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OZET

B-Galactosidase Enziminin Kabak Lifi Ve Pirin¢ Kabuguna
Immobilizasyonunun Optimizasyonu:

Laktoz Hidrolizinin Incelenmesi

Fatma Betiil AKGUL TANER

Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Belma OZBEK

Bu c¢alismada gida sektoriinde laktozu parcalayarak glukoz ve galaktoz
monosakkaritlerinin ~ olusmasin1  saglamak amaciyla kullanilan  Klyveromyces
marxianus’tan elde edilen ticari f-galactosidase [E.C.1.2.23] enziminin immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. Immobilizasyon prosesi fiziksel baglama metodu ve tastyicinm %
2.5’lik (v/v) glutaraldehit ile muamalesinden sonra fiziksel baglama metodu olmak {izere
iki farkl sekilde gergeklestirilmistir. Tasiyici olarak ucuz, toksik 6zellik barindirmayan
ve dogada olduk¢a bol miktarda bulunan atiklardan kabak lifi ve piring kabugu

kullanilmistir.

Immobilizasyon proseslerinden sonra elde edilen dért farkli immobilize B-galactosidase
enzim numuneleri i¢in aktivite cinsinden % geri kazanim degerleri, protein cinsinden %
geri kazanim degerleri, aktivite cinsinden etkinlik oran degerleri, depolama kararliliklar
ve immobilize B-galactosidase enzim numunelerinin tekrar kullanimlar1 sonrasinda %
kalan enzim aktivite degerleri hesaplanmistir. Serbest ve immobilize edilen pB-
galactosidase enzim numuneleri i¢in optimum pH ve optimum sicaklik degerleri
saptanmis ve Linewear-Burke grafigi kullanilarak enzim numunelerine ait Vmax Ve Kn

degerleri hesaplanmistir.
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50 g/L konsantrasyonunda hazirlanan laktoz ¢ozeltisinde ve 72.8 g/L baslangi¢ laktoz
konsantrasyonuna sahip anne siitiinde laktoz hidroliz prosesleri gerceklestirilmis ve
proses sonunda immobilize B-galactosidase enzimlerine ait % kalan enzim aktivite
degerleri, % laktoz hidroliz dereceleri ve kalan laktoz miktarlar1 hesaplanmistir.
Immobilize B-galactosidase enzimleri ile gergeklestirilen hidroliz prosesleri sonunda
laktoz ¢6zeltisinde bulunan laktozun % 65-75 araliginda, anne siitiindeki laktozun ise %

97-100 araliginda hidrolizlendigi goriilmiistiir.

Immobilize B-galactosidase enzimlerinin depolama siireleri sonrasinda elde edilen relatif
enzim aktivite degerleri, hidroliz prosesleri ile elde edilen laktoz konsantrasyonu, hidroliz
derecesi ve enzim aktivite degerlerine ait elde edilen deneysel veriler kullanilarak ilgili

matematiksel modeller kurulmustur.

Sonu¢ olarak immobilizasyon prosesinde kullanilan kabak lifi ve piring kabugunun
dogada kolay bulunmasi ve atik olarak degerlendirilmesi, elde edilen immobilize -
galactosidase enzimlerinin tekrar kullanilabilir olmasi, laktozu hidrolizlemesi gibi
avantajlari sebebiyle bu calismada elde edilen immobilize -galactosidase enziminin gida
endistrisinde laktozsuz gida {irlinlerinin tretiminde kullanilabilirligi gorilmustiir.
Boylece laktoz intoleransina sahip kisilerin tiiketebilecegi gida cesitliliginin artmasina

katki saglanabilecektir.

Anahtar Kelimeler: p-galactosidase enzimi, kabak lifi, piring kabugu, enzim

immobilizasyonu, laktoz hidrolizi
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ABSTRACT

Optimization Studies on the Immobilization of
p-Galactosidase Enzyme onto Loofa Sponge and Rice Husk:

Application for Lactose Hydrolysis

Fatma Betiil AKGUL TANER

Department of Chemical Engineering

Doctor of Philosophy Thesis

Advisor: Prof. Dr. Belma OZBEK

In the present study, the immobilization of commercial [-galactosidase enzyme
[E.C.3.2.1.23] was obtained by utilizing Klyveromyces marxianus which is used to break
down lactose in the food sector. The immobilization process was carried out in two
different ways: physical bonding method and physical bonding method after activated the
careers by 2.5 % (v/v) glutaraldehyde. Loofa sponge and rice husk were used as carriers

since they are cheap, abundant in nature as a waste material and have non-toxic properties.

After immobilization processes, % recovery values in terms of protein and activity for
four different immobilized enzymes were calculated. Additionally, efficiency rate values
in terms of activity, the storage and % enzyme activity values were determined after the
re-use of immobilized enzymes.. Optimum pH and temperature values were specified for
free and immobilized B-galactosidase enzyme and via Linewear-Burke graph Vmax and K

values were calculated.

The lactose hydrolysis processes were in lactose solution prepared in 50 g/L concentration
and in breast milk which has 72.8 g/L lactose concentration by using immobilized B-

galactosidase enzymes and the remaining activity ratios (%), hydrolysis degrees (%) and
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remaining lactose amounts were calculated. Immobilized B-galactosidase enzyme
hydrolyzed 65-75 % of lactose in lactose solution and 97-100 % of lactose in breast milk.

Mathematical modelling studies were carried out for experimental values of relative
enzyme activities after storage periods of immobilized B-galactosidase enzymes, lactose

concetration, hydrolysis degree, enzyme activation.

To sum up, since loofah sponge and rice husk used in immobilization process are easy to
find in nature and can be utilized as waste material and immobilized B-galactosidase
enzyme obtained in this study is reusable, the products of this study are suitable to be
used in lactose-free food production. In this way, this study can contribute to lactose-free

food variation for persons having lactose intolerance.

Keywords: B-galactosidase enzyme, loofah sponge, rice husk, enzyme immobilization,

lactose hydrolysis
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Enzim immobilizasyon teknolojisinin giiniimiiz yesil ve siirdiiriilebilir avantajlari
sebebiyle biyoteknolojik alandaki gelisimi hizla ilerlemektedir. Kimyasal ya da ¢evresel
potansiyel Kkirleticiler sinifinda olan malzemelerin yerine, tekrar kullanilabilen,
endiistriyel amagh kullanima uygun olan stabilize enzimlerin kullanilmas1 immobilize
enzimleri daha ¢ekici hale getirmistir. Enzimlerin immobilize edilebilecegi dogal ya da

sentetik polimerler, inorganik materyaller gibi degisik destek materyalleri bulunmaktadir.

B-Galactosidase enzimi gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan bir enzimdir. Bazi
kisilerde stit ve siit iiriinleri viicuda alindiginda bedendeki enzimlerin yetersizligi sebebi
ile siitteki laktozu sindirememekte, bu nedenle siskinlik, agri, diare gibi saglik sorunlari
ile karsilagmaktadirlar. p-Galactosidase enzimi gida endiistrisinde siit ve siit
tirtinlerindeki laktozu hidrolizlemek amaciyla kullanilir. Literatiirde p-galactosidase
enziminin c¢esitli tasiyicilar iizerinde immobilize edilerek, iiretim maliyetlerinin
diisiiriilmesini, raf dmriiniin uzatilmasini, tekrar kullanilabilirliginin artirilmasini, ortam
sartlarima daha dayakli olabilmesini saglamak amaciyla hazirlanmis ¢alismalar
mevcuttur. Farkli tagtyicilar kullanilarak immobilize 3-Galactosidase enzimi elde ederek,
daha avantajli 6zelliklere sahip immobilize B-Galactosidase enzim tiiretimi saglamak

mumkiin olabilecektir.
1.2 Tezin Amaci

Enzimler reaksiyon hizin1 ve spesifikligini belirten, ¢cogunlugu protein yapisinda olan
organik katalizorlerdir. Enzimlerin endiistriyel alanlardaki kullanimin giinden giine
artmasi, enzimlerin maddi anlamda daha hesapli ve daha etkin yontemlerle {iretilmesine
vesile olmustur. Kimyasal reaksiyonlarla karsilastirildiginda, enzimatik reaksiyonlar
herhangi bir 6n isleme gerek duymaksizin, son iiriiniin bozulmadan kalmasi ve besinin
yapisinda ve igeriginde herhangi bir kayba yol agmamasi gibi sebeplerden dolay1
kimyasal reaksiyonlara oranla daha fazla tercih edilmektedir. Bunun yaninda, enzimatik
reaksiyonlar daha ilimli sartlarda gergeklestiginden proses igin gerekli enerji maliyetlerini
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diistirmekte ve gerekli ham madde ihtiyacin1 da azaltmaktadir. Enzimatik reaksiyonlarin
en biiyiik dezavantaji ise enzimlerin maliyetinin yiiksek olmasidir. Bu dezavantaj1 ortadan
kaldirmak ancak enzimlerin tekrar kullanilabilirligini saglamak ve raf dmriinii uzatmakla
saglanabilir. Enzimlerin bu denli kararli hale getirilerek, enzim maliyetlerini azaltmak ise

enzim immobilizasyonu ile saglanabilir.

Enzimlerin immobilizasyonu, su igerisinde ¢Oziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya
kimyasal olarak baglanarak, suda c¢oziinmeyen bir iiriin olusturulmasiyla saglanir.
Immobilize enzimlerin reaksiyon sonunda santrifiijleme, filtrasyon gibi ydntemlerle
kolayca uzaklastirilabilmesi, {irlinlerin enzim tarafindan kirletilmemesi, pH, sicaklik gibi
cevre kosullarina daha dayanikli olmasi, uzun siireli tekrar kullanilabilir olmasi ve raf
Omriiniin daha uzun olmas1 gibi 6zellikleri immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore

iistiinliikleri olarak sdylenebilir.

Bu calismada; gida endiistrisinde laktoz hidrolizinde kullanilan laktaz enzim grubundan
-galactosidase enziminin dogada oldukg¢a bol miktarda bulunan atiklardan kabak lifi ve
piring kabugu tizerine immobilizasyonunun gergeklestirilmesi; hazirlanan laktoz ¢ozeltisi

ve anne siitiindeki laktozun hidrolizi i¢in uygulanmasi hedeflenmistir. Bu amagla;

e Calisgmanin birinci asamasinda; kabak lifi ve piring kabugu iizerine farkli
immobilizasyon yontemleri uygulanarak Kluyveromyces marxianus kaynakli j3-
galactosidase enzimi immobilize edilmistir. Immobilizasyon verimleri aktivite
cinsinden ve protein cinsinden hesaplanarak, immobilize edilen 3-galactosidase
enzim numunelerinin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik ve pH degerleri
incelenmistir. Ayrica, immobilize edilen 3-galactosidase enzim numunelerine ait
Km Ve Vmax degerleri, inhibitorsiiz ortam ve % 5 CaClz (w/v) igeren inhibitorli
ortam i¢in ayr1 ayri hesaplanmistir.

e Calismanin ikinci asamasinda; immobilize edilen Kluyveromyces marxianus
kaynakli p-galactosidase enzim numunelerinin tekrar kullanilabilirlikleri ve
depolama kararliliklar1 incelenmistir. Bu amacla, inek siitiinde bulunan % 5
oranindaki laktoz miktar1 g6z 6niinde bulundurularak, 50 g/L konsantrasyonunda
hazirlanan laktoz ¢ozeltisinde ve baslangig laktoz konsantrasyonu 72.8 g/L olan

anne siitiinde laktoz hidrolizi deneyleri gergeklestirilerek hidroliz prosesi boyunca



laktoz konsantrasyonu, laktoz hidroliz derecesi degerleri ve enzim aktivite
tayinleri yapilmistir.

e Calismanin tl¢lincii asamasinda; immobilize edilen Klyveromyces marxianus
kaynakli -galactosidase enzim numunelerinin karakterizasyon ¢alismalar1 i¢in
FTIR analizleri gergeklestirilmistir. 50 g/L konsantrasyonunda hazirlanan laktoz
¢ozeltisi i¢erisinde bulunan laktozu en yiiksek derece ile hidrolizleyen immobilize
[-galactosidase enzimine ait immobilizasyon prosesi oncesi ve sonrasi SEM

analizi ile elde edilen yiizey morfolojileri incelenmistir.
1.3 Hipotez

Dogal polimerler, anorganik polimerler ya da sentetik materyaller, enzim
immobilizasyonu prosesleri i¢in kullanilan materyallerdir. Serbest enzimler ile
kiyaslandiginda ortamdan uzaklastirilmalarinin kolay olmasi, tekrar kullanilabilir
olmalar1, daha kararli olmalari, daha yiiksek aktiviteye sahip olmalar1 gibi avantajlarindan
dolay1 immobilize enzimlerin kullanimlar tercih edilmektedir. Bu ¢alismada; seliilozik
maddelerden olusan ve dogada oldukca bol miktarda bulunan atiklardan kabak lifi ve
piring kabugu tizerine Klyveromyces marxianus kaynakli [B-galactosidase enzimi

immobilize edilerek:

e Serbest B-galactosidase enzimine gore daha avantajli immobilize 3-galactosidase
enziminin olusturulmasi,

e Immobilize edilen B-galactosidase enzimi ile siit ve siit iiriinlerindeki laktozun
hidrolizlenerek glukoz ve galoktoza donilismesini saglayarak laktoz intoleransina
sahip insanlarin laktozsuz tiriinleri tiiketebilmeleri igin katki saglanmas,

e Dogustan laktoz intoleransina sahip bebeklerin anne siitii tiiketimlerini saglamak
icin anne siitiindeki laktozun immobilize edilen B-galactosidase enzimi ile

hidrolizinin gergeklestirilmesi ile bebeklerin anne siitiinii tiikketmeleri,

hedeflenmistir.



2

GENEL BiLGILER

2.1 Enzimler

Dokularin yenilenmesi, harabiyete ugramasi, hiicre solunumu, adele kontraksiyonu gibi
bircok 6nemli fizyolojik faaliyetler enzimler tarafindan gergeklestirilmekte ve dolayisiyla
hayatin idamesi bir dizi biyokimyasal reaksiyonlarin meydana gelmesi ile
saglanmaktadir. Laboratuvar ortaminda kimyasal reaksiyonlarin gercgeklestirilebilmesi
icin yiiksek 1s1, yliksek pH ve bazi kimyasal maddelere ihtiyag duyulurken, hayatin
idamesi icin gerekli olan kimyasal reaksiyonlarda 37-38 °C gibi diisiik sicakliklara,
atmosferik basinca ve nétral pH ortamina gerek duyulmaktadir. Iste bu kimyasal
reaksiyonlarin  olmast  enzim olarak adlandirilan  biyolojik  katalizorlerle

saglanabilmektedir [1].

Enzimler, kimyasal reaksiyonlarda aktivasyon enerjisini diisiirerek reaksiyonu
hizlandirilar, bu sebeple hiicre igerisinde tekrar tekrar kullanilabilirler, reaksiyon sonunda
ise bozunmadan kalirlar. Biitlin enzimler protein yapilidir. Enzimler sayesinde
gerceklesen reaksiyonlar ¢ok hizli cereyan eder. Enzimler sayesinde kimyasal

reaksiyonlar 108-10'! defa daha fazla hizlandirilabilmektedir [2].

Enzimlerin kimyasal katalizorlerden en biiyiik farki, enzimlerin kendilerine 6zgii
olmalaridir. Genel olarak enzimler belirli maddeler arasindaki belirli reaksiyonlar

katalize eden dogal katalizorler olarak adlandirilirlar.

2.1.1 Enzimlerin Genel Ozellikleri
Enzimlerin genel 6zellikleri asagida siralanmstir [3]:
e Enzimler protein yapisinda dogal katalizorlerdir.

e FEtki ettigi maddenin sonuna “-az” eki getirilerek veya katalizledigi reaksiyonun

tiirline gore isimlendirilirler.

e Su igerisinde veya sulandirilmis tuz ¢ozeltileri igerisinde ¢oziilebilirler.



e Substrat enzimin etki ettigi bilesik olarak tanimlanir. Baz1 enzimler spesifikliginden
dolay1 sadece bir substrata etki edebilirken, bazi enzimler birden fazla substrata etki

edebilirler.

e Enzimler hiicrede bir takim halinde ¢alisirlar. Bir enzimden elde edilen son firiin,

kendinden sonraki enzimin substratini olusturur.

e Enzimatik reaksiyonlar kuramsal olarak doniisliidiir. Enzim, reaksiyonun yoniinii
degil dengenin oranini saptar. Denge noktasi, yani reaksiyonun hangi yone gidecegi

termodinamik yasalara gore saptanir.

Enzimler ¢ogunlukla protein yapisindaki molekiillerdir. Fakat ¢ogu durumlarda séz
konusu proteine, protein olmayan daha kiigiik yapili organik veya anorganik molekiillerin
baglanmasiyla olmus proteid yapisi gozlenir. Bu durumda enzimin protein kismi
“Apoenzim” protein olmayan kismi ise “Prostetik Grup” veya “Koenzim” olarak

adlandirilir.

Enzimlerin protein kism1 yirmi aminoasitten meydana gelir. Ancak ¢ogu enzimin protein
zincirinde bulunan amino asitlerin R gruplarinda bazi kimyasal degisiklikler
olusabilmektedir. Bazen de protein zincirine karbonhidrat, lipit, baz1 organik molekiiller

ya da metal iyonlar1 baglanabilir.

Enzimlerin amino asit dizilim sirasinin belirlenmesi ile enzimlerin primer yapisi
aydmlatilabilir. Cogu enzim uzun polipeptit zincirlerinden olustugu i¢in amino asit
dizilimlerinin belirlenmesi ¢ok zaman alabilir. Bu durumda en iyi yontem o enzimin yap1

genini ve onun DNA dizisini belirlemek ve dolayli olarak primer yapiya ulagmaktir.

Enzimlerin yapilarinin belirlenmesinde ikinci adim sekonder yapinin belirlenmesidir.
Sekonder yapi, bir protein zincirindeki aminoasitlerin R gruplar dikkate alinmaksizin

zincirin uzaydaki konformasyonunu ifade eder.

Enzimlerin yapilarinin belirlenmesinde {igiincii adim, {i¢ boyuttaki yapinin olusumunda
etkili olan tersiyer yapmin belirlenmesidir. Enzimin protein zincirinde yer alan amino
asitlerin hem R gruplarinin dikkate alinmasi ile hem de uzaydaki konformasyonunun

belirlenmesi ile tersiyer yapi belirlenir.

Enzimlerin yapilarimin belirlenmesinde dordiincii adim ise kuaterner yapinin

aydinlatilmasidir. Pek ¢ok enzim polipeptit zincirlerinden meydana gelir. Bunlar



arasindaki iligki ve toplam molekiiliin uzaydaki konformasyonu onun kuaterner yapisini

olusturur [4].
Enzimatik reaksiyon hizina etki eden faktorler asagida siralanmistir [1]:

e Enzim konsantrasyonu

Substrat konsantrasyonu

e pH (Hidrojen iyonu konsantrasyonunun eksi logaritmast)

e Sicaklik

¢ Reaksiyonda meydana gelen tiriinler

o Isik ve diger fiziksel faktorler

e Zaman
Enzimatik reaksiyonun hizi enzim konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Yani enzim
miktar1 ne kadar fazla ise tepkimenin hizi da o denli fazladir. Ornegin enzim miktari iki

katina ¢ikarilirsa reaksiyon hizi da iki katina ¢ikar. Bu agiklama Denklem 2.1 ile formiile

edilmistir.

Burada;

Son Urin miktart

= =K X E
Reaksiyon sliresi (2.1)

V = Reaksiyon hiz1

K = Orant1 sabiti

E = Enzim konsantrasyonu
olarak tanimlanmustir.

Reaksiyon baslangicinda saglanan bu oranti reaksiyon sonunda bu sekilde devam etmez.
Bunun sebebi enzimin saf olmamasidir. Belli bir noktadan sonra enzim konsantrasyonu
ne kadar artirthirsa artirllsin, reaksiyon hizi degismeyecektir. Sekil 2.1’de enzim

konsantrasyonunun reaksiyon hizina etkisi gosterilmistir.
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Reaksivorn hiz1

Enzim konsantrasyonu

Sekil 2.1 Enzim konsantrasyonunun reaksiyon hizina etkisi

Enzim miktar1 sabit kaldig1 siirece reaksiyonun hizi substrat konsantrasyonu ile orantili
olarak artar. Baslangigta lineer bir artis gozlenirken, belli bir noktadan sonra substrat
konsantrasyonu ne kadar artirilirsa arttirilsin, reaksiyon hizi degismeyecektir ve
reaksiyon hizi hiperbolik bir grafik ile ifade edilecektir. Sekil 2.2 reaksiyon hizi ile

substrat konsantrasyonu arasindaki iligkiyi gostermektedir.

[T

Realksivon hizi

Substrat konsantrasyonu

Sekil 2.2 Substrat konsantrasyonu ile reaksiyon hizinin degisimi



Substrat konsantrasyonunun reaksiyon hizina etkisi sematik olarak Sekil 2.3’te
gosterilmistir [1]. Sekil 2.3°te dort aktif yiizlii bir enzimin ii¢ farkli konsantrasyondaki
substrat ile etkilesiminden sonra, her substratin ¢ift parcalara boliindiigii gériilmektedir.
Ustteki sekilde en diisiik konsantrasyondaki substrat enzimin aktif yiiziindeki yalniz bir
kisim ile etkilesmektedir. Substrat konsantrasyonunun artmasi ile enzimin aktif
yiizindeki baglanma artmakta ve bu durum enzimin aktif yiiziinlin artan substrat ile
doygunlasmasima kadar devam etmektedir. Ust ve alt kisimdaki sekiller Sekil 2.3teki

diyagramin lineer bir sekilde ylikselen kismina tekabiil etmektedir.

|

O +

e ap @b
OO ap ad

00

i?i

O
O

Sekil 2.3 Substrat konsantrayonun reaksiyon hizina etkisinin gemasi [1]

Sekil 2.4; enzimin aktif yiizlinlin substrat ile tamamen doymasindan sonra artik substrat
miktar1 daha da artirilirsa reaksiyon hizinin artmadigin1 gostermektedir. Yani reaksiyon
bu doygunluktan sonra ayni hizda devam edecektir. Sekil 2.4’te bulunan egrinin ilk lineer
kismi1 enzim etki hizinin substrat ile dogru bir orant1 gosterdigi kisimdir. Burada belirli
bir zamandaki reaksiyon hizi o anda ortamda bulunan substrat konsantrasyonu ile
orantilidir. Bu orantiya gore substrat konsantrasyonu azalir ise reaksiyon hiz1 da azalir.
Bu orant1 desimal logaritmaya cevrilirse, verilen herhangi bir zamandaki (t) substrat
konsantrasyonu (S) ile sifir zamandaki substrat konsantrasyonu (So) arasinda Denklem
2.2 olusturulmustur. Bu denkleme gore substrat konsantrasyonu zamanla logaritmik

olarak azalmaktadir [1].



—kt
log(S) = log(Sy) 5303

(2.2)

Enzimin reaksiyon hizina karsi (V) substrat konsantrasyonu (S) cizilirse hiperbolik bir

egri ortaya ¢ikar. Michealis-Menten grafigi Sekil 2.4°te gosterilmistir [5].

Il:/-""ﬂ_F"l-'-
L

 max

Reaksiyon hizi

TinEe

:_y"f KM

Substrat konsantrasyonu [5]

Sekil 2.4 Michaelis-Menten grafigi [5]

Enzim-substrat (ES) kompleksine ait reaksiyon,

k|
—, k 2
E+8§ ¢ ES E+ LU
k
Burada;
E = Enzim
S = Substrat

ES = Enzim-Substrat kompleksi

U = Uriin



olarak tanimlanmistir. Enzimin tepkime hiz1 Michaelis-Menten esitligi ile Denklem 2.3’te

verilmisgtir.

Vmax [S]

VR + [S] (2.3)

Vmax degerini belirlemek i¢cin Michealis Menten esitliginin her iki tarafi 1’e bdliinerek
Lineweaver-Burk esitligi olarak adlandirilan bir dogru denklemi elde edilir (Sekil 2.5) [4-
5].

-Lﬁl — 1
X, 5]

Sekil 2.5 Linewear Burke grafigi [5]

Lineweaver-Burk denklemi asagida verilen denklemlerdeki adimlarla ortaya
cikarilmistir. Michaelis-Menten denklemini tersine gevirip ¢arpanlarina ayirmakla elde
edilen Lineweaver-Burk denklemi Kn ve Vmax degerlerinin hesaplanmasinda en sik

kullanilanilan denklemdir.

V. = Vmax [S]

7 K, + [S] (2.4)
1 KntI[S]

VO h Vmax[S] (2'5)
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70 B Vmax [S] " Vmax [S] (2'6)

VO Vmax . [S ] Vmax (2'7)

Burada;

Vo = Baslangi¢ hiz1

Vmax = Maksimum hiz

Km = Michaelis-Menten sabiti
S = Substrat konsantrasyonu
olarak tanimlanmustir.

Enzimin reaksiyon hizi, ortam pH’na baghdir. Belirli bir pH araliginda enzimin etkisi
daha fazladir. Bir enzim i¢in aktivitenin en fazla oldugu pH’a enzimin optimum pH’1

denir [6].

Enzimatik reaksiyonlarda baslangigta sicaklik artisi ile aktivitede artis gozlenir. Fakat
belirli bir sicaklik degeri asildiktan sonra enzimler de proteinler gibi denatiire olur ve
aktivitelerini kaybederler. Her enzimin birim zamanda substrat ile ES kompleksini

olusturdugu optimum bir sicaklik degeri vardir.

Enzimatik reaksiyonlarda meydana gelen iirlinler aktivatdr ya da inhibitor olarak davranis
sergileyebilirler. Herhangi bir {irlin enzimin aktif merkezine baglanarak reaksiyon hizini

artirabilir ya da azaltabilir.

Fiziksel faktorler ile Ornegin karigtirict hizinin artisi ile enzim aktivitesi olumsuz

etkilenmektedir. Bazi enzimlerin yapist 151k altinda zarar goérebilmektedir.

Enzim katalizli reaksiyon yiirlirken tepkimenin hizi giderek diiser. Bunun nedeni
reaksiyon devam ederken olusan iiriinlerin aralarinda tepkimeye girerek ters yonde bir
reaksiyon olusturmalari, enzimin zamanla inaktive olmasi, reaksiyonu inhibe eden

maddelerin olugmasi ve substratin tiikenmesi gibi faktorlerdir [5].
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2.1.2 Enzim Inhibisyonu

Enzim katalizli reaksiyonun hizini azaltan maddelere inhibitor denir. Enzim inhibisyonu,
enzimatik bir reaksiyona ait hizin inhibitérler tarafindan azaltilmasi veya

durdurulmasidir.

2.1.2.1Kompetetiv (Yarismali) inhibisyon

Yarigmali inhibitor, substrat baglanmasin1 engelleyecek bir tarzda serbest enzimle
baglanan bir maddedir. Gergek substratin metabolize olmayan bir benzeri veya bir tiirevi,

bir bagka substrat veya reaksiyon {iriinii olabilir.

Kompetetiv inhibitoriin etki sekli farkli sekillerde gerceklesebilir; tek bir baglanma
merkezi i¢in substratla yarisabilir, sterik bir etki olusturarak substrat baglanmasini
engelleyebilir, ortak bir baglanma merkezi i¢in sterik etki veya rekabet olusturabilir,
allosterik etki ile enzim konformasyonunda degisiklik yapabilir [4]. Yarigsmali enzim
inhibisyon kinetiginde enzimin substrata olan ilgisi azalmaktadir. Artan substrat
konsantrasyonu ile inhibisyon geri donmektedir. Km degeri artarken Vmax degerinde

herhangi bir degisme gozlenmez [6].

Rekabetg¢i inhibitorler

> W,

Sekil 2.6 Rekabetci inhibitor [7]
2.1.2.2 Nonkompetetiv (Yarismasiz) inhibisyon

Eger bir inhibitor enzime aktif merkezin disindaki bir bélgesinden baglanarak inhibisyona
neden oluyorsa bu tip inhibitére nonkompetetiv inhibitér, meydana gelen inhibisyona
nonkompetetiv inhibisyon denir. Nonkompetetiv inhibisyonun bir kismi geriye doniislii
bir kismi ise geriye doniissiistizdiir. Nonkompetetiv enzim inhibisyonunda Vmax degeri
azalirken, Km degeri degismez [5]. Sekil 2.7°de rekabet¢i olmayan inhibitoriin reaksiyon

icindeki hareketi gosterilmistir [7].
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Rekabete¢i olmayan inhibitorler

SV\

SV
I\

—_
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Sekil 2.7 Rekabetgi olmayan inhibitor [7]
2.1.2.3Unkompetetiv (Yar1 Rekabetci) inhibisyon

Yar1 rekabetgi inhibitdrler enzim substrat kompleksine baglanirlar. Inhibitdr serbest
enzime baglanamadigindan tek substratli sistemlerde unkompetetiv inhibisyona nadiren
rastlanir. Daha ¢ok substratli enzimler i¢in gecerlidir. Cilinkii tek substratli sistemlerde ES
kompleksi olusumu ile enzim iizerindeki baglanma merkezleri dolmus olur [4]. Sekil

2.8’de yar1 rekabet¢i inhibitdriin reaksiyon i¢indeki hareketi gosterilmistir [7].

Yar rekabetgi inhibitorler

S

Sekil 2.8 Yar1 rekabetci inhibitor [7]
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2.2 Enzim immobilizasyonu

Endiistriyel uygulamalarin ¢ogu sulu ¢ozeltilerde gergeklestirildiginden katalizor olarak
kullanilan serbest enzimin aktivitesini yitirmeden geri kazanilmasi olanak disidir. Serbest
enzim, reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklastirilamadigindan reaksiyonun
kontrolii ¢ok giictiir. Bununla birlikte, serbest enzimin yeniden kullanimi da s6z konusu
degildir. Bu durum ise enzimlerin ¢ok spesifik ama o 6l¢iide pahali katalizorler olmalari
nedeniyle maliyeti yiikseltmektedir. Serbest enzimler siirekli liretim sistemlerine de
uygulanamazlar. Tiim bu sorunlari ¢éziimleyebilmek, enzimleri endiistri igin daha ¢ekici

hale getirmek i¢in enzim immobilizasyonu iizerine arastirmalar yogunlasmistir [4, 8-10].

Suda ¢6ziinen ve ¢ozeltide serbest halde hareket edebilen enzim molekiillerinin; suda
coziinmeyen reaktif polimer tasiyiciya baglanarak, suda ¢ozlinmeyen ylizey aktif
tasiyicilara adsorplanarak, bifonksiyonel reaktiflerle ¢apraz baglanarak ve polimer
matriste, yari ge¢irgen membran veya mikrokapsiillerde tutuklanarak hareketinin
sinirlandirilmasi olayma immobilizasyon denir. Iimmobilize enzimlerin serbest enzimlere

olan istiinliikleri [4, 9, 11];

e Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilmesi ve iriinlerin enzim

tarafindan kirletilmesi gibi bir problem olusturmamasi
e (evre kosullarina (pH, sicaklik, vb.) kars1 daha dayanikli olmasi
e Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilmesi
e Dogal enzime kiyasla daha kararli olmasi
e Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir olmasi
e Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygun olmasi
e Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilmesi
¢ Enzimin kendi kendini par¢alamasi olasiliginin azalmasi
e Mekanistik ¢alismalar i¢in uygun olmasi

olarak siralanabilir.
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2.2.1 Enzim Immobilizasyon Yéntemleri

Enzimin immobilizasyonu sirasinda enzimlerin aktif merkezlerinin kapatilmamasina
dikkat edilmeli, substrat ve iirlin difiizyonlar1 da gbz 6niine alinarak en uygun yontem

se¢ilmelidir. En yaygin enzim immobilizasyon yontemleri Sekil 2.9'da verilmistir [4].

Enzim Immobilizasyon Y éntemleri

Coziinmez Formda Immobilizasyon Coziinen Formda Immobilizasyon
|
| ‘l - -
Baglama Tutuklama Ultrafiltrasyon Hollow-fiber
membranlar

Coziinen-¢oziinmeyen

| _d enzimler
Jelde Mikro Lipozom
tutuklama kapsiilleme teknigi
| |
Capraz Tastyict Enzim
baglama baglama kopolimerizasyonu
| I I |
: Iyonik Selat Kovalent Biyospesifik
Adsorpsiyon baglama baglama baglama baglama

Sekil 2.9 Enzim immobilizasyon yontemleri [4]
2.2.1.1 Coziinmez Formda immobilizasyon

Coziinmez formda immobilizasyon yontemleri, baglama ve tutuklamadan olusmaktadir.
Coziinmez formda immobilizasyon yontemlerinden baglama yontemi; ¢apraz baglama,
tasiyic1 baglama veya enzim kopolimerizasyonu ile gerceklestirilir. En ¢ok kullanilan

capraz baglama reaktifi glutaraldehittir [4].
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Capraz baglama kiiciik molekiillii bir veya multifonksiyonel reaktifler enzim molekiilleri
arasinda baglar yaparak suda ¢oziinmeyen komplekslerin olusmasini saglar. Bu yontemle

enzim immobilizasyonu dort farkli sekilde gerceklestirilir. Bunlar;
¢ Enzimin yalniz bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu
e Enzimin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

¢ Enzimin suda ¢dziinen bir tastyicida adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel reaktif

ile reaksiyonu
e Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer ile reaksiyonu
olarak siralanabilir.

Tastyici baglama ile enzim immobilizasyonu adsorpsiyon, iyonik baglama ve kovalent
baglama ile gerceklestirilebilir. Adsorpsiyon yontemi enzimlerin yakalanmasinda en
uygun metottur. Ik kez invertaz enzimi aktif komiir {izerine adsorbe edilerek 6zellikleri
incelenmistir. Bu yontem enzimlerin tasiyici yiizeyinde adsorblanmasi prensibine
dayanir. Adsorban olarak aktif karbon, bentonit, silikatli bilesikler, cam, bazi metal
tuzlari, metal oksitler, organik polimerler, seliiloz ve tiirevleri kullanilir [4, 12, 13]. Sekil

2.10'da adsorpsiyon metodu ile katalizoriin tasiyiciya baglanmasi gosterilmistir [14].

S

Sekil 2.10 Adsorpsiyon metodu ile katalizoriin tasiyiciya baglanmasi [14]

Iyonik baglama ydntemi iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢dziinmeyen tasryicilara
enzimin iyonik olarak baglanmasi temeline dayanir. Sekil 2.11'de katalizor ve tastyic

arasindaki iyonik baglanma gosterilmistir [14].
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Sekil 2.11 Katalizor ve tasiyici arasindaki iyonik baglanma [14]

Kovalent baglama yontemi ile enzimler cesitli tagiyicilara genellikle organik molekiillere
kovalent olarak baglanirlar. Kovalent baglanma enzim proteinlerindeki ¢esitli gruplar

sayesinde olur [4, 14]. Sekil 2.12'de katalizor tasiyiciya kovalent baglanmasi

gosterilmistir.
(a) (b)
- i f -’-/'-;T
I e %
1%
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Sekil 2.12 Katalizoriin tastyiciya kovalent baglanmasi [15]

17



Enzim kopolimerizasyonu ile enzim immobilizasyonu yonteminde enzimler
kopolimerizasyon sirasinda kopolimerin bir kismini olustururlar. Kopolimerizasyon i¢in

maleikasit anhidrit ve etilen gibi diisiik molekiil agirlikli monomerlerden faydalanilir [4].

Coziinmez formda immobilizasyon yontemlerinden tutuklama yonteminde enzim
molekiilii belirli bir ortamda durmaya zorlanmaktadir. Bu islem polimer matris i¢indeki
kafeslerde gerceklestigi gibi yar1 gegirgen membranlar iginde mikrokapsiilleme ve
miseller ile de gergeklestirilebilmektedir [4]. Sekil 2.13'te enzimin tutuklama yontemiyle

immobilizasyon semas1 verilmistir [16].

Enzim

Jel cézeltist

Sekil 2.13 Enzimin tutuklama yontemiyle immobilizasyonu [16]

Tutuklama yontemi polimer matriste tutuklama ve mikrokapsiilleme ile
gerceklestirilebilir. Bunlardan polimer matriste tutuklama yonteminde enzimler yapay ya
da dogal polimerler igerisindeki kafesler igerisine sokularak tutuklanmaktadir. Bu amagla
en c¢ok kullanilan polimer poliakriliamidtir. Yontem yiiksek derecede ¢apraz bagl bir
polimerin enzim ¢dzeltisi iginde olusturulmasi temeline dayanir [4, 17]. Sekil 2.14'te

enzimin polimerler arasinda tutuklanmasi gosterilmistir [16].

Tutuklama yontemlerinden mikrokapsiilleme yonteminde ise enzimlerin ¢evresinde ¢ap1
1 mikron ya da daha biiytik genellikle 5 ile 300 mikron arasinda olan polimer yapili zarlar
(membran kapsiiller) olusturulur. Kapsiil zar1 enzimlerin ¢ozeltiye gecmelerini Onler.
Zarmm gecirgenligi reaksiyona girecek kiiciik molekiillii substratlar ile olusan iirtinlerin
kolaylikla ge¢mesine elverislidir [4]. Sekil 2.15'te mikrokapsiilleme ile enzim

immobilizasyonu gosterilmistir [16].
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Sekil 2.15 Mikrokapsiilleme ile enzim immobilizasyonu [16]
2.2.1.2 Coziinen Formda Immobilizasyon

Coziinen formda immobilizasyon prosesinde enzim, fiziksel ya da kimyasal olarak bir
tagiyict ile etkilesir. Bu etkilesim, enzime gegirgen bir zar ile ¢evrelenme oOzelligi
saglayarak, enzimin hareket alaninin genisletilmesini saglar. Enzim tasiyiciya herhangi
bir noktadan baglanmaz. Bu nedenle enzimin molekiiler geometrisi, esnekligi ve katalitik
etkinligi degismez. Fakat substrat enzime ulasirken, membrandan gegerken zorluk
yasayabilmektedir. Bu sebeple, ¢oziinen formda immobilizasyon yontemini uygulamak

icin, substratin kiigiik molekiillerden olusmasi avantaj saglayacaktir [18].
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Sekil 2.16'da ¢oziinen formda enzim immobilizasyon yontemi gosterilmistir [16].
Immobilizasyon ydntemlerinde enzim subtrat iligkisinin gérsel olarak karsilastiriimasi
Sekil 2.17°de verilmistir [19]. Immobilizasyon yéntemlerinin hazirlama, enzim aktivitesi,
substrat spesifikligi, baglanma giicii, genel uygulanabilirlik ve rejenerasyon agisindan

karsilastirilmasi Tablo 2.1°de verilmistir [19].

