdr, hem yagli siit hem de yagsiz siit i¢in ayni1 etkiyi
gostermekte, fakat laktoz hidrolizinde biyoreaktér yagsiz siit i¢in daha verimli sonug
vermektedir. % Enzim aktivite degerleri bakimindan ise hem sonikatdr hem de biyoreaktor
yagsiz siitte daha verimli sonu¢ gostermistir. Bu durum, siitiin yag icermemesinin enzim

aktivitesi iizerinde olumlu etkisi oldugunu gostermektedir.
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Bundan sonraki ¢aligmalarda, siitteki laktozun hidrolizi ile ilgili sonikasyon proses veriminin

arttirillabilmesi igin asagida siralanan faktorler incelenebilir:

Farkl1 kaynakli p—Galactosidase enzimleri

Immobilize edilmis p—Galactosidase enzimleri

Enzim stabilitesini saglayan diger katki maddeleri

Farkl1 reaktor tipleri (membran reaktorler veya kombine reaktor sistemleri)

Farkli sonikator uglarin hidroliz reaksiyonuna etkisi
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EKLER
Ek 1. Biyoreaktorde sicaklik etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E1.1 Biyoreaktorde farkli sicakliklar igin zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu

Zaman (g/L)

(dakika) | 30 35 37 40 | 45 | 50
(C) | O | (CO) | (CO) | (O) | (O

0 50 50 50 50 50 50

5 35.37 | 32.94 | 33.12 [ 33.30 | 35.16 | 38.60

10 25.50 | 23.43 | 23.45 [ 25.36 | 27.80 | 31.56

15 18.56 | 16.70 | 19.90 | 20.78 | 22.18 | 25.22

20 16.32 | 13.57 | 13.24 | 14.84 | 16.26 | 19.66

25 12.98 | 9.10 | 10.26 | 10.32 | 11.42 | 16.52

30 7.68 6.50 548 | 5.68 | 7.52 | 11.80

Cizelge E1.2 Biyoreaktorde farkli sicakliklar i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (pH= 6.7, N= 300 devir/dak, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Enzim Aktivitesi

Zaman (%)

(dakika) | 30 | 35 | 37 | 40 | 45 | 50
o) | O | CO) | CO) | (O) | (O)

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

5 95.11 [ 94.78 | 93.74 | 90.34 | 81.06 | 49.92

10 91.84 |1 91.25 | 90.60 | 85.58 | 79.54 | 29.47

20 90.18 | 88.88 | 87.98 | 82.57 | 75.37 | 26.15

30 87.09188.49 (8591|8142 |71.01(19.13
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Ek 2. Biyoreaktorde karistirici hizinin etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E2.1 Biyoreaktorde farkli karistirici hizlari i¢cin zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu

Zaman (9/L)
(dakika) 100 200 300 400 500 600
(devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak)
0 50 50 50 50 50 50
5 36.76 34.82 33.12 33.94 34.50 34.86
10 27.12 24.60 23.45 25.08 217.52 29.46
15 22.52 21.00 19.90 20.02 21.14 22.72
20 16.34 14.80 13.24 14.26 17.36 18.82
25 12.92 11.44 10.26 10.56 11.9 13.80
30 9.03 6.74 5.48 7.18 8.89 10.11

Cizelge E2.2 Biyoreaktorde farkli karistirict hizlari igin zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Enzim Aktivitesi

Zaman (%)
(dakika) 100 200 300 400 500 600
(devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak) | (devir/dak)
0 100 100 100 100 100 100
5 95.52 94.58 93.74 925 90.23 86.94
10 93.72 91.81 90.6 88.25 86.38 82.94
20 91.49 89.86 87.98 86.49 83.03 81.2
30 89.13 87.36 85.91 83.27 80.57 78.36
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Ek 3. Biyoreaktorde enzim konsantrasyonunun etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E3.1 Biyoreaktorde farkli enzim konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde edilen
laktoz konsantrasyon degerleri (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 300 devir/dak)

Laktoz Konsantrasyonu
Zaman (9/L)
(dakika) 0.5 1 1.25 15 2
(ml/L) | (ml/L) | (mlI/L) (i) (ml/L)

0 50 50 50 50 50
5 40.17 34.21 33.12 31.12 27.26
10 33.05 27.16 23.45 19.28 15.61
15 27.55 19.57 19.90 16.01 10.92
20 22.63 15.65 13.24 9.13 7.90
25 18.91 13.02 10.26 7.75 5.75
30 15.05 10.48 5.48 4.27 3.53

Cizelge E3.2 Biyoreaktorde farkli enzim konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde edilen %
enzim aktivite degerleri (pH= 6.7, T= 37 °C, N= 300 devir/dak)

Enzim Aktivitesi
Zaman (%)
(dakika) 0.5 1 1.25 15 2
(mi/L) | (mlL) | (ml/L) | (ml/L) | (ml/L)