Enzim Fam : :
Dispersiyon

Faz

Arayizey (Srv1 membrat)

Sekil 2.16 Coziinen formda enzim immobilizasyonu [19]
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Fiziksel Yontem ile Immobilizasyon
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Gapraz Baglama Yontemi ile immobilizasyon

Sekil 2.17 Immobilizasyon ydntemlerinin sematik gosterimi [19]
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Tablo 2.1 immobilizasyon yontemlerinin karsilastiriimas [19]

Immobilizasyon yéntemi
Lrzalil s Fiziksel Kapsiilleme Kovalent Capraz Hapsetme
baglama P baglama baglama P
Hazirlama Kolay Kolay Zor Zor Zor
Enzim aktivitesi Diisiik Yiiksek Yiksek Degisken Yiksek
Substrat Degisken Degisken o o Degisken
spesifikligi degil degil Degisken | Degisken degil
Baglanma giicii Zayif Orta Gugli Gugli Giglii
Rejenerasyon Miimkiin Miimkiin Imkansiz Imkansiz Imkansiz
Genel Diisiik Orta Orta Diisiik Yiiksek
uygulanabilirlik
Immobilizasyon | 50 Diisiik Yiiksek Orta Diisiik
maliyeti

2.2.2 Enzim Immobilizasyonunda Kullanilan Destek Materyalleri

Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik bircok organik ve inorganik materyal
kullanilmaktadir. Tasiyici membran, suda ¢6ziinmeyen katt veya polimer olabilir.
Proteinler, dogal ya da sentetik polimelerler, aktif karbonlar, organik immobilizasyon
destekleri olarak gruplandirilabilirler. Polisakkarit tiirevlerinin kullanilmasi, hidroksil
gruplart icermesi sebebiyle avantaj saglamaktadir. Ciinkli enzimlerdeki elektrofilik
gruplar, hidroksil gruplarla etkilesim saglayarak immobilizasyonu gergeklestirirler [20,
21]. Enzim immobilizasyon destekleri dogal polimerler, anorganik polimerler ve sentetik

malzemeler olmak tizere Tablo 2.2'de verilmistir [22].

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicida aranan oOzellikler asagida

stralanmugtir [20]:
o Hidrofilik karakter
e Suda ¢oziinmeme
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e Gozenekli yapi

e Mekanik stabilite ve uygun partikiil formu

o Kimyasal ve termal stabilite

e Kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilar yumusak kosullarda reaksiyon
verebilen fonksiyonel gruplar tagimali

e Mikroorganizmalara kars1 direnglilik

e Ucuzluk

o Zehirsizlik

¢ Rejenere olabilme

Tablo 2.2 Enzim immobilizasyon destekleri [22]

Dogal polimerler Anorganik polimerler Sentetik malzemeler

Seliiloz Cam Naylon

Jelatin Kil Polistiren tiirevleri
Nisasta Bentonit Poliakrilamit
Kitosan Nikel oksit Vinil alil polimeri
Dekstran Hidroksiapatit Maleik-Anhidrit polimeri
Agaroz Aktif karbon Oksiranlar

Ipek Metaller Metakrilat

Albiimin Ponza tas1 -

2.3 Glutaraldehit

Glutaraldehit [CH2(CH2CHO)2], su, alkol ve organik ¢oziiciilerde tiim oranlarda
miikemmel ¢oziiniirliik sergileyen bes karbonlu bir dialdehittir. Keskin yagli bir s1ivi olan
glutaraldehitin sulu ¢ozeltiler halinde farkli konsantrasyonlarda (agirlik¢a % 2-70) ticari
tiirleri mevcuttur. Sekil 2.18’de glutaraldehitin kimyasal yapis1 gosterilmistir [23]. Sekil
2.19°da glutaraldehitin su igerisindeki halkal1 yapist gosterilmistir [24].
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Glutaraldehit; nisasta, dekstran, kitosan, polivinil alkol ve seliilozu ¢apraz baglamaya
uygun bir malzemedir. Glutaraldehit, seliiloz ile ¢apraz baglanma yetenegine sahiptir.
Glutaraldehit ve seliiloz asetalleri, halkali yapisi nedeniyle hidrolize kars1 yliksek bir
dirence sahip olabilir. Glutaraldehit, asetile edilebilen ve yiiksek termal stabiliteye sahip
tiriinler olusturabilen poliglurataldehitler, sulu ¢ozeltilerde kolayca polimerize olabilir.
Destek materyali olarak seliiloz kullanildiginda seliiloz ile glutaraldehit arasinda

gerceklesen ¢capraz baglanma mekanizmasi Sekil 2.20°de verilmistir [24].

Glutaraldehit, immobilize B-galactosidase enzim elde etmek igin immobilizasyon
matrisleri iizerinde capraz baglayici olarak kullamilir. Immobilizasyon matrisine -
galactosidase enziminin glutaraldehit ile baglanmasinin sematik gosterimi Sekil 2.21°de

gosterilmistir [23].

O O
H H

Sekil 2.18 Glutaraldehit kimyasal yapisi [23]

H._ 0
2 H,O
H
0
glutaraldehyde 2,6 dihydroxytetrapyran

Sekil 2.19 Glutaraldehitin su igerisindeki halkali yapisi [24]
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H
OCELL

OCELL
OCELL

glutaraldehyde hemiacetal acetal

H

CELLULOSE=

n

Sekil 2.20 Seliiloz ile glutaraldehit arasinda gergeklesen ¢apraz baglanma mekanizmasi
[24]
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Sekil 2.21 immobilizasyon matrisine B-galactosidase enziminin glutaraldehit ile
baglanmasinin sematik gosterimi [23]
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2.4 B-Galactosidase Enzimi ve Genel Ozellikleri

B-Galactosidase, oligosakkaritler ya da ikincil metabolitlerden D-galactosil kalintilarini
hidrolizleyen enzimdir [25]. Siit sekeri olarak da ifade edilen laktozu, glukoz ve galaktoz
olmak iizere iki monosakkarite hidrolizler. B-Galactosidase enziminin katalizledigi

hidroliz tepkimesi agsagida gosterilmistir.
Laktoz (Siit sekeri) + H2O = Gluktoz + Galaktoz

Bu reaksiyon esnasinda, bir molekiil H2O tiiketilir ve seker molekiilii baglanir. Optimum
pH aralig1 6-8’dir. B-Galactosidase enzimi suda ¢oziinen bir formda olup, agik kahverengi

renge sahip viskoz bir sividir.

B-Galactosidase enzimleri genellikle mikroorganizmalarda (bakteri, fungi, maya),
bitkilerde 6zellikle badem, seftali, kayisi, elma ve yiiksek canlilarin organlarinda bulunur.
Endiistriyel uygulamalarda kullanilan [-galactosidase enzimleri yaygin olarak
Aspergillus sp., Kluyveromyces sp. ve Kluyveromyces lactis kaynaklidir. Farkli kaynakli

B-galactosidase enzimleri Tablo 2.3’te verilmistir [25, 26].
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Tablo 2.3 Farkli kaynakli B-galactosidase enzimleri [25, 26]

Penicillium chrysogenum

Aspergillus oryzae, A. foelidis, A. fonsecaeus, A. carbonarius

Alternaria alternate, A. palmi

Auerobasidium pullulans

Fungi Curvularia inaequalis

kaynakl Fusarium monilliforne, F. oxysporum

Mucor meihei, M. pusillus

Neurospora crassa

Penisillum canescens

Saccaharopolyspora rectivergula

Lactic acid bacteris (LAB)

Bifidobacterium sp.

Lactobacillus sp.

Bakteri Lactobacillus reuteri

kaynakh Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. rittmannii

Arthrobacter sp.

Bacillus acidocaldarius, B. circulans, B. subtilis, B. megaterum

Colostridium acetobutylicum

Kluyveromyces lactis

Kluyveromyces marxianus

Maya Guehomyces pullulans

kaynakh Bullera singularis

Candida pseudotropicalis

Saccharomyces anamensis, S. lactis, S. fragilis

Bitki Domates, papaya, ¢ilek, turp, arpa, havug, ac1 bakla, elma, kavun,
Kaynakh badem,
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2.5 Laktoz

Karbonhidratlar; karbon, hidrojen ve oksijen atomlarindan olusurlar. Yeryiiziinde en ¢ok
bulunan organik bilesikler olup en fazla enerji kaynagini verirler. Canlilarda fotosentez
veya kemosentez sonucu sentezlenen karbonhidratlar tiim canli hiicrelerde bulunur.
Tabiatta genellikle biiyiik molekiiller halinde bulundugundan viicuda alindiginda,
sindirilmesi ya da uygun molekiil biiylikliigline ulasana dek parcalanmasi gerekmektedir.
Karbonhidratlarin hiicre zarindan gegebilecek biiyiikliikte olanlar1 monosakkarit olarak
adlandirtlir. Sindirime ugramadan gegen monosakkartilerin karbon sayisi 3 ile 8 arasinda
degismektedir. Disakkaritler ise iki adet 6 karbonlu monosakkaritin dehidrasyon
tepkimesi sonucu birlesmesi ile olusur. Disakkaritler, monosakkariler gibi hiicre zarindan

gecemezler.

Glukoz + Glukoz = Maltoz (Arpa sekeri) + H.O

Gluktoz + Fruktoz — Sakkaroz (Cay sekeri) + H20O

Gluktoz + Galaktoz — Laktoz (Siit sekeri) + H20

12 karbonlu bir disakkarit olan laktoz, glukoz ve galaktozun aralarinda glukozit bag: ile

baglanmalar1 ile meydana gelir. Laktoz molekiiliiniin yapist ve kimyasal formiilii Sekil

2.22°de gosterilmigtir [27].

CH OH CH OH
2 2
OH 0 H 0 H
0
OH tl>‘\ OH '>{
OH
H | | | OH
H OH H OH
Galactose Glucose

Sekil 2.22 Laktoz molekiilii [27]
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2.5.1 Laktoz intoleransi

Laktoz intoleransi, siit sekeri olan laktozun sindirilmesindeki yetersizliktir. Diinya
lizerinde yasayan her on insandan birinin laktoz sindirimine iligkin problemi oldugu
tahmin edilmektedir. Laktoz intoleransi ince bagirsak hiicrelerinin dogal olarak tirettigi
[-galactosidase enziminin eksikligi sonucu olusur. Siitle alinan laktozu sindirmeye
yetecek kadar B-galactosidase yoksa genellikle kisiyi rahatsiz edici bazi bulgular ortaya
cikar. Bu bulgular bulanti, karinda kramp seklinde agrilar, siskinlik, gaz ve ishal seklinde
olabilmektedir. Bulgular laktoz iceren besin yenmesi ya da i¢ilmesinden 30 dakika ile 2

saat sonra baglamaktadir.

Laktozsuz iiriinlere gore tatliligt daha az olan siit tiriinlerinin igerdigi farkli laktoz
konsatrasyonlar1 insanlar {izerinde farkl: etkiler ortaya ¢ikarabilir. Diinyada laktoza karsi
var olan intolerans, toleranstan daha fazladir. Laktoz intolerans1 Afrika, Asya ve Latin
ilkelerinde % 15-100 oraninda degismektedir. Kuzey Avrupa iilkerinde de laktoz
intolerans1 olduk¢a fazladir. Kuzey Amerikali yetiskinlerde, laktoz intoleransi yerli
Amerikalilarin % 79’unda, siyah irkin % 75’inde, Kizilderililerin %51’inde ve beyaz

irkin % 21’°inde goriilmektedir.

Laktoz intoleransi Amerikan Kizilderilileri, Eskimolar, Yeni Diinya melezleri, bazi
Afrika toplumlart ve bunlarin deniz asir1 {ilkelerde yasayan torunlari, orjini Hint olan
toplumlar, Fiji ve Yeni Gine’de yasayan Pasifik gruplari ve Avusturalya toplumlarinda
% 60-100, Kuzey ve Bati Avrupalilar, bunlarin deniz asir1 iilklerde yasayan torunlari,
Akdeniz ve Yakin Dogu’nun bazi gruplari, Afrika’daki Fulani, Hima ve Tussu gruplari
ve Hindistan’in batisinda yasayan bazi toplumlarda % 0-30 oraninda, Yunanistan’daki
farkli bolgelerde % 30-100 oraninda, Kibris Rumlarinda % 67, [ran’da ise % 68’dir [28,
29, 30].

Ulkemizde ise degisik calismalarda laktoz intolerans1 % 24, % 37, % 50 ve % 66 olarak
bulunmustur. Arastirmacilar bu durumu siitten kesildikten sonra, siit igme aliskanliginin
olmamasina ve siit yerine yogurt ve peynir tikketilmesine baglamislardir. Yogurdun laktoz
icerigi diistiktiir ve yogurt yapan bakteriler ayn1 zaman da laktaz da iiretir. Bu enzim de

stitiin laktoz igerigini diisiirerek kolay sindirilmesini saglar [28].

A.B.D.’deki Cheddar ve Swiss peynirlerinin yapimi sirasinda laktozca zengin olan

kesilmis siit suyu ayrilir ve peynirden uzaklastirilir. Geri kalan laktoz ise fermentasyon
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sirasinda hidrolizlenir. Bu nedenle laktoz intoleransi olan bireylerin bu tiir peynirleri

tercih etmesi Onerilmektedir.

Laktoz intoleransini gidermenin birkag yOntemi vardir. Bu yontemler asagida

stralanmustir [28]:

e Laktoz intoleransinin baslangi¢c noktasini belirlemek ve buna bagli olarak laktoz

tuketimini azaltmak

e Siit kullanimin1 azaltarak buna alternatif olarak peynir ve yogurt tiiketimini

saglamak

e Siit tiketiminden Once siite laktaz enzimi eklemek.

Laktoz intoleransina sahip kisilere gida endiistrisinin katkilar1 agsagida siralanmustir [28]:

e Laktoz intoleransina sahip kisilerin tolerans esigini belirlemek amaciyla gerekli

testlerin yapilmasi

e Islenmis ya da dogal olarak sunulan gidalarin ambalajlarinda laktoz igeriginin

bildirilmesi
e lslenmis gidalada laktoz miktar1 az olan siitlerin kullanilmasi
e Giinliik tiiketim i¢in laktozu az ya da laktozsuz siit tiretimi
o Siite tikketimden Once laktaz enziminin katilmasi

e (ida ireticilerinin tiiketicilere laktoz veya siit igermeyen iiriinleri liste halinde

vermesi
2.5.2 Laktozun Hidrolizi

Siitlin yapisinda bulunan laktoz B-galactosidase eksikligi ya da yetersizligi sebebi ile
bir¢ok insan tarafindan tam olarak sindirilememektedir. Sindirilemeyen laktoz insanlarda
gaz, mide agris1 ve diare gibi sorunlar ortaya ¢ikarmaktadir. Bu nedenle laktoz icermeyen
gidalarin  tiiketilmesi  gerekmektedir. Tiiketilen ¢ogu siit {riinlerinde laktoz

bulunmaktadir. Tablo 2.4’te bazi1 besinlerin laktoz icerikleri verilmistir [29].
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Tablo 2.4 Bazi besinlerin laktoz igerikleri [29]

Besin Miktar Laktoz (g)
Siit tozu 59 0.8
Siitlag 200 g 5.8
Dondurma 75 g (3 top) 3.0
Yogurt 100 g (1 kase) 3.0
Kefir % su bardagi 4.8
Labne peynir 30g 0.8
Mozeralla/otlu peynir 30¢g 0
Kasar peyniri 100 g 0
Beyaz peynir 3049 0
Keci peyniri 35¢ 0
Lor peynir 309 0

Laktoz diger sekerlerle karsilastirildiginda tat oran1 daha az olup aroma ve kokuyu
hapsetmeye elverisli bir yapist vardir. Bu ylizden dondurulmus gidalar iyi muhafaza
edilmediginde bozulmalara neden olabilmektedir. Hidroliz isleminin asil amaci laktozu
parcalayarak, sindirimin kolaylastirilmast olup endiistriyel boyutta incelendiginde
hidroliz igleminin amaci enerji maliyetlerinin diistirilmesi ve gida cesitliliginin

arttirllmasi olarak degerlendirilebilir [30].

Laktozun hidrolizlenmesinde asidik ve bazik olmak tizere iki farkli yontem kullanilir.
Laktozun asit ile hidrolizinde, asit ¢ozeltisi ya da asidik iyon degistirici regineler
kullanilir. Proses 150 °C’de ve pH 1-2’de gergeklestirilir. Reaksiyon ¢ok hizli gerceklesir.
Fakat hidroliz islemi ¢ok yiiksek sicakliklarda yapildigindan, asitler, proteinler ve yaglar
arasinda sekonder reaksiyonlar olusur. Bu durum, koku ve aromada istenmeyen
degisimler meydana getirebilir ve siitlin bilesiminde bulunan besin degerlerinin

azalmasina neden olur.

32



Enzimatik hidrolizleme yonteminde ise, elde edilen son iirlinde istenmeyen koku ve tat
goriilmez. Proses kosullar1 1liman sartlarda gerceklestirilir. Sicaklik ve pH kosullarinin
elverisli olmasi da maliyet agisindan yarar saglar. Ancak, avantajlarinin yaninda
dezavantajlar1 da mevcuttur. Enzimlerin elde edilmesi kolay degildir. Endiistriyel boyutta
incelendiginde, sadece mikroorganizmalardan elde edilen enzimler kullanilmaktadir.
Enzim maliyetlerinin ¢ok yiiksek olmasi ve iiretimin az olmasi1 enzimatik hidrolizlemede
problem teskil etmektedir. Bu nedenle, enzim maliyetlerini diisiirmek ve daha kararh

enzimler kullanmak gerekmektedir.

Asit ile hidrolizleme ve enzimatik hidrolizleme yontemleri karsilastirildiginda, enzimatik
hidrolizlemede son iirlinlin bozulmadan kalmasi ve besin degerlerinde herhangi bir
degisimin olmamasi, yiiksek enerji maliyetine ihtiya¢ duyulmamasi ve 1liman kosullarda
prosesin gerceklestirilmesi sebebi ile enzimatik hidrolizleme teknik acidan daha uygun
goriilmektedir [30, 31]. Laktozun enzimatik hidrolizine ait reaksiyon Sekil 2.23’te

gosterilmistir [32].

CHROH
CH,OH CH,CH CH,OH
Q g;l.t. wsidase :’ : : :
Laktoz Galaktoz Glukoz

Sekil 2.23 Laktozun enzimatik hidrolizi [32]
2.5.3 Laktozun Kullanim Alanlari

Laktozun en genis kullanim alan1 gida sektoriidiir. Sekerlemeler, hazir ¢orbalar, soslar,
hazir igecekler, bebek mamalar1 bunlardan bazilaridir. Sekerlemelerde seker tadini
dengelemek amaciyla kullanilir. Koku, tat ve renk maddelerini de hapsettiginden tat
farklarmi gidermek maksadiyla asil iiriin tadini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilir. Laktoz;
kraker, biskiivi gibi gidalarda proteinlerle tepkimeye girerek istenen kahverengimsi rengi

olusturdugundan firincilik tirtinlerinde de kullanilmaktadir.
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Karacigerde yag birikmesini engelleyen laktoz ayni zamanda B vitaminin
sentezlenmesini de kolaylastirir. Bu da diyet iiriinlerinde tercih edilmesini saglar. Ince
bagirsakta bulunan B-galactosidase enzimi laktozu glikoz ve galaktoza parcalamaktadir.

Olusan bu iirlinler dolagim sistemine verilir ve galaktoz kisa siirede glikoza doniistiirtiliir.

Galaktoz beynin gelisiminde etkin bir faktordiir. Diger sekerler ile beslenen ¢ocuklara
oranla laktoz ile beslenen ¢ocuklarin daha iyi gelistikleri bilimsel ¢aligmalarla
ispatlanmistir. Laktoz kalsiyum emilimini artirir; bdylece kemik ve dis olusumunda etkin
rol oynar. Anne siitii alamayan bebeklerde inek siitiine laktoz eklenerek karbonhidrat
oraninin anne siitiine yakin olmasi saglanir. ilag sanayinde laktoz, antibiyotik iiretiminde
kullanilan mikroorganizmalar i¢in karbon kaynagi olarak kullanilir. Cesitli ilaglarin

hazirlanmasinda da dolgu maddesi olarak kullanilmaktadir [33].
2.6 Anne Siitii

Anne siitii bebeklerin beslenmesinde kullanildig1 i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir. Kuru
madde acisindan inek siitiine yakindir. Inek siitiinden farkli olarak laktoz orani yiiksek,
mineral madde ve protein orani diisiiktiir. Asitlik derecesi inek siitliniin yaris1 kadardir.
Asit ve peynir mayasiyla pihtilagsma yetenekleri iyi degildir. Proteinin % 53’1 kazeinden,
% 47’si albiiminden olusmustur. Biiyilk bir kismint serum proteinleri olusturur ve
albiiminli siitlerdendir. Yag globiillerinin ¢ap1 daha kiiciiktiir. Midede daha yumusak ve
kiictik taneli pitht1 olugturdugu icin sindirimi kolaydir [34].

Anne siitiindeki besin Ogelerinin miktar1; laktasyon siiresince bireyler arasindaki
biyokimyasal farkliliklara, annenin diyetinin igerigine, laktasyon donemlerine ve
emzirme zamaninin uzunluguna, 6n siit/son siit olmasina, adet gormeye gore degisebildigi
icin anne siitlinlin makro ve mikro besinsel degerlerinin miktarlari oldukca genis bir
dagilim gostermektedir. Anne siitli; yagda ve suda ¢ozilinebilen 200’den fazla bilesik
igeren kompleks bir bilesiktir. Bilesimin biiyiik ¢ogunlugunu (% 88 ve daha fazla) su
olusturmaktadir. Besin 6geleri bu ortam i¢inde degisik sekillerde dagilmis haldedir.
Emzirmenin ilk evresinde gelen siit, yani oOnsiit, su bakimindan olduk¢a zengindir. Bu
nedenle, bebegin gereksinimi olan tiim su, bu 6n siitten karsilanmaktadir. Tablo 2.5’te
anne siitiinde bulunan enerji ve besin 6geleri verilmistir [34]. Tablo 2.6’da anne siitii,
inek, manda, koyun ve kegi siitli gibi ¢esitli st tiirlerinin kuru madde, siit yagi, protein,

laktoz ve kiil agisindan ortalama bilesimi (%) verilmistir [34].
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Tablo 2.5 Anne siitiinde bulunan enerji ve besin 6geleri [35]

Enerji ve besin ogeleri

Anne siutiindeki miktar

(100 mL)
Enerji (kkal) 69
Protein (g) 1.3
Laktoz (g) 7.0
Yag (9) 4.1
Protein (%) 7.0
Laktoz (%) 42.0
Yag (%) 51.0
Vitaminler Anne siitiilndeki miktar
(100 mL)
Retinol (pg) 60
B karoten (ng) 27
D (1V) 0.42
E (mQg) 0.34
K (ug) 0.21
Tiamin (mg) 0.02
Riboflavin (mg) 0.03
Nikotinik asit (mg) 0.22
B12 (ug) 0.10
B6 (mg) 0.01
Folat (ng) 5.0
Pantotenik asit (mg) 0.25
Biotin (ng) 0.7
C (mg) 3.7
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Tablo 2.5 Anne siitiinde bulunan enerji ve besin 6geleri [35] (devami)

Anne siitiindeki miktar

Mineraller (100 mL)
Sodyum (mg) 14
Potasyum (mg) 58
Klor (mg) 42
Kalsiyum (mg) 34
Fosfor (mg) 14
Magnezyum (mg) 3.0
Demir (mg) 0.07
Bakir (mg) 0.04
Cinko (mg) 0.28
Iyot (ug) 3.0
Manganez (ug) 0.1
Selenyum (mg) 14
Taurin (mg) 4.6
Kiikiirt (mg) 14
Bobrek soliit yiikii (mmol/L) 75-80

Tablo 2.6 Siit tiirlerinin ortalama bilesimi (%) [34]

Siit Tiirii nf; dr(;Je Siityagi | Protein Laktoz Kiil
Anne siitii 12.4 3.8 1.0 7.0 0.2
Inek 12.6 3.7 3.4 4.7 0.7
Manda 17.2 7.4 3.5 5.4 0.8
Koyun 19.3 7.4 5.5 48 1.0
Keci 13.2 4.5 3.2 4.1 0.8
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Anne siitiiniin 6zellikleri asagida siralanmistir [36]:

Anne siitiindeki proteinlerin % 60-80°1 biyolojik degeri ve kullanimi1 yiiksek olan
peyniralti suyu proteinidir. Anne siitii proteinlerinin viicut proteinlerine doniisiim
orant % 100°diir. Bu 6zellige sahip bagka bir besinin olmamasi, anne siitlinii diger

sutlerden farkli kilmaktadir.

Protein konsantrasyonu inek siitiinden azdir. Fakat bebegin protein gereksinimi i¢in

bu protein ilk 6 ay i¢in tek basina yeterlidir.

Anne siitii probiyotik 6zelliklere sahiptir. igerisinde bulunan Laktobasillus bifidus

ile bebegi E. koli gibi enfeksiyonlara kars1 korur.

Anne sutinde 20’den fazla enzim bulunur. Bunlardan;

Lipaz; yag sindirim ve emiliminde,

Lipoprotein lipaz; meme bezlerinde siit lipidlerinin sentezinde,
Galaktozil transferaz; laktoz sentezinde,

Siilfidril oksidaz; disiilfid baglarinin olusumunda,
Laktoperoksidaz; bakteriostatik etki olusumunda gorev alir.

Anne siitiiniin yag miktar1 emzirmenin sonuna dogru artar. Bu da bebege doygunluk
hissi verir. Boylece fazla besin tiiketim yoluyla olusabilecek obezite gelismesini
onler. Bu nedenle anne siitii ile beslenen bebeklerdeki obezite orani, diger siitlerle

beslenen bebeklere nazaran daha azdir.
Anne siitiindeki elzem yag asitleri miktari inek stitiindekinden bes kat daha fazladir.

Anne siitiindeki Ca/P oran1 2:1°dir. Bu oran kalsiyumun emilimini ve viicutta

kullanimini arttirmaktadir.

Anne siitiindeki demir emilimi de farklilik gdsterir. Inek siitiindeki demirin % 5-
10°u emilirken anne siitiinde % 50-60’s1 emilir. Bu da anne siitiindeki demirin

biyoyararliliginin daha yiiksek oldugunu gostermektedir.

Anne siitii ile beslenen bebeklerde gastrointestinal enfeksiyonlar, menenjit,

pndémoni, bakteriyemi siklig1 daha azdir.
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e Anne siitii ile beslenen bebeklerde allerji ve kronik hastalik, insiiline bagl diyabet
goriilme riski, apandisit, invajinasyon, hipertrofik pilor stenozu goriilme riski daha

azdir.
e Solunum sistemi enfeksiyonlarinin siklig1 ve astim goriilme durumu azalir.

e Anne siitii ile beslenen bebeklerdeki dis ciiriigii sayis1 inek siitii ile beslenen

bebeklere oranla daha azdir.

Siit, yogurt, peynir, ayran ve kefirde yiiksek miktarda bulunan laktoz bu yiyeceklerin
disinda tereyagi, krema, kaymak ve dondurmada da oldukga fazla bulunur. Yiyecekler ile
alman laktoz, ince bagirsaga gelinceye kadar viicutta sindirim islemine ugramaz. ince
bagirsaga ulasan laktoz molekiiliiniin, bagirsak i¢i epitel hiicrelerinin fircamsi
kenarlarinda bulunan ve buradan salinan 6zel bir enzim olan laktaz enzimi ile

parg¢alanmaya baslar.

Laktaz enzimi annenin hamileliginin son déneminde bebegin bagirsaklarinda olugsmaya
baslar ve cocukluk déneminde en yiiksek seviyeye ¢ikar ve yasam boyu bagirsaklarda
salinir. Bebekler dogumdan sonra anne siitiinde var olan laktozu, bagirsaklarinda hazir
bulunan laktaz enzimi ile ¢ok rahat bir sekilde parcalar. Fakat bazi bebeklerde bu enzim
bagirsaklarda ¢ok az salgilanirsa sindirilmeyen laktoz, ince bagirsak ve kolondaki bazi
bakteriler tarafindan pargalanmaya baglar. Bu par¢alanma ile hidrojen, karbondioksit ve
metan gazlar1 olusur. Bu da erken bebeklik doneminde ¢ocukta gaz, karin agrisi, kramp,

siskinlik, bulanti, kusma ve ishal gibi sorunlara neden olur.

Bazi bebeklerdeki laktoz intoleransi anne siitii tiiketimlerine engel olabilmektedir. Bu
nedenle ilag formunda P-galactosidase enziminin bebegin anne siitiinii almasindan
yaklastk 10-20 dakika oOnce agzina damlatilmasi doktorlar tarafindan tavsiye
edilmektedir. Boylece anne siitiindeki laktoz bebek tarafindan kolaylikla sindirilebilir

hale getirilebilmektedir.

Laktoz intoleransi bulunan bebekler diisiiniildiigiinde, ilag formunda enzime alternatif
olarak, anne siitiindeki laktozun disarida parcalanmasi saglanabilir. Siit sagildiktan sonra
igerisindeki laktozun glikoz ve galaktoza pargalandiktan sonra bebegin tiiketimine

sunulmasi alternatif bir yontem olarak degerlendirilebilir.
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2.7 Kabak Lifi

Halk arasinda kabak lifi olarak adlandirilan Luffa cylindirica kabakgiller familyasina ait
olan meyveleri ¢ok lifli tropikal bir bitkidir. Diinyada yagmurlu ve 1liman iklim sartlarina
sahip yerlerde oldukca fazla yetisir. Genellikle Cin’de, Japonya’da ve Asya, Orta
Amerika, Giiney Amerika’daki bazi iilkelerde rastlanir. Bitki boyutu bulundugu
lokasyona gore 15 cm’den 1 m’ye kadar degisebilir. Bazi1 bolgelerde 1 m’den daha uzun

boya sahip olanlarina da rastlanmistir. Sekil 2.24’te kabak bitkisi gosterilmistir [37].
2.7.1 Kabak Lifi Yapisi

Temel yapisi seliiloz olan kabak lifi, tek yillik ve boyuna uzayan bir bitkidir. Meyveleri
silindir bi¢imindedir ve olgunlastikca i¢i kurur [38]. Kurumus kabak lifinin damar yapis1
Sekil 2.25”de gosterilmistir [37]. Kabak liflerinin kimyasal bilesimi; bitki kokeni, iklim
sartlar1 ve topragin cinsi gibi cesitli faktorlere baglidir. Ornegin; seliiloz igerigi % 55’ten
% 90’a kadar degisebilirken, lignin icerigi % 10’dan % 23’e degisiklik gosterebilir.
Hemiseliiloz miktar1 % 8-22 arasinda iken, ekstraktif miktar yaklagik % 3.2 ve kiil miktari
yaklasik % 0.4’tiir. Kabak liflerinin yogunlugu 0.8-0.92 g/cm?® arasinda degismektedir.
Tablo 2.7’de baz1 dogal fiberlerin yogunluklar1 verilmistir [38].
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Sekil 2.25 Kabak lifinin kurumus hali [37]
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Tablo 2.7 Bazi dogal fiberlerin yogunluklar [38]

Dogal fiber Yogunluk (g/cm?®)
Sabir agaci lifi 1.26-1.45
Kenevir lifi 1.48
Hindistan cevizi lifi 1.25
Rami 1.50
Pamuk lifi 1.51-1.60
Kabak lifi 0.8-0.92

Tablo 2.7°de gorildigii gibi kabak fiberlerin yogunlugu diger fiberlere gore daha
diistiktiir. Bu nedenle kabak liflerinin kompozit materyallerde kullanim1 diger fiberlere

gore daha fazla avantaj saglayabilir. Kabak lifinin kimyasal 6zellikleri Tablo 2.8’de

gosterilmistir [38].

Tablo 2.8 Kabak lifinin kimyasal 6zellikleri [38]

Kabak lifi %*

Soguk su ¢oziiniirligii 4.50 (0.09)
Sicak su ¢oziintirligi 3.30 (0.11)
%1 NaOH ¢oziiniirligii 16.38 (0.19)
Alkol-benzen ¢oziiniirligii 0.25 (0.04)
Holoseliiloz 84.84 (0.41)
Lignin 14.04 (0.24)

a-seliiloz 62.34 (0.7)

Kiil 0.37 (0.07)

“Parantez igindeki degerler standart sapmalari ifade eder.
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2.7.2 Kabak Lifinin Kullanim Alanlari

Halk arasinda banyo lifi olarak kullanilan kabak lifinin, ¢evreye duyarli biyolojik
materyal olmasi, kokusuz, ucuz olmasi, kolay bulunabilirligi ve geri doniisiim
kapasitesine sahip olmasi gibi 0Ozellikleri ticari olarak kullaniminin artmasini
saglanmistir. Kabak lifleri kurutuldugunda, fiber ag yapisi siinger gibi davranig
gostererek, insan yapimi bir materyalin dogadaki alternatifi olarak rol oynamaktadir.
Kabak lifi gibi biyolojik materyallerin 6nemi, yeni malzemeler kullanarak yapilan

arastirmalar ile giinden giine artmaktadir [39].

Dogal fiber ve dogal kompozit kaynagi olarak kabak lifi, bilimsel caligmalarda ¢esitli
amagclarla kullanilmaktadir. Liv vd. 2008 [40] yaptiklar1 c¢alismada Penicillium
simplicissimum’u, Pazzetto vd. 2011 [41] Bacillus firmus’u, Meleighy ve Khalaf 2009
[42] Fusarium  moniliforme’yi  kabak  lifi  iizerine  immobilizasyonunu

gerceklestirmislerdir.

Oboh vd. 2011 [43] kabak lifini sulu ¢ozeltilerden ¢ift degerlikli metal gideriminde, Igbal
ve Edyvean 2005 [44] kadmiyum ve suda ¢oziinen diger metallerin gideriminde, Mazali
vd. 2005 [45] alternatif ambalaj materyali olarak, Demir vd. 2006 [46] ise suyun kabak
lifi tizerine adsorpsiyonunda kullanmiglardir. Ajwe vd. 2005 [47] kabak lifinden yag

ekstrakte etmis ve elde ettikleri yagi biyodizel iiretiminde kullanmislardir.
2.8 Pirin¢ Kabugu

Piring diinyada 75 tilkede, yilda yaklasik 80 milyon ton iiretilen temel bir gidadir. Bolluk,
yerel mevcudiyet, taneli yapi, diisiik maliyet, suda ¢6ziinmezlik, yiiksek kimyasal stabilite
ve mekanik dayanim gibi 6zellikler piring kabugunun potansiyel bir biyosorbent olarak
kullanilmasini saglamistir. Islenmis her piring tonunun yaklasik % 23" piring kabugu
igerir; bu da tarim sahasinin yanmasi sonucu karbondioksitle beraber diger kirleticileri
meydana getirir. Piring kabugunun kullanilmasi ile biyosorbent {iretimi biiyiik miktarda
yonetilebilir ve ikincil kirleticilerin olusumu Onlenebilir. Hayvan yemi, enerji kaynagi
(biyoyakit), organik giibre katkisi, tugla yapimi, biyoetanol liretimi ve kompozitler, piring

kabugunun diger uygulamalaridir [48].

Adsorpsiyon igin piring kabugunun ana bilesenleri karbon ve silikadir. Piring ¢esidi,
giibreleme tiirii, toprak kimyasi, iklim ve cografi konum farkliliklar1 nedeniyle piring
kabugunun bilesimi bir numuneden digerine degismektedir.
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Her ne kadar diger biyosorbanlar gibi piring kabugunun dogrudan kullanimi organik
bilesiklerinin sulu ortama sizmasina neden olsa da, bu bilesim ve istenen 6zellikler onu
uygun bir adsorban olarak kullanilmasi konusunda ilgi cekici hale getirmektedir [48].

Sekil 2.26’da piring kabugunun goriintiisii verilmistir.

Sekil 2.26 Piring kabugunun goriintiisii
2.8.1 Pirin¢ Kabugunun Yapisi

Piring kabugunun kimyasal bilesimi incelendiginde igerisinde seliiloz, hemiseliiloz,
lignin, ekstaktif, su ve mineral kiil bulundugu goériilmektedir. Piring kabugunun kimyasal
bilesimi Tablo 2.9 [48], fiziksel 6zellikleri Tablo 2.10 [48] ve igerdigi organik bilesenler
ise Tablo 2.11°de [49] verilmistir.
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Tablo 2.9 Piring kabugunun kimyasal bilesimi [48]

Bilesen Miktar (%)
Seliiloz 32.24
Hemiseliiloz 21.34
Lignin 21.44
Ekstaktiv 1.82
Su 8.11
Mineral kiil 15.05 (% 96.34’1 silika)

Tablo 2.10 Piring kabugunun fiziksel 6zellikleri [48]

Fiziksel ozellik Degerler
Uzunluk 4-10 mm
Genislik 2.0-2.5 mm
Kalinlik 0.1-0.15 mm

Hacim 96-160 m®

Tablo 2.11 Piring kabugunun organik bilesenleri [49]

Organik Bilesen % Degerler (agirlik¢a)
C 39.8
N 37.4-36.6
H 5.7-6.1
O 0.5-0.6




2.8.2 Pirin¢ Kabugunun Kullanim Alanlari

Ulkemizde yilda atik olarak ele gegen yaklasik 200 bin ton piring kabugu tavuk
ciftliklerinde tavuklarin altina serilerek degerlendirilmeye c¢alisilmaktadir. Piring
kabugunun o6nemi dikkate alindiginda iilkemiz agisindan endiistriyel bazda biiylik

avantajlar elde edilebilecektir.

Ummah vd. 2015 [50] yaptiklar1 ¢alismada piring kabugunu deniz suyu aritmada
adsorban olarak kullanmiglardir. Piring kabuklarini yiiksek sicakliklarda yakarak piring
kabugu kristalleri elde etmislerdir.

Biyosorpsiyon ¢alismalar1 incelendiginde Vadivelan ve Kumar 2005 [51], Chandrasekhar
ve Pramada 2006 [52], Chen vd. 2012 [53] metilen mavisi biyosorpsiyonu igin, Mane vd.
2007 [54] parlak yesil biyosorpsiyonu i¢in, Chakraborty vd. 2011 [55] kristal violet
biyosorpsiyonu i¢in piring kabugu kullanmiglardir. Kontamine biyosorpsiyon ¢aligsmalari
incelendiginde; Tarley vd. 2004 [56] Cd (II) giderimi, Akhtar vd. 2011 [57] Cd (I1), Zn
(IT) Cu(Il) giderimi i¢in ¢aligmalarinda piring kabugu kullanmislardir.
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3

LITERATUR ARASTIRMASI

Gida endiistrisinde laktozun hidrolizlenmesi amaciyla kullanilan [-galactosidase
enziminin elde edilmesinin zor ve pahali olmasi nedenleri ile suda ¢éziinmeyen, tekrar
kullanilabilen, daha uzun 6émiirlii, ortam sartlarina daha dayanikli ve serbest enzime gore

daha kararli immobilize enzimlerin kullanimi artmaktadir.

B-Galactosidase enzim immobilizasyonu ile ilgili literatiirde yer alan ¢alismalar Boliim
3.1°de; enzim immobilizasyon ¢aligmalarinda literatiirde tasiyici olarak kullanilan kabak
lifi {izerine enzimlerin immobilizasyonuna ait ¢aligmalar Boliim 3.2°de, tastyici olarak
kullanilan piring kabugu {izerine enzimlerin immobilizasyonuna ait ¢aligmalar ise Boliim

3.3’te 6zetlenmistir.
3.1 p-Galactosidase Enzimi ile Yapilan immobilizasyon Calismalari

Endiistride kullanilan enzimler i¢in optimum sartlarin belirlenmesi birgok arastirmacinin
ilgisini ¢eken bir konu olmustur. B-Galactosidase enzimi ile yapilan bazi literatiir

calismalar1 agagida 6zetlenmistir.

Cargnin vd. 2020 [58] yaptiklar1 ¢alismada pektin bazli hidrojeller iizerine fiziksel
yontem ile [B-galactosidase enzimini immobilize etmislerdir. Hidrojellerin enzim
immobilizasyon kapasitesini belirleyerek elde ettikleri immobilize B-galactosidase
enzimi ile laktoz hidrolizi gergeklestirmislerdir. Optimum immobilizasyon proses
parametreleri olarak sicakligi 44 °C+1, baslangi¢ enzim konsantrasyonunu % 7, pH’1 ise
6.4 olarak belirlemislerdir. Laktoz hidroliz proseslerinde kullandiklar1 immobilize
B-galactosidase enzimlerinin miktarinin artirilmasi ile laktoz hidrolizi sonucu olusan

glukoz miktarinin arttigini belirtmislerdir.

Wolf vd. 2019 [59] yaptiklar1 ¢alismada (-galactosidase enzimini arap sakizi kullanarak
hazirladiklar1 hidrojel kapsiiller {izerinde ve kitosan kullanarak hazirladiklar1 hidrojel
kapsiiller {izerinde immobilize etmisler ve immobilize -galactosidase enzimini tutan
hidrojel kapsiilleri dondurarak kurutmuslardir. Immobilize p-galactosidase enzimlerinin
maksimum aktivite gosterdigi pH degerini 6.5 olarak, maksimum aktivite gosterdigi
sicaklik degerini ise 25 °C olarak saptamislardir. Kurutulmus hidrojel kapsiillerini laktoz

hidroliz prosesinde kullanmislardir. Arap sakizi kullanarak elde ettikleri hidrojeller
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tizerine immobilize ettikleri B-galactosidase enzimi ile uzun omiirlii siitteki laktozun
hidroliz kapasitesini 151 mg/g, kitosan kullanarak olusturduklarit hidrojeller iizerine
immobilize ettikleri B-galactosidase enzimi ile uzun omiirli siitteki laktozun hidroliz

kapasitesini ise 189.23 mg/g olarak tespit etmislerdir.

Souza vd. 2018 [60] yaptiklar1 calismada Kluyveromyces lactis kaynakli B-galactosidase
enzimini ticari karajenan ve sodyum aljinat ile oda sicakliginda nétral pH’ta karistirmis
daha sonra ortam pH’sin1 HCI kullanarak asidik ortam olarak degistirmislerdir. Ortama
farkli oranlarda polisakkarit ekleyerek B-galactosidase enzimine etkisini incelemislerdir.
Hem serbest (-galactosidase enziminin, hem de kompleks yontemle elde ettikleri
immobilize B-galactosidase enziminin optimum pH degerini 5, optimum sicaklik degerini

ise 35 °C olarak belirlemislerdir.

Hassan vd. 2018 [61] yaptiklar1 ¢alismada Aljinat/HO (acrylamide-co-acrylic acid) jel
boncuklar iiretip, polietilenemin (PEI) ve glutaraldehit (GA) ¢ozeltisi i¢inde modifiye
ederek P-galactosidase enzim immobilizasyonu i¢in tastyict olarak kullanmislardir.
Maksimum immobilizasyon verimini % 3.5’lik PEI ¢6zeltisinde 5 saat beklettikleri jel
boncuklar iizerinde elde ederek, immobilizasyon verimini % 78.2 olarak
hesaplamiglardir. Modifiye ettikleri Aljinat/HO jel boncuklar {izerindeki immobilize
[-galactosidase enziminin yedi kullanimdan sonra baslangi¢ aktivitesinin % 100’{ni

korudugunu saptamiglardir.

Ansari vd. 2015 [62] yaptiklar ¢aligmada, Aspergillus oryzae kaynakli 3-galactosidase
enziminin glutaraldehit ile aktive edilmis karbon nano partikiiller (NDs) iizerine
immobilizasyonunu gerceklestirmislerdir. Immobilizasyon isleminde tampon ¢dzelti
olarak 100 mM sodyum asetat kullanmislardir. Immobilizasyonda 8500 U B-
galactosidase ve 1 g modifiye edilmis karbon nanapartikiilleri 1 gece boyunca sodyum
asetat tamponda karistirmislardir (pH 4.5, sicaklik 4 °C). Immobilizasyon sonucunda elde
ettikleri immobilize B-galactosidase enziminin optimum pH’mi 4.5 olarak, optimum

sicakligini ise 50 °C olarak saptamislardir.

Prieto vd. 2014 [63] yaptiklari1 ¢calismada, Aspergillus oryzae kaynakli 3-galactosidase
enziminin immobilizasyonu i¢in kullandiklar1 karbona, H.SO4 veya HCI asit ¢ozeltisi
(1.2 ve 4 M) i¢cinde 6n islem uygulamislardir. On islem gdrmiis karbon {izerinde enzim

immobilizasyonunu gerceklestirmislerdir. Tampon ¢ozelti olarak farkli molarite
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degerlerindeki asetat tamponu (pH 4.5) kullanmislardir. Immobilizasyon isleminde 10
mL’lik B-galactosidase ¢ozeltisini su sekilde hazirlamiglardir; 6n islem gormiis karbon
konsantrasyonu i¢in 0.5, 1.0, 5.0, 10.0 (% agirlik) degerlerini, baslangic enzim
konsantrasyonu igin 0.04, 0.08, 0.12, 0.16 gL%, sicaklik igin 25, 30, 40, 50 °C, pH igin
4.5 ve karstirict hizi igin 150 rpm’i kullanmislardir. [-Galactosidase enzim
immobilizasyon proses parametreleri olarak karbon konsantrasyonunu 1.0 (% agirlik),
enzim baslangi¢ konsantrasyonunu 0.12 gL olarak, proses sicagini ise 30 °C, karistirici
hizim1 ise 150 rpm olarak belirlemislerdir. Bes dakikalik immobilizasyon prosesi

sonundaki enzim immobilizasyon verimini % 54 olarak saptamislardir.

Ansari vd. 2012 [64] yaptiklar1 ¢alismada, Aspergillus oryzae kaynakli $-galactosidase
enziminin giimiis nano partikiiller {izerinde immobilizasyonunu gerceklestirmislerdir.
Immobilizasyon islemini, 2400 U B-galactosidase enzimi ile 10 mg modiye edilmis ve
modifiye edilmemis (ayr1 ayr1) giimiis nano partikiillerle, sodyum asetat tamponda (0.1
M, pH 4.5) 30 °C’de 1 gece magnetik karistiricida muamele ederek belirlemislerdir.
Immobilize p-galactosidase enziminin optimum sicakligin1 50 °C, optimum pH’sini ise

4.5 olarak tespit etmislerdir.

Jochems vd. 2011 [65] yaptiklar1 caligmada, Kluyveromyces lactis kaynakli [-
galactosidase enziminin zirkonyum dioksit igeren karigik matris membran {izerinde
immobilizasyonunu gerceklestirmislerdir. Tampon ¢ozelti olarak 50 mM NaCl ve 50 mM
MgCl; iceren 50 mM Tris-HCI tampon ¢6zelti kullanmislardir. Immobilizasyon islemini
1.5 mL’lik tiiplerde Tris-HCI tampon ile seyreltilmis 0.6 mL enzim ¢dzeltisi ile 1 cm?’lik
membran kullanilarak yaklasik 50 rpm’deki karistiricidda 120 dakika siiresince
gerceklestirmigler ve immobilizasyon ig¢in optimum siireyi 60 dakika olarak
saptamiglardir. Membran {izerinde adsorbe olan maksimum [-galactosidase enzim
miktarimi 1.6 g/m? olarak belirlemislerdir. immobilize B-galactosidase enzimi maksimum
aktiviteyi 0.5 g/m?°deki enzim konsantrasyonunda gdstermistir. Serbest p-galactosidase
enziminin ve immobilize PB-galactosidase enziminin optimum pH’m1 ve optimum
sicakligini; 6.5 ve 25 °C olarak saptanuglardir. Immobilize B-galactosidase enziminin
diisiik sicaklikta bile etkisini siirdiirdiigiinii ve immobilize 3-galactosidase enzimine ait
Michealis Menten sabitinin serbest [-galactosidase enzimine gore sekiz kat artig

gosterdigini belirtmiglerdir.
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Husain vd. 2011 [66] yaptiklar1 galismada, Aspergillus oryzae kaynakl 3- galactosidase
enziminin  ZnO nanopartikiilleri (ZnO-Np) {iizerinde adsorpsiyon yontemi ile
immobilizasyonunu ger¢eklestirmislerdir. Adsorpsiyon islemi icin 4800 U B-
galactosidase enzimi ile 1’er gram dogal ZnO ve ZnO-Np karistirilarak bir gece sodyum
asetat tamponda pH 4.5 ve 30 °C’de beklettikten sonra 20 dakika santrifiij uygulayarak
partikiilleri toplamislardir. Immobilizasyon isleminden sonra immobilize B-galactosidase
enziminin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik degerini 50 °C ve 60 °C olarak
belirtmislerdir. Serbest f-galactosidase enziminin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik
degerinin ise 50 °C oldugunu; maksimum aktivite gosterdigi pH degeri i¢in ise hem
serbest hem de immobilize B-galactosidase enzimi igin aynm1 pH degerinin (4.5)

bulundugunu belirtmislerdir.

Song vd. 2010 [67] yaptiklar1 ¢alismada, Kluyveromyces lactis kaynakli - galactosidase
enziminin  glutaraldehit ile aktiflestirdikleri silikajel ile immobilizasyonunu
gerceklestirmislerdir. -Galactosidase icin 6n islem uygulamislardir. Bu amagla; pH’s1
7.2 olan 0.1 M sodyum fosfat tampon ¢ozelti igeren % 10’luk (v/v) 20 mL B-galactosidase
¢ozeltisine 30 mM laktoz ekleyip karisimi 37 °C’de 150 rpm’de 1 saat inkiibe etmislerdir.
Immobilizasyon islemi igin % 10’luk (v/v) 20 mL B-galactosidase ¢ozeltisine
aktiflestirilmis silikajeli ekleyerek 20 °C’de, 12 saat boyunca sabit hizda karistirmiglar ve
immmobilize B-galactosidase enzimi igeren preparatlar1 0.1 M sodyum fosfat tampon
¢ozeltisi ile yikadiktan sonra filtrasyon uygulamiglardir. Serbest [-galactosidase
enziminin optimum pH’s1 7.0, immobilize f-galactosidase enziminin optimum pH’s1 ise
7.5 olarak bulunmustur. Optimum sicaklik degeri igin ise serbest ve immobilize

B-galactosidase enzimi igin sirasiyla 32 ve 37 °C olarak tespit etmislerdir.

Ansari ve Husain 2010 [68] yaptiklar1 caligmada, Aspergillus oryzae kaynakli
-galactosidase enziminin conconavalin A-seliiloz iizerinde ¢apraz baglama yontemi ile
immobilizasyonunu  gerceklestirmislerdir.  Adsorpsiyon islemi i¢in 1954 U
B-galactosidase ve Con-A seliilozu bir gece magnetik karistiricida 30 °C sicaklikta pH’s1
4.6 olan sodyum asetat tamponda bekletmislerdir. Daha sonra 20 dakika boyunca santrifiij
islemi uygulamislardir. Capraz baglama islemini iic asamada gerceklestirmislerdir. ilk
olarak santrifiijle toplanan preparatlart 4 °C’de % 0.5 (v/v) glutaraldehit ile 2 saat

muamele etmislerdir. Tkinci asamada % 0.01 (v/v) etanolamin ile 30 °C’de 90 dakika
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muamele etmislerdir. Son olarak, 1 M metil-a-D-glukopironosit ile 2 saat inkiibe
etmislerdir. Immobilizasyon isleminden sonra hem immobilize hem de serbest
B-galactosidase enziminin optimum pH’sim1 4.6 olarak tespit etmislerdir. Optimum
sicaklik degerini ise serbest [-galactosidase enzimi i¢in 50 °C, immobilize

B-galactosidase enzimi igin ise 60 °C olarak saptamislardir.

Haider ve Husain 2009 [69] yaptiklar1 c¢alismada, Aspergillus oryzae kaynakl
B-galactosidase enziminin, Con-A’y1 kalsiyum aljinat hibrit boncuklar1 seklinde
kullanarak ¢apraz baglama yontemi ile immobilizasyonunu gerceklestirmislerdir. Capraz
baglama islemini {ic asamada gerceklestirmislerdir. Ik olarak; 6n islem uyguladiklari
boncuklar1 4 °C’de % 0.5 (v/v) glutaraldehit ile 2 saat muamele etmislerdir. Ikinci
asamada % 0.01 (v/v) etanolamin ile 30 °C’de 90 dakika muamele etmislerdir. Son olarak,
1 M metil-a-D-glukopironosit ile 2 saat inkiibe etmislerdir. Serbest [-galactosidase
enziminin optimum sicakligr 50 °C ve immobilize B-galactosidase enziminin optimum

sicakligini ise 60 °C olarak saptamuslardir.

Neri vd. 2008 [70] yaptiklar1 caligmada, Kluyveromyces lactis kaynakli 3-galactosidase
enziminin  polisiloksan-polivinil alkol magnetik pargaciklart (POS-PVA) ile
immobilizasyonunu gerceklestirmislerdir. Partikiilleri aktiflestirmek i¢in 10 mg magnetik
partikiiller, % 2.5 (v/v) glutaraldehit (100 pL) iceren, 900 puL’lik 0.1 M H2SOg4
¢ozeltisinde, 25 °C’de 2 saat boyunca 200 rpm’deki karistiricida inkiibe etmisler ve
inkiibasyon islemi sonunda partikiilleri 20 mM sitrat-fosfat tamponla 5 kez yikamislardir.
Immobilizasyon islemi igin magnetik partiikiilleri aym tamponun farkh
konsantrasyonlarindaki 1 mL’lik B-galactosidase ¢ozeltisinde, 4 °C’de, 200 rpm’de, 18
saat boyunca inkiibe etmislerdir. Immobilizasyon isleminden sonra, serbest ve
immobilize B-galactosidase enziminin optimum sicakligini 50 °C olarak saptamiglardir.
Optimum pH degeri i¢in ise hem immobilize hem de serbest B-galactosidase enzimi igin

ayni deger (pH 6.5) oldugunu belirtmiglerdir.

Bayramoglu vd. 2007 [71] yaptiklart ¢alismada, Escherichia coli kaynakl
B-galactosidase enziminin magnetik boncuklar ile kovalent immobilizasyonunu
gerceklestirmislerdir. Glutaraldehit ile aktiflestirilmis tanelerin 50 mM ve pH 8’deki 10
mL’lik fosfat tamponda 4 saat dengelenmesini sagladiktan sonra 4 °C’deki 0.1-1.0

mg/mL konsantrasyonlarinda [B-galactosidase enzimini igeren enzim ¢ozeltisine ilave
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etmislerdir. Iimmobilizasyon islemini 4 °C’de 150 rpm’lik karigtiricida 18 saat boyunca
stirdirmiislerdir. Serbest [-galactosidase enziminin optimum sicakligmi 30 °C,
immobilize B-galactosidase enziminin optimum sicakligini ise 35 °C olarak tespit
etmislerdir. Serbest B-galactosidase enziminin optimum pH’sim1 7.5, immobilize B-

galactosidase enziminin optimum pH’sin1 ise 7.5 olarak saptamislardir.

Ovsejevi vd. 1995 [72] yaptiklar1 ¢alismada, Escherichia coli kaynakli B-galactosidase
enziminin Tiyolsulfonat-agaroz ile immobilizasyonunu gerc¢eklestirmislerdir. 2 Gram
Tiyosulfonat-jeli, 7.5 mL’lik B-galactosidase ¢6zeltisinde (protein igerigi sirasiyla 0.9,
3.9, 11.8, 46.2 mg) 0.1 M potasyum fosfat tamponda inkiibe etmislerdir. immobilizasyon
islemini pH 7°de, 4 °C sicaklikta, 16 saat boyunca gerceklestirmislerdir. Immobilize

enzimin optimum sicakligini 50 °C, optimum pH’ini1 ise 7 olarak saptamislardir.

Literatiirde yer alan; -galactosidase enzimi ile yapilan immobilizasyon ¢aligmalar1 Tablo

3.1°de dzetlenmistir.
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Tablo 3.1 Literatiirde yer alan B-Galactosidase enzimi ile yapilan immobilizasyon ¢alismalari

Optimum degerler

Referans B-Galactosidase Tasivict Tampon Immobilizasyon g —
enziminin kaynagi 3y cozelti yontemi Immo!)lllze Serpest
enzim enzim
. . Fosfat tampon
C(Zgggg)l rES\gi Kluyveromyces lactis I;ﬁlétrl;;?;l pH = 6.4 Fiziksel yontem ) ]
) T =441 °C
Wolf vd. ) S . i - pH=7 pH=7
(2019) [59] Hidrojel kapstiller Capraz baglama T = 35 0C T = 35 °C
.. Sodyum fosfat
Souza vd. . Sodyum aljinat ve _ ) pH=5 pH=5
(2018) [60] Kluyveromyces lactis Karajenan Tp:H25 ZC Kompleks yontem T =35°C T =35°C
Sitrat-fosfat
Hassan vd. i Modifiye edilmis tampon g i i
(2018) [61] aljinat jel boncuklar pH =45 Kovalent baglama
T=25°C
100 mM Adsorpsiyon
Ansari vd. Asperaillus orvzae Karbon nano sodyum asetat (glutaral deiitlye e pH =45 pH=4.5
(2015) [62] perg y partikiiller pH =45 glutaraldehitle yuzey | r-gpoc | T=500C
T=4°C aktiflestirme)
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Tablo 3.1 Literatiirde yer alan f-Galactosidase enzimi ile yapilan immobilizasyon ¢aligmalari (devami)

Optimum degerler

p-Galactosidase Tampon Immobilizasyon . =
REEEE enziminin kaynagi Tasiyer cozelti yontemi Immo!)lllze Serpe“
enzim enzim

0.05 M Asetat

Prieto vd. . . . tamponu .

(2014) [63] Aspergillus oryzae On iglem gérmiis karbon oH = 4.5 Adsorpsiyon - -

T=30°C

0.1 M Sodyum .

. Adsorpsiyon pH=4.5 _
Ansari vd. Aspergillus oryzae Glimiis nano partikiiller asetat t_ampon (glutaraldehitle yiizey T=50°C pl-_| - 4(',5
(2012) [64] pH=45 aktiflestirme) T=50°C

T =30°C i
Jochems vd. Kluvveromvees lactis Zirkonyum dioksit iceren 50 mM Tris- Fiziksel véntem .f_)lj 256(;(5: pH =6.5
(2011) [66] y y karisik matriks membran HCI tampon Y - T=25°C
Husain vd. . . o '\gsgtoactjyum . ) pH = 4'50 pH=45
(2011) [66] Aspergillus oryzae Zn0O nanopartikiiller oH =45 Fiziksel yontem T =50-60 °C T=50°C
T=30°C
0.1 M Sodyum H=75
Song vd. Kluyveromyces Silika Jel fosfat _IEJ_ 57 ‘.’C pH=7.0
(2010) [67] lactis pH=7.2 Capraz baglama - T=32°C
T=20°C
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Tablo 3.1 Literatiirde yer alan f-Galactosidase enzimi ile yapilan immobilizasyon ¢aligmalari (devami)

Optimum degerler

Referans p-Galactosidase Tasvict Tampon cizelti Immobilizasyon - —
enziminin kaynagi My pon ¢ yontemi Immo!)lllze Serb_est
enzim enzim
Ansari ve Husain < '\gsit?i?yum pH = 4.6 pH = 4.6
i H el 3 — 0 — 0
(2010) [68] Aspergillus oryzae Konkonavalin A-seliiloz oH = 4.6 (Capraz baglama T=60°C T=50°C
T=30°C
i 0.1 M sodyum
Haider ve .
. . Con-A tabakali kalsiyum asetat 9 ano —EnoO
Husain (2009) Aspergillus oryzae aljinat hibrit boncuklar OH = 4.6 (Capraz baglama T=60°C T=50°
[69] T=30°C
20 mM sitrat-
Neri vd. (2008) Kluyveromyces Polislilokzan-polivinil | fosfat (4mM ) pH=65 | pH=65
. . MgClz igeren) (Capraz baglama T=50°C T=50°C
[70] lactis alkol manyetik pargagik OH = 6.5
T=50°C
50 mM fosfat
y I pH=75 pH=75
Bayramoglu vd. I . Manyetik poli tampon - —oE 0 — on o
(2007) [71] Escherichia coli boncuklart bH = 8.0 Kovalent baglama T=35° T=30°C
T = Bilgi yok
0.1 M fosfat H=7
Ovsejevi vd. Escherichia coli Tivolsulf tampon Fiziksel v& Tp— 56 °C
(1995) [72] scherichia coli iyolsulfonat-agaroz oH = 7 iziksel yontem = -
T=4°C




3.2 Kabak Lifi ile Yapilan Enzim immobilizasyon Cahsmalar

Enzim immobilizasyon yontemlerinde kabak lifinin tasiyici olarak kullanilmasinin
sebepleri adsorpsiyon kapasitesinin yiiksek olmasi, maliyetinin diisiik olmasi, dogada
kolay bulunabilir olmasidir. Kabak lifi tizerine farkli yontemler ile enzim immobilizasyon

caligmalarinin yer aldig literatiir ¢alismalar1 asagida 6zetlenmistir.

Lai ve Lin 2018 [73] yaptiklar1 ¢alismada kabak lifini hidrosietil ile muamele ettikten
sonra metal giderimi i¢in adsorban olarak kullanmislardir. Kabak lifinin hidroksietil ile
muamelesi ile selatlama kapasitesinin 2520+45 umol/g’dan 5478+77 pmol/g’a arttigini
belirtmislerdir. HEC olarak adlandirdiklar1 adsorban iizerinde trehalaz enzimini
immobilize etmislerdir. Maltozun trehaloza doniisiimiinde kullandiklar1 immobilize
trehalaz enziminin 20 kullanimdan sonra baslangi¢ aktivitesinin % 70’sini korudugunu

belirtmislerdir.

Gong vd. 2013 [74] yaptiklar1 ¢alismada sodyum periodat oksitlemesi ile
aktiflestirdikleri kabak lifi {izerine lipaz enzimini kovalent baglama yontemi ile
immobilize etmislerdir. Oksitleme prosesi i¢in 0.5 gram kabak lifini 10 mg/mL
konsantrasyonunda sodyum periodat igeren 100 mL pH 4’teki 0.1 M asetik asit tampon
icinde karanlikta ve karistirarak gerceklestirmislerdir. Oksitlenmis kabak lifini soguk
distile su ile birka¢ kez yikadiktan sonra kurutmuslardir. immobilizasyon prosesi i¢in
oksitlenmis kabak lifini lipaz ¢ozeltisi iginde (1:60, w/v) oda sicakliginda 1.5 saat
boyunca karistirarak  gergeklestirmislerdir. Immobilizasyon prosesi sonrasinda
immobilize enzimleri, yikama suyunda enzim aktivitesi kalmayana kadar yikamislardir.
Elde ettikleri immobilize lipaz enziminin ve serbest lipaz enziminin optimum pH’in1 7.5
olarak saptamuslardir. Immobilize lipaz enziminin optimum sicaklik degerini 40 °C
olarak, sebsest lipaz enziminin optimum sicaklik degerini ise 37 °C olarak tespit

etmiglerdir.

Morais vd. 2013 [75] yaptiklar1 ¢alismada, kabak lifi iceren sebzeleri kullanarak Bacillus
Licheniformis kaynakli o-amilaz enziminin immobilizasyonunu gerceklestirmislerdir.
Kabaklar1 elle soyarak cekirdeklerini g¢ikartmiglar ve kalan lifleri musluk suyunda,
kirlilikler temizlenene kadar 12 saat boyunca yikamislardir. Daha sonra lifleri kurutarak
polipropilen posetlerde oda sicakliginda muhafaza etmislerdir. Immobilizasyon islemi

icin 1.2 mL amilaz ¢6zeltisini 125 mg kabak lifi ile 4 °C’de 12 saat muamele ettikten
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sonra, ¢ozeltiden aldiklar1 kabak liflerini 0.1 molL™ fosfat tampona (pH 7.5) dort defa 1
dakika siireligine daldirmiglardir. a-Amilaz enzimini adsorbe eden kabak liflerini
polipropilen kaplarda oda sicakliginda saklamiglardir. Elde ettikleri immobilize a-amilaz
enzimini nisasta hidroliz prosesinde kullanmislardir. immobilize a-amilaz enzimi ile oda
sicakliginda gergeklestirdikleri 5 dakikalik hidroliz prosesi sonrasinda, immobilize a-
amilaz enziminin baslangig¢ aktivitesinin % 97’sini korugunu belirtmislerdir. Farkli
kaynaklardan elde edilen nisastalarin immobilize a-amilaz enzimi ile hidroliz prosesleri
sonucunda, misir nigastasinda % 93.96, bugday nisastasinda % 85.24, manyok

nisastasinda % 79.03 hidroliz kapasitesi elde etmislerdir.

Zhu vd. 2013 [76] yaptiklar1 calismada, kabak lifi iizerinde lipaz enziminin
immobilizasyonunu gergeklestirmislerdir. Kabak liflerine 6n islem uygulamislardir. Bu
amagla; kabak liflerini 1 cm uzunlugunda, 7 cm genisliginde kesmisler ve kaynayan suda
30 dakika bekletmislerdir. Musluk suyunda yikadiktan sonra 24 saat boyunda distile suya
birakmuglardir. 50 °C’de 1 gece boyunca desikatérde kuruttuktan sonra desikatorde
muhafaza etmislerdir. Kabak liflerini su sekilde aktiflestirmislerdir; kesilmis lifleri 0.2 M
sitrik asite ekleyerek 30 dakika karigtirmiglar ve karisimi 50 °C’de 24 saat boyunca
kurutmuglardir. Sitrik asit ve seliilloz arasindaki optimum termokimyasal esterlesme
stiresini 100 °C’de, 60 dakika olarak belirtmislerdir. Aktiflestirdikleri kabak liflerini
reaktif olmayan sitrik asitlerden uzaklastirmak igin distile su ile yikamiglardir.
Immobizasyon iglemi igin, 0.1 gram esterlesmis kabak lifini 10 mg EDC (1-etil-3-dimetil
amino propil carbodiimide) ve 6 mg NHS (N-hydroxysuccinimide) igeren pH 5.5deki 50
mM fosfat tampona eklemislerdir. Elde ettikleri ¢6zeltiyi oda sicakliginda 1 saat boyunca
kanistirdiktan sonra, aktiflesmis kabak lifini ¢6zeltiden ayirarak fosfat tampon ¢ozelti ile
yikamislar ve 6 mL’lik enzim ¢ozeltisi igine eklemislerdir. Immobilizasyon prosesini
aktiflesmis kabak lifini iceren enzim ¢dOzeltisini 4 saat boyunca oda sicakliginda
karistirarak gerceklestirmislerdir. Immobilizasyon prosesi sonrasinda, immobilize enzimi
tutan kabak liflerini ¢ozeltiden ayrildiktan sonra yikama suyunda enzim aktivitesi
kalmayana kadar distile su ile yikamiglardir. Immobilize lipazin maksimum enzim
aktivitesini 45.8 U/g olarak hesaplamislardir. Elde ettikleri immobilize lipaz enziminin
maksimum aktivite gosterdigi sicakligi 40 °C olarak, maksimum aktivite gosterdigi pH’1
ise 8 olarak belirlemiglerdir. Serbest lipaz enziminin maksimum aktivite gosterdigi

sicaklik ve pH degerlerini ise sirasi ile 37 °C ve 7.5 olarak saptamuslardir.
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Mahmoud vd. 2011 [77] yaptiklar1 galismada Aspergillus niger NRRL3 kiiltiiriinden elde
ettikleri iniilinaz enzimini kabak lifi {izerine adsorpsiyon ve kovalent baglama olmak
tizere iki farkli sekilde immobilize etmislerdir. Fiziksel yontem ile iniilinaz enzim
immobilizasyon prosesini, hazirladiklar1 enzim ¢ozeltisini 4 °C’de bir gece boyunca
bekleterek gergeklestirmisler, kovalent baglama yontemi ile immobilizasyon prosesini ise
kabak lifini 2 saat boyunca 30°C’deki % 2.5’lik glutaraldehit ¢ozeltisi ile muamele ederek
gerceklestirmislerdir. Glutaraldehit ile muamele sonrasinda kabak liflerini distile su ile
yikayarak fazla glutaraldehitin uzaklasmasini saglamislardir. Glurataraldehit ile muamele
edilen kabak liflerini enzim ¢6zeltisi iginde bir gece boyunca 4 °C’de bekleterek kovalent
baglama yontemi ile immobilizasyon islemini gergeklestirmislerdir. Baglanmayan
enzimin uzaklasmasi i¢in kabak liflerini distile su ile yikamislardir. Kabak lifi {izerine
adsorpsiyon yontemi ile enzim immobilizasyon verimini % 24, kovalent baglama
yontemi ile enzim immobilizasyon verimini ise % 81 olarak saptamislardir. immobilize
enzimlerin optium aktivite gosterdigi pH ve sicaklik degerlerinin belirlenmesi
calismalarini kovalent baglama yontemi ile elde ettikleri immobilize iniilinaz enzimi i¢in
gerceklestirmislerdir. Serbest iniilinaz enziminin optimum sicaklik degeri ile kabak lifi
tizerine kovalent baglama yontemi ile immobilize ettikleri iniilinaz enziminin optimum
sicaklik degerini 55 °C olarak, serbest iniilinaz enziminin optimum pH degerini 4.8,

immobilize iniilinaz enziminin opitmum pH degerini ise 6.2 olarak belirlemislerdir.

Ahmed vd. 2007 [78] yaptiklari ¢alismada Bacillus licheniformis ATCC 21415’den elde
ettikleri alkalin protease enzimini fiziksel ve kimyasal yontem olmak iizere iki farkli
yontem ile kabak lifi lizerine immobilizasyonunu gerceklestirmislerdir. Fiziksel yontem
ile immobilizasyon prosesinde 1 gram kabak lifini I mL enzim soliisyonu (220 U) i¢inde
bir gece boyunca 4 °C’de bekleterek gergeklestirmiglerdir. Kimyasal yontem olarak
kullandiklar1 kovalent baglama yontemi ile enzim immobilizasyon prsoesi i¢in, 1 gram
kabak lifini 30 °C’deki 2 mL % 2.5’lik (v/v) glutaraldehit ¢ozeltisinde 2 saat boyunca
bekletmislerdir. Fazla glutaraldehitin uzaklasmasi i¢in kabak liflerini distile su ile
yikamiglardir. Islak kabak liflerini 1 mL’lik enzim soliisyonunda (220 U) 6 saat boyunca
30°C’de inkiibe etmislerdir. Alkalin proteaz enziminin kabak lifi tizerine fiziksel yontem
ile immobilizasyon verimini % 70.5 olarak hesaplamislardir. Alkalin proteaz enziminin
kabak lifi lizerine kovalent baglama yontemi ile immobilizasyon verimini ise % 57 olarak

belirlemislerdir. Fiziksel yontem ile gergeklestirilen alkalin proteaz enzim

57



immobilizasyon veriminin, kimyasal yontem ile gergeklestirilen alkalin proteaz enzim
immobilizasyon verimine gore daha iyi sonu¢ verdigini gozlemlemislerdir. Serbest
alkalin proteaz enziminin optimum sicaklik degerini 70 °C olarak, kabak lifi iizerine
fiziksel yontem ile immobilize ettikleri alkalin proteaz enziminin optimum sicaklik
degerini ise 80 °C olarak saptamiglardir. Serbest alkalin proteaz enziminin optimum
pH’sin1 10, kabak lifi iizerine fiziksel yontem ile immobilize ettikleri alkalin proteaz

enziminin optimum pH’sin1 ise 10.5 olarak kaydetmislerdir.
Literatiirde yer alan; kabak lifi {izerine immobilize edilen ¢esitli enzimler ve

immobilizasyon yontemlerini igeren bazi ¢alismalar Tablo 3.2’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.2 Literatiirde yer alan kabak lifi tizerine immobilize edilen ¢esitli enzimler
ve immobilizasyon yontemleri

Referans Enzim Immobilizasyon yontemi
Lai ve Lin (2018) [73] Trehalaz Selatlama

Gong vd. (2013) [74] Lipaz Kovalent baglama

Morais vd. (2013) [75] a-Amilaz Fiziksel yontem
Zhu vd. (2013) [76] Lipaz Kovalent baglama
Mahmoud vd. (2011) [77] Unilinaz Kovalent baglama
Ahmed vd. (2007) [78] Alkalin proteaz Fiziksel yontem ve
kovalent baglama
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3.3 Pirin¢ Kabugu ile Yapilan Enzim immobilizasyon Cahsmalar

Dogada kolay bulunabilen piring kabugu iizerine gesitli enzimlerin immobilizasyonuna

ait literatiir calismalar1 agsagida 6zetlenmistir.

Lima vd. 2018 [79] yaptiklari ¢calismada glutaraldehit ile aktiflestirilmis piring kabugunu
ticari Thermomyces lanuginosus kaynakli lipaz enzimi ile muamele ederek immobilize
lipaz enzimi elde etmislerdir. Aktiflestirme islemi i¢in 10 gram piring kabugunu 16.8 mL
% 25°1ik glutaraldehit ¢ozeltisi ve 11.2 mL pH 7°deki 200 mM sodyum fosfat ¢ozeltisinde
200 rpm’de 24 saat boyunca oda sicakliginda karistirmiglardir. Daha sonra piring
kabugunu distile su ile yikayarak fazla glutaraldehitin uzaklagmasini saglayarak 1 gece 4
°C’de bekletmislerdir. Immobilizasyon islemi, 10 gram aktiflestirilmis piring
kabuklariin 22.2 mL ticari lipaz enzim ¢ozeltisi ile 67.8 mL pH 7’deki 100 mM fosfat
tampon igerisinde 200 rpm’deki karistirici hizinda 48 saatlik inkiibasyon islemi ile

gerceklestirilmistir.

Optimum reaksiyon kosullarinda hekzan icerisinde % 90 verimle doniisim
gerceklestirilmistir. Diger tarafta solvent igermeyen sistemde de 24 saat sonucunda
benzer bir verim elde edilmistir. Hazirlanan biyokatalizor, 12 ¢evrim sonrasinda da

oldukca kararli bir yap1 gostermistir.

Cespugli vd. 2018 [80] yaptiklar ¢caligmada, Candida antarctica’den elde edilen ticari
lipaz enzimi 6n igleme tabi tutulmus piring kabugu iizerine kovalent baglama metodu ile
immobilize etmislerdir. Piring kabuklarinin 6n islemi igin, 200-400 um boyutlarinda olan
2 gram piring kabugunu H2O:ethanol 50:50 (3x3 mL) karisimi ile yikamislar, daha sonra
50 mL 0.20 M NalO4 (sodyum iyodat) ¢ozeltisi ilavesi ile 22 saat boyunca karanlikta 25
°C’de karigtirtlmasini saglamiglardir. Tasiyici olarak kullanilan piring kabuklarinin iglem
sonrasinda koyu kahverengi bir renk aldigini belirtmislerdir. Reaksiyon sonunda piring
kabuklarini filtrasyon yontemi ile ayirmislar ve ndtrallesene kadar saf su ile yitkamiglardir.
Oksitlenmis piring kabuklarinin amin gruplarinin aktiflestirilmesi i¢in pH 8’deki 0.05 M
fosfat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan 50 mL % 1.25 (v/v)’lik glutaraldehit ¢ozeltisi ile
25 °C’de 5 saat boyunca aktiflestirmiglerdir. Baglanmayan glutaraldehitin
uzaklagtirilmas1 i¢in ayni1 tampon ¢ozelti ile piring kabuklarimi yikamiglardir.
Aktiflestirilmis piring kabuklar1 24 ve 48 saat boyunca pH 8’deki 0.5 M fosfat

tamponunda hazirlanan 10000 U/g aktivitesindeki enzim ¢ozeltisinde muamele ederek
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immobilizasyon prosesini gergeklestirmislerdir. 24 saatlik immobilizasyon prosesi
sonrasinda protein cinsinden immobilizasyon verimi % 33, 48 saatlik immobilizasyon
prosesi sonundaki protein cinsinden immobilizasyon verimini ise % 72 olarak

belirlemislerdir.

Abdulla vd. 2017 [81] yaptiklar1 ¢alismada glutaraldehit ile aktiflestirdikleri piring
kabugu iizerine lipaz enzimini adsorpsiyon yontemi ile immobilize etmislerdir.
Immobilizasyon islemini igin, 1 gram piring kabugu iizerine 500 pL % 25’lik
glutaraldehit ¢ozeltisi ekleyerek 5 dakika boyunca karigtirmislar ve lipaz enzim
solisyonunu bu ¢ozeltinin lizerine ekleyerek 20 dakikalik inkiibasyon
gerceklestirmiglerdir. Piring kabugu {izerinde lipaz enziminin immobilizasyon verimini
% 81 olarak hesaplamislardir. Elde ettikleri immobilize lipaz enziminin optimum pH

degerini 8, optimum sicaklik degerini ise 40 °C olarak saptamiglardir.

Seshabala vd. 2012 [82] yaptiklari ¢alismada, lireaz enziminin piring kabugu iizerine
adsorpsiyon metodu ile immobilizasyonunu gercgeklestirmislerdir. Piring kabuguna
uyguladiklar1 6n islem su sekildedir; 100 parg¢a piring kabugunu yikadiktan sonra iki giin
boyunca giines altinda kurutmuslar ve 2 mm’lik toz haline getirmislerdir. Test tiiplerinde
enzim ¢ozeltisi ve adsorbani bir gece boyunca bekletmisler ve immobilizasyon prosesi
sonrasinda adsorbanm1 distile su ile yikadiktan sonra enzim aktivite tayini
gerceklestirmislerdir. 24 saat sonunda elde ettikleri immobilize iireaz enziminin optimum

pH’1n1 7.0, optimum sicakligini ise 35 °C olarak saptamiglardir.

D’Souza vd. 2002 [83] yaptiklar1 ¢alismada piring kabugu iizerine kovalent baglama
metodu ile intervaz enzimini immobilize etmislerdir. Tasiyic1 olarak kullandiklar1 piring
kabugunu yikayip kuruttuktan sonra % 2’lik polietilemin ile muamele etmislerdir. On
islem gormiis piring kabuklarint aktiflestirmek icin % 2’lik glutaraldehit ¢ozeltisi
kullanmislardir. Immobilizasyon iglemini piring kabugu ve enzim ¢dzeltisini iceren
proses bilesenlerinin 25-27 °C’deki oda sicakliginda, 150 rpm’deki c¢alkalamali
inkiibatorde karistirilmasiyla 17 saat boyunca gergeklestirmislerdir. Enzim aktivitesini
substrat olarak sukroz kullanarak hesaplamislar ve immobilizasyon sonrasinda invertaz

enziminin aktivite cinsinden immobilizasyon verimini % 56 olarak saptamislardir.

Literatiirde yer alan; piring kabugu iizerine immobilize edilen ¢esitli enzimler ve

immobilizasyon yontemlerini i¢eren ¢alismalar Tablo 3.3’te 6zetlenmistir.
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Tablo 3.3 Literatiirde yer alan piring kabugu {izerine immobilize edilen ¢esitli

enzimler ve immobilizasyon yontemleri

Referans Enzim Immobilizasyon yéntemi
Lima vd. (2018) [77] Lipaz Kovalent baglama
Marco vd. (2018) [78] Lipaz Kovalent baglama
Abdulla vd. (2017) [79] Lipaz Kovalent baglama
Seshabala vd (2012) [80] Ureaz Adsorpsiyon
D’Souza vd. (2002) [81] Invertaz Kovalent baglama
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A

MATERYAL VE METODLAR

4.1 Kimyasallar

-Galactosidase enzim immobilizasyon proseslerinde potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi
(pH 7) kullanilmistir. Serbest B-galactosidase enziminin ve immobilize [3-galactosidase
enzimlerinin optimum pH degerlerinin belirlenmesi igin farkli pH’larda hazirlanan

tampon ¢ozeltiler kullanilmistir.

0.1 M Asetat Tamponu (pH 4.0): 1.02 gram stok CH;COONa.3H;0 ve 2.43 mL stok

CH3COOH g¢ozeltisinden alinarak saf su ile 500 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

0.1 M Asetat Tamponu (pH 5.0): 4.31 gram stok CH3COONa.3H20 ve 1.03 mL stok

CH3COOH g¢ozeltisinden alinarak saf su ile 500 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

0.1 M Fosfat Tamponu (pH 6.0): 5.974 gram KH2PO4 ve 1.045 gram K>HPO,4 suda

¢oziilerek 500 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

0.1 M Fosfat Tamponu (pH 7.0): 2.667 gram KH.PO4 ve 5.293 g K>HPO4 suda
coziilerek 500 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir. 1 N NaOH ile pH ayarlanmustir.

0.1 M Tris-HCI Tamponu (pH 8.0): Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir.
0.1 M Tris-HCL Tamponu (pH:9.0): Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir.

Tasiyict olarak kullanilan kabak lifi ve piring kabugunun aktiflestirilmesinde % 2.5°lik

(v/v) glutaraldehit ¢ozeltisi kullanilmstir.

Glutaraldehit ¢ozeltisi (% 2.5°lik): % 50'lik (v/v) glutaraldehit ¢6zeltisinden 5 mL

alinarak saf su ile 100 mL'ye tamamlanarak hazirlanmistir.

B-galactosidase enzim aktivitesinin belirlenmesinde ONPG c¢ozeltisinden yararlanilmig

olup, reaksiyonun durdurulmasi i¢in 1 M NaxCOz ¢ozeltisi kullanilmustir.

ONPG cozeltisi: 300 mg ONPG, fosfat tamponu i¢inde ¢oziiliip, fosfat tampon ile 100

mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

62



1 M Na2COs ¢ozeltisi: 10.59 gram Na>COg distile suda ¢oziiliip, saf su ile 100 mL’ye

tamamlanarak hazirlanmistir.

Laktoz hidroliz prosesleri i¢in inek siitiindeki %5°1ik laktoz konsantrasyonu goz 6niinde
bulundurularak % 5°lik laktoz ¢6zeltisi hazirlanmistir. Laktoz hidroliz prosesleri % 5’lik
laktoz ¢ozeltisinde ve anne siitiinde gerceklestirilmistir. Hidroliz prosesleri boyunca
laktoz konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in yapilan analiz yonteminde 5 N HCI ¢ozeltisi

kullanilmuastir.

Laktoz ¢ozeltisi (% 5’lik): Stok laktoz monohidrat ¢ézeltisinden 0.526 gram tartilarak

pH 7°deki fosfat tampon ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

5 N HCI c¢ozeltisi: % 37’lik HCI ¢ozeltisinden 41.47 mL alinarak saf su ile 100 mL’ye

tamamlanarak hazirlanmstir.
Protein miktar tayini i¢cin Bradford Reagent Agent kiti (B 6916) kullanilmistir.

Bradford Reagent Agent Kiti (B 6916): Bradford Reagent Agent kiti (B 6916) Sigma

Aldrich firmasindan temin edilmistir.

B-Galactosidase enzimi: Immobilizasyon prosesleri i¢in ticari adi Maxilact LX 5000
olan, Kluyveromyces marxianus kaynakli (-galactosidase enzimi (iriin kodu: EC
3.2.1.23) kullanilmistir. Kluyveromyces marxianus kaynakli (-galactosidase enzimi
oldukca saflastirilmis sivi laktaz preparati olup likit kivamdadir. Acik kahverengi bir
renge sahip, bulanik, viskoz bir sividir. Kluyveromyces marxianus kaynakli
B-galactosidase enzimi DSM Food Speacialties firmasindan saglanmis ve calismalar

stiresince 4 °C’de buzdolabinda saklanmustir.
4.2 Cihazlar

Kullanilan cihazlar; ¢alkalamali inkiibator, spektrofotmetre, su banyosu, hassas terazi, pH

metre, etiiv ve otoklavdir.

4.2.1 Calkamah Inkiibator

Sicaklik, karistirict hizi ve zaman kontrol modiillerinden olusan IKA firmasindan temin
edilen ¢alkalamali inkiibator (KS 4000 ic control) kullanilmistir. Cihaz gorsel olarak Sekil
4.1°de verilmistir [84]. KS 4000 ic control ¢alkalamali inkiibatore ait teknik bilgiler Tablo
4.1°de verilmistir [84].
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Sekil 4.1 KS 4000 ic control ¢alkalamali inkiibator [84]

Tablo 4.1 KS 4000 ic control ¢alkalamali inkiibatore ait teknik bilgiler [84]

Ozellikler Degerler
Calkalayici hareketi Orbital
Orbital ¢ap1 20 mm
Maksimum c¢alkalama agirligi 20 kg
Is1 kapasitesi 1000 W
Ayarlanabilir hiz aralig: 10-500 rpm
Sicaklik araligi 5-80 °C
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4.2.2 UV Spektrofotometre

Orneklerin absorbans degerlerini okumak i¢in Shimadzu marka UV-150-02 ¢ift 1smnl1

spektrofotometre cihazi kullanilmistir. Sekil 4.2°de spektrofometre cihazi gosterilmistir.

Sekil 4.2 Shimadzu marka UV-150-02 cift 1sinli spektrofotometre

4.2.3 Su Banyosu

Laktoz hidroliz prosesleri boyunca gerceklestirilen laktoz konsantrasyon tayini i¢in 37
°C’deki inkiibasyon ve [-galactosidase enzim aktivite tayinleri igin 28 °C’deki

inkiibasyon i¢in PolyScience marka su banyosu kullanilmistir.
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Sekil 4.3 PolyScience marka su banyosu
4.2.4 Hassas Terazi

Tartimlarin yapilmasi i¢in Scaltec marka hassas tart1 cihazi kullanilmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4 Scaltec marka hassas tart1 cihazi
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425 pH Metre

Cozeltilerin pH ayarlarinin yapilmasi icin WTW marka pH metre cihazi kullanilmistir

(Sekil 4.5).

Sekil 4.5 WTW marka pH metre cihaz
4.2.6 Etiv

Kabak lifi ve piring kabuklarina uygulanan 6n islem asamasinda tasiyicilarin kurutulmasi

icin Memmert marka etiiv kullanilmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6 Memmert marka etiiv
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4.2.7 Otoklav

Kabak lifi ve piring kabuklarina uygulanan 6n islemlerde OT O12 marka otoklav cihazi
kullanilmistir. Sekil 4.7°de OT O12 marka otoklav cihazi gosterilmistir.

e |

273

A

i
{

Sekil 4.7 OT O12 marka otoklav cihazi
4.2.8 Fourier transform infrared (FTIR) spektrometresi

Tastyici olarak kullanilan kabak lifi ve piring kabuguna ait FTIR analizleri ile immobilize
[-galactosidase enzimlerine ait FTIR analizleri i¢in Perkin EImer Spectrum One marka
FTIR cihaz1 kullanilmistir. Numuneler agirlikca % 5 Ornek igeren KBr tabletler
hazirlanarak analiz edilmistir. Kaydedilen dalga boyu araligi 400-4000 cm™"dir. Sekil

4.8’de Perkin Elmer Spectrum One marka FTIR cihazi gosterilmistir.
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Sekil 4.8 Perkin Elmer Spectrum One marka FTIR cihazi

4.2.9 SEM (Taramah Elektron Mikroskobu)

Kabak lifine ait SEM goriintiileri ile kabak lifi izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi
ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait SEM goriintiileri 100 um, 50 um, 20
um ve 5 pm boyutlarinda olacak sekilde Tescan Vega3 marka SEM cihazi ile
gerceklestirilmistir. Sekil 4.9’da Tescan Vega3 marka SEM cihazi gosterilmistir.

Sekil 4.9 Tescan Vega3 marka SEM cihazi

69



4.3 p-Galactosidase Enzim immobilizasyon Metotlar

Dogada oldukg¢a bol miktarda bulunan atiklardan kabak lifi ve piring kabugu iizerine
Kluyveromyces marxianus kaynakli B-galactosidase enziminin immobilizasyonu iki farkli
yontem ile gergeklestirilmistir. B-galactosidase enziminin immobilizasyon metotlar1 “1
Nolu Immobilizasyon Yontemi” ve “2 Nolu Immobilizasyon Yontemi” olarak
adlandirilmistir. 1 Nolu immobilizasyon yontemi gergeklestirilmeden 6nce tasiyicilara 6n
islem uygulanmistir. 2 Nolu immobilizasyon yontemi gergeklestirilmeden Once
tastyicilara on islem uygulanmis olup 6n islem uygulanan tastyicilarin glutaraldehit ile

muamelesi ger¢eklestirilmistir.

Kabak lifine uygulanan 6n islem: Kabak lifleri yaklasik olarak (5 mm)x(5 mm)x(5 mm)
boyutlarinda kesilmistir. 30 dakika boyunca kaynayan musluk suyunda bekletilerek
safsizliklardan arindirilmasi saglanmistir. Kaynatilan kabak lifleri musluk suyunda
yikandiktan sonra, son olarak saf su ile yikanmustir. Kabak lifleri 24 saat boyunca saf suda
bekletilmis, bu siire zarfinda ii¢ kez suyu degistirilmistir [74]. Kabak lifleri etiivde 70
°C'de kurutulmustur. Kurutulan kabak lifleri 120 °C'de 20 dakika otoklavlanmustir.

Pirin¢ kabuguna uygulanan 6n islem: Piring kabuklar: ilk olarak musluk suyunda
yikanmistir. Daha sonra 30 dakika boyunca kaynayan musluk suyunda bekletilerek
safsizliklardan arindirilmasi saglanmistir. Kaynatilan piring kabuklart musluk suyunda
yikandiktan sonra, son olarak saf su ile ytkanmustir. Piring kabuklar1 24 saat boyunca saf
suda bekletilmis, bu siire zarfinda li¢ kez suyu degistirilmistir. Piring kabuklar1 etiivde 70
°C'de kurutulmustur. Kurutulan piring kabuklari, 120 °C'de 20 dakika otoklavlanmustir.

Tastyicilara uygulanan 6n islemin sematik gdsterimi Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10 Tasiyicilara uygulanan 6n islemin sematik gésterimi
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Glutaraldehit ile muamele: On islem gdrmiis kurutulmus tasiyicilardan 0.1 gram
tartilarak, 15 mL’lik % 2.5'lik glutaraldehit ¢ozeltisi ile 2 saat boyunca 30 °C'de 150 rpm
kanigtirict hizinda karistirilmis ve bdylece tastyicilarin glutaraldehit ile muamelesi
gerceklestirilmistir. Glutaraldehitin fazlasinin uzaklastirilmasi igin tasiyicilar ti¢ kez saf

su ile yikanmastir.
1 Nolu immobilizasyon Yontemi:

On islem gdrmiis 0.1 gram kabak lifi iceren 5 mL pH 7°deki 0.1 M potasyum fosfat
tamponu igerisine 100 pL enzim ilave edilmis 100 rpm’de 10 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra 4 °C’de bir gece bekletilmistir. Cozeltiden alinan
immobilize [B-galactosidase enzimini tutan tasiyicilar {i¢ kez tampon ¢ozelti ile
yikandiktan sonra filtrasyon yontemi ile 1slak olarak elde edilmistir. Immobilizasyon
isleminden sonra aktivite ve protein tayin islemleri gergeklestirilmistir. Immobilize edilen

B-galactosidase enzim numuneleri 4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

On islem gdrmiis 0.1 gram piring kabugu igeren 5 mL pH 7°deki 0.1 M potasyum fosfat
tamponu igerisine 100 pL enzim ilave edilmis 100 rpm’de 10 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra 4 °C’de bir gece buzdolabinda bekletilmistir.
Cozeltiden aliman immobilize B-galactosidase enzimini tutan piring kabuklar1 ii¢ kez
tampon ¢ozelti ile yikandiktan sonra filtrasyon yontemi ile 1slak olarak elde edilmistir.
Immobilizasyon isleminden sonra aktivite ve protein tayin islemleri gerceklestirilmistir.

1 Nolu immobilizasyon yonteminin sematik gdsterimi Sekil 4.11°de verilmistir.

Kabak lifi ve piring kabugu haricinde barut agaci, sinir otu, kirk kilit otu, cinnema otu,
sogan kabugu, malezya meyvesi kabugu, hurma ¢ekirdegi, deniz siingeri tagiyici materyal
olarak secilmistir. Ancak secilen bu materyaller tizerine f-galactosidase enziminin 1 nolu

immobilizasyon yontemi ile immobilizasyonunun gerceklesmedigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.11 1 Nolu immobilizasyon yonteminin sematik gosterimi
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2 Nolu Immobilizasyon Yéntemi:

Glutaraldehit ile muamele edilmis 0.1 gram kabak lifini igeren 5 mL pH 7’deki 0.1 M
potasyum fosfat tamponu igerisine, 100 puL B-galactosidase enzimi ilave edilmis, 100
rpm’de 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 4 °C’de bir gece
buzdolabinda bekletilmistir. Cozeltiden alinan immobilize B-galactosidase enzimini tutan
piring kabuklar1 ii¢ kez tampon ¢ozelti ile yikandiktan sonra filtrasyon yontemi ile 1slak
olarak elde edilmistir. Immobilizasyon isleminden sonra aktivite ve protein tayin
islemleri gergeklestirilmistir. Immobilize edilen B-galactosidase enzim numuneleri 4

°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Glutaraldehit ile muamele edilmis 0.1 gram piring kabugu igeren 5 mL pH 7’deki 0.1 M
potasyum fosfat tamponu igerisine, 100 uL B-galactosidase enzimi ilave edilmis, 100
rpm’de 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 4 °C’de bir gece
buzdolabinda bekletilmistir. Cozeltiden alinan immobilize B-galactosidase enzimini tutan
piring kabuklar1 birka¢ kez tampon ¢ozelti ile yikandiktan sonra filtrasyon yontemi ile
1slak olarak elde edilmistir. immobilizasyon isleminden sonra aktivite ve protein tayin
islemleri gergeklestirilmistir. 2 Nolu immobilizasyon yonteminin sematik gosterimi Sekil

4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12 2 Nolu immobilizasyon yonteminin sematik gosterimi
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4.4 Analiz Yontemleri

B-Galactosidase enzim aktivite tayini spektrofotometrik 6l¢iim metoduna dayanilarak
gerceklestirilmig, protein miktar tayini ise Bradford metodundan yararlanilarak

gerceklestirilmistir.

4.4.1 p-Galactosidase Enzim Aktivite Tayini

B-Galactosidase enzim aktivite tayinleri spektrofotometrik yontemle gergeklestirilmistir.
Ortamdaki enzim aktivitesinin tayini ig¢in, islem siliresi boyunca belirli zaman
araliklarinda ¢ozeltiden 10 pL. numune alinmis ve iizerine 1 mL ONPG c¢ozeltisi ilave
edilerek B-galactosidase ile ONPG’nin hidrolizi saglanmig ve 28 °C’deki su banyosunda
5 dakika bekletilmistir. 5 dakika sonunda karisim {izerine 1 mL 1 M NaCOs ¢ozeltisi
ilave edilerek reaksiyon durdurulmustur. Referans ¢ozeltisi ise, 10 uL B-galactosidase
enzimi igermeyen numune iizerine 2 mL ONPG ve 1 mL 1 M NaxCOs ilavesiyle
hazirlanmistir.  ONPG hidrolizi sonunda olusan ONP (orto-nitrophenol)’ye ait sarimsi
renkten yararlanilarak 420 nm dalga boyunda Shimadzu marka UV-150-02 ¢ift 151nl
spektrofotometrede, referans ¢ozeltisine karsilik olarak 6rnek ¢ozeltilerinin absorbans
degerleri okunmustur. ONPG’nin hidroliz islemine ait reaksiyon Sekil 4.13’te verilmistir.

B-Galactosiadase enzim aktivite tayininin sematik diyagrami Sekil 4.14’te verilmistir.

NO,
CHOH CH.OH
NO,
10 0, /N 0 \
B-galactosidase HO OH
I g :
OH og H) T 0
OH OH
ONPG Galaktoz ONP-“san renk”

Sekil 4.13 ONPG’nin hidroliz islemine ait reaksiyon

76



10 ul drmek Iml, 1 M sodvim
\[— f karbonat

R —
I:::‘D- I::::::— 420 wm'de absorbans
‘T §°Cde Hidroliz agamas ohunmasi
3 daldka
I ml ONPG
R R
Y (I

Sekil 4.14 B-Galactosiadase enzim aktivite tayininin sematik diyagrami

Farklt ONPG konsantrasyonlarinda hazirlanan ¢ozeltilerin absorbans degerleri 420 nm
dalga boyunda spektrofotometre cihazi kullanilarak dl¢iilmiistiir ve elde edilen degerler

(Tablo A.1) grafiksel olarak Sekil 4.15’te sunulmustur.

1,4

1,2 + y =1.158x-0.0217
R%=0.9936

1,0 +

08 T

Absorbans

0,6 +

04 +

02 4

0,0 ¢ : : : : :
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
ONPG (mg/mL)

Sekil 4.15 Farklt ONPG konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri
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% B-Galactosidase enzim aktivite tayinlerinde Denklem 4.1 kullanilmistir;

[A] = 100 x ([A1]/[AoD) (4.1)

Burada;
[Ao] = t=0 anindaki ONP’nin absorbans degeri
[A1] = Islem sonundaki ONP’nin absorbans degeri

[A] = % B-Galactosidase enzim aktivitesi olarak tanimlanmustir.

Standart kosullar altinda 1 umol substrat1 1 dakikada doniisiime ugratan enzim miktar1 1

U (linite) olarak tanimlanir.

Absorbans degerinin aktiviteye doniistiiriilmesi icin Denklem 4.2°den yararlanilmistir.

Abs (420 nm 1 V
Aktivite (U/mL/dk) = (V — ), X = X — x M x 1000 (4.2)
ONPegriegimi t V,

Burada;

Abs (420 nm) = Numunenin 420 nm dalga boyundaki absorbans degeri
t = Reaksiyon siiresi (dk)

V1 = Reaksiyon hacmi (mL)

V> = Enzim hacmi (mL)

M = ONP molekiil agirlig1 (g/gmol)

Aktivite degerinin U/mg tasiyici olarak ifade edilmesi Denklem 4.3 ile saglanmistir.

1U/mg tasiyict = (U/mL enzim) /(mg tastyict/mL enzim) (4.3)

4.4.2 Protein Miktar1 Tayini

Protein tayini, Bovine Serum Albumin standardi kullanilarak, Bradford yontemi ile
gergeklestirilmistir [85]. Bradford yonteminin uygulanmasinda Bradford Reagent Agent
kiti (B 6916) kullanilmigtir. Protein tayini yapilacak olan ¢ozeltiden 50 mL alinmus,
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tizerine 1.5 mL Bradford Reagent Agent kiti (B 6916) eklenmistir. 10 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra enzim igermeyen referans ¢ozeltisine karsilik 595 nm’de

spektrofotometrede absorbans 6l¢iimii gerceklestirilmistir.

Protein standart egri grafiginin ¢izilmesi i¢in, BSA ¢6zeltisi mg/mL konsantrasyonunda
hazirlanmis, hazirlanan ¢ozeltiden 0.25-1.5 mg/mL konsantrasyon araliginda calisma
cozeltileri olusturulmustur. Bu standart ¢ozeltilere Bradford deneyi uygulanmis, deneyler
tic kez tekrar edilmistir. Bradford deneyi igin Sigma firmasindan temin edilen Bradford
Reagent Agent Kiti (B 6916) kullanilmistir. 595 nm’de 6l¢iilen absorbans degerlerine en
kiigiik kareler metodu uygulanarak regresyon denklemi hesaplanmis ve grafik ¢izilmistir.

BSA standart grafigi icin elde edilen veriler (Tablo A.2) grafiksel olarak Sekil 4.16°da

sunulmustur.
1,6 1
y =0.9857x + 0.0179
1,4 + R?=0.9981
)’
1,2 + ’
1
a 1,0 + ?
2
= 1 T
5 0,8 i
o
<06 T
04 T+
T
0,2 + i
0,0 & | | | | |
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50

BSA konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.16 Farkli BSA konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri
4.4.3 pB-Galactosidase Enzim immobilizasyon Degerlerinin Hesaplanmasi

B-Galactosidase enzim immobilizasyonu Bo6liim 4.2°de belirtildigi tizere iki farkli yontem
ile gerceklestirilmistir. 1 Nolu immobilizasyon yontemi ve 2 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzim numunelerine ait aktivite cinsinden

% geri kazanim (GKa) degerleri Denklem 4.4 kullanilarak hesaplanmstir.
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% Geri kazanim (aktivite cinsinden);

im

Ao

% GK, = x 100 (4.4)

Burada;
Aim = Immobilize enzim aktivitesi (U/mg)
Ao = Baslangi¢ enzim aktivitesi (U/mg)

1 Nolu immobilizasyon yontemi ve 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzim numunelerine ait aktivite cinsinden % etkinlik orani1 (EOa)

Denklem 4.5 kullanilarak hesaplanmustir.
% Etkinlik oram (aktivite cinsinden);

im

0 =]
hEOy =

X 100 (4.5)

Burada;

Aim = Immobilize enzim aktivitesi (U/mg)
Ao = Baslangi¢ enzim aktivitesi (U/mg)
As = Serbest enzim aktivitesi (U/mg)

1 ve 2 nolu immobilizasyon yontemlerinin uygulanmast ile immobilize edilen
B-galactosidase enzim numunelerine ait protein cinsinden % geri kazanim (GKp)

degerleri Denklem 4.6 kullanilarak hesaplanmistir.

% Geri kazanim (protein cinsinden),

P:
% GKp = % x 100 (4.6)
0

Burada;
Pim = Immobilize protein miktar1 (mg)

Po = Baglangi¢ protein miktar1 (mQ)
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4.4.4 Laktoz Hidrolizi

Inek siitiinde bulunan % 5°lik laktoz konsantrasyonu gdz &niinde bulundurularak, 50 g/L
konsantrasyonunda hazirlanan laktoz ¢ozeltisinde ve baslangi¢ laktoz konsantrasyonu
72.8 g/L olan anne siitiinde, hazirlanan immmobilize p-galactosidase enzimleri

kullanilarak laktoz hidrolizi gergeklestirilmistir.

Laktoz hidroliz prosesleri i¢in 10’ar mL’lik 50 g/L baslangi¢ konsantrasyonundaki laktoz
¢ozeltisine ve baslangi¢ laktoz konsantrasyonu 72.8 g/L olan anne siitiine ayr1 ayri
hazirlanmis immobilize p-galactosidase enzimleri eklenmis, 300 rpm’de 37 °C’de
deneyler gergeklestirilmistir. Cozeltilerden 30 dakika boyunca belirli araliklarla alinan
numunelerde laktoz konsantrasyon tayini ve [-galactosidase enzim aktivite tayini

gerceklestirilmistir [7].

Ortamda kalan laktoz miktarinin tayini i¢in, 30 dakikalik islem siiresi boyunca 5 dakika
araliklarla 10 mL’lik reaksiyon ¢ozeltisinden 250 pL. numune alinmis, 25 pL. 5 N HCL
ilavesi ile reaksiyon durdurulmustur. Ayrica; 250 pL’lik numuneler, 2.5 mL saf su ilave
edilerek seyreltilmistir. Elde edilen son karisimdan, 15 pL 6rnek alinarak, tizerine 1.5 mL
reaktif ¢6zeltisi ilave edilmistir. Buna ek olarak, 15 pl standart ¢ozeltisi tizerine, 1.5 mL
reaktif ¢ozeltisi ilave edilmistir. Referans ¢ozeltisi de, 15 pL saf su lizerine 1.5 mL reaktif
¢ozeltisi ilavesiyle hazirlanmistir. Bu islemlerin sonucunda; referans, standart ve 6rnek
cozeltileri 10 dakika siireyle 37 °C’deki su banyosunda bekletilmistir. Daha sonra, 500
nm dalga boyunda Shimadzu marka UV-150-02 ¢ift 1sinli spektrofotometrede, referans
cozeltisine karsilik olarak, standart ve Ornek c¢ozeltilerinin absorbans degerleri
okunmustur. Okunan absorbans degerleri ortamda bulunan glukoza aittir. Glukoz

miktarindan yararlanilarak ortamda kalan laktoz miktar1 hesaplanmistir [7].

Anne siitiindeki baslangic laktoz konsantrasyonunu belirlemek amaciyla; 10 mL anne
stiti, 300 rpm karigtirict hizi ve 37 °C sicakliga getirildikten sonra 1 mL/L asir1 enzim
ilavesi ile siit icerigindeki laktozun tiimiiniin parcalanmasi saglanmistir. Hidroliz

reaksiyonu 30 dakika stirmiistiir.

300 rpm ve 37 °C sicaklikta gergeklestirilen 30 dakikalik hidroliz reaksiyonu boyunca 10,
20 ve 30. dakikalarda numuneler alinarak % hidroliz derecesi belirlenmistir. % Hidroliz

derecesinin belirlenmesinde kullanilan esitlik Denklem 4.7°de verilmistir.
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% Hidroliz derecesi;

B [S1]
[H] = 100x ([S_o]> xf 4.7)

Burada;

[H] = Hidroliz derecesi

[S1] = t=0 anindaki laktoz konsantrasyonu (g/L)

[S1] = Islem sonunda ortamda kalan laktoz konsantrasyonu (g/L)
f = Seyreltme faktorii

445 Istatistiksel Hesaplamalar
Istatistiksel verilerin hesaplanmas icin Curve Expert 1.4 programi kullanilarak deneysel
ve teorik degerler arasindaki sapma, en kiigiik kareler metodu ile hesaplanmustir.

Istatistiksel degerler Denklem 4.8 ve 4.9°da sunulmustur.

Ng
SSR = z (C,?nbs — Cfnal) % (4.8)
m=1
SSR) ;i
52 =% = % (4.9)

Burada;

m = Gozlem sayisi
Ng = Toplam deney say1s1
P = Parametre sayis1

d = Standart sapma, olarak tanimlanmustir.
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4.5 Deneysel Calismalar

Serbest B-galactosidase enzimi ile yapilan galismalara ait akis semasi Sekil 4.17°de

verilmis olup gerceklestirilen deneysel ¢alismalar asagida siralanmistir:

e Serbest B-galactosidase enzim aktivitesine pH'in etkisi

e Serbest B-galactosidase enzim aktivitesine sicakligin etkisi

e Serbest B-galactosidase enzim stabilitesine pH'in etkisi

e Serbest B-galactosidase enzim stabilitesine sicakligin etkisi

e Inhibitdrsiiz ortam ve % 5 CaCl, (W/V) igeren inhibitdrlii ortam igin Kinetik verilerin

hesaplanmasi

Serbest (3-galactosidase enzim
aktivitesine pH'in etkisi

Serbest 3-galactosidase enzim
aktivitesine sicakligin etkisi

Serbest B-galactosidase enzim
stabilitesine pH'in etkisi

calismalar

Serbest B-galactosidase enzim

stabilitesine sicakligin etkisi Inhibitorsiiz ortam

icin Kinetik verilerin
hesaplanmasi

Serbest -galactosidase enzimi ile yapilan

| Kinetik verilerin hesaplanmas1 |—

% 5 CaClyigeren

|| inhibitorlii ortam igin

Kinetik verilerin
hesaplanmasi

Sekil 4.17 Serbest B-galactosidase enzimi ile yapilan galigmalara ait akis semasi

Elde edilen immobilize B-galactosidase enzimleri ile yapilan ¢alismalara ait akis semasi

Sekil 4.18’de verilmis olup gergeklestirilen deneysel calismalar asagida siralanmistir:

e Immobilize B-galactosidase enzim aktivitesine pH'n etkisi
e Immobilize B-galactosidase enzim aktivitesine sicakligin etkisi

e Immobilize B-galactosidase enzim stabilitesine pH'mn etkisi
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e Immobilize B-galactosidase enzim stabilitesine sicakligin etkisi

e Depolama kararliligi

e Tekrar kullanim sayisi

e Inhibitdrsiiz ortam ve % 5 CaCl, (W/V) igeren inhibitdrlii ortam igin Kinetik verilerin
hesaplanmasi

e Laktoz ¢ozeltisinde ve anne siitiinde laktoz hidrolizi

e Immobilize B-galactosidase enzim karakterizasyon ¢alismalar

Immobilize B-galactosidase enzim
aktivitesine pH'in etkisi

Immobilize p-galactosidase enzim
aktivitesine sicakligin etkisi

Immobilize B-galactosidase enzim
stabilitesine pH'in etkisi

Immobilize B-galactosidase enzim
stabilitesine sicakligin etkisi

Immobilize B-galactosidase enzimi ile
yapilan ¢alismalar

Depolama kararligi

Inhibitorsiiz ortam

Tekrar kullanim sayist | ic¢in Kinetik verilerin
hesaplanmasi

— Kinetik verilerin hesaplanmasi [—

% 5 CaClzigeren
inhibitorlii ortam igin
kinetik verilerin
hesaplanmasi

Laktoz hidrolizi

Laktoz hidrolizi

Anne siitiindeki
laktozun hidrolizi

FTIR analizi

SEM analizi

Sekil 4.18 immobilize B-galactosidase enzim numuneleri ile yapilan ¢aligmalara ait akis
semasi
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4.5.1 Serbest g-Galactosidase Enzimi ile Yapilan Calismalar

Serbest B-galactosidase enzimi i¢in optimum pH, optimum sicaklik degerleri saptanmis,

serbest B-Galactosidase enzim stabilitesine pH’1n ve sicakligin etkisi incelenmistir.

4.5.1.1Serbest p-Galactosidase Enzim Aktivitesine pH’in EtKisi

Serbest B-galactosidase enziminin farkli pH'lardaki aktivitelerini incelemek i¢in pH 4-9
araligindaki tampon ¢ozeltiler kullanilmigtir. pH 4 ve 5 i¢in 0.1 M asetat tampon, pH 6
ve 7 i¢in 0.1 M potasyum fosfat tampon, pH 8 ve 9 i¢in 0.1 M Tris-HCI tampon ¢ozeltileri
kullanilmistir. Serbest B-galactosidase enzim aktivitesine pH’in etkisini incelemek
amaciyla 5 mL tampon ¢ozelti igerisine 100 uL serbest f-galactosidase enzimi ilave
edildikten sonra serbest B-galactosidase enzim aktivite tayini i¢in Bolim 4.4.1°de
belirtilen p-galactosidase enzim aktivite tayin yontemi uygulanarak serbest

[-galactosidase enziminin optimum pH degeri belirlenmistir.

4.5.1.2 Serbest p-Galactosidase Enzim Aktivitesine Sicakhigin Etkisi

Serbest p-galactosidase enziminin farkli sicakliklardaki aktivitelerini incelemek igin 30,
35, 37, 40 ve 50 °C sicakliklarda enzim aktivite tayinleri gergeklestirilmistir. Serbest
B-galactosidase enzim aktivitesine sicakligin etkisini belirlemek amaciyla pH 7°deki 5
mL 0.1 M tampon ¢6zelti igerisine 100 uL serbest B-galactosidase enzimi ilave edildikten
sonra serbest P-galactosidase enzim aktivite tayini i¢in Bolim 4.4.1°de belirtilen
B-galactosidase enzim aktivite tayin yontemi uygulanarak serbest B-galactosidase

enziminin optimum sicaklik degeri belirlenmistir.

4.5.1.3 Serbest p-Galactosidase Enzim Stabilitesine pH’1n Etkisi

Bir enzimin pH degisimlerine dayanabilme 6zelligi enzim stabilitesine pH’in etkisini
ifade eder. Serbest -galactosidase enzim stabilitesine pH’in etkisini belirlemek ig¢in 5 mL
tampon ¢ozelti igerisine 100 pL serbest B-galactosidase ilave edildikten sonra 30 dakika
stire ile inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir. 30 dakikalik inkiibasyon islemi sonrasinda
kalan enzim aktivitesinin Ol¢limii ile serbest -galactosidase enzim stabilitesine pH’in
etkisi incelenmistir. pH 4 ve 5 i¢in 0.1 M asetat tampon, pH 6 ve 7 i¢in 0.1 M potasyum
fosfat tampon, pH 8 ve 9 i¢in 0.1 M Tris-HCI tampon ¢ozeltileri kullanilmistir.
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4.5.1.4 Serbest B-Galactosidase Enzim Stabilitesine Sicakligin Etkisi

Bir enzimin substrat yoklugunda sicaklik degisimlerine dayanabilme o6zelligi enzim
stabilitesine sicakligin etkisini ifade eder [86]. Serbest B-galactosidase enzim stabilitesine
sicakligin etkisini belirlemek i¢in pH 7°deki 5 mL 0.1 M potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi
icerisine 100 uL serbest B-galactosidase ilave edildikten sonra 30-50 °C araligindaki
sicakliklarda 30 dakika siire ile inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir. 30 dakikalik
inkiibasyon islemi sonrasinda kalan enzim aktivitesinin Olglimii ile serbest

[B-galactosidase enzim stabilitesine sicakligin etkisi incelenmistir.
4.5.2 Tmmobilize p-Galactosidase Enzimleri ile Yapilan Cahsmalar

Immobilize B-galactosidase enzimleri i¢in optimum pH, optimum sicaklik degerleri
saptanmig, immobilize B-galactosidase enzim stabilitesine pH’in ve sicakligin etkisi
incelenmistir. Ayrica depolama kararliligi, tekrar kullanim sayisi, laktoz hidrolizi

incelenerek kinetik veriler hesaplanmistir.

4.5.2.1immobilize B-Galactosidase Enzim Aktivitesine pH’mn EtKkisi

Immobilize B-galactosidase enziminin farkli pH'lardaki aktivitelerini incelemek igin pH
5-9 araligindaki tampon ¢ozeltiler kullanilmistir. pH 5 i¢in 0.1 M asetat tampon, pH 6 ve
7 i¢in 0.1 M potasyum fosfat tampon, pH 8 ve 9 i¢in 0.1 M Tris-HCI tampon ¢ozeltileri
kullanilmigtir. 5 mL 0.1 M tampon ¢dzelti igerisine immobilize B-galactosidase enzimi
ilave edildikten sonra immobilize B-galactosidase enzim aktivite tayini i¢in Bolim
4.4.1°de belirtilen B-galactosidase enzim aktivite tayin yontemi uygulanarak immobilize

[-galactosidase enziminin optimum pH degeri belirlenmistir.

4.5.2.2 immobilize p-Galactosidase Enzim Aktivitesine Sicakh@in Etkisi

Immobilize B-galactosidase enzimlerinin farkli sicakliklardaki aktivitelerini incelemek
icin 30, 37, 40 ve 50 °C'deki sicakliklarda enzim aktivite tayinleri gergeklestirilmistir.
Immobilize p-galactosidase enzim aktivitesine sicakligin etkisini belirlemek amaciyla 5
mL’lik tampon ¢ozelti igerisine immobilize B-galactosidase enzimi ilave edildikten sonra
immobilize p-galactosidase enzim aktivite tayini icin Bolim 4.4.1°de belirtilen
B-galactosidase enzim aktivite tayin yontemi uygulanarak immobilize B-galactosidase

enziminin optimum sicaklik degeri belirlenmistir.
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4.5.2.3 immobilize p-Galactosidase Enzim Stabilitesine pH’in Etkisi

Bir enzimin pH degisimlerine dayanabilme 6zelligi enzim stabilitesine pH’in etkisini
ifade eder. Iimmobilize B-galactosidase enzim stabilitesine pH’1n etkisini belirlemek igin
5 mL tampon ¢ozelti igerisine immobilize B-galactosidase ilave edildikten sonra 30
dakika inkiibasyon islemi gergeklestirilmistir. 30 dakikalik inkiibasyon islemi sonrasinda
kalan enzim aktivitesinin Ol¢imii ile immobilize edilen p-galactosidase enzim
stabilitesine pH 1n etkisi incelenmistir. pH 4 ve 5 i¢in 0.1 M asetat tampon, pH 6 ve 7 i¢in
0.1 M potasyum fosfat tampon, pH 8 ve 9 icin 0.1 M Tris-HCI tampon c¢ozeltileri

kullanilmistir.

4.5.2.4 immobilize p-Galactosidase Enzim Stabilitesine Sicakhgin Etkisi

Bir enzimin substrat yoklugunda sicaklik degisimlerine dayanabilme 6zelligi enzim
stabilitesine sicakligin etkisini ifade eder [86]. Immobilize B-galactosidase enzim
stabilitesine sicakligin etkisini belirlemek i¢in 5 mL tampon ¢dzelti igerisine immobilize
B-galactosidase ilave edildikten sonra sonra 30-50 °C araligindaki farkli sicakliklarda 30
dakika inkiibasyon islemi gergeklestirilmistir. 30 dakikalik ink{ibasyon igslemi sonrasinda
kalan enzim aktivitesinin Ol¢iimii ile immobilize edilen p-galactosidase enzim

stabilitesine sicakligin etkisi incelenmisgtir.

4.5.2.5 Depolama Kararhhg:

Depolama kararliligi enzimin uzun siire saklanmasi durumunda aktivitesinin kaybinin
Ol¢iimii olup enzimin kullanilabilirliginin ve gilivenliliginin O6nemini gdsteren bir
ozelliktir. Immobilize ve serbest B-galactosidase enzimlerinin depolama kararliliginm,
yani raf dmriiniin belirlenmesi i¢in 28 giin i¢inde birer hafta araliklarla Bolim 4.1.1°de
belirtilen yontemle aktivite tayinleri gerceklestirilmistir. Birinci giinde yapilan enzim
aktivite tayin sonucu % 100 olarak kabul edilmis, diger haftalarda 6l¢iilen enzim aktivite
6l¢tim sonuglari relatif olarak hesaplanmistir. Depolama siiresince serbest ve immobilize

B-galactosidase enzimleri tampon ¢6zelti i¢inde 4 °C'de muhafaza edilmistir.

4.5.2.6 Tekrarh Kullanim Sayisi

Immobilize B-galactosidase enzimlerinin tekrar kullanilabilirligini incelemek amaci ile
immobilize B-galactosidase enzimlerinin dort defa ardisik olarak kullanildiginda substrat
iizerinde gosterdigi aktivitesi Boliim 4.4.1°de belirtildigi sekilde dl¢iilmiistiir. Iimmobilize
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B-galactosidase enziminin aktivitesi ilk deneme sonucunda % 100 alinmis, tekrarli
kullanimlar sonrasinda kalan relatif enzim aktivite degerleri optimum kosullar altinda

tayin edilmistir.

4.5.2.7 Kinetik Verilerin Hesaplanmasi

Enzim konsantrasyonu enzimatik reaksiyonlarin hizi ile dogru orantilidir. Fakat bu her
zaman lineer bir iliski gosteremeyebilir. Enzimlerin ¢ogunun i¢inde bulunan inhibitor ve
aktivatorler ya da elde edilen tiriinlerin inhibisyon 6zelligi icerme ihtimali bu lineer hattin
goriilmesine engel olabilirler. Dolayisi ile enzim konsantrasyonunun artmasi tepkimeyi
hizlandiramayabilir. Substrat konsantrasyonun etkisi ise su sekildedir; substrat
konsantrasyonu arttik¢a reaksiyon hizi belli bir noktaya kadar artar; substrat doygunluga

ulastiginda reaksiyonun hizi genellikle degismez [4].

Kinetik verilerin hesaplanmasi i¢in substrat ¢ozeltileri i¢in 0.2-1 mg/mL arasindaki farkl
konsantrasyonlarda ONPG c¢ozeltileri hazirlanmistir. S degerleri hazirlanan ONPG
¢ozeltilerinin konsantrasyon degerini (mg/mL), V ise ONPG degerlerine ait olan hiz
degerlerini (U/mL) gostermektedir. 1/S’e karsilik cizilen 1/V degerlerinden elde edilen
grafigin kesim noktast 1/Vmax degerini vereceginden, kesim noktasindan yararlanilarak
Vmax degerleri hesaplanmis, grafigin egimi ise Km/Vmax degerini vereceginden, grafigin

egiminden yararlanilarak Ky degeri hesaplanmistir.

Enzim aktivitesinin inhibisyonu ¢alismalar1 genellikle enzim se¢imliligi, aktif merkezin
fiziksel ve kimyasal yapisi ve reaksiyonun kinetik mekanizmasi hakkinda bilgi verir.
Ansari ve Husain 2020 [68] yaptiklar1 ¢aligmalarda CaClz’nin B-galactosidase enzimi
tizerinde inhibisyon etkisi gosterdigini belirtmislerdir. Bu ¢alismada da CaCl> nin serbest
ve immobilize [-galactosidase enzimleri iizerinde inhibisyon etkisi incelenmistir.
Inhibitér olarak CaClz kullanilarak, % 5 CaCl, (w/v) varligindaki substrat ortaminda elde
edilen kinetik datalarin Michealis Menten esitligine (Denklem 2.3) uygun olmasi
sebebiyle Linewear Burke grafikleri kullanilmis serbest ve immobilize p-galactosidase
enzimleri i¢in Km Ve Vmax degerleri hesaplanmistir. Serbest ve immobilize B-galactosidase
enzimleri i¢in inhibitorsiiz ortam i¢in Km Ve Vmax degerleri Linewear Burke grafiginden

yararlanilarak hesaplanmistir.
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45.2.8 Immobilize  p-Galactosidase ~ Kullamlarak Laktozun  Hidrolizinin

Incelenmesi

Immobilize B-galactosidase enzimleri ile laktozun hidroliz islemi laktoz ¢6zeltisi ve anne
siiti kullanilarak gerceklestirilmistir. Laktoz ¢ozeltisi icin 50 g/L konsantrasyonunda
hazirlanan 10 mL’lik laktoz ¢ozeltisine immobilize B-galactosidase enzim ilavesi ile
laktoz hidroliz prosesi baslatilmistir. Immobilize B-galactosidase enziminin laktoz
cozeltisi icindeki 30 dakikalik inkiibasyon islemi siiresi boyunca, 10, 20 ve 30.
dakikalarda Boliim 4.4.1°de belirtildigi sekilde immobilize p-galactosidase enzimlerinin
aktivite ol¢limii yapilmistir. Hidroliz reaksiyonu boyunca 10, 20 ve 30. dakikalarda
cozeltide bulunan laktoz konsantrasyonlari Bolim 4.4.4°te belirtildigi sekilde
Ol¢tilmiistiir. Elde edilen veriler, immobilize B-galactosidase enzimlerinin laktoz hidroliz

verileri ile karsilastirilmistir.

Anne siitiindeki laktozun hidrolizlenmesi prosesi igin, oncelikli olarak 10 mL’lik anne
sitlindeki  basglangic laktoz konsantrasyonu belirlenmistir. Baslangic laktoz
konsantrasyonu belirlenen anne siitiine immobilize B-galactosidase enzim ilavesi ile
laktoz hidroliz prosesi baslatilmistir. Immobilize B-galactosidase enziminin anne siitii
igindeki 30 dakikalik inkiibasyon islemiu siiresi boyunca 10, 20 ve 30. dakikalarda Boliim
4.4.1°de belirtildigi sekilde immobilize B-galactosidase enzimlerinin aktivite Olgiimii
yapilmustir. Hidroliz reaksiyonu boyunca 10, 20 ve 30. dakikalarda ¢ozeltide bulunan
laktoz konsantrasyonlart Bolim 4.4.4’te belirtildigi sekilde olciilmiistiir. Elde edilen
veriler, immobilize pB-galactosidase enzimlerinin laktoz hidroliz verileri ile

karsilastirilmistir.

4.6 immobilize p-Galactosidase Enzimine ait Karakterizasyon

Cahsmalar:

Bu ¢aligmada; Boliim 4.2.1°de belirtilen tasiyiciya uygulanan 6n islem asamasi, Boliim
4.2.2°de belirtilen glutaraldehit ile muamele asamasi, Bolim 4.3te belirtilen 1 ve 2 nolu
immobilizasyon proseslerinden sonra elde edilen immobilize B-galactosidase enzim
numunelerinin karakterizasyon c¢alismalar1 ig¢in FTIR analizleri gerceklestirilmistir.
Ayrica, immobilize enzime ait yilizey gorintiisii ve yiizey farkliliklarini incelemek

amaciyla, en yiiksek laktoz hidrolizini saglayan immobilize [-galactosidase enziminin
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immobilize edildigi yiizeyin immobilizasyon oncesi ve immobilizasyon sonrast SEM

analizleri gergeklestirilmistir.
4.6.1 FTIR (Fouirer Transform Infrared Spektrofotometre)

FTIR matematiksel Fourier doniisiimii yontemi ile 1s18in infrared yogunluguna karsi
dalga sayisini dlgen bir kimyasal analitik metottur. Elektromanyetik 151k dizisinin kizil
otesi bolgesi 10-14000 cm™ arasindadir ve {i¢ ana bdlgeden olusur. Bunlar su sekilde

stralanir:
e Yakin dalga boylu kizil 6tesi (NIR; 4000~14000 cm™)
e Orta dalga boylu kizil 6tesi (MIR; 400~4000 cm™)
e Uzak dalga boylu kizil tesi (FIR; 4~400 cm™)

Absorpsiyon Isik Dizisi MIR spektroskopisi kimyasal olarak belirgin ve tekrarlanabilir
biyokimyasal parmak izlerini olusturan organik bilesenlerin belirlenmesi amaciyla
kullanilir. 3600-1200 cm™ 151k dizisi aralign organik maddenin, ‘fonksiyonel gruplar
bolgesi’ olarak adlandirilir. 1200-700 cm™ arasi 151k dizisi aralig1 ise ikinci bolge parmak
izi bolgesi olarak tanimlanir. Bu bolge, molekiildeki kiiclik yapisal degisiklikleri ve
bilesim degisikliklerini incelemek amaciyla kullanilir. Molekiiliin yapisinda ve
bilesiminde meydana gelen kii¢lik degisiklikler bile bu bolgedeki absorpsiyon piklerinin
biiyiik ol¢iide yer degistirmesi ile sonuglanir. Bu sebeple, ikinci bolge parmak izi
bolgesinde iki 151k dizisinin ¢akigmasi, bu iki 151k dizisinin ayn1 maddeye ait oldugunu
gosteren bir isarettir. Tek baglarin ¢ok biiylik bir kismi bu bolgede veya aralikta
absorpsiyon bantlar1 verir. Bolgenin oldukg¢a dar olmasi nedeniyle, bu bdlgedeki titresim
frekanslari, enerjilerinin birbirine ¢ok yakin olmasi sebebiyle birbirlerini ¢ok etkiler.
Buna bagh olarak maddeye ait 151k dizilerinde goriilen absorpsiyon bantlar1 sadece bir
bag frekansindan olusan saf bir absorpsiyon bandi olmayip kompozit bantlardir. Bu
nedenle elde edilen bilgiler ancak diger bolgelerden elde edilen bilgiler de dikkate
aliarak bir sonuca varilabilir. Bu bolge 1s1k dizisinin en karmasik kismidir. Kizil 6tesi
151k dizisindeki bantlarin yogunlugu madde miktarlari ile de orantili olarak degismektedir.
Dolayistyla bu 6zellikten yaralanilarak maddelerin kantitatif analizlerinde de FTIR

yonteminden yaralanilmaktadir [87].
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Bu c¢alismada p-galactosidase enziminin immobilize edildigi kabak lifi yiizeyi, tasiyiciya
uygulanan 6n islem sonrasinda, glutaraldehit ile muamele sonrasinda, 1 ve 2 nolu
immobilizasyon prosesleri sonrasinda FTIR analizleri ile incelenmistir. Elde edilen
analizler birbirleri ile karslastirilarak degerlendirilmistir. Kabak lifi ile gergeklestirilen
B-galactosidase enzim immobilizasyon c¢alismalar1 i¢in FTIR analizlerinin

gerceklestirildigi adimlar Sekil 4.19°da verilmistir.

Kabak Lifi

.

Kabak lifi lizerine 6n islem |:> FTIR Analizi

v U

1 Nolu Immobilizasyon ydntemi Gluteraldehit ile :

ﬂ muamele

FTIR Analizi

FTIR Analizi

2 Nolu Immobilizasyon yontemi

J

FTIR Analizi

Sekil 4.19 Kabak lifi {izerine B-galactosidase enzim immobilizasyonunun
gerceklestirildigi ¢alismalara ait FTIR analiz semasi

Bu c¢alismada B-galactosidase enziminin immobilize edildigi piring kabugu yiizeyi,
tastyiciya uygulanan on islem sonrasinda, glutaraldehit ile muamele sonrasinda, 1 ve 2
nolu immobilizasyon prosesleri sonrasinda, FTIR analizleri ile incelenmistir. Elde edilen
sonuglar birbirleri ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Piring kabugu ile
gerceklestirilen  [-galactosidase enzim immobilizasyon c¢alismalart i¢in  FTIR

analizlerinin gergeklesltirildigi adimlar Sekil 4.20°de verilmistir.
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Piring Kabugu

{

Piring kabugu {izerine 6n islem |:> FTIR Analizi

$ $

1 Nolu Immobilizasyon ydntemi Gluteraldehit ile :

ﬂ muamele

FTIR Analizi

FTIR Analizi

2 Nolu immobilizasyon yontemi
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Sekil 4.20 Piring kabugu iizerine B-galactosidase enzim immobilizasyonunun
gercgeklestirildigi calismalara ait FTIR analiz semasi

4.6.2 SEM (Taramah Elektron Mikroskobu)

Goriintii elde etmek i¢in 1siktan daha cok elektronlar1 kullanan mikroskop Elektron
Mikroskobu biiyiik bir alan derinligine sahip olup yiiksek biiyiitme saglar. Rezoliisyon
glicii 2-20 A° araliginda olan elektron mikroskobu yiiksek goriintii kalitesi, detay
zenginligi ve yiiksek goriintii netligine sahiptir. Scanning-Elektron Microskobu (SEM)
elde edilen ornekleri ylizbin kez biiyliterek ylizey yapilarini goriintiiler ve ylizeydeki
farkliliklar1 ortaya koyar. SEM tip, biyoloji, madde bilimleri ve yer yiizii bilimlerinden
elde edilen ornekleri degerlendirmede yaygin olarak kullanilan bir elektron mikroskop
cesitidir [88]. Bu ¢alismada elde edilen immobilize B-galactosidase enzimlerinden laktoz
hidroliz proseslerinde hidroliz derecesi en yiiksek olan immobilize [-galactosidase
enziminin yiizey goriintlisliniin degerlendirilmesi i¢in tagiyicinin immobilizasyon prosesi
oncesindeki ylizey goriintiisii ve immobilizasyon prosesi sonrasindaki yiizey goriintiisii

incelenerek yiizey farkliliklar1 degerlendirilmistir.
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5

DENEYSEL BULGULAR

Bu ¢alismada dogada oldukg¢a bol miktarda bulunan atiklardan kabak lifi ve piring kabugu
tizerine gida endiistrisinde laktozsuz tirlinlerin iiretilmesinde kullanilan Kluyveromyces
marxianus kaynakli [-galactosidase enziminin immobilizasyonu, Bolim 4.3’te
belirtildigi iizere 1 ve 2 nolu immobilizasyon yontemleri kullanilarak gergeklestirilmistir.
B-Galactosidase enzim aktivite tayinlerinde spektrofotometrik yontem kullanilmasi
sebebiyle tasiyicilarin ¢ozeltiye renk vermemesi gerekmektedir. Kabak liflerinin
¢ozeltiye renk verip vermediginin tespiti i¢in spektrofotometrik 6l¢iim yapilmistir. Bu
amagla, enzim igermeyen 0.1 M pH 7’deki potasyum fosfat tampon igerisine kabak lifleri
eklenerek 0, 15, 30, 45, 60 ve 90. dakikalarda numuneler alinmis ve spektrofotometrede
420 nm’de ol¢iim yapilmistir. Elde edilen Olctimler ile kabak lifinin ¢dzeltiye renk
vermedigi ispatlanmistir. Kullanilan kabak liflerine ait gorseller Sekil 5.1°de

gosterilmistir.

Piring kabuklarinin ¢ozeltiye renk verip vermediginin tespiti i¢in spektrofotometrik
6l¢lim yapilmistir. Bu amagla, enzim igermeyen 0.1 M pH 7°deki potasyum fosfat tampon
igerisine piring kabuklari eklenerek 0, 15, 30, 45, 60 ve 90. dakikalarda numuneler alinmis
ve spektrofotometrede 420 nm’de 6lgiim yapilmistir. Elde edilen olgiimler ile piring
kabugunun c¢ozeltiye renk vermedigi ispatlanmistir. Kullanilan piring kabuguna ait

gorseller Sekil 5.2°de gosterilmigtir.

Cozeltiye renk vermedigi ispatlanan kabak lifi ve piring kabugu {izerine 1 ve 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen Kluyveromyces marxianus kaynakli
B-galactosidase enzim numunelerinin aktivite cinsinden ve protein cinsinden geri
kazanim degerleri hesaplanmustir. Serbest f-galactosidase enzimi ve immobilize edilen
-galactosidase enzim numunelerinin optimum sicaklik ve pH degerleri belirlenmistir.
Enzim stabilitelerine sicaklik ve pH’in etkileri incelenmistir. Immobilize edilen
[B-galactosidase enzim numunelerinin depolama kararliliklari, tekrarli kullanilabilirlikleri
incelenmistir. Ayrica, inhibitdrsiiz ortam ve % 5 CaClz (w/v) igeren inhibitdrlii ortam i¢in

Linewear-Burke grafigi kullanilarak kinetik veriler hesaplanmustir.
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Immobilize edilen B-galactosidase enzim numunelerinin 50 g/L konsantrasyonunda
hazirlanan laktoz ¢ozeltisinde ve baslangic laktoz konsantrasyonu belirlenen anne
stitiinde laktoz hidroliz prosesi gergeklestirilmistir. Laktoz hidroliz prosesi boyunca
enzim aktivite tayini ve laktoz konsantrasyon tayini gerceklestirilmistir.

A

Sekil 5.1 Tasiyici olarak kullanilan kabak lifi
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Sekil 5.2 Tasiyici olarak kullanilan piring kabugu
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5.1 Serbest p-Galacatosidase Enzimi ile Yapilan Calismalar

Serbest B-galactosidase enziminin optimum pH ve sicaklik degerleri belirlenmis ve

serbest B-galactosidase enzim stabilitesine pH’in ve sicakligin etkisi incelenmistir.

5.1.1 Serbest p-Galactosidase Enzimi Uzerine Sicakh@in Etkisi

Serbest B-galactosidase enziminin farkli sicakliklardaki aktivitelerini incelemek igin 30,
35, 37, 40 ve 50 °C sicakliklarda enzim aktivite tayinleri ger¢eklestirilmistir. pH 7°deki 5
mL tampon ¢ozelti icerisine 100 uL serbest B-galactosidase enzimi ilave edildikten sonra
serbest [B-galactosidase enzim aktivite tayini i¢in Bolim 4.4.1°de belirtilen
[B-galactosidase enzim aktivite tayin yontemi uygulanarak serbest [-galactosidase
enziminin optimum sicaklik degeri belirlenmistir. Serbest p-galactosidase enziminin
maksimum aktivite degerini 37 °C’de verdigi goriilmistiir. Tablo A.3’te serbest
[-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki relatif enzim aktivite degerleri verilmis

olup grafiksel olarak Sekil 5.3’te sunulmustur.

96



110
100 T T
90 ¢ 1
80 T
70 T+
60 T
50
40 T
30 +
20 T
10 +
0 | : :
30 35 40 45 50
Sicaklik (°C)

—

Relatif Enzim Aktivitesi (%)

Sekil 5.3 Serbest 3-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki relatif enzim
aktivite degerleri (pH = 7, 300 rpm)

5.1.2 Serbest p-Galactosidase Enzimi Uzerine pH’n Etkisi

Serbest B-galactosidase enziminin farkli pH'lardaki aktivitelerini incelemek ig¢in pH 4-9
araligindaki tampon ¢ozeltiler kullanilmistir. pH 4 ve 5 i¢in 0.1 M asetat tampon, pH 6
ve 7 i¢in 0.1 M potasyum fosfat tampon, pH 8 ve 9 i¢cin 0.1 M Tris-HCI tampon ¢ozeltileri
kullanilmigtir. Serbest P-galactosidase enzim aktivitesine pH’in etkisini belirlemek
amaciyla 5 mL tampon ¢ozelti igerisine 100 uL serbest p-galactosidase enzimi ilave
edildikten sonra serbest B-galactosidase enzim aktivite tayini i¢in Bolim 4.4.1°de
belirtilen p-galactosidase enzim aktivite tayin yontemi uygulanarak serbest
B-galactosidase enziminin optimum pH degeri belirlenmistir. Serbest p-galactosidase
enziminin optimum pH degeri 7 olarak saptanmustir. Tablo A.4’te serbest -galactosidase
enziminin farkli pH’lardaki relatif enzim aktivite degerleri verilmis olup grafiksel olarak

Sekil 5.4’te sunulmustur.
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Sekil 5.4 Serbest 3-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki relatif enzim aktivite
degerleri (T = 37 °C, 300 rpm)

5.1.3 Serbest g-galactosidase Enzim Stabilitesine Sicakhgin Etkisi

Bir enzimin substrat yoklugunda, sicaklik degisimlerine dayanabilme 6zelligi enzim
stabilitesine sicakligin etkisini ifade eder [84]. Serbest 3-galactosidase enzim stabilitesine
sicakligin etkisini belirlemek i¢in pH 7’deki 5 mL 0.1 M potasyum fosfat tampon ¢ozelti
icerisine 100 pL serbest -galactosidase ilave edildikten sonra 30-50 °C araligindaki
farkli sicakliklarda 30 dakika inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir. 30 dakikalik
inkiibasyon islemi sonrasinda kalan enzim aktivitesinin Ol¢iimii ile serbest
[-galactosidase enzimin stabilitesine sicakligin etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglara
gore 35 ile 37 °C araligindaki sicaklik degerlerinde serbest B-galactosidase enzim
stabilitesinin maksimum degerde oldugu goriilmektedir. 35 °C’de kalan enzim akitivitesi
% 97.22, 37 °C “de ise % 99.53’tiir. 40 °C’nin tizerine ¢ikildiginda serbest B-galactosidase
enziminin aktivitesini hizla kaybettigi gortilmektedir. 40 °C’de kalan enzim akitivitesi %
87.22,50 °C “de ise % 35.90°dir. Tablo A.5’te serbest B-galactosidase enzimine ait farkli
sicakliklardaki % kalan enzim aktivite degerleri verilmis olup grafiksel olarak Sekil 5.5’te

sunulmustur.
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Sekil 5.5 Serbest B-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % kalan enzim
aktivite degerleri

5.1.4 Serbest p-galactosidase Enzim Stabilitesine pH’in EtkKisi

Bir enzimin substrat yoklugunda pH degisimlerine dayanabilme o&zelligi enzim
stabilitesine pH’1n etkisini ifade eder. Serbest 3-galactosidase enzim stabilitesine pH’1n
etkisini belirlemek igin 5 mL tampon ¢ozelti igerisine 100 uL serbest B-galactosidase
ilave edildikten sonra 30 dakika inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir. 30 dakikalik
inkiibasyon islemi sonrasinda kalan enzim aktivitesinin Ol¢iimii ile serbest
[-galactosidase enzim stabilitesine pH’1n etkisi incelenmistir. pH 4 ve 5 i¢in 0.1 M asetat
tampon, pH 6 ve 7 igin 0.1 M potasyum fosfat tampon, pH 8 ve 9 igin 0.1 M Tris-HCI
tampon ¢ozeltileri kullanilmigtir. Serbest f-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki
% kalan enzim aktivite degerleri Tablo A.6°da verilmis olup grafiksel olarak Sekil 5.6’da
sunulmustur. Elde edilen sonuglara gére pH 7 olan notr ortamda stabilitenin maksimum
degerde oldugu (% 100) , pH 4’te ise kalan enzim aktivitesinin sifir oldugu goriilmiistiir.
pH 6, 7 ve 8’deki ortamlarda sirasiyla % 97.43, % 100 ve % 97.08 degerleri ile birbirine
yakin sonuglar elde edilmistir. pH 8’in lizerine ¢ikildiginda serbest B-galactosidase enzim

aktivitesinin diisiise gectigi gorilmiistiir.
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Sekil 5.6 Serbest B-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki % kalan enzim aktivite
degerleri

5.2 Kabak Lifi Uzerine B-Galactosidase Enziminin immobilizasyon

Cahsmalar:

Kabak lifi iizerine B-galactosidase enziminin immobilizasyonu Bo6liim 4.4°te belirtildigi
iizere 1 ve 2 nolu immobilizasyon ydntemleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Iki farkli
yontem ile elde edilen immobilize -galactosidase enzimine ait degerler, Bolim 4.4.3’te

belirtildigi sekilde hesaplanmustir.

5.2.1 Kabak Lifi Uzerine 1 Nolu immobilizasyon Yéntemi ile B-Galactosidase

Enziminin Immobilizasyonu

Kabak lifi lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile B-galactosidase enziminin
immobilizasyonu sonucunda elde edilen immobilize B-galactosidase enziminin aktivite
ve protein cinsinden geri kazanim degerleri Boliim 4.4.1 ve Boliim 4.4.2°de belirtildigi
sekilde hesaplanmigtir. Kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen p-galactosidase enzimine ait % geri kazanim degerleri Tablo 5.1°de verilmis ve
grafiksel olarak Sekil 5.7’de sunulmustur. Elde edilen sonuclara goére aktivite cinsinden
geri kazanim degeri % 84.81, protein cinsinden geri kazanim degeri % 80.53 ve aktivite

cinsinden etkinlik oran1 ise % 85.35 olarak hesaplanmustir.
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Tablo 5.1 Kabak lifi {izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait % geri kazanim ve % etkinlik oran1 degerleri

As Aim GKa GKp EOA
(U/mg) (U/mg) (%0) (%0) (%0)

0.00158 0.268 84.81 80.53 85.35

84,81 80,53

100
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Aktivite cinsinden Protein cinsinden

Sekil 5.7 Kabak lifi lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait % geri kazanim degerleri

5.2.1.1 Kabak Lifi Uzerine 1 Nolu immobilizasyon Yontemi ile immobilize Edilen

p-Galactosidase Enzimine Sicakhgin Etkisi

Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen f-galactosidase
enzimine sicakligin etkisini incelemek igin 30, 37, 40 ve 50 °C sicakliklarda enzim
aktivite tayinleri gerceklestirilmistir. 5 mL’lik tampon ¢ozelti igerisine immobilize
B-galactosidase enzimi ilave edildikten sonra immobilize f-galactosidase enzim aktivite
tayini i¢cin Bolim 4.4.1°de belirtilen B-galactosidase enzim aktivite tayin yontemi
uygulanarak immobilize B-galactosidase enziminin optimum sicaklik degeri
belirlenmistir. Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki relatif enzim aktivite degerleri Tablo
A.7°de verilmis olup grafiksel olarak Sekil 5.8’de sunulmustur. Elde edilen sonuglara
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gore kabak lifi tlizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen

B-galactosidase enziminin maksimum aktivite degerini 37 °C’de verdigi goriilmiistiir.
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Sekil 5.8 Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % relatif enzim aktivite degerleri

5.2.1.2 Kabak Lifi Uzerine 1 Nolu Immobilizasyon Yéntemi ile immobilize Edilen

B-Galactosidase Enzimine pH’mn Etkisi

Kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen f-galactosidase
enzimine pH’m etkisini incelemek i¢in pH 5-9 araligindaki tampon c¢ozeltiler
kullanilmistir. pH 5 i¢in 0.1 M asetat tampon, pH 6 ve 7 i¢in 0.1 M potasyum fosfat
tampon, pH 8 ve 9 i¢in 0.1 M Tris-HCI tampon ¢6zeltileri kullanilmistir. 5 mL 0.1 M
tampon c¢ozelti igerisine immobilize B-galactosidase enzimi ilave edildikten sonra
immobilize B-galactosidase enzim aktivite tayini i¢in Bolim 4.4.1°de belirtilen
[B-galactosidase enzim aktivite tayin yontemi uygulanarak immobilize B-galactosidase
enziminin optimum pH degeri belirlenmistir. Kabak lifi izerine 1 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki relatif enzim
aktivite degerleri Tablo A.8’de verilmis olup grafiksel olarak Sekil 5.9’da sunulmustur.
Elde edilen sonuglara gore kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile

immobilize edilen -galactosidase enziminin optimum pH degeri 6 olarak saptanmustir.
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Sekil 5.9 Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki % relatif enzim aktivite degerleri

5.2.1.3 Kabak Lifi Uzerine 1 Nolu Immobilizasyon Yéntemi ile immobilize Edilen

B-Galactosidase Enzim Stabilitesine Sicakh@in Etkisi

Bir enzimin substrat yoklugunda, sicaklik degisimlerine dayanabilme 6zelligi enzim
stabilitesine sicakligin etkisini ifade eder [84]. Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimin stabilitesine sicakligin etkisini
belirlemek i¢in 5 mL tampon ¢ozelti igerisine immobilize B-galactosidase enzimi ilave
edildikten sonra sonra 30, 37, 40 ve 50 °C sicakliklarda 30 dakika inkiibasyon islemi
gerceklestirilmigtir. 30 dakikalik inkiibasyon islemi sonrasinda kalan enzim aktivitesinin
ol¢imii ile immobilize edilen B-galactosidase enzim stabilitesine sicakligin etkisi
incelenmigtir. Kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % kalan enzim aktivite degerleri Tablo
A.9°da verilmis olup grafiksel olarak Sekil 5.10’da sunulmustur. Elde edilen sonuglara
gore kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enziminin 30 ile 37 °C araligindaki sicaklik degerlerinde % kalan enzim
aktivite degerlerinin diger sicaklilarda elde edilen degerlere gore daha iyi oldugu
goriilmektedir. 30 °C ‘de kalan enzim aktivitesi % 98.55, 37 °C ‘deki kalan enzim

aktivitesi ile % 100’diir. 40 °C’nin {izerine ¢ikildiginda kabak lifi iizerine 1 nolu
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immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen -galactosidase enzim aktivitesinin hizla
distiigi gozlemlenmistir. 50 °C’de kalan enzim aktivitesinin % 42.80’¢ distigi

gorilmistiir.
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Sekil 5.10 Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % kalan enzim aktivite degerleri

5.2.1.4 Kabak Lifi Uzerine 1 Nolu Immobilizasyon Yéntemi ile immobilize Edilen

B-Galactosidase Enzim Stabilitesine pH’1n EtKkisi

Bir enzimin pH degisimlerine dayanabilme 6zelligi, enzim stabilitesine pH’in etkisini
ifade eder. Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimin stabilitesine pH’1n etkisini belirlemek i¢in 5 mL tampon ¢6zelti
icerisine immobilize B-galactosidase ilave edildikten sonra 30 dakika inkiibasyon iglemi
gerceklestirilmistir. 30 dakikalik inkiibasyon islemi sonrasinda kalan enzim aktivitesinin
Olgimii ile immobilize edilen p-galactosidase enzim stabilitesine pH’in etkisi
incelenmistir. pH 4 ve 5 i¢in 0.1 M asetat tampon, pH 6 ve 7 i¢in 0.1 M potasyum fosfat
tampon, pH 8 ve 9 i¢in 0.1 M Tris-HCI tampon ¢ozeltileri kullanilmistir. Kabak lifi
tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine
ait farkli pH’lardaki % kalan enzim aktivite degerleri Tablo A.10’da verilmis olup
grafiksel olarak Sekil 5.11’de sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore pH 4 olan asidik

ortamda kalan enzim aktivitesinin % 16.21 oldugu goriilmiis, pH 6’daki ortamda kabak
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lifi lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase
enziminin kalan aktivitesinin maksimum degerde oldugu goriilmiistiir (% 100). Notr ve
pH 8’deki bazik ortamlardaki kalan enzim aktivitesinin % 96.46’ya diistigi, pH 9’daki

bazik ortamda ise kalan enzim aktivitesinin % 78.83’e diistligii saptanmustir.
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Sekil 5.11 Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki % kalan enzim aktivite degerleri

5.2.2 Kabak Lifi Uzerine 2 Nolu immobilizasyon Yéntemi ile p-Galactosidase

Enziminin immobilizasyonu

Kabak lifi lizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile B-galactosidase enziminin
immobilizasyonu sonucunda elde edilen immobilize B-galactosidase enziminin aktivite
ve protein cinsinden geri kazanim degerleri Bolim 4.4.3’te belirtildigi sekilde
hesaplanmistir. Kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait % geri kazanim degerleri Tablo 5.2°de verilmis ve grafiksel
olarak Sekil 5.12’de sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore aktivite cinsinden geri
kazanim degeri % 80.06, protein cinsinden geri kazanim degeri % 73.30 ve aktivite

cinsinden etkinlik orani ise % 85.15 olarak hesaplanmustir.
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Tablo 5.2 Kabak lifi {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen

-galactosidase enzimine ait % geri kazanim ve % etkinlik orani degerleri
g g

As Aim GKa GKp EOa
(U/mg) (U/mg) (%) (%) (%)
0.0189 0.253 80.06 73.30 85.15

100 80,06

73,3

80

= 60
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Aktivite cinsinden Protein cinsinden

Sekil 5.12 Kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait % geri kazanim degerleri

5.2.2.1 Kabak Lifi Uzerine 2 Nolu immobilizasyon Yéntemi ile immobilize Edilen

B-Galactosidase Enzimine Sicakhigin Etkisi

Kabak lifi {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen [3-galactosidase
enzimine sicakligin etkisini incelemek igin 30, 37, 40 ve 50 °C sicakliklarda enzim
aktivite tayinleri gerceklestirilmistir. 5 mL’lik tampon ¢dzelti igerisine immobilize
B-galactosidase enzimi ilave edildikten sonra enzim aktivite tayini i¢in Boliim 4.4.1°de
belirtilen yontem uygulanarak immobilize p-galactosidase enziminin optimum sicaklik
degeri belirlenmistir. Kabak lifi {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % relatif enzim aktivite degerleri
Tablo A.11°de verilmis olup grafiksel olarak Sekil 5.13’te sunulmustur. Elde edilen

sonuglara gore kabak lifi tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
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B-galactosidase enziminin maksimum aktivite degerini 40 °C’de verdigi, buna karsilik 50

°C’de sicaklik degerinde aktivitesini hizla kaybettigi goriilmistir.

110
100 + ¢
90 t
80 T
70 T
60 T
50 T+
40 T
30 T+
20 T
10 +
0 } } }
30 35 40 45 50
Sicaklik (°C)

Relatif Enzim Aktivitesi (%)

Sekil 5.13 Kabak lifi {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen -
galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % relatif enzim aktivite degerleri

5.2.2.2 Kabak Lifi Uzerine 2 Nolu immobilizasyon Yéntemi ile Immobilize Edilen

B-galactosidase Enzimine pH’1n EtKisi

Kabak lifi izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen -galactosidase
enzimine pH’m etkisini incelemek i¢in pH 5-9 araligindaki tampon c¢dozeltiler
kullanilmistir. pH 5 i¢in 0.1 M asetat tampon, pH 6 ve 7 i¢in 0.1 M potasyum fosfat
tampon, pH 8 ve 9 i¢in 0.1 M Tris-HCI tampon ¢6zeltileri kullanilmistir. 5 mL 0.1 M
tampon c¢ozelti igerisine immobilize B-galactosidase enzimi ilave edildikten sonra
immobilize p-galactosidase enzim aktivite tayini i¢in Boliim 4.4.1°de belirtilen
[B-galactosidase enzim aktivite tayin yontemi uygulanarak immobilize B-galactosidase
enziminin optimum pH degeri belirlenmistir. Kabak lifi izerine 2 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki relatif enzim
aktivite degerleri Tablo A.12’de verilmis olup grafiksel olarak Sekil 5.14°te sunulmustur.
Elde edilen sonuclara gore kabak lifi ilizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile

immobilize edilen B-galactosidase enziminin maksimum aktivite gosterdigi pH degeri 8
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olarak saptanmistir. pH 8 degerinden daha yiiksek veya diisiik pH’a sahip ortamlardaki

enzim aktivite degerleri daha diisiik enzim aktivite degerleri olarak kaydedilmistir.
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Sekil 5.14 Kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki % relatif enzim aktivite degerleri

5.2.2.3 Kabak Lifi Uzerine 2 Nolu Immobilizasyon Yontemi ile immobilize Edilen

B-Galactosidase Enzim Stabilitesine Sicakh@in Etkisi

Bir enzimin substrat yoklugunda, sicaklik degigimlerine dayanabilme &zelligi enzim
stabilitesine sicakligin etkisni ifade eder [84]. Kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimin stabilitesine sicakligin etkisini
belirlemek i¢in 5 mL tampon ¢6zelti igerisine immobilize B-galactosidase ilave edildikten
sonra sonra 30, 37, 40 ve 50 °C sicakliklarda 30 dakika inkiibasyon islemi
gerceklestirilmistir. 30 dakikalik inkiibasyon iglemi sonrasinda kalan enzim aktivitesinin
olgtimii ile immobilize edilen B-galactosidase enzim stabilitesine sicakligin etkisi
incelenmistir. Kabak lifi {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % kalan enzim aktivite degerleri Tablo
A.13’te verilmis olup grafiksel olarak Sekil 5.15’te sunulmustur. Elde edilen sonuglara
gore kabak lifi lizerine 2 nolu immobilizasyon yoOntemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enziminin 40 °C’de kalan enzim aktivite degerinin % 91.25 oldugu, 40

°C’nin tizerindeki sicakliklarda % enzim aktivite degerinin diistiigli goriilmistiir. 30 ve
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37 °C’deki kalan enzim aktivite degerlerinin ise sirast ile % 84.93 ve 83.26 degerleri ile

birbirine yakin oldugu gorilmistiir.
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Sekil 5.15 Kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % kalan enzim aktivite degerleri

5.2.2.4 Kabak Lifi Uzerine 2 Nolu Immobilizasyon Yontemi ile iImmobilize Edilen

B-Galactosidase Enzim Stabilitesine pH’1n Etkisi

Bir enzimin pH degisimlerine dayanabilme 6zelligi, enzim stabilitesine pH’in etkisini
ifade eder. Kabak lifi lizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimin stabilitesine pH’1n etkisini belirlemek i¢in 5 mL tampon ¢6zelti
igerisine immobilize B-galactosidase ilave edildikten sonra 30 dakika inkiibasyon islemi
gerceklestirilmistir. 30 dakikalik inkiibasyon islemi sonrasinda kalan enzim aktivitesinin
Olgimii ile immobilize edilen p-galactosidase enzim stabilitesine pH’m etkisi
incelenmigstir. pH 4 ve 5 i¢in 0.1 M asetat tampon, pH 6 ve 7 i¢in 0.1 M potasyum fosfat
tampon, pH 8 ve 9 i¢in 0.1 M Tris-HCI tampon ¢ozeltileri kullanilmistir. Kabak lifi
tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine
ait farkli pH’lardaki % kalan enzim aktivite degerleri Tablo A.14’te verilmis olup
grafiksel olarak Sekil 5.16°da sunulmustur. Elde edilen sonuglara gére pH 8 olan bazik
ortamda % kalan enzim aktivitesinin 78.64 oldugu, pH 9’da 68.9’a diistiigii, pH 5-7

araligindaki ortamlarda yaklasitk % 69 kalan enzim aktivite degerlerini verdigi
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goriilmiistiip. pH 4 olan asidik ortamda ise % 12.15 degeri ile en diisiik kalan enzim

aktivite degerini verdigi saptanmustir.
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Sekil 5.16 Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki % kalan enzim aktivite degerleri
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5.3 Pirinc  Kabugu  Uzerine  p-Galactosidase = Enziminin

Immobilizasyonu Cahsmalar

Piring kabugu {izerine P-galactosidase enziminin immobilizasyonu Bolim 3.4’te
belirtildigi iizere 1 ve 2 nolu immobilizasyon yontemleri kullanilarak gergeklestirilmistir.
Iki farkl1 yontem ile elde edilen immobilize B-galactosidase enzimine ait degerler, Boliim

4.4 .3 te belirtildigi sekilde hesaplanmigtir.

5.3.1 Pirin¢ Kabugu Uzerine 1 Nolu immobilizasyon Yéntemi ile B-Galactosidase

Enziminin Immobilizasyonu

Piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile B-galactosidase enziminin
immobilizasyonu sonucunda elde edilen immobilize f-galactosidase enziminin aktivite
ve protein cinsinden geri kazanim degerleri Bolim 4.4.3’te belirtildigi sekilde
hesaplanmistir. Piring kabugu {izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimine ait % geri kazanim degerleri Tablo 5.3’de verilmis ve
grafiksel olarak Sekil 5.17°de sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore aktivite cinsinden
geri kazanim degeri % 95.25, protein cinsinden geri kazanim degeri ise % 88.06 ve

aktivitte cinsinden etkinlik orani1 ise % 95.55 olarak hesaplanmistir.

Tablo 5.3 Piring kabugu lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait % geri kazanim ve % etkinlik orani degerleri

As Aim GKa GKp EOa
(U/mg) (U/mg) (%) (%) (%)
3.06X10* 0.301 95.25 88.06 95.55
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Sekil 5.17 Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait % geri kazanim degerleri

5.3.1.1 Pirin¢ Kabugu Uzerine 1 Nolu immobilizasyon Yontemi ile Immobilize

Edilen B-Galactosidase Enzimine Sicakhgin Etkisi

Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yoOntemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine sicakligin etkisini incelemek igin 30, 37, 40 ve 50 °C
sicakliklarda enzim aktivite tayinleri gerceklestirilmistir. 5 mL’lik tampon c¢ozelti
icerisine immobilize B-galactosidase enzimi ilave edildikten sonra immobilize
[-galactosidase enzim aktivite tayini i¢cin Boliim 4.4.1°de belirtilen B-galactosidase enzim
aktivite tayin yontemi uygulanarak immobilize B-galactosidase enziminin optimum
sicaklik degeri belirlenmistir. Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki relatif enzim aktivite
degerleri Tablo A.15’te verilmis olup grafiksel olarak Sekil 5.18’de sunulmustur. Elde
edilen sonuglara gore piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen p-galactosidase enziminin 40 °C’de maksimum aktivite verdigi
gorilmiistiir. 35 ve 37°C’de yaklagik % 96 ve 97 relatif aktivite degerleri ile yakin
sonuglar verdigi goriilmiig, 40 °C’nin tizerindeki sicakliklarda ise aktivitesini %83.19’a

diislirdligli saptanmastir.
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Sekil 5.18 Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % relatif enzim aktivite degerleri

5.3.1.2 Pirin¢ Kabugu Uzerine 1 Nolu Immobilizasyon Yontemi ile Immobilize

Edilen p-galactosidase Enzimine pH’1n EtkKisi

Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[B-galactosidase enzimine pH’mn etkisini incelemek i¢in pH 5-9 araligindaki tampon
cozeltiler kullanilmistir. pH 5 i¢in 0.1 M asetat tampon, pH 6 ve 7 i¢in 0.1 M potasyum
fosfat tampon, pH 8 ve 9 i¢in 0.1 M Tris-HCI tampon ¢6zeltileri kullanilmigtir. 5 mL 0.1
M tampon ¢ozelti i¢ine immobilize B-galactosidase enzimi ilave edildikten sonra
immobilize p-galactosidase enzim aktivite tayini icin Bolim 4.4.1°de belirtilen
B-galactosidase enzim aktivite tayin yontemi uygulanarak immobilize (-galactosidase
enziminin optimum pH degeri belirlenmistir. Piring kabugu tizerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait farkli
pH’lardaki relatif enzim aktivite degerleri Tablo A.16’da verilmis olup grafiksel olarak
Sekil 5.19°da sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore piring kabugu tizerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin maksimum
aktivite gosterdigi pH degeri 8 olarak saptanmustir. pH 5, 6, 7 ve 9’daki ortamlarda

aktivite degerlerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.19 Piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki % relatif enzim aktivite degerleri

5.3.1.3 Pirin¢ Kabugu Uzerine 1 Nolu Immobilizasyon Yontemi ile Immobilize

Edilen B-Galactosidase Enzim Stabilitesine Sicakhi@in Etkisi

Bir enzimin substrat yoklugunda sicaklik degisimlerine dayanabilme o6zelligi enzim
stabilitesine sicakligin etkisini ifade eder [84]. Piring kabugu {izerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzim stabilitesine
sicakligin etkisini belirlemek i¢in 5 mL tampon ¢dzelti i¢ine immobilize -galactosidase
enzimi ilave edildikten sonra sonra 30, 37, 40 ve 50 °C sicakliklarda 30 dakika
inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir. 30 dakikalik inkiibasyon islemi sonrasinda kalan
enzim aktivitesinin Ol¢timii ile immobilize edilen B-galactosidase enzim stabilitesine
sicakligin etkisi incelenmistir. Piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % kalan enzim
aktivite degerleri Tablo A.17°de verilmis olup grafiksel olarak Sekil 5.20°de sunulmustur.
Elde edilen sonuglara gore 30 ile 37 °C araligindaki sicakliklarda sirasiyla % 88.82 ve %
90.65 degerleri ile birbirine yakin sonuglar verdigi, en yiiksek % kalan enzim aktivite
degerini % 93.66 kalan aktivite degeri ile 40 °C’de verdigi goriilmiistiir. 40 °C’nin {izerine
¢ikildiginda piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen

-galactosidase enzim aktivitesinin hizla diistiigii gozlemlenmistir.
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Sekil 5.20 Pirin¢ kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % kalan enzim aktivite degerleri

5.3.1.4 Pirin¢ Kabugu Uzerine 1 Nolu Immobilizasyon Yontemi ile Immobilize

Edilen B-Galactosidase Enzim Stabilitesine pH’mn Etkisi

Bir enzimin substrat yoklugunda pH degisimlerine dayanabilme &zelligi enzim
stabilitesine pH’in etkisini ifade eder. Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzim stabilitesine pH’in etkisini
belirlemek i¢in 5 mL tampon ¢ozelti igine immobilize B-galactosidase ilave edildikten
sonra 30 dakika inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir. 30 dakikalik inkiibasyon iglemi
sonrasinda kalan enzim aktivitesinin 6l¢iimii ile immobilize edilen B-galactosidase enzim
stabilitesine pH’n etkisi incelenmistir. pH 4 ve 5 i¢in 0.1 M asetat tampon, pH 6 ve 7 igin
0.1 M potasyum fosfat tampon, pH 8 ve 9 i¢in 0.1 M Tris-HCl tampon c¢dzeltileri
kullanilmistir. Piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki % kalan enzim aktivite degerleri
Tablo A.18de verilmis olup grafiksel olarak Sekil 5.21’de sunulmustur. Elde edilen
sonuglara gére pH 4 ve 5’deki asidik ortamlarda kalan enzim aktivitesinin sirasi ile %
9.59 ve 21.4 oldugu, pH 6 ve 7°deki ortamlarda siras1 ile % 83.58 ve 85.82 ile yakin
sonuglar verdigi, pH 8’deki bazik ortamda maksimum degere sahip oldugu (% 100), pH

9’da ise kalan enzim aktivite degerinin % 78.87’ye diistligli goriilmiistiir.
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Sekil 5.21 Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki % kalan enzim aktivite degerleri

5.3.2 Pirin¢ Kabugu Uzerine 2 Nolu Immobilizasyon Yontemi ile p-Galactosidase

Enziminin Immobilizasyonu

Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile B-galactosidase enziminin
immobilizasyonu sonucunda elde edilen immobilize [3-galactosidase enziminin aktivite
ve protein cinsinden geri kazanim degerleri Bolim 4.4.3’te belirtildigi sekilde
hesaplanmistir. Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimine ait % geri kazanim degerleri Tablo 5.4’de verilmis ve
grafiksel olarak Sekil 5.22’de sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore aktivite cinsinden
geri kazanim degeri % 85.44, protein cinsinden geri kazanim degeri % 76.28 ve aktivite

cinsinden etkinlik orani ise % 88.99 olarak hesaplanmistir.

Tablo 5.4 Piring kabugu lizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait % geri kazanim ve % etkinlik oran1 degerleri

As Aim GKa GKp EOa
(U/mg) (U/mg) (%) (%) (%)
0.0126 0.270 85.44 76.28 88.99
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Sekil 5.22 Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait % geri kazanim degerleri

5.3.2.1 Pirin¢ Kabugu Uzerine 2 Nolu Immobilizasyon Yontemi ile Immobilize

Edilen B-Galactosidase Enzimine Sicakhgin Etkisi

Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yoOntemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine sicakligin etkisini incelemek igin 30, 37, 40 ve 50 °C
sicakliklarda enzim aktivite tayinleri gergeklestirilmistir. 5 mL’lik tampon ¢ozelti igine
immobilize B-galactosidase enzimi ilave edildikten sonra immobilize p-galactosidase
enzim aktivite tayini i¢in Bolim 4.4.1°de belirtilen -galactosidase enzim aktivite tayin
yontemi uygulanarak immobilize B-galactosidase enziminin optimum sicaklik degeri
belirlenmistir. Piring kabugu ilizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % relatif enzim aktivite degerleri
Tablo A.19°da verilmis olup grafiksel olarak Sekil 5.23’te sunulmustur. Elde edilen
sonuglara gore piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen -galactosidase enziminin 37 °C’de maksimum aktivite degerini verdigi, 37 °C’nin

tizerindeki sicaklik degerlerinde ise aktivitesini hizla kaybettigi goriilmiistiir.
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Sekil 5.23 Piring kabugu tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki relatif enzim aktivite degerleri

5.3.2.2 Pirin¢ Kabugu Uzerine 2 Nolu Immobilizasyon Yontemi ile Immobilize

Edilen B-Galactosidase Enzimine pH’1n EtKisi

Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine pH’in etkisini incelemek icin pH 5-9 araligindaki tampon
cozeltiler kullanilmistir. pH 5 i¢in 0.1 M asetat tampon, pH 6 ve 7 i¢in 0.1 M potasyum
fosfat tampon, pH 8 ve 9 i¢in 0.1 M Tris-HCI tampon ¢6zeltileri kullanilmistir. 5 mL 0.1
M tampon ¢ozelti igine immobilize B-galactosidase enzimi ilave edildikten sonra
immobilize B-galactosidase enzim aktivite tayini i¢in Bolim 4.4.1°de belirtilen
B-galactosidase enzim aktivite tayin yontemi uygulanarak immobilize (-galactosidase
enziminin optimum pH degeri belirlenmistir. Piring kabugu iizerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait farkli
pH’lardaki % relatif enzim aktivite degerleri Tablo A.20’de verilmis olup grafiksel olarak
Sekil 5.24’te sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore piring kabugu izerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen immobilize (3-galactosidase enziminin
maksimum aktivite gosterdigi pH degeri 8 olarak saptanmistir. pH 9°da relatif enzim
aktivite degerinin % 86.54 oldugu, pH 6 ve 7°de sirasi ile % 97.66 ve 97.98 ile yakin
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sonuglar verdigi, pH 5’te ise % 72.47 ile minimum relatif aktivite degerini verdigi

gorilmiistir.
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Sekil 5.24 Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
g yon y
B-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki relatif enzim aktivite degerleri

5.3.2.3 Piring Kabugu Uzerine 2 Nolu Immobilizasyon Yoéntemi ile immobilize

Edilen B-Galactosidase Enzim Stabilitesine Sicakhi@in Etkisi

Bir enzimin substrat yoklugunda sicaklik degisimlerine dayanabilme 6zelligi enzim
stabilitesine sicakligin etkisini ifade eder [84]. Piring kabugu iizerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimin stabilitesine
sicakligin etkisini belirlemek i¢in 5 mL tampon ¢6zelti igine immobilize B-galactosidase
enzimi ilave edildikten sonra 30, 37, 40 ve 50 °C sicakliklarda 30 dakika inkiibasyon
islemi gerceklestirilmistir. 30 dakikalik inkiibasyon islemi sonrasinda kalan enzim
aktivitesinin 6l¢iimii ile immobilize edilen B-galactosidase enzim stabilitesine sicakligin
etkisi incelenmistir. Pirin¢ kabugu {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen -galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % kalan enzim aktivite degerleri
Tablo A.21°de verilmis olup grafiksel olarak Sekil 5.25’te sunulmustur. Elde edilen
sonuglara gore 37 °C’de kalan enzim aktivite degerinin % 85.17 ile maksimum oldugu,
37 °C’nin ftzerindeki sicakliklarda ise % kalan enzim aktivite degerlerinin diisiis

gosterdigi gozlenmistir.
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Sekil 5.25 Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % kalan enzim aktivite degerleri

5.3.2.4 Pirin¢ Kabugu Uzerine 2 Nolu Immobilizasyon Yontemi ile Immobilize

Edilen p-Galactosidase Enzim Stabilitesine pH’1n Etkisi

Bir enzimin substrat yoklugunda pH degisimlerine dayanabilme 6zelligi enzim
stabilitesine pH’in etkisini ifade eder. Piring kabugu lizerine 2 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzim stabilitesine pH’in etkisini
belirlemek i¢in 5 mL tampon ¢ozelti igine immobilize B-galactosidase ilave edildikten
sonra 30 dakika inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir. 30 dakikalik inkiibasyon iglemi
sonrasinda kalan immobilize p-galactosidase enzim aktivitesinin 6l¢iimii ile immobilize
[-galactosidase enzim stabilitesine pH’in etkisi incelenmistir. pH 4 ve 5 i¢in 0.1 M asetat
tampon, pH 6 ve 7 i¢in 0.1 M potasyum fosfat tampon, pH 8 ve 9 i¢in 0.1 M Tris-HCI
tampon ¢ozeltileri kullanilmistir. Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi
ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki % kalan aktivite
degerleri Tablo A.22°de verilmis olup grafiksel olarak Sekil 5.26’da sunulmustur. Elde
edilen sonuglara gore pH 8 olan bazik ortamda kalan enzim aktivitesinin % 97.66 oldugu,
pH 9’da % 81.26’ya diistiigii, pH 6 ve 7°de sirasi ile % 83.49 ve 84.87 ile yakin sonucalar
verdigi, pH 5’te % 20.94’¢ diistiigii, pH 4°te ise % 16.23 degeri ile minimum kalan enzim

aktivite degerini verdigi goriilmiistiir.
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Sekil 5.26 Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki % kalan aktivite degerleri

5.4 Serbest ve Immobilize B-Galactosidase Enzim Numunelerinin

Depolama Kararhliklarinin Belirlenmesi

Depolama kararlilig1 enzimin uzun siire saklanmasi durumunda aktivitesinin kaybinin bir
6lgiisii olup enzimin kullanilabilirligini ve giivenilirligini gosterir. Serbest ve immobilize
B-galactosidase enzim numunelerinin depolama kararliliginin yani raf Omriiniin
belirlenmesi i¢in optimum pH degerindeki tampon ¢ozelti iginde 4 °C’de buzdolabinda
depolanan serbest ve immobilize B-galactosidase enzim numunelerine 28 giin iginde birer
hafta araliklarla Bolim 4.4.1°de belirtilen yontem ile aktivite tayinleri
gergeklestirilmistir. {lk giinde yapilan enzim aktivite tayin sonucu % 100 olarak kabul
edilmis, diger haftalarda Olclilen enzim aktivite Olglim sonuglart relatif olarak

hesaplanmuistir.

Kabak lifi ve piring kabugu tizerine 1 ve 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen p-galactosidase enzim numunelerine ait 0, 7, 14, 21 ve 28. giinde 6lgiilen % relatif
enzim aktivite degerleri Tablo A.23’te verilmis olup grafiksel olarak Sekil 5.27°de
sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore 28. giiniin sonunda kabak lifi ve piring kabugu
tizerine 1 ve 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzim

numunelerinin relatif enzim aktivite degerlerinin sirasi ile % 75.38, % 60.38 ve % 98.87,
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% 76.16 oldugu saptanmistir. Elde edilen sonuglara gére immobilize B-galactosidase
enzim numuneleri igerisinde en giiglii depolama kararliligini gosteren enzimin piring
kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase
enziminin (% 98.87) oldugu goriilmektedir. Serbest 3-galactosidase enziminin 28. giiniin

sonunda aktivite kaybina ugramadigi goriilmistiir.
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Kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon y6ntemi ile immobilize edilen enzim

Kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen enzim (Model)
Kabak lifi tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen enzim

Kabak lifi lizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen enzim (Model)
Pirin¢ kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen enzim

Pirin¢ kabugu lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen enzim (Model)

Pirin¢ kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen enzim

Pirin¢ kabugu lizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen enzim (Model)

Sekil 5.27 Kabak lifi ve piring kabugu iizerine 1 ve 2 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enzim numunelerinin depolama siireleri sonrasinda
relatif enzim aktivite degerleri

Elde edilen verilere gore kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen p-galactosidase enziminin depolama siiresi ve relatif enzim aktivite degeri
arasindaki degisimin birinci derece kinetik modele uydugu goriilmiistiir. Birinci derece

kinetik model Denklem 5.1°de verilmistir. Kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon
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yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimi ile piring kabugu iizerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin depolama
siiresi ve relatif enzim aktivite degeri arasindaki degisimin ikinci derece kinetik modele
uydugu goriilmiistiir. Ikinci derece kinetik model Denklem 5.2°de verilmistir. Piring
kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen pB-galactosidase
enziminin depolama siiresi ve relatif enzim aktivite degeri arasindaki degisimin Sadana
ve Henley tarafindan gelistirilen kinetik modele uydugu goriilmiistiir. Sadana ve Henley

[89] tarafindan gelistirilen kinetik model Denklem 5.3’te verilmistir.

Kabak lifi ve pirin¢ kabugu tizerine 1 ve 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen p-galactosidase enzim numunelerinin depolama siireleri sonrasinda relatif enzim

aktivite deneysel verilerine uyan matematiksel ifadeler ve istatistik veriler Tablo 5.5’te

sunulmustur.
y=a+ bt (5.1)
y = a + bt + ct? (5.2)
A = (100 — a,) exp(—kpt) + a4 (5.3)
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Tablo 5.5 Kabak lifi ve piring kabugu tlizerine 1 ve 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzim numunelerinin
depolama siireleri sonrasinda relatif enzim aktivite deneysel verilerine uyan matematiksel ifadeler ve istatistik veriler

R? S Katsayilar” Matematiksel Model Immobilize Enzim
aa =99.98 r Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
0.9971 1 0.8691 bs =-0.9041 Y = @at byt edilen B-galactosidase enzimi
as :_ 100658 Kabak lifi lizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
0.9966 | 18.682 | bs = -1.8675 A = ag + byt + c,t? edilen B-galactosidase enzimi
ca = 0.0152 = a5 T Ul T Ca g
09999 | 0.0033 | 4= 99.8675 Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile
' ' kp = 0.3591 A = (100 — a,) exp(—kpt) + a4 immobilize edilen B-galactosidase enzimi
ac_: 10052 Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile
0.9902 | 19.533 | bc =-0.2126 2 . . : | id >
ca = -0.0233 A=ac+ bct+ cpt immobilize edilen B-galactosidase enzimi

*Katsayilara ait birimler; aa , oB,0c: birimsiz; ba, be, ko,bc: dakika™ ; ca, cs: dakika
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5.5 Immobilize p-Galactosidase Enzim Numunelerinin  Tekrarh

Kullaniminin Incelenmesi

Serbest [3-galactosidase enzimi ile karsilastirildiginda immobilize p-galactosidase enzim
numunelerinin  tekrar kullanilabilir olmasi1 avantaj saglamaktadir. Immobilize
B-galactosidase enzim numunelerinin tekrar kullanilabilirligini belirlemek amaci ile
immobilize B-galactosidase enzim numunelerinin tekrarli kullanimlart sonunda substrat
tizerinde gosterdikleri aktivite degerleri Bolim 4.4.1°de belirtildigi sekilde 6lgiilmiistiir.
Immobilize B-galactosidase enzim numunelerinin aktivitesi ilk deneme sonucunda % 100
olarak kabul edilmis, kalan enzim aktivite degerleri tekrarli kullanim sonucunda %

cinsinden hesaplanmistir.

Kabak lifi ve piring kabugu iizerine 1 ve 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzim numunelerinin dort defa ardisik olarak kullanimindan sonra
hesaplanan % kalan aktivite degerleri Tablo A.24’te verilmis olup grafiksel olarak Sekil
5.28’de sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore dordiincii tekrarli kullanim sonunda
kabak lifi t{izerine 1 ve 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzim numunelerinin relatif enzim aktivite degerlerinin sirast ile % 79.98,
% 53.42 oldugu saptanmaistir. Piring kabugu iizerine 1 ve 2 nolu immobilizasyon yontemi
ile immobilize edilen B-galactosidase enzim numunelerinin relatif enzim aktivite
degerlerinin ise sirast ile % 37.25, % 48.29 oldugu saptanmustir. Elde edilen sonuglara
gére immobilize B-galactosidase enzim numuneleri igerisinde en az aktivite kaybi
gosteren enzimin kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen

[-galactosidase enziminin (% 79.98) oldugu saptanmustir.
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Tekrarh Kullanim Sayis1

Kabak lifi izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile elde edilen enzim
Kabak lifi izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile elde edilen enzim
Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile elde edilen enzim

Piring¢ kabugu lizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile elde edilen enzim

Sekil 5.28 Kabak lifi ve piring kabugu tizerine 1 ve 2 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enzim numunelerinin tekrarl kullanimlari sonrasinda
kalan enzim aktivite degerleri

5.6 Serbest ve immobilize p-Galactosidase Enzim Numunelerine Ait

Kinetik Verilerin Hesaplanmasi

Serbest ve immobilize edilen B-galactosidase enzim numunelerine ait kinetik verilerin
hesaplanmasi i¢in Boliim 4.4.3’te belirtildigi sekilde Linewear-Burke grafikleri ¢izilmis
ve bu grafiklerden yararlanilarak inhibitorsiiz ortam ve inhibitorlii ortam i¢in Km Ve Vimax
degerleri hesaplanmigtir. Enzim aktivitesinin inhibisyonu g¢alismalar1 genellikle enzim
secimliligi, aktif merkezin fiziksel ve kimyasal yapist ve reaksiyonun kinetik
mekanizmas1 hakkinda bilgi verir. Ansari ve Husain 2020 [62] yaptiklari ¢alismalarda

CaCl’nin -galactosidase enzimi tizerinde inhibisyon etkisi gosterdigini belirtmislerdir.

Bu galismada; Ansari ve Husain’in yaptiklari ¢alisma referans alinarak CaCl> nin serbest

ve immobilize [-galactosidase enzimleri tzerinde inhibisyon etkisi incelenmistir.
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Inhibitér olarak CaCl, kullanilmis olup, % 5 CaCl, (W/v) igeren inhibitdrlii ortam icin
serbest ve immobilize B-galactosidase enzim numuneleri iizerinde Ca®* iyonlarmin

inhibisyon etkisi incelenmistir.

Serbest -galactosidase enzimine ait inhibitorsiiz ortam ve % 5 CaClz (w/v) igeren
inhibitorli ortam i¢in kinetik verilerin hesaplanmasinda kullanilan veriler Tablo A.25°te
verilmis olup elde edilen verilerden yararlanilarak olusturulan Linewear-Burke grafigi ise
Sekil 4.29°da sunulmustur. Elde edilen istatiksel veriler olarak R? ve § (standart sapma)
degerleri ihibitorsiiz ortam igin sirast ile 0.9974 ve 0.1919, % 5 CaCly (w/v) igeren

inhibitorlii ortam i¢in ise sirast ile 0.9999 ve 0.001 olarak hesplanmustir.
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Sekil 5.29 Serbest B-galactosidase enzim numunelerine ait inhibitorsiiz ortam ve % 5
CaCl (w/v) igeren inhibitorlii ortam igin elde edilen Linewear-Burke grafigi

Kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen $-galactosidase
enzimine ait inhibitdrsiiz ortam ve % 5 CaClz (w/v) igeren inhibitdrlii ortam icin Kinetik
verilerin hesaplanmasinda kullanilan veriler Tablo A.26’da verilmis olup elde edilen
verilerden yararlanilarak olusturulan Linewear-Burke grafikleri ise Sekil 5.30’da
sunulmustur. Elde edilen istatiksel veriler olarak R? ve § (standart sapma) degerleri
ihibitorsiiz ortam i¢in sirasi ile 0.9584 ve 0.6831, % 5 CaCl, (w/v) i¢eren inhibitorlii ortam

igin ise sirast ile 0.9997 ve 0.102 olarak bulunmustur.
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Sekil 5.30 Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait inhibitorsiiz ortam ve % 5 CaCl, (w/v) igeren inhibitorlii
ortam i¢in elde edilen Linewear-Burke grafigi

Kabak lifi lizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen 3-galactosidase
enzimine ait inhibitdrsiiz ortam ve % 5 CaClz (w/v) igeren inhibitdrlii ortam icin Kinetik
verilerin hesaplanmasinda kullanilan veriler Tablo A.27°de verilmis olup elde edilen
verilerden yararlanilarak olusturulan Linewear-Burke grafikleri ise Sekil 5.31°de
sunulmustur. Elde edilen istatiksel veriler olarak R? ve § (standart sapma) degerleri
ihibitorsiiz ortam i¢in sirasi ile 0.9164 ve 1.1833, % 5 CaClz (w/v) igeren inhibitorlii ortam

icin ise sirasi ile 0.9997 ve 0.1121 olarak bulunmustur.
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Sekil 5.31 Kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait inhibitorsiiz ortam ve % 5 CaCl, (w/v) igeren inhibitorlii
ortam i¢in elde edilen Linewear-Burke grafigi

Piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait inhibitorsiiz ortam ve % 5 CaClz (w/v) igeren inhibitorli
ortam i¢in kinetik verilerin hesaplanmasinda kullanilan veriler Tablo A.28’de verilmis
olup elde edilen verilerden yararlanilarak olusturulan Linewear-Burke grafikleri ise Sekil
5.32°de sunulmustur. Elde edilen istatiksel veriler olarak R? ve § (standart sapma)
degerleri ihibitorsiiz ortam igin siras1 ile 0.8541 ve 0.7459, % 5 CaCly (w/v) igeren

inhibitorlii ortam igin ise sirast ile 0.9976 ve 0.102 olarak bulunmustur.
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Sekil 5.32 Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait inhibitorsiiz ortam ve % 5 CaCl, (w/v) igeren inhibitorlii
ortam i¢in elde edilen Linewear-Burke grafigi

Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait inhibitorsiiz ortam ve % 5 CaClz (w/v) igeren inhibitorli
ortam i¢in Kinetik verilerin hesaplanmasinda kullanilan veriler Tablo A.29°da verilmis
olup elde edilen verilerden yararlanilarak olusturulan Linewear-Burke grafikleri ise Sekil
5.33’te sunulmustur. Elde edilen istatiksel veriler olarak R? ve § (standart sapma)
degerleri ihibitorsiiz ortam igin siras1 ile 0.8743 ve 1.4675, % 5 CaCly (w/v) igeren

inhibitorli ortam igin ise sirasi ile 0.9999 ve 0.2156 olarak bulunmustur.
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Sekil 5.33 Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait inhibitorsiiz ortam ve % 5 CaCl, (w/v) i¢eren inhibitorli
ortam i¢in elde edilen Linewear-Burke grafigi

Serbest ve immobilize -galactosidase enzim numunelerine ait inhibit6rsiiz ortam ve %
5 CaCly (w/v) igeren inhibitorlii ortam igin elde edilen Linewear-Burke grafiklerinden

yararlanilarak hesaplanan Kmve Vmax degerleri Tablo 5.6’da verilmistir.
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Tablo 5.6 Serbest ve immobilize B-galactosidase enzim numunelerine ait inhibitorsiiz
ortam ve % 5 CaCl, (w/v) igeren inhibitorlii ortam igin hesaplanan Km Ve Vmax degerleri

Inhibitérsiiz ortam Inhibitérlii ortam
B-Galactosidase enzimi Ko V. K. V.
(g/mL) (U/mL) (g/mL) (U/mL)
Serbest enzim 1.54x107 1.105 2.44x1073 1.110
Kabak lifi iizerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile 9.42x10* 0.785 1.61x1073 0.673
immobilize edilen enzim
Kabak lifi iizerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile 1.18x1073 0.847 1.90x1073 0.706
immobilize edilen enzim
Pirin¢ kabugu iizerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile 6.47x10% 0.924 7.64x10™ 0.955
immobilize edilen enzim
Pirin¢ kabugu iizerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile 1.03x10° 0.737 1.55x1073 0.714
immobilize edilen enzim

5.7 Laktoz Hidrolizi

Immobilize B-galactosidase enzim numuneleri ile inek siitiinde bulunan % 5 oranindaki
laktoz miktar1 géz 6niinde bulundurularak 50 g/L konsantrasyonunda hazirlanan laktoz
¢ozeltisi ve 72.8 g/L baslangic laktoz konsantrasyonuna sahip anne siitiinde 37 °C
sicaklikta ve 300 rpm karistirict hizinda 30 dakika boyunca laktoz hidroliz prosesleri
gergeklestirilmistir.

50 g/L konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltideki laktozun hidrolizi:

50 g/L konsantrasyonunda hazirlanan 10 mL’lik laktoz ¢o6zeltisine immobilize
B-galactosidase enzim ilavesi ile laktoz hidroliz prosesi baslatilmistir. 37 °C sicaklikta ve
300 rpm karistirict hizinda gergeklestirilen 30 dakikalik hidroliz reaksiyonu boyunca; 10,
20 ve 30. dakikalarda ¢ozeltide bulunan immobilize B-galactosidase enzimine ait kalan
Bolim 4.4.1°de sekilde,
konsantrasyonlari ise Boliim 4.4.4’te belirtildigi sekilde tayin edilmistir.

enzim aktivite degerleri belirtildigi kalan laktoz
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Anne siitiindeki laktozun hidrolizi:

Anne siitiindeki laktozun hidroliz prosesi i¢in, anne siitiine ait baslangi¢ laktoz
konsantrasyonu Boliim 4.4.4’te belirtildigi sekilde 72.8 g/L olarak tayin edilmistir.
Baslangi¢ laktoz konsantrasyonu 72.8 g/L olan 10 mL’lik anne siitiine immobilize
B-galactosidase enzim ilavesi ile laktoz hidroliz prosesi baslatilmistir. 37 °C sicaklikta ve
300 rpm karistirict hizinda gergeklestirilen 30 dakikalik hidroliz reaksiyonu boyunca; 10,
20 ve 30. dakikalarda anne siitii iginde bulunan immobilize p-galactosidase enzimine ait
aktivite degerleri Boliim 4.4.1°de belirtildigi sekilde, laktoz konsantrasyonlari ise Bolim
4.4.4’te belirtildigi sekilde tayin edilmistir.

5.7.1 Kabak Lifi Uzerine immobilize Edilen p-Galactosidase Enzimi ile Laktoz

Hidroliz Prosesi

Kabak lifi tizerine 1 ve 2 nolu immobilizasyon yontemleri ile elde edilen B-galactosidase
enzimlerinin 50 g/L konsantrasyonunda hazirlanan laktoz ¢ozeltisine ve baslangig laktoz
konsantrasyonu 72.8 g/L olan anne siitiine ilavesi ile laktoz hidroliz prosesi baslatilmis,
37 °C sicaklikta ve 300 rpm karistirici hizinda gergeklestirilen 30 dakikalik hidroliz
prosesi boyunca B-galactosidase enzim aktivite tayini Boliim 4.4.1°de belirtildigi sekilde,

laktoz konsantrasyonlari ise Boliim 4.4.4°te belirtildigi sekilde tayin edilmistir.

5.7.1.1 Kabak Lifi Uzerine 1 Nolu Immobilizasyon Yéntemi ile Immobilize Edilen

B-Galactosidase Enzimi ile Laktoz Hidroliz Prosesi
50 g/L konsantrasyonunda hazirlanan cozeltideki laktozun hidrolizi:

50 g/L konsantrasyonunda hazirlanan 10 mL’lik laktoz ¢ozeltisine kabak lifi {izerine 1
nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin ilavesi ile
laktoz hidroliz prosesi baglatilmistir. 37 °C sicaklikta ve 300 rpm Kkaristirict hizinda
gerceklestirilen 30 dakikalik hidroliz reaksiyonu boyunca; 10, 20 ve 30. dakikalarda
¢ozeltide bulunan kabak lifi lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait aktivite degerleri Boliim 4.4.1°de belirtildigi sekilde, laktoz

konsantrasyonlari ise Boliim 4.4.4’te belirtildigi sekilde tespit edilmistir.

Kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen $-galactosidase
enzimine ait laktoz hidrolizi i¢in elde edilen degerler Tablo A.30’da sunulmustur. Kalan

laktoz konsantrasyonu degerleri Sekil 5.32°de, % kalan enzim aktivitesi ve % laktoz
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hidroliz derecesi degerleri ise Sekil 5.33’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gére kabak
lifi lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimi
ile 50 g/L baslangi¢ konsantrasyonundaki laktoz ¢6zeltisinin 30 dakikalik hidroliz prosesi
sonrasinda; laktoz konsansantrasyonu 12.06 g/L (Sekil 5.34), hidroliz derecesi ise %
75.88 (Sekil 5.35) olarak hesaplanmistir. Hidroliz islemi sonunda immobilize enzim
aktivitesinin % 39.15’ini kaybetmis olup baslangi¢ aktivitesinin % 60.85’ni korumustur
(Sekil 5.35).

Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase
enzimine ait deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda
zamana karsilik elde edilen 50 g/L baslangi¢ konsantrasyonuna sahip laktoz
cozeltisindeki laktoz konsantrasyon degerlerinin birinci derece kinetik modele (Denklem
5.1) uydugu, hidroliz derecesi degerlerinin Exponantial Association modele (Denklem
5.4), enzim aktivitesi degerlerinin ise Sadana ve Henley (1987) (Denklem 5.3) tarafindan
tiretilen kinetik modele uygun oldugu goriilmiistiir. Kurulan matematiksel modellere ait
katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Tablo

5.7°de verilmistir.

y=a(l-e™) (5.4)

Tablo 5.7 Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimi ile laktoz ¢ozeltisi igin kurulan matematiksel modellere ait
katsayilar ve istatistiksel veriler (T = 37 °C, 300 prm)

Matematiksel Model Katsayilar” 3 R?
Laktoz Konsantrasyonu a=0.0226
0.0046 0.9905
[CL] =a+ b[CLO] b = 00021
Hidroliz derecesi aan=77.4
0.1161 0.9999
[H] = a,(1 — e~P4ab) ba =0.1288
Enzim Aktivitesi a1 = 60.5971
0.2549 0.9999
A = (100 — a,) exp(—kpt) + a4 kp =0.1490

*Katsayilara ait birimler; a: g. laktoz L%, aa, b, o birimsiz; ko, ba: dakika™
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Sekil 5.34 Kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimi ile ¢ozeltideki laktozun hidrolizi sonucunda kalan laktoz
konsantrasyon degerleri (T=37 °C, 300 rpm)
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Sekil 5.35 Kabak lifi izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimi ile ¢ozeltideki laktozun hidrolizi sonucunda % kalan enzim
aktivitesi ve % laktoz hidroliz derecesi degerleri (T = 37 °C, 300 rpm)
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Anne Siitiindeki Laktozun Hidrolizi:

Anne siitiindeki laktozun hidrolizlenmesi prosesi i¢in, 10 mL’lik anne siitiindeki
baslangi¢ laktoz konsantrasyonu belirlenmistir. Baslangi¢ laktoz konsantrasyonu 72.8 g
/L olarak bulunan anne siitiine kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enzim ilavesi ile laktoz hidroliz prosesi baslatilmistir.
37 °C sicaklikta ve 300 rpm karistirici hizinda gergeklestirilen 30 dakikalik hidroliz
reaksiyonu boyunca; 10, 20 ve 30. dakikalarda anne siitiinde bulunan kabak lifi {izerine 1
nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait aktivite
degerleri Boliim 4.4.1°de, laktoz konsantrasyonlari ise Bolim 4.4.4°te belirtildigi gibi
tespit edilmistir.

Kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase
enzimine ait, anne siitlindeki laktoz hidrolizi i¢in elde edilen degerler Tablo A.31’de
verilmistir. Kalan laktoz konsantrasyonu degerleri grafiksel olarak Sekil 5.36°da, % kalan
enzim aktivitesi ve % laktoz hidroliz derecesi degerleri ise Sekil 5.37’de sunulmustur.
Elde edilen sonuglara gore kabak lifi lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enzimi ile anne siitiiniin 30 dakikalik hidroliz prosesi
sonrasinda; kalan laktoz konsansantrasyonu 0.15 g/L (Sekil 5.36), hidroliz derecesi ise
% 97.93 (Sekil 5.37) olarak hesaplanmistir. Hidroliz islemi sonunda immobilize enzim
aktivitesinin % 28.40’°1m1 kaybetmis olup baslangig¢ aktivitesinin % 71.60’1n1 korumustur
(Sekil 5.37).

Kabak lifi lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen 3-galactosidase
enzimine ait deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda,
zamana karsilik elde edilen anne siitiindeki laktoz konsantrasyon degerlerinin
Exponential Fit kinetik modele (Denklem 5.5) uydugu, hidroliz derecesi degerlerinin
Rasyonel Fonksiyon modeline (Denklem 5.6) uydugu, enzim aktivitesi degerlerinin ise
ikinci dereceden kinetik modele (Denklem 5.2) uydugu goriilmistir. Kurulan
matematiksel modellere ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen

istatistik veriler Tablo 5.8’de verilmistir.

bt

y = axe (55)
_ a+ bt % 100
Y Sl ¥ct+de? (5.6)
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Sekil 5.36 Kabak lifi {izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimi ile anne siitiindeki laktozun hidrolizi sonucunda kalan laktoz
konsantrasyon degerleri (T = 37 °C, 300 rpm)
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Sekil 5.37 Kabak lifi lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimi ile anne siitiindeki laktozun hidrolizi sonucunda % kalan enzim
aktivitesi ve % laktoz hidroliz derecesi degerleri (T = 37 °C, 300 rpm)
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Tablo 5.8 Kabak lifi {izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimi ile anne siitii i¢in kurulan matematiksel modellere ait katsayilar
ve istatistiksel veriler (T =37 °C, 300 prm)

Matematiksel Model Katsayilar” S R?
Laktoz Konsantrasyonu a=72.98
€] = ax et = 01172 1.4421 | 0.9993
Hidroliz derecesi aa=3.26x10*
ays + byt ba = 35.5965
M= s 2 oo 0.000 | 1.0000
d =-0.0148
Enzim Aktivitesi as = 100.79
A= ag + byt + ct? bg = -2.0222 35508 | 0.9886
c=0.0341

*Katsayilara ait birimler; a: g. laktoz L% aa, as,: birimsiz; b, ba bg: dakika; c: dakika?

5.7.1.2 Kabak Lifi Uzerine 2 Nolu Immobilizasyon Yéntemi ile immobilize Edilen

p-Galactosidase Enzimi ile Laktoz Hidroliz Prosesi
50 g/L konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltideki laktozun hidrolizi:

50 g/L konsantrasyonunda hazirlanan 10 mL’lik laktoz ¢ozeltisine kabak lifi {izerine 2
nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin ilavesi ile
laktoz hidroliz prosesi baslatilmistir. 37 °C sicaklikta ve 300 rpm karistirici hizinda
gerceklestirilen 30 dakikalik hidroliz reaksiyonu boyunca; 10, 20 ve 30. dakikalarda
¢ozeltide bulunan kabak lifi izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait aktivite degerleri Boliim 4.4.1°de belirtildigi sekilde, laktoz

konsantrasyonlari ise Boliim 4.4.4’te belirtildigi sekilde tespit edilmistir.

Kabak lifi izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen $-galactosidase
enzimine ait laktoz hidrolizi i¢in elde edilen degerler Tablo A.32’de sunulmustur. Kalan
laktoz konsantrasyonu degerleri Sekil 5.38’de, % kalan enzim aktivitesi ve % laktoz
hidroliz derecesi degerleri ise Sekil 5.39°da verilmistir. Elde edilen sonuclara gére kabak
lifi lizerine 2 nolu immobilizasyon ydntemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimi
ile 50 g/L baslangi¢ konsantrasyonundaki laktoz ¢ozeltisinin 30 dakikalik hidroliz prosesi

sonrasinda; kalan laktoz konsansantrasyonu 17.20 g/L (Sekil 5.38), hidroliz derecesi ise
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% 65.60 (Sekil 5.37) olarak hesaplanmigtir. Hidroliz sonunda immobilize enzim
aktivitesinin % 44.32’sini kaybetmis olup baslangig aktivitesinin % 55.68’ini korumustur
(Sekil 5.39).

Kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase
enzimine ait deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda
zamana karsilik elde edilen 50 g/L baslangi¢ konsantrasyonuna sahip laktoz
cozeltisindeki laktoz konsantrasyon degerlerinin EXxponential Fit kinetik modele
(Denklem 5.5) uydugu, hidroliz derecesi degerlerinin Exponantial Association modele
(Denklem 5.4) uydugu, enzim aktivitesi degerlerinin ise ikinci dereceden kinetik modele
(Denklem 5.2) uydugu goriilmistiir. Kurulan matematiksel modellere ait katsayilar ve

yapilan istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Tablo 5.9°da verilmistir.
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Sekil 5.38 Kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimi ile ¢ozeltideki laktozun hidrolizi sonucunda kalan laktoz
konsantrasyon degerleri (T =37 °C, 300 rpm)
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Sekil 5.39 Kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimi ile ¢ozeltideki laktozun hidrolizi sonucunda % kalan enzim
aktivitesi ve % laktoz hidroliz derecesi degerleri (T = 37 °C, 300 rpm)

Tablo 5.9 Kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[B-galactosidase enzimi ile laktoz ¢6zeltisi i¢in kurulan matematiksel modellere ait
katsayilar ve istatistiksel veriler (T = 37 °C, 300 prm)

Matematiksel Model Katsayilar” 3 R?
Laktoz Konsantrasyonu a=48.7692
3.0860 0.9855
[C] =axebt b =-0.0415
Hidroliz derecesi aa=72.095
1.3176 0.9993
[H] = a,(1 — e~bat) ba =0.0845
Enzim Aktivitesi as = 100.067
A = ag + byt + ct? bg =-2.7778 0.2996 0.9999
c =0.0432

*Katsayilara ait birimler; a: g. laktoz. L™; aa, ag: birimsiz; b, ba, bs: dakika?; c: dakika
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Anne Siitiindeki Laktozun Hidrolizi:

Anne siitiindeki laktozun hidrolizlenmesi prosesi i¢in, 10 mL’lik anne siitiindeki
baslangi¢ laktoz konsantrasyonu belirlenmistir. Baslangi¢ laktoz konsantrasyonu 72.8 g
/L olarak bulunan anne siitiine kabak lifi {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enzim ilavesi ile laktoz hidroliz prosesi baslatilmistir.
37 °C sicaklikta ve 300 rpm karistirici hizinda gergeklestirilen 30 dakikalik hidroliz
reaksiyonu boyunca; 10, 20 ve 30. dakikalarda anne siitiinde bulunan kabak lifi {izerine 2
nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait aktivite
degerleri Boliim 4.4.1°de belirtildigi sekilde, laktoz konsantrasyonlar1 ise Boliim 4.4.4°te
belirtildigi sekilde tespit edilmistir.

Kabak lifi lizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen 3-galactosidase
enzimine ait laktoz hidrolizi i¢in elde edilen degerler Tablo A.33’te verilmistir. Kalan
laktoz konsantrasyonu degerleri grafiksel olarak Sekil 5.40’ta, % kalan enzim aktivitesi
ve % laktoz hidroliz derecesi degerleri ise Sekil 5.41°de verilmistir. Elde edilen sonuglara
gore kabak lifi lizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen f-
galactosidase enzimi ile anne siitlinlin 30 dakikalik hidroliz prosesi sonrasinda; kalan
laktoz konsansantrasyonu 0.60 g/L (Sekil 5.40), hidroliz derecesi ise % 99.17 (Sekil 5.41)
olarak hesaplanmistir. Hidroliz islemi sonunda immobilize enzim aktivitesinin %

12.58’ini kaybetmis olup baslangig aktivitesinin % 87.42’sini korumustur (Sekil 5.41).

Kabak lifi izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen -galactosidase
enzimine ait deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda
zamana karsilik elde edilen anne siitiindeki laktoz konsantrasyon degerlerinin ikinci
dereceden kinetik modele (Denklem 5.2) uydugu, hidroliz derecesi degerlerinin
Exponantial Association modele (Denklem 5.4) uydugu, enzim aktivitesi degerlerinin ise
Sadana ve Henley tarafindan gelistirilen kinetik modele (Denklem 5.3) uydugu
goriilmistiir. Kurulan matematiksel modellere ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz
sonucunda elde edilen istatistik veriler Tablo 5.10°da verilmistir.
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Sekil 5.40 Kabak lifi {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimi ile anne siitiindeki laktozun hidrolizi sonucunda kalan laktoz
konsantrasyon degerleri (T =37 °C, 300 rpm)
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Sekil 5.41 Kabak lifi izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimi ile anne siitiindeki laktozun hidrolizi sonucunda % kalan enzim
aktivitesi ve % laktoz hidroliz derecesi degerleri (T = 37 °C, 300 rpm)
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Tablo 5.10 Kabak lifi lizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimi ile anne siitii i¢in kurulan matematiksel modellere ait katsayilar
ve istatistiksel veriler (T =37 °C, 300 prm)

Matematiksel Model Katsayilar” S R?

Laktoz Konsantrasyonu a=72.8500

[C.] = a + bt + ct? b =-5.3950 0.2236 0.9999

¢ =0.0995

Hidroliz derecesi aa=80.5721

2.6714 0.9978
[H] = a,(1 — e~P4t) ba = 0.0828
Enzim Aktivitesi ay = 87.5849

0.2248 0.9995
A = (100 — a,) exp(—kpt) + a4 kp =0.2018

*Katsayilara ait birimler; a: g. laktoz. L?; b: g. laktoz. L*.dakika®; c: g. laktoz. L™.dakika?; aa, au:
birimsiz; ba, ko: dakika?

5.7.2 Pirin¢ Kabugu Uzerine immobilize Edilen B-Galactosidase Enzimi ile Laktoz

Hidroliz Prosesi

Piring kabugu tizerine 1 ve 2 nolu immobilizasyon yontemleri ile elde edilen
-galactosidase enzimlerinin, 50 g/L konsantrasyonunda hazirlanan laktoz ¢6zeltisine ve
baslangi¢ laktoz konsantrasyonu 72.8 g/L olan anne siitiine ilavesi ile laktoz hidroliz
prosesi baslatilmis, 37 °C sicaklikta ve 300 rpm karistirici hizinda gergeklestirilen 30
dakikalik hidroliz prosesi boyunca p-galactosidase enzim aktivite tayini Bolim 4.4.1°de
belirtildigi sekilde, laktoz konsantrasyonlari ise Bolim 4.4.4’te belirtildigi sekilde tayin

edilmistir.

5.7.2.1 Piring Kabugu Uzerine 1 Nolu Immobilizasyon Yéntemi ile immobilize

Edilen p-Galactosidase Enzimi ile Laktoz Hidroliz Prosesi
50 g/L konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltideki laktozun hidrolizi:

50 g/L konsantrasyonunda hazirlanan 10 mL’lik laktoz ¢ozeltisine, piring kabugu {lizerine
1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin ilavesi
ile laktoz hidroliz prosesi baslatilmistir. 37 °C sicaklikta ve 300 rpm karistirict hizinda
gerceklestirilen 30 dakikalik hidroliz reaksiyonu boyunca; 10, 20 ve 30. dakikalarda,

¢ozeltide bulunan, piring kabugu {izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
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edilen B-galactosidase enzimine ait aktivite degerleri Boliim 4.4.1°de belirtildigi sekilde,

laktoz konsantrasyonlar1 ise Boliim 4.4.4°te belirtildigi sekilde tespit edilmistir.

Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait laktoz hidrolizi i¢in elde edilen degerler Tablo A.34’te
verilmistir. Kalan laktoz konsantrasyonu degerleri grafiksel olarak Sekil 5.42°de, % kalan
enzim aktivitesi ve % laktoz hidroliz derecesi degerleri ise Sekil 5.43’te verilmistir. Elde
edilen sonuglara gore kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen P-galactosidase enzimi ile 50 g/L baslangi¢ konsantrasyonundaki laktoz
cozeltisinin 30 dakikalik hidroliz prosesi sonrasinda; kalan laktoz konsansantrasyonu
14.60 g/L (Sekil 5.42), hidroliz derecesi ise % 70.80 (Sekil 5.43) olarak hesaplanmustir.
Hidroliz islemi sonunda immobilize enzim aktivitesinin % 23.48’ini kaybetmis olup

baslangi¢ aktivitesinin % 76.52’sini korumustur (Sekil 5.43).

Piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel
modelleme sonucunda zamana karsilik elde edilen, 50 g/L baslangi¢c konsantrasyonuna
sahip laktoz ¢ozeltisindeki laktoz konsantrasyon degerlerinin Reciprocal Quadratic
kinetik modele (Denklem 5.7) uydugu, hidroliz derecesi degerlerinin Exponantial
Association modele (Denklem 5.4) enzim aktivitesi degerlerinin ise Sadana ve Henley
(1987) (Denklem 5.3) tarafindan tiiretilen kinetik modele uygun oldugu goriilmistiir.
Kurulan matematiksel modellere ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda

elde edilen istatistik veriler Tablo 5.11°de verilmistir.

1

= —— 5.7
1 + bt + ct? (5.7)

y
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ekil 5.42 Piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
kil 5.42 Piring kabug ine 1 nolu i bilizasyon y iile i bilize edil
B-galactosidase enzimi ile ¢6zeltideki laktozun hidrolizi sonucunda kalan laktoz
konsantrasyon degerleri (T =37 °C, 300 rpm)
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Sekil 5.43 Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimi ile ¢ozeltideki laktozun hidrolizi sonucunda % kalan enzim
aktivitesi ve % laktoz hidroliz derecesi degerleri (T = 37 °C, 300 rpm)
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Tablo 5.11 Piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[B-galactosidase enzimi ile laktoz ¢6zeltisi i¢in kurulan matematiksel modellere ait
katsayilar ve istatistiksel veriler (T = 37 °C, 300 prm)

Matematiksel Model Katsayilar” S R?
Laktoz Konsantrasyonu a=0.0200
(C,] = 1 b = 0.0038 0.0487 0.9999
“ T a+b[Cyo] + c[Cro)? ¢ =0.00007
Hidroliz derecesi aa=71.3138
0.3563 0.9999
[H] = a4(1 - e_bAt) ba=0.1942
Enzim Aktivitesi o1 = 76.6867
0.1686 0.9999
A = (100 — a,) exp(—kpt) + a4 ko = 0.4507

*Katsayilara ait birimler; a: L.gram laktoz*; b: L?.gram laktoz?; c: L3.gram laktoz3; aa, as: birimsiz; ba,
ko: dakika®

Anne Siutiindeki Laktozun Hidrolizi:

Anne siitiindeki laktozun hidrolizlenmesi prosesi i¢in, 10 mL’lik anne siitiindeki
baslangi¢ laktoz konsantrasyonu belirlenmistir. Baglangic laktoz konsantrasyonu 72.8 g
/L olarak bulunan anne siitliine pirin¢ kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enzim ilavesi ile laktoz hidroliz prosesi baglatilmistir.
37 °C sicaklikta ve 300 rpm karistirici hizinda gergeklestirilen 30 dakikalik hidroliz
reaksiyonu boyunca; 10, 20 ve 30. dakikalarda anne siitiinde bulunan piring kabugu
tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen -galactosidase enzimine
ait aktivite degerleri Boliim 4.4.1°de belirtildigi sekilde, laktoz konsantrasyonlari ise
Boliim 4.4.4°te belirtildigi sekilde tespit edilmistir.

Pirin¢ kabugu {izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait, laktoz hidrolizi i¢in elde edilen degerler Tablo A.35’te
verilmistir. Kalan laktoz konsantrasyonu degerleri grafiksel olarak Sekil 5.44°te, % kalan
enzim aktivitesi ve % laktoz hidroliz derecesi degerleri ise Sekil 5.45°te verilmistir. Elde
edilen sonuglara gore piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enzimi ile anne siitiiniin 30 dakikalik hidroliz prosesi
sonrasinda; ortamdaki laktozun tamamen hidrolizlendigi goriilmistiir. Bu deger hidroliz

derecesinin %100 oldugunu gostermektedir (Sekil 5.45). Hidroliz islemi sonunda
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immobilize enzim aktivitesinin % 13.75’ini kaybetmis olup baslangi¢ aktivitesinin %
86.25’ini korumustur (Sekil 5.45).

Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel
modelleme sonucunda zamana karsilik elde edilen anne siitiindeki laktoz konsantrasyon
degerlerinin ikinci dereceden kinetik modele uydugu, hidroliz derecesi degerlerinin
Exponantial Association modele (Denklem 5.4) uydugu, enzim aktivitesi degerlerinin ise
Sadana ve Henley tarafindan gelistirilen kinetik modele (Denklem 5.3) uydugu
goriilmistiir. Kurulan matematiksel modellere ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz
sonucunda elde edilen istatistik veriler Tablo 5.12de verilmistir.

100

90 T Laktoz Konsantrasyonu

80 + Laktoz Konsantrasyonu (Model)

70 ¥
60 +
50 +
40 1 1
30 1 !
20 1
10 1
0 :

0 0 oman(y 2 30

Laktoz Konsantrasyonu (g/L)

Sekil 5.44 Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimi ile anne siitiindeki laktozun hidrolizi sonucunda kalan laktoz
konsantrasyon degerleri (T =37 °C, 300 rpm)
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Sekil 5.45 Pirin¢ kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimi ile anne siitiindeki laktozun hidrolizi sonucunda % kalan enzim
aktivitesi ve % laktoz hidroliz derecesi degerleri (T = 37 °C, 300 rpm)

Tablo 5.12 Piring kabugu {izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimi ile anne siitii i¢in kurulan matematiksel modellere ait katsayilar
ve istatistiksel veriler (T = 37 °C, 300 prm)

Matematiksel Model Katsayilar” S R?

Laktoz Konsantrasyonu a=174.3215

A= a+ bt + ct? b =-5.2888 6.8043 0.9935

¢ =0.0920

Hidroliz derecesi aa=89.5420

2.8320 0.9975
[H] = a,(1 — e~P4at) ba = 0.0587
Enzim Aktivitesi a1 = 85.2732

0.0215 0.9999
A = (100 — a,) exp(—kpt) + a, kp =0.0909

*Katsayilara ait birimler; a: gram. laktoz. L; aa, as: birimsiz; b: g. laktoz. L*.dakika?; ¢: g. laktoz. L-
! dakika?; ba, ko: dakika™
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5.7.2.2 Pirin¢ Kabugu Uzerine 2 Nolu Immobilizasyon Yontemi ile Immobilize

Edilen pB-Galactosidase Enzimi ile Laktoz Hidroliz Prosesi
50 ¢g/L konsantrasyonunda hazirlanan c¢ozeltideki laktozun hidrolizi:

50 g/L konsantrasyonunda hazirlanan 10 mL’lik laktoz ¢6zeltisine piring kabugu iizerine
2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen -galactosidase enziminin ilavesi
ile laktoz hidroliz prosesi baslatilmistir. 37 °C sicaklikta ve 300 rpm karistirict hizinda
gerceklestirilen 30 dakikalik hidroliz reaksiyonu boyunca; 10, 20 ve 30. dakikalarda
¢Ozeltide bulunan piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen -galactosidase enzimine ait aktivite degerleri Boliim 4.4.1°de belirtildigi sekilde,

laktoz konsantrasyonlar1 ise Boliim 4.4.4°te belirtildigi sekilde tespit edilmistir.

Piring kabugu {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait laktoz hidrolizi igin elde edilen degerler Tablo A.36’da
sunulmustur. Kalan laktoz konsantrasyonu degerleri Sekil 5.46’da, % kalan enzim
aktivitesi ve % laktoz hidroliz derecesi degerleri ise Sekil 5.47°de verilmistir. Elde edilen
sonuclara gore piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen p-galactosidase enzimi ile 50 g/L baslangi¢ konsantrasyonundaki laktoz
cozeltisinin 30 dakikalik hidroliz prosesi sonrasinda; kalan laktoz konsansantrasyonu
15.64 g/L (Sekil 5.46), hidroliz derecesi ise % 68.72 (Sekil 5.47) olarak hesaplanmistir.
Hidroliz islemi sonunda immobilize enzim aktivitesinin % 16.31’ini kaybetmis olup

baslangi¢ aktivitesinin % 83.69’unu korumustur (Sekil 5.47).

Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel
modelleme sonucunda zamana karsilik elde edilen 50 g/L baslangi¢ konsantrasyonuna
sahip laktoz ¢ozeltisindeki laktoz konsantrasyon degerlerinin, hidroliz derecesi
degerlerinin ve enzim aktivitesi degerlerinin ikinci dereceden kinetik modele (Denklem
5.2) uydugu gorilmistiir. Kurulan matematiksel modellere ait katsayilar ve yapilan
istatistiksel analiz sonucunda elde edilen istatistik veriler Tablo 5.13’te verilmistir.
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Sekil 5.46 Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimi ile ¢ozeltideki laktozun hidrolizi sonucunda kalan laktoz
konsantrasyon degerleri (T =37 °C, 300 rpm)
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0 ¢ } }
0 10 20 30

Zaman (dk)

Sekil 5.47 Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimi ile ¢ozeltideki laktozun hidrolizi sonucunda % kalan enzim
aktivitesi ve % laktoz hidroliz derecesi degerleri (T = 37 °C, 300 rpm)
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Tablo 5.13 Piring kabugu {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimi ile laktoz ¢6zeltisi i¢in kurulan matematiksel modellere ait
katsayilar ve istatistiksel veriler (T = 37 °C, 300 prm)

Matematiksel Model Katsayilar” S R?
Laktoz Konsantrasyonu a=150.0970
A=a+ bt + ct? b =-2.3223 0.4337 0.9998
¢ =0.0385
Hidroliz derecesi aa=-0.2180
A= ay + byt + c,t? ba = 4.6662 0.9749 0.9998
ca =-0.0787
Enzim Aktivitesi as = 99.92
A = ag + bgt + cpt? bs =0.1158 0.3667 0.9995
ce =-0.0218

*Katsayilara ait birimler; a: g. laktoz. L*; b: g. laktoz. L™.dakika™; c: g. laktoz. L .dakika?; aa, as: birimsiz;
ba, be: dakika; ca, cs: dakika

Anne Siitiindeki Laktozun Hidrolizi:

Anne siitiindeki laktozun hidroliz prosesi i¢in, 10 mL’lik anne siitiindeki baslangi¢ laktoz
konsantrasyonu belirlenmistir. Baslangi¢ laktoz konsantrasyonu 72.8 g /L olarak bulunan
anne siitiine, piring kabugu tlizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzim ilavesi ile laktoz hidroliz prosesi baslatilmistir. 37 °C sicaklikta ve
300 rpm karistirict hizinda gergeklestirilen 30 dakikalik hidroliz reaksiyonu boyunca; 10,
20 ve 30. dakikalarda anne siitiinde bulunan piring kabugu {izerine 2 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait aktivite degerleri Bolim
4.4.1°de belirtildigi sekilde, laktoz konsantrasyonlar1 ise Bolim 4.4.4°te belirtildigi
sekilde tespit edilmistir.

Piring kabugu {lzerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait laktoz hidrolizi i¢in elde edilen degerler Tablo A.37’de
sunulmustur. Kalan laktoz konsantrasyonu degerleri Sekil 5.48’de, % kalan enzim
aktivitesi ve % laktoz hidroliz derecesi degerleri ise Sekil 5.49’da verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore piring kabugu {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize

edilen B-galactosidase enzimi ile anne siitiiniin 30 dakikalik hidroliz prosesi sonrasinda;
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kalan laktoz konsansantrasyonu 5.43 g/L (Sekil 5.48), hidroliz derecesi ise % 92.54
(Sekil 5.49) olarak hesaplanmistir. Hidroliz islemi sonunda immobilize enzim
aktivitesinin % 6.68’ini kaybetmis olup baslangi¢ aktivitesinin % 93.32’sini korumustur
(Sekil 5.49).

Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi elde edilen B-galactosidase
enzimine ait deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda
zamana karsilik elde edilen anne siitiindeki laktoz konsantrasyon degerlerinin ikinci
dereceden kinetik modele (Denklem 5.2) uydugu, hidroliz derecesi degerlerinin
Exponantial Association modele (Denklem 5.4) uydugu, enzim aktivitesi degerlerinin ise
Sadana ve Henley tarafindan gelistirilen kinetik modele (Denklem 5.3) uydugu
goriilmistiir. Kurulan matematiksel modellere ait katsayilar ve yapilan istatistiksel analiz

sonucunda elde edilen istatistik veriler Tablo 5.14’te verilmistir.
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Sekil 5.48 Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimi ile anne siitiindeki laktozun hidrolizi sonucunda kalan laktoz
konsantrasyon degerleri (T =37 °C, 300 rpm)
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Sekil 5.49 Pirin¢ kabugu tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimi ile anne siitiindeki laktozun hidrolizi sonucunda % kalan enzim
aktivitesi ve % laktoz hidroliz derecesi degerleri (T = 37 °C, 300 rpm)

Tablo 5.14 Piring kabugu {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimi ile anne siitii i¢in kurulan matematiksel modellere ait katsayilar
ve istatistiksel veriler (T = 37 °C, 300 prm)

Matematiksel Model Katsayilar” S R?

Laktoz Konsantrasyonu a=172.4750

A= a+ bt + ct? b =-3.0725 1.4534 0.9995
¢ =0.0282
Hidroliz derecesi aa=122.79

0.8120 0.9997
[H] = a,(1 — e~P4at) ba =0.0263
Enzim Aktivitesi a1 = 92.9961

0.0331 0.9999
A = (100 — a,) exp(—kpt) + a4 kp =0.1048

*Katsayilara ait birimler; a: g. laktoz. L?; b: g. laktoz. L*.dakika; c: g. laktoz. L.dakika?;
aa, au: birimsiz; ba, ko: dakika®
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5.8 Karakterizasyon Calismalari

Immobilize B-galactosidase enzim numunelerine ait FTIR analizleri Boliim 4’te yer alan
Sekil 5.17 ve Sekil 5.18’de gosterilen adimlarda belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.
SEM analizleri, elde edilen immobilize B-galactosidase enzimleri igerisinden yalnizca
birinde gergeklestirilmistir. SEM  analizleri igin se¢ilen numune, 50 g/L
konsantrasyonundaki laktoz ¢ozeltisini en yiiksek hidroliz derecesi ile hidrolizleyen
immobilize B-galactosidase enzimidir. SEM analizleri, tasiyici lizerine -galactosidase
enziminin immobilizasyon prosesinden Once ve sonra olmak {izere iki asamada

gerceklestirilmistir.

5.8.1 FTIR Analizi

B-Galactosidase enzim immobilizasyonun kabak lifi {izerinde gergeklestirildigi
caligmalara ait FTIR analiz sonuglart Bolim 5.8.1.1°de, [-galactosidase enzim
immobilizasyonun piring kabugu tizerinde gerceklestirildigi ¢aligmalara ait FTIR analiz

sonuclari ise Boliim 5.8.1.2°de verilmistir.

5.8.1.1Kabak Lifi Uzerine p-Galactosidase Enzim Immobilizasyonunun

Gergeklestirildigi Calismalara Ait FTIR Analizi

Boliim 4.3.1°de belirtilen 6n islem uygulanmasindan sonra kabak lifi i¢in gergeklestirilen

FTIR analiz sonucu Sekil 5.50°de verilmistir.
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Sekil 5.50 On islem gormiis kabak lifine ait FTIR analizi

Boliim 4.3’te belirtilen kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimi i¢in gerceklestirilen FTIR analiz sonucu Sekil 5.51’de

verilmigtir.
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Sekil 5.51 Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait FTIR analizi
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Bolim 4.3.2’de belirtilen glutaraldehit ile muamelesinden sonra kabak lifi igin

gerceklestirilen FTIR analiz sonucu Sekil 5.52°de verilmistir.

Sekil 5.52 Glutaraldehit ile muamele edilmis kabak lifine ait FTIR analizi

Bolim 4.3’te belirtilen kabak lifi tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimi igin gergeklestirilen FTIR analiz sonucu Sekil 5.53te

verilmistir.

2T ..

3373.62 | [2934.06

Sekil 5.53 Kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait FTIR analizi
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5.8.1.2 Piring Kabugu Uzerine pB-Galactosidase Enzim Immobilizasyonunun

Gergeklestirildigi Cahsmalara Ait FTIR Analizi

Bolim 4.3.1°de belirtilen 6n islem uygulanmasindan sonra piring kabugu igin

gergeklestirilen FTIR analiz sonucu Sekil 5.54°te verilmistir.
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Sekil 5.54 On islem gormiis piring kabuguna ait FTIR analizi

Bolim 4.3’te belirtilen piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enzimi i¢in gergeklestirilen FTIR analiz sonucu Sekil

5.55’te verilmistir.
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Sekil 5.55 Piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait FTIR analizi

Boliim 4.3.2°de belirtilen glutaraldehit ile muamelesinden sonra piring kabugu igin

gerceklestirilen FTIR analiz sonucu Sekil 5.56°da verilmistir.
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Sekil 5.56 Glutaraldehit ile muamele edilmis piring kabuguna ait FTIR analizi
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Bolim 3.3’te belirtilen piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enzimi igin gergeklestirilen FTIR analiz sonucu Sekil

5.57’de verilmistir.
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Sekil 5.57 Piring¢ kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait FTIR analizi

5.8.2 SEM Analizi

Bu ¢alismada 50 g/L konsantrasyonunda hazirlanan laktoz ¢ozeltisindeki laktozu, elde
edilen immobilize B-galactosidase enzimleri igerisinde en yiiksek verim olan % 75.88
hidroliz derecesi ile hidrolizleyen immobilize enzim, kabak lifi {izerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimidir. Baslangi¢
konsantrasyonu 50 g/L olan laktoz ¢6zeltisindeki laktozun 37.94 g/L’si hidrolizlenmis,
30 dakikalik hidroliz prosesi sonucunda ise immobilize B-galactosidase enziminin
baglangi¢ aktivitesinin % 60.85’ini korudugu goriilmiistiir. Kabak lifi {izerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait SEM
gorlintiileri immobilizasyon prosesi oncesi ve sonrast olmak {izere Sekil 5.58°de

verilmistir.
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Sekil 5.58 Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
-galactosidase enzimine ait SEM goriintiileri
(a, c, g, e: immobilizasyon oncesi; b, d, f, h: immobilizasyon sonrasi)
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5.9 Genel Degerlendirme

Immobilize enzimler, serbest enzimlere gdre daha kararli olmasi, uzun 6miirlii olmasi,
cozeltilerden kolayca uzaklagtirilabilmesi ve tekrar kullanilabilir olmast ozellikleri
nedeni ile daha ¢ok tercih edilmektedir. Ozellikle iiretimi zor ve pahali olan enzimler igin
bu konu daha 6nemli bir yer teskil etmektedir. Bu ¢alismada endiistriyel anlamda
kullanim1 yaygin olan B-galactosidase enziminin piring kabugu ve kabak lifi olmak {izere
iki farkli tagiyiciya iki farkli yontem ile enzim immobilizasyon prosesleri uygulanarak

dort farkli immobilize B-galactosidase enzimi elde edilmistir.

B-Galactosidase enziminin fiziksel yontemle kabak lifi ve piring kabugu iizerine
immobilizasyonu 1 nolu immobilizasyon yontemi ile, B-galactosidase enziminin
glutaraldehit ile muamele edilmis kabak lifi ve pirin¢ kabugu iizerine immobilizasyonu
ise 2 nolu immobilizasyon yontemi ile gerceklestirilmistir. Immobilize B-galactosidase
enzim numunelerinin immobilizasyon kinetikleri ve laktoz hidroliz performanslari

incelenmistir.

Aktivite ve protein cinsinden % geri kazanim oranlar1 incelendiginde; dort farkli
immobilize B-galactosidase enzim numunesi i¢in Tablo 5.15’te verilen degerler elde

edilmistir.

Immobilize B-galactosidase enzim numunelerine ait aktivite cinsinden % geri kazanim
degerleri incelendiginde; en yiiksek degere sahip olan immobilize enziminin piring
kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen -galactosidase
enzimi oldugu goriilmektedir (% 95.60). Tasiyici olarak kullanilan piring kabuguna 2
nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin aktivite
cinsinden geri kazanim degerinin, 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait degerden yaklasik % 10 daha az oldugu goriilmektedir. 2
nolu immobilizasyon yontemi ile elde edilebilecek daha yiiksek immobilizasyon verimi
degerleri farkli glutaraldehit konsantrasyonu, farkli sicaklik, farkli pH degeri, farkli
inkiibasyon islemi siirelerinde [-galactosidase enzim immobilizasyon prosesleri
gerceklestirilerek ya da glutaraldehite alternatif olarak farkli baglayici maddeler

kullanilarak saglanabilir.
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Tablo 5.15 immobilize B-galactosidase enzim numunelerine ait % geri kazanim

degerleri

B-Galatosidase enzimi Ela () Sl ()
Aktivite cinsinden | Protein cinsinden

Kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen enzim 84.90 80.53
Kabak lifi tizerine 2 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen enzim 80.25 7330
Piring¢ kabugu iizerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize 95.60 88.06
edilen enzim
Piring kabugu iizerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize 85.66 76.28
edilen enzim

Ayn1 immobilizasyon sartlari ile farkli tastyicilarin gosterdigi aktivite cinsinden % geri
kazanim oranlarinin farklilig1 tasiyicilarin sahip oldugu farkl yapilardan kaynaklanabilir.
Tastyicilarin sahip oldugu lignin, seliiloz gibi igerikler ve tasiyicinin farkli kimyasal
ozellikleri B-galactosidase enziminin baglanabilme potansiyeli {izerinde etkili

olabilmektedir.

1 ve 2 nolu immobilizasyon yontemleri incelendiginde; 1 nolu immobilizasyon yontemi
ile enzimin tasiyicitya baglanmasi adsorpsiyon ile gergeklestigi igin Van Der Waals
kuvvetlerinin olustugu sdylenebilir. Aktivite cinsinden % geri kazanim oranlar1 kabak lifi
tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen f-galactosidase enziminin
% 84.90, piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enziminin ise % 95.60’tir. Bu degerler P-galactosidase enziminin
tastyicilar izerine adsorpsiyonunun iyi oldugunu géstermektedir. 2 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimleri ile hesaplanan aktivite cinsinden
% geri kazanim degerleri 1 nolu immobilizasyon yontemi ile elde edilen degerlerden daha
distiktiir. Bu durum, ¢apraz baglayici olarak kullanilan glutaraldehitin kabak lifi ve piring
kabugunun enzim baglama 6zelligine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile elde edilen %

geri kazanim degerleri kadar etkili olmadigini gostermektedir.
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Immobilize B-galactosidase enzim numunelerine ait protein cinsinden % geri kazanim
degerleri incelendiginde; en yiiksek degere sahip olan enzimin piring kabuguna 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen [-galactosidase enziminin oldugu
goriilmektedir (% 88.06). En diisiik % GKp degerine sahip olan -galactosidase enzimi
ise kabak lifi lizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimidir (% 73.30). Proteinlerin baglanmasi; ortam pH’1, sicakligi,
inkiibasyon islemi siiresi ve tasiyicilarin fiziksel, kimyasal ve morfolojik 6zelliklerine
baglidir. Ayn1 immobilizasyon sartlarinda elde edilen farkli protein baglanma verimleri

tastyicilarin sahip olduklari 6zelliklere gore degisiklik gosterebilir.

Ansari ve Husain (2012) [90] yaptiklari c¢aligmada, Aspergillus oryzae kaynakl
B-galactosidase enziminin immobilizasyonu Concavalin-A celite 545 iizerine
adsorpsiyon yontemi ve glutaraldehit ile muamele ederek gergeklestirmislerdir.
Adsorpsiyon yontemi ile immobilize edilen 3-galactosidase enziminin aktivite cinsinden
geri kazanim degeri % 78, glutaraldehit ile muamele ederek immobilize ettikleri
B-galactosidase enziminin aktivite cinsinden geri kazanim degerini ise % 71 olarak
saptamislardir. Adsorpsiyon yontemi ile karsilastirildiginda, glutaraldehit ile muamele
edilerek gerceklestirilen immobilizasyon prosesinde, enzimin aktivite kaybinin % 8.98

daha fazla oldugunu kaydetmislerdir.

Bu ¢aligmada ise, kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enziminin aktivite cinsinden geri kazanim degeri % 84.90, kabak lifi
tizerine glutaraldehit ile muamele edilerek gergeklestirilen 2 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin aktivite cinsinden geri kazanim
degeri ise % 80.25 olarak bulunmustur. Kabak lifi ile gergeklestirilen ¢caligmalarda, 1 nolu
immobilizasyon yontemi ve glutaraldehit ile muamele edilerek gergeklestirilen
immobilizasyon prosesleri karsilastirildiginda, glutaraldehit ile muamele edilerek
gerceklestirilen immobilizasyon prosesindeki enzimin aktivite kaybinin, 1 nolu
immobilizasyon prosesindeki enzimin aktivite kaybina gore % 5.48 daha fazla oldugu

tespit edilmistir.

Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
-galactosidase enziminin aktivite cinsinden geri kazanim degeri % 95.60, piring kabugu
tizerine glutaraldehit ile muamele edilerek gergeklestirilen 2 nolu immobilizasyon

yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin aktivite cinsinden geri kazanim
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degeri ise % 85.66 olarak bulunmustur. Piring kabugu ile gerceklestirilen ¢aligmalarda, 1
nolu immobilizasyon yontemi ile 2 nolu immobilizasyon yontemi karsilagtirildiginda
enzim aktivitesinde % 10.4’lik kayip oldugu tespit edilmistir. Ansari ve Husain (2012)
[90] tarafindan yapilan ¢alismada adsorpsiyon ve glutaraldehit ile muamele edilerek
gerceklestirilen immobilizasyon yontemlerinden elde edilen immobilize f-galactosidase
enzimlerine ait aktivite cinsinden % geri kazanim degerleri ile bu ¢alismada kabak lifi ve
piring kabugu iizerine immobilize edilen B-galactosidase enzim numunelerine ait % geri

kazanim degerleri Tablo 5.16’da verilmistir.

Tablo 5.16 Ansari ve Husain 2012 [90] tarafindan yapilan ¢alismada elde edilen % geri
kazanim degerleri ile bu ¢aligmadan elde edilen degerlerin karsilastiriimasi

Aktivite cinsinden % geri kazamim (% GKa)

p-Galactosidase | Ansari ve Husain Bu ¢calisma Bu ¢calisma
Enzim 2012 [90] (Kabak lifi) (Pirin¢ kabugu)
Immobilizasyon (Concavalin-A (Kluyveromyces (Kluyveromyces
Y ontemi celite 545) marxianus marxianus

(Aspergillus oryzae
kaynaklh enzim)

kaynakh enzim) kaynakh enzim)

Adsorpsiyon ile

. - 78+0.93 84.90 95.60
immobilizasyon

Glutaraldehit ile

muamele sonrasi 71+0.55 80.25 85.66
immobilizasyon

% GKa degisimi % 8.98 azalis % 5.48 azalis % 10.4 azals

Serbest (-galactosidase enzimi ve immobilize B-galactosidase enzim numunelerine ait
optimum pH ve sicaklik degerleri Tablo 5.17°de verilmistir. Optimum pH degerleri
incelendiginde; serbest B-galactosidase enziminin nétral ortamda aktivitesinin maksimum
degerde oldugu goriilmektedir. Immobilize edilen p-galactosidase enzim numunelerinden
kabak lifi lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen -galactosidase
enziminin pH 6°da, diger tim immobilize enzimlerin ise pH 8’de maksimum aktivite
degerini verdigi goriilmektedir. Bu durum, immobilize [-galactosidase enzim
numunelerinin yapisinin serbest [-galactosidase enziminin yapisindan daha farkh
oldugunu, asidik ve bazik ortamlarda farkli aktivite degerlerine sahip oldugunu

gostermektedir. Song vd. (2010) [66] yaptiklari calismada Kluyveromyces lactis kaynakli
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serbest -galactosidase enziminin optimum pH degerini 7, immobilize B-galactosidase
enziminin optimum pH degerini ise 7.5 olarak tespit etmislerdir [66]. Literatiirde
immobilize B-galactosidase enzimlerinin, serbest PB-galactosidase enzimi ile ayni
optimum pH degerini gosterdigi enzimler de bulunmaktadir. Ansari ve Husain (2010)
[68] yaptiklar1 ¢aligmada Aspergillus oryzae kaynakli serbest f-galactosidase enzimi ve
elde ettikleri immobilize B-galactosidase enziminin optimum pH degerini 4.6 olarak tespit
etmislerdir. Neri vd. (2008) [69] yaptiklar1 ¢alismada Klyveromyces lactis kaynakli
serbest B-galactosidase enzimi ve elde ettikleri immobilize B-galactosidase enziminin

optimum pH degerini 6.5 olarak tespit etmislerdir.

Tablo 5.17 Serbest ve immobilize B-galactosidase enzim numuneleri i¢in elde edilen
optimum pH ve sicaklik degerleri

. . Optimum Optimum
B-Galactosidase enzimi oH sicaklik (°C)
Serbest enzim 7 37
Kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon

) ol - : : 6 37
yontemi ile immobilize edilen enzim
Kabak lifi tizerine 2 nolu immobilizasyon

) S - : : 8 40
yontemi ile immobilize edilen enzim
Piring kabugu iizerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize 8 40
edilen enzim
Piring kabugu iizerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize 8 37
edilen enzim

B-Galactosidase enzim numunelerinin optimum sicaklik degerleri incelendiginde, serbest
[-galactosidase enzimi, kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimi, piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enzimi igin ayn1 optimum sicaklik degeri saptanmis
olup, bu deger 37 °C’dir. Kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen p-galactosidase enzimi ve piring kabugu iizerine 1 nolu

immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzim numunelerinin
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optimum sicaklik degerinin serbest P-galactosidase enzimine ait optimum sicaklik
degerinden daha yiiksek bulunmustur (40 °C). Bu durum, serbest B-galactosidase
enziminin aktivitesini kaybetmeye basladigi 40 °C sicaklik degerinde, immobilize

B-galactosidase enzim numunelerinin aktivitelerini korudugunu géstermektedir.

Literatiirdeki c¢alismalar incelendiginde, Akgil vd. (2012) [7] yaptiklar1 galismada
[B-galactosidase enzimi ile yagsiz siitte laktoz hidrolizi gerceklestirmisler ve hidroliz
derecesinin optimum sicakligini 37 °C olarak belirlemislerdir. Ansari ve Husain (2010)
[68] Aspergillus oryzae kaynakli B-galactosidase enzimini Concalvalin A {izerine
immobilize etmisler; serbest B-galactosidase enziminin optimum sicakhigimi 50 °C,
immobilize [-galactosidase enziminin optimum sicakligini ise 60 °C olarak
saptamislardir. Song vd. (2010) [66] yaptiklari ¢alismada, Kluyveromyces lactis kaynakli
B-galactosidase enziminin kovalent baglama metodu ile silikajel tizerine immobilize
etmigler; serbest B-galactosidase enziminin optimum sicakligini 32 °C, immobilize
B-galactosidase enziminin optimum sicakligimi ise 37 °C olarak kaydetmislerdir.
Literatiirde serbest B-galactosidase enzimi ve elde ettikleri immobilize B-galactosidase
enziminin ayni optimum pH’1 gosterdigi ¢alismalar da mevcuttur. Husain vd. (2011) [65]
yaptiklar1 ¢alismada serbest B-galactosidase enziminin optimum sicaklik degerini 50 °C
ve elde ettikleri immobilize B-galactosidase enziminin optimum sicaklik degerini ise 50

ve 60 °C olarak kaydetmislerdir.

Serbest B-galactosidase enzim stabilitesi ve immobilize p-galactosidase enzim
stabilitelerine farkli sicakliklarin etkisini ifade eden % kalan B-galactosidase enzim
aktiviteleri Tablo 5.18°de gosterilmis ve grafiksel olarak Sekil 5.59°da sunulmustur. Elde
edilen degerler incelendiginde serbest B-galactosidase enzimi i¢in 50 °C’deki % kalan
enzim aktivitesinin 35.9 oldugu goriilmektedir. 30, 37 ve 40 °C’deki % kalan enzim
aktivite degerlerinin yaklasik % 96-99 araliginda oldugu gdzlenmistir. immobilize
B-galactosidase enzim stabilitelerine sicakligin etkisi incelendiginde, 30 ve 37 °C’deki
sicakliklarda kabak lifi {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
-galactosidase enzimine ait % kalan enzim aktivite degerlerinin, serbest $-galactosidase
enzimine ait % kalan enzim aktivite degerlerine gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
50 °C sicaklikta tiim immobilize B-galactosidase enzim stabilitelerine sicakligin etkisi
incelendiginde, immobilize B-galactosidase enzimlerine ait % kalan enzim aktivite

degerlerinin, serbest B-galactosidase enzimine ait % kalan enzim aktivite degerinden (%
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35.9) daha yiiksek oldugu goriilmistiir. Bu durum, immobilize p-galactosidase enzim

numunelerinin yapilarinin yiiksek sicakliklarda daha dayanikli oldugunu gostermektedir.

Tablo 5.18 Serbest ve immobilize -galactosidase enzimlerine ait farkli sicakliklardaki
% kalan enzim aktivite degerleri

Kalan enzim aktivitesi (%)

p-Galactosidase enzimi
30°C 37°C 40 °C 50°C

Serbest enzim 96.48 99.53 98.22 35.9

Kabak lifi iizerine
1 nolu immobilizasyon yontemi 84.93 83.26 91.25 39.64
ile immobilize edilen enzim
Kabak lifi lizerine

2 nolu immobilizasyon yontemi 98.55 100 96.44 42.80
ile immobilize edilen enzim
Piring kabugu iizerine

1 nolu immobilizasyon yontemi 88.82 90.65 93.66 38.53
ile immobilize edilen enzim
Piring kabugu iizerine

2 nolu immobilizasyon yontemi 80.96 85.17 48.56 39.82
ile immobilize edilen enzim
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Serbest [3-galactosidase enzimi
Kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen enzim
Kabak lifi izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen enzim

Piring kabugu lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen enzim

—Pirin¢ kabugu lizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen enzim

Sekil 5.59 Serbest ve immobilize B-galactosidase enzim numunelerinin farkli
sicakliklardaki % kalan enzim aktivite degerleri

Serbest B-galactosidase ve immobilize 3-galactosidase enzim stabilitelerine pH’in etkisi
incelendiginde % kalan aktivite degerleri arasinda farkliliklar goriilmiistiir. Bu degerler
immobilize B-galactosidase enzimlerinin yapisinin serbest p-galactosidase enziminin
yapisindan farkli oldugunun bir gostergesidir. Farkli tasiyicilara farkli yontemlerle
immobilize edilen enzimler, farkli pH’larda farkli enzim aktivitesi gostermislerdir.
Ornegin kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
-galactosidase enzimi pH 6’daki asidik ortamda dayanikli iken, kabak lifi iizerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile elde edilen B-galactosidase enziminin yaklasik % 30 daha
dayaniksiz oldugu goriilmektedir. Elde edilen immobilize B-galactosidase enzimlerine ve
serbest B-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki % kalan enzim aktivitelerini

gosteren degerler Tablo 5.19°da verilmis olup grafiksel olarak Sekil 5.60°ta sunulmustur.
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Tablo 5.19 Serbest ve immobilize B-galactosidase enzimlerine ait farkli pH’lardaki %
kalan enzim aktivite degerleri

p-Galactosidase enzimi

Kalan enzim aktivitesi (%)

pH 4

pH5

pH 6

pH 7

pH 8

pH9

Serbest enzim

77.39

97.43

100

97.08

76.20

Kabak lifi tizerine
1 nolu immobilizasyon yontemi
ile immobilize edilen enzim

16.21

62.59

100

94.46

96.42

78.83

Kabak lifi Gizerine
2 nolu immobilizasyon yontemi
ile immobilize edilen enzim

12.15

69.10

69.40

69.94

79.64

68.90

Piring kabugu {izerine
1 nolu immobilizasyon yontemi
ile immobilize edilen enzim

9.59

21.40

83.58

85.82

100

78.87

Pirin¢ kabugu {izerine
2 nolu immobilizasyon yontemi
ile immobilize edilen enzim

16.23

20.94

83.49

84.87

97.66

81.26
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—o—Serbest 3-galactosidase enzimi
Kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen enzim
Kabak lifi izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen enzim
Pirin¢ kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen enzim

—<Pirin¢ kabugu tlizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen enzim

Sekil 5.60 Serbest ve immobilize B-galactosidase enzim stabilitelerine ait farkl
pH’lardaki % kalan aktivite degerleri

Tablo 5.19 incelendiginde serbest B-galactosidase enziminin pH 4 olan asidik ortamda 30
dakika sonunda aktivitesi sifir iken, tiim immobilize f-galactosidase enzimlerin yaklagik
% 10-17 arasinda enzim aktivitesine sahip oldugu goriilmektedir. Bu da immobilize
[-galactosidase enzimlerinin asidik ortamda serbest -galactosidase enzime goére daha
dayanakli oldugunu gostermektedir. pH 5 ve 7 degerindeki ortamlarda % kalan enzim
aktivite degeri en yiiksek olan enzim serbest p-galactosidase enzimi iken, pH 6
degerindeki asidik ortamda % kalan enzim aktivite degeri en yiiksek olan enzim, kabak
lifi Gizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase
enzimidir. pH 8’deki bazik ortamda % kalan enzim aktivite degeri en yiiksek olan enzim,
piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen

B-galactosidase enzimi, pH 9 ‘daki bazik ortamda % kalan enzim aktivite degeri en
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yiiksek olan enzim ise piring kabugu lizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile

immobilize edilen B-galactosidase enzimidir.

Immobilize B-galactosidase enzimlerinin depolama kararliliklar1 incelendiginde dort
haftanin sonunda minimum aktiviteye sahip olan B-galactosidase enziminin % 60.38
kalan aktivite ile kabak lifi lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimi oldugu, maksimum aktiviteyi gosteren enzimin ise % 98.87 kalan
aktivite ile piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen

B-galactosidase enziminin oldugu goriilmektedir.

Immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilir olmasi serbest enzimler ile karsilastirildiginda
avantaj saglamaktadir. Bu ¢alismada elde edilen immobilize B-galactosidase enzimlerinin
tekrar kullanimlari sonrasinda % kalan aktivite degerleri Tablo 5.20°de verilmistir.
Immobilize -galactosidase enzimlerinin tekrar kullanimlar1 sonrasinda kalan aktiviteleri
incelendiginde kabak lifi lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enziminin dort kullanimdan sonra kalan aktivitesinin yaklasik % 80
oldugu goriilmektedir. Bu deger immobilize [3-galactosidase enziminin endiistriyel alanda
tekrar kullanilabilirligini ve serbest p-galactosidase enzimine gore daha avantaj

saglayacagini gostermektedir.

Dort kez kullanim sonrasinda ile kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi
immobilize edilen B-galactosidase enziminin kalan aktivitesinin % 53.42, piring kabugu
tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen f-galactosidase enziminin
kalan aktivitesinin % 37.25, piring kabugu {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enziminin kalan aktivitesinin ise % 48.29 oldugu
goriilmektedir. Bu degerler karsilastirildiginda bahsedilen {i¢ farkli immobilize (-
galactosidase enzimlerinin tekrar kullanilabilirliginin dort kez tekrar kullanima uygun
oldugu goriilmektedir.  Elde edilen degerler karsilastirildiginda immobilize (-
galactosidase enzimlerinin aktivitesinde en az kayb1 gosteren enzimin kabak lifi tizerine
1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin oldugu

goriilmektedir.
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Tablo 5.20 immobilize B-galactosidase enzimlerinin tekrarli kullanimlari sonrasinda %
kalan enzim aktivite degerleri

Kalan enzim aktivitesi (%)
(Tekrarh kullanim sayisi)

p-Galactosidase enzimi
0 1 2 3 4

Kabak lifi tizerine
1 nolu immobilizasyon yontemi 100 97.79 85.58 83.49 79.98
ile immobilize edilen enzim

Kabak lifi tizerine
2 nolu immobilizasyon yontemi 100 95.77 92.40 62.06 53.42
ile immobilize edilen enzim

Piring kabugu {izerine
1 nolu immobilizasyon yontemi 100 95.80 59.66 41.75 37.25
ile immobilize edilen enzim

Piring kabugu iizerine
2 nolu immobilizasyon yontemi 100 80.29 63.15 60.11 48.29
ile immobilize edilen enzim

Serbest ve immobilize B-galactosidase enzimlerine ait Kinetik veriler inhibitorsiiz ortam
ve % 5 CaCl, (w/v) iceren inhibitérlii ortam icin incelenmistir. Literatiirde Ca*?
kaynaginin inhibitor ve aktivator olarak davranis sergiledigi ¢alismalar mevcuttur. Tablo
5.21’de literatiirde yer alan aktivator ya da inhibitér olarak B-galactosidase enzim
aktivitesini etkileyen ¢alismalar verilmistir. Bu c¢alismada elde edilen sonuglar
incelendiginde; ortamda bulunan % 5 CaClz’nin (w/v) inhibitér etkisi olusturarak

B-galactosidase enzim aktivisini diiglirdiigli goriilmiistiir.

Inhibitérsiiz ortam ve % 5 CaCly (w/v) iceren inhibitdrlii ortam igin serbest
[-galactosidase enziminin kinetik davraniglari incelendiginde elde edilen Kn ve Vimax

degerlerindeki % degisim miktarlar1 Tablo 5.22°de verilmistir.

Inhibitdrsiiz ortam ve % 5 CaCly (w/v) igeren inhibitdrlii ortam i¢in immobilize
[B-galactosidase enzim numunelerinin kinetik davranislar1 incelendiginde elde edilen K
ve Vmax degerlerindeki % degisim miktarlar1 kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon

yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimi i¢in Tablo 5.14’°te verilmistir.

Inhibitdrsiiz ortam ve % 5 CaClz (w/v) igeren inhibitdrlii ortam igin immobilize
[B-galactosidase enzim numunelerinin kinetik davranislar1 incelendiginde elde edilen K
ve Vmax degerlerindeki % degisim miktarlar1 kabak lifi tizerine 2 nolu immobilizasyon

yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimi i¢in Tablo 5.24°te verilmistir.
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Tablo 5.21 Farkli kaynakli B-galactosidase enzimlerine Ca?* iyonunun etkisi

Referans kE”Z'”.' Ca?* kaynagi | Aktivator inhibitor
aynagi
Demirhan Kluyveromyces Ca2* X
(2007) [91] marxianus
Pal vd. Amygdalus 24
(2013) [92] communis Ca X
Ansari ve .
Husain Asgfr?;!us CaCl; X
(2010) [64] y
Otieno Kluyvero_myces CaZt X
(2010) 93] lactis
Rgalova Ve Kluyveromyces
Rosenberg };ra ilisy Ca?* X
(2006) [94] g
Karunakaran
veDevi | Aeromonas | oo x
(1994) [95]
Banerjee vd. | Saccharomyce Ca?t X
(1982) [96] S anamensis
Kluyveromyces
Bu ¢alisma marxianus CaCl> X

Tablo 5.22 Serbest f-galactosidase enzim numunelerine ait inhibitorsiiz ortam ve % 5
CaCl; (w/v) igeren inhibitorlii ortam igin hesaplanan Km Ve Vimax degerlerindeki degisim

oranlari
Serbest B-galactosidase enzimi K Vimax
(g/mL) (U/mL)
Inhibitdrsiiz ortam 1.54x1073 1.105
% 5 CaCl (w/v) igeren inhibitorlii ortam 2.44x10°3 1.110
% Degisim orani % 58 artig % 1 artis
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Tablo 5.23 Kabak lifi {izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzim numunelerine ait inhibitérsiiz ortam ve % 5 CaCl» (w/v) igeren
inhibitdrlii ortam i¢in hesaplanan K ve Vmax degerlerindeki degisim oranlari

Kabak lifi iizerine
1 nolu immobilizasyon yontemi ile ( /T]?L) (l};rrr;]aXL)
immobilize edilen pB-galactosidase enzimi g
Inhibitdrsiiz ortam 9.42x10* 0.785
% 5 CaClz (w/v) igeren inhibitorlii ortam 1.61x1073 0.673
% Degisim orant % 70 artis % 15 azalis

Tablo 5.24 Kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzim numunelerine ait inhibitorsiiz ortam ve % 5 CaCl, (w/v) igeren
inhibitorlii ortam i¢in hesaplanan Km ve Vmax degerlerindeki degisim oranlari

Kabak lifi iizerine
2 nolu immobilizasyon yontemi ile ( ;:r']nl_) (J;nr}]axl_)
immobilize edilen B-galactosidase enzimi g
Inhibitorsiiz ortam 1.18x1073 0.847
% 5 CaCl, (w/v) igeren inhibitdrlii ortam 1.90x107 0.706
% Degisim orant % 61 artis % 17 azalis

Inhibitérsiiz ortam ve % 5 CaCl, (W/v) igeren inhibit6rlii ortam icin immobilize
B-galactosidase enzim numunelerinin kinetik davranislart incelendiginde elde edilen K
ve Vmax degerlerindeki % degisim miktarlari piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon

yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimi i¢in Tablo 5.25°te verilmistir.

Inhibitdrsiiz ortam ve % 5 CaClz (w/v) igeren inhibitdrlii ortam igin immobilize
B-galactosidase enzim numunelerinin kinetik davranislari incelendiginde elde edilen Kn
ve Vmax degerlerindeki % degisim miktarlari pirin¢ kabugu {izerine 2 nolu immobilizasyon

yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimi i¢in Tablo 5.26’da verilmistir.
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Tablo 5.25 Piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzim numunelerine ait inhibitorsiiz ortam ve % 5 CaCl; (w/v) igeren
inhibitorli ortam i¢in hesaplanan Km ve Vmax degerlerindeki degisim oranlari

Pirin¢ kabugu iizerine K vV
1 nolu immobilizasyon yontemi ile ( /n[lnL) U /rrnnaXL)
immobilize edilen B-galactosidase enzimi g
Inhibitorsiiz ortam 6.47x10* 0.924
% 5 CaClz (w/v) igeren inhibitorlii ortam 7.64x10* 0.955
% Degisim orant % 18 artis % 3 artis

Tablo 5.26 Piring kabugu {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzim numunelerine ait inhibitorsiiz ortam ve % 5 CaClz (w/v) iceren
inhibitorlii ortam i¢in hesaplanan Km ve Vmax degerlerindeki degisim oranlari

Pirin¢ kabugu iizerine K vV
2 nolu immobilizasyon yontemi ile " ma
immobilize edilen B-galactosidase enzimi (g/mL) L)
Inhibitorsiiz ortam 1.03x107 0.737
% 5 CaClz (w/v) iceren inhibitdrlii ortam 1.55x1073 0.714
% Degisim orani % 50 artis % 4 azalis

Tablo 5.22, 5.23, 5.24, 5.25 ve 5.26 incelendiginde; tiim immobilize B-galactosidase
enzimlerine ait Kn degerlerinin hem % 5 CaCl> (w/v) igeren inhibitorli ortam hem
inhibitdrsiiz ortam i¢in serbest B-galactosidase enzimine ait K degerlerinden daha diisiik
oldugu goriilmektedir. Ky degerlerinin diismesi enzimin substrata olan ilgisinin arttigini

gostermektedir.

Inhibitdrsiiz ortam icin Vmax degerleri incelendiginde; serbest B-galactosidase enziminin
Vmax degerinin 1.105 U/mL iken % 5 CaCl, (w/v) igeren inhibitorlii ortam ig¢in Vmax
degerinin 1.110 U/mL’ye arttig1 goriilmektedir. Bu artis % 1’lik bir degeri gosterdiginden

hizinin ¢ok degismedigi seklinde yorumlanabilir. Tiim immobilize p-galactosidase

175



enzimlerinin Kn degerlerinin % 5 CaClz (w/v) igeren inhibitorlii ortamda artis gosterdigi

saptanmigtir.

Inhibitdrsiiz ortam ve % 5 CaCly (w/v) igeren inhibitdrlii ortam icin elde edilen Vimax
hizlar1 incelendiginde; kabak lifi {izerine 1 ve 2 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen -galactosidase enzimlerinin Vmax degerlerinde sirastyla % 15 ve % 17
azalig, piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enziminin Vmax degerinde % 4 azalis, piring kabugu tizerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin Vimax degerinde

ise inhibitorsiiz ortama gore % 3 artis oldugu tespit edilmistir.

Inhibitérsiiz ortam ile % 5 CaCl, (w/v) igeren inhibitdrlii ortamlarda elde edilen
immobilize -galactosidase enzimlerine ait K degerleri incelendiginde, elde edilen tiim
immobilize B-galactosidase enzimlerine ait Ky degerlerinin inhibitor varliginda artis
gosterdigi goriilmiistiir. Inhibitdr varliginda Km degerinin artis gostermesi inhibitdriin
substratin baglanmasini engelleyecek bir sekilde enzime baglandigini ifade eder. Km
degerinin artis géstermesi yarigmali inhibisyonu gostermektedir. Yarismali inhibitoriin
etki sekli farkli sekillerde olabilir; tek bir baglanma merkezi i¢in substratla yarisabilir,
sterik bir etki olusturarak substrat baglanmasini engelleyebilir, ortak bir baglanma
merkezi icin sterik etki veya rekabet olusturabilir, baglanma merkezleri girisebilir,

allosterik bir etki ile enzim konformasyonunda degisiklik yapabilir [4].

Zolnere vd. (2017) [97] yaptiklar1 ¢alismada; ticari Lactozym Pure 6500 L enziminin
Ca*? varligindaki Vimax degerinin inhibitdrsiiz ortam igin elde edilen Vmax degerine gore
degismedigini, Km degerinin ise inhibitorsiiz ortam igin elde edilen Ky degerine gore
yaklasik % 42 artis gosterdigini saptanmustir. Yine ayni ¢alismada; NOLA Fit 5500 ticari
enziminin Ca*? varligindaki Vmax degerinin inhibitdrsiiz ortam icin elde edilen Vmax
degerine gore yaklasik % 15 azalma oldugunu ve Ca*? varhgindaki Kn degerinde ise
inhibitorsiiz ortam igin elde edilen Kin degerine gore yaklasik % 11 azalma oldugunu tespit

etmislerdir.

Laktoz hidroliz ¢aligmalarina ait sonuglar incelendiginde; 50 g/L konsantrasyonunda
hazirlanan laktoz ¢ozeltisinde kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enziminin % 75.88 hidroliz derecesine, kabak lifi

tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin
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% 65.60 hidroliz derecesine, piring kabugu {izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enziminin % 70.80 hidroliz derecesine, piring kabugu
tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin
ise % 68.72 hidroliz derecesine sahip oldugu goriilmiistiir. Baslangic laktoz
konsantrasyonu 72.8 g/ olan anne siitiinde elde edilen hidroliz dereceleri, laktoz
cozeltisinde elde edilen hidroliz derecelerine gore daha yiiksektir. Anne siitiinde elde
edilen hidroliz dereceleri kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enzimi ile % 97.93, kabak lifi {izerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen f-galactosidase enzimi ile % 99.17, piring
kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen pB-galactosidase
enzimi ile % 100, piring kabugu {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize

edilen B-galactosidase enzimi ile ise % 92.54 olarak hesaplanmustir.

Elde edilen verilere gore piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enziminin 30 dakika siire sonunda anne siitiindeki
laktozun tamamim hidrolizledigi goriilmiistiir. Immobilize B-galactosidase enzimleri
kullanilarak laktoz ¢6zeltisindeki ve anne siitiindeki laktozun 30 dakikalik hidrolizi

sonrasinda % kalan laktoz miktarlari Tablo 5.27’de verilmistir.

Tablo 5.27 immobilize B-galactosidase enzimleri kullanilarak laktoz ¢dzeltisindeki ve
anne siitiindeki laktozun 30 dakikalik hidrolizi sonrasinda % kalan laktoz miktarlari

Kalan laktoz miktari (%0)

p-Galactosidase enzimi
Laktoz c¢ozeltisi Anne siitii

Kabak lifi lizerine
1 nolu immobilizasyon yontemi ile 24.12 2.07
immobilize edilen enzim
Kabak lifi lizerine

2 nolu immobilizasyon yontemi ile 34.40 0.83
immobilize edilen enzim
Piring kabugu tizerine

1 nolu immobilizasyon yontemi ile 29.20 0
immobilize edilen enzim
Piring kabugu iizerine

2 nolu immobilizasyon yontemi ile 31.28 7.46
immobilize edilen enzim
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Tablo 5.28°de immobilize B-galactosidase enzimleri kullanilarak hem laktoz ¢6zeltisinde
hem de anne siitiinde 30 dakikalik hidroliz prosesi sonunda kalan % laktoz hidroliz

dereceleri verilmistir.

Tablo 5.28 Laktoz hidroliz prosesleri sonucunda elde edilen % laktoz hidroliz
dereceleri

Laktoz hidroliz derecesi (%)

p-Galactosidase enzimi
Laktoz cozeltisi Anne siitii

Kabak lifi {izerine
1 nolu immobilizasyon y6ntemi ile 75.88 97.93
immobilize edilen enzim
Kabak lifi lizerine

2 nolu immobilizasyon yontemi ile 65.60 99.17
immobilize edilen enzim
Piring kabugu tizerine

1 nolu immobilizasyon yontemi ile 70.80 100
immobilize edilen enzim
Piring kabugu {izerine

2 nolu immobilizasyon yontemi ile 68.72 92.54
immobilize edilen enzim

Tablo 5.29°da immobilize B-galactosidase enzim numuneleri kullanilarak hem laktoz
¢ozeltisinde hem de anne siitiinde 30 dakikalik hidroliz prosesi sonunda % kalan enzim

aktivite degerleri verilmistir.
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Tablo 5.29 Laktoz hidroliz prosesleri sonucunda -galactosidase enzimine ait % kalan
aktivite degerleri

Kalan enzim aktivitesi (%)

p-Galactosidase enzimi
Laktoz cozeltisi Anne siitii

Kabak lifi {izerine
1 nolu immobilizasyon yontemi ile 60.85 71.60
immobilize edilen enzim
Kabak lifi {izerine

2 nolu immobilizasyon yontemi ile 55.68 87.42
immobilize edilen enzim
Piring kabugu tizerine

1 nolu immobilizasyon yontemi ile 76.52 86.25
immobilize edilen enzim
Pirin¢ kabugu {izerine

2 nolu immobilizasyon yontemi ile 83.69 93.32
immobilize edilen enzim

Bu calismada; tim immobilize B-galactosidase enzim numunelerinin laktoz hidroliz
performanslarinin oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir (Tablo 5.28). Laktoz ¢ozeltisini
30 dakika sonunda en iyi hidrolizleyen immobilize enzimin kabak lifi lizerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen [B-galactosidase enziminin oldugu
saptanmigtir (% 75.88). Puri ve Gupta (2010) [98] yaptiklar1 ¢alismada; recombinant
Pseudoalteromonas sp. 22b p-galactosidase enzimini Kkitosan boncuklar {izerine
immobilize etmigler ve immobilize B-galactosidase enzimi ile gergeklestirdikleri hidroliz

prosesinde laktoz hidroliz derecesini % 58 olarak tespit etmislerdir.

Akgiil vd. (2012) [7] yaptiklar1 ¢alismada; yagsiz siitteki laktoz hidroliz ¢aligmasinda 30
dakikalik hidroliz prosesi sonunda laktoz hidroliz derecesini biyoreaktorde % 89,
sonikatérde % 89 ve homojenizatorde % 54 olarak hesaplamislardir. Bayramoglu vd.
(2007) [71] yaptiklar1 calismada E.coli kaynakli B-galactosidase enzimini manyetik poli
boncuklara immobilize etmigler ve elde ettikleri immobilize B-galactosidase enzimi ile
gerceklestirdikleri laktoz hidrolizi sonucunda immobilize [-galactosidase enziminin
baslangi¢ aktivitesinin % 88’inini korudugunu tespit etmislerdir. Bu calismada elde
edilen hidroliz dereceleri ve hidroliz sonrasinda kalan [-galactosidase enzim aktivite
degerleri, Puri ve Gupta (2010) [98], Akgiil vd. (2012) [7], Bayramoglu vd. (2007) [71]
tarafindan yapilan B-galactosidase enzimi ile laktoz hidrolizi iceren c¢alismalarla

kiyaslandiginda, bu c¢alismadan elde edilen laktoz hidroliz dereceleri ile kalan enzim
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aktivite degerlerinin daha yiiksek oldugu gorilmiistir. Bu ¢aligmada; infrared
radyasyonunun dalga boyu ve yogunlugunun neden oldugu bag olusumunu tespit ederek

protein yiizey etkilesimi olusumunu degerlendirmek i¢in FTIR analizleri yapilmistir.

Kabak lifi ile yapilan ¢alismalara ait; 1) Boliim 3.3’te belirtildigi sekilde 6n islem gormiis
kabak lifine ait FTIR analizi, 2) Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait FTIR analizi, 3) Glutaraldehit ile
muamele edilmis kabak lifine ait FTIR analizi, ve 4) Kabak lifi {izerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait FTIR analizi
Sekil 5.61°de verilmistir.

Boliim 4.3’te belirtildigi sekilde 6n islem gormiis kabak lifine ait absorpsiyon bantlarinda
667 cm’de C-H deformasyonu oldugu goriilmektedir [99]. Piklerden 897 cm™ C-H
gerilmesini, 1058 cm™ C-O gerilmesini, 1427 cm™® C=0 ve COOH bagmni, 1624 cm™
amid-1bagini, 2923 cm™ asimetrik metil gerilmelerini ifade etmektedir [61, 99, 101, 104].
1736 cm™deki pik ise karakteristik nanofiberin yapisina isaret etmektedir [104].

Kabak lifi lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen 3-galactosidase
enzimine ait absorpsiyon bantlar1 incelendiginde; 6n islem gormiis kabak lifine ait relatif
pik integrallerinde degisikliklerin meydana geldigi goriilmektedir. 1641 cm™ deki pik
kabak lifi iizerine elde immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait amid-Il pikini,
1248 ile 1422 cm araligi B-galactosidase enzimine ait —CH gerilmelerini, 790-800 cm™
araligindaki egilme pikleri ise kabak lifi iizerine immobilize edilen B-galactosidase

enziminin -C=0 gerilme baglarini ifade etmektedir [103].

Glutaraldehit ile muamele edilmis kabak lifine ait FTIR analizi incelendiginde; 6n islem
gdrmiis kabak lifine ait piklerden farkli olarak 1157 cm™ deki pik goze ¢arpmaktadir. Bu
pik kabak lifi icerisinde yer alan seliiloz ile glutaraldehit arasindaki ¢apraz bag olusumunu
gdstermekte olup capraz baglanmadan kaynaklanan O-H baglarmi, 2853 cm™ deki pik
ise ¢apraz baglama molekiillerinin C-H gerilmelerini ifade etmektedir [100].

Kabak lifi lizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen [3-galactosidase
enzimine ait absorpsiyon bantlari incelendiginde; glutaraldehit ile muamele edilen kabak
lifine ait FTIR analiz sonuglari ile benzer pikler elde edilerek, 6n islem gérmiis kabak
lifine ait piklerin alaninda 2 nolu immobilizasyon prosesi sonrasinda degisikliklerin

oldugu goriilmiistiir. 924 ve 984 cm™’deki pikler alifatik N-O gruplarini isaret etmektedir.
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1382 cm™’deki pik immobilizasyon sonrasinda kaybolmus, 1407 cm™’deki pik ise daha

belirgin bir hal almistir. Bu pikler O-H diizlemsel gerilmesini ifade etmektedir [96].

Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase
enzimine ait piklere benzer sekliyle; 1647 cm™’deki pik kabak lifi iizerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait amid-1I
pikini, 1240 cm™deki pik B-galactosidase enzimine ait -CH’1, 790-800 cm™ araligindaki
pikler kabak lifi tizerindeki immobilize B-galactosidase enziminin -C=0 baglarini, 3000-
3500 cm™ araligindaki spektrum ise p-galactosidase enziminin O-H ve -NH gruplarimi
ifade etmektedir [102]. Tablo 5.30°da, kabak lifi ile yapilan immobilizasyon
calismalarina ait FTIR analizlerinden elde edilen absorpsiyon pikleri ve bu piklere

karsilik gelen baglar detayl olarak verilmistir.
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Sekil 5.61 Kabak lifi ile yapilan ¢alismalara ait FTIR analizleri 1) On islem gormiis
kabak lifi, 2) Kabak lifi {izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimi, 3) Glutaraldehit ile muamele edilen kabak lifi, 4) Kabak lifi
tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimi
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Tablo 5.30 Kabak lifi ile yapilan ¢alismalara ait FTIR analiz sonuglari

On islem 1 Nolu immobilizasyon Glutaraldehit ile 2 Nolu immobilizasyon Referans
sonrasi yontemi sonrasi muamele sonrasi yontemi sonrasi

C-H deformasyonu 667.64 667.54 666.72 672.21 [99]

-C=0 812.12 856.01 [103]

C-H gerilme 897.16 856.01 [99]
alanlan

Alifatik N-O 924.60, 984.95 [99]

C-O gerilmesi 1058.56 1048.89 1110.09,1056.28 1108.40,1050.92 [99]

Capraz bag 1157.78 [100]
olusumu

O-H gerilmesi 1248.24 1259.29 1240.08 [100]

O-H diizlemsel 1382.72 1316.90, 1407.39 [99]
gerilmesi

C=0, COOH 1427.99 1422.87 [61]
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Tablo 5.30 Kabak lifi ile yapilan ¢alismalara ait FTIR analiz sonuglar1 (devami)

On islem 1 Nolu immobilizasyon Glutaraldehit ile 2 Nolu immobilizasyon Referans
sonrasi yontemi sonrasi muamele sonrasi yontemi sonrasi

Amid-II bag, N-H gerilmesi 1506.19 1456.81 [11801]’

Amid-II bag: 1541.85 [102]

: [103,

Amid-I bandx 1642.00 1641.51 1645.88 1647.93 101]

Karakteristik nanofiber 1736.04 1741.69 1739.38 [104]

-N=C=0 gerilmesi 2137.36 [100]

Capraz baglama

molekiillerinin C-H 2853.02 2890.10 [99]
gerilmesi

Asimetrik metil gerilmeleri, [101,

C-H 2923.92 2927.62 2924.02 2934.06 100]

Absorbe suyun O-H 3430.48 3373.62 [99]
gerilmesi
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Piring kabugu ile yapilan ¢aligmalara ait; 1) Boliim 3.3’te belirtildigi sekilde 6n islem
gOérmiis piring kabuguna ait FTIR analizi, 2) Pirin¢ kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait FTIR analizi, 3) Glutaraldehit
ile muamele edilmis piring kabuguna ait FTIR analizi, ve 4) Pirin¢ kabugu tlizerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait FTIR analizi
Sekil 5.62°de verilmistir.

Sekil 5.62°deki FTIR analiz sonuglari incelendiginde; 466-470 cm™ araligindaki pikler
karakteristik SiO2 bandin1 gostermektedir. Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait absorpsiyon bantlari
incelendiginde; 1638 cm™’deki pik piring kabugu iizerine immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait amid-II bagini, 1248 ile 1422 cm™ araligindaki sik aralikli
pikler ise p-galactosidase enzimine ait -CH’1, 3000-3500 cm™ araligindaki spektrum ise

B-galactosidase enziminin O-H ve -NH gruplarini ifade etmektedir [102].

Glutaraldehit ile muamele edilmis piring kabuguna ait FTIR analizi incelendiginde, 1157
cm'deki pik