0 100 100 100 100 100
5 88.68 91.5 93.74 95.73 96.68
10 82.74 86.99 90.6 91.73 93.85
20 80.26 84.82 87.98 88.75 90.67
30 78.68 82.02 85.91 87.3 88.34
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Ek 4. Sonikatorde akustik giiciin etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E4.1 Sonikatorde farkli akustik giigler i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (Frekans Araligi= %10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25
ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu
Zaman (g/L)
(dakika) 20 40 60 80 100
(watt) (watt (watt) (watt) (watt)
0 50 50 50 50 50
5 32.86 34.03 36.48 37.78 38.78
10 22.60 23.96 24.12 25.58 27.25
15 17.48 19.32 20.92 21.76 23.76
20 12.84 13.98 15.76 17.16 19.25
25 9.12 12.40 13.50 14.84 16.84
30 5.26 7.18 9.70 10.98 11.98

Cizelge E4.2 Sonikatorde farkli akustik giicler i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim

aktivite degerleri (Frekans Araligi= %10, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Enzim Aktivitesi
Zaman (%)
(dakika) 20 40 60 80 100
(watt) (watt) (watt) (watt) (watt)
0 100 100 100 100 100
5 95.80 94.05 91.79 90.13 87.68
10 91.82 90.39 89.15 86.18 85.04
20 88.27 87.53 85.24 83.38 81.42
30 86.62 84.43 82.24 81.74 80.04
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Ek 5. Sonikatorde % frekans araligimin etkisinin incelendigi deneylere ait veriler

Cizelge E5.1 Sonikatorde farkli % frekans araliklari i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (Akustik Giig= 20 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25
ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu

Zaman (g/L)

(dakika) %10 %30 %50 %70 %90
0 50 50 50 50 50
5 32.86 33.24 34.732 36.42 38.42
10 22.60 25.42 27.60 28.12 31.24
15 17.48 19.16 22.82 24.10 26.48
20 12.84 15.56 17.98 19.90 22.28
25 9.12 11.80 14.14 15.78 17.36
30 5.26 7.46 9.844 11.46 12.88

Cizelge E5.2 Sonikatorde farkli % frekans araliklari i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (Akustik Giig= 20 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim Kons.= 1.25 ml/L)

Enzim Aktivitesi

Zaman (%)

(dakika) %10 %30 %50 %70 %90
0 100 100 100 100 100
5 95.80 93.10 91.09 89.60 87.05
10 91.82 88.99 87.52 85.95 84.02
20 88.27 86.87 85.12 83.49 80.92
30 86.62 84.27 82.71 81.50 78.46
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118

Cizelge E6.1 Sonikatorde farkli hacimler i¢in zamana karsilik elde edilen laktoz
konsantrasyon degerleri (Frekans Araligi= %10, Akustik Giig= 20 watt, pH= 6.7, T= 37 °C,

Enzim Kons.=1.25 ml/L)

Laktoz Konsantrasyonu

Zaman (g/L)
(dakika) 62.5 125 187.5 250 375 500 625
(ml) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml/L)
0 50 50 50 50 50 50 50
5 35.06 34.42 33.42 32.86 33.52 34.82 36.12
10 26.72 24.54 23.20 22.60 24.62 27.08 29.66
15 23.25 20.04 19.64 17.48 19.00 22.24 24.66
20 17.66 14.82 13.41 12.84 14.34 17.34 21.38
25 13.44 11.66 10.14 9.12 10.69 13.92 16.72
30 8.76 7.56 6.80 5.26 6.72 9.26 11.68

Cizelge E6.2 Sonikatorde farkli hacim degerleri i¢cin zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri (Frekans Araligi= %10, Akustik Giig= 20 watt, pH= 6.7, T= 37 °C, Enzim
Kons.=1.25 ml/L)

Enzim Aktivitesi

Zaman (%)
(dakika) 62.5 125 187.5 250 375 500 625
(ml) (ml) (mli) (mli) (mli) (mli) (mli)
0 100 100 100 100 100 100 100
5 91.54 92.99 94.12 95.80 96.39 96.86 97.26
10 87.49 89.01 90.45 91.82 92.48 93.44 93.66
20 85.67 86.52 87.03 88.27 89.68 91.16 92.03
30 83.84 84.14 85.66 86.62 87.12 88.12 88.98
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Ek 7. Homojenizatorde gerceklestirilen deneye ait veriler

Cizelge E7.1 Homojenizatérde zamana karsilik elde edilen laktoz konsantrasyon degerleri
(pH= 6.7, T=37 °C, N= 3500 devir/dak, Enzim Kons=1.25 ml/L)

Zaman (dakika) Laktoz Kons. (g/L)

0 50

) 38.41
10 29.43
15 25.14
20 18.76
25 14.28
30 11.43

Cizelge E7.2 Homojenizatorde zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite degerleri
(pH=6.7, T=37 °C, N=3500 devir/dak, Enzim Kons=1.25 ml/L)

Zaman (dakika) Enzim Aktivitesi (%0)
0 100
5 88.43
10 81.41
20 77.13
30 75.66
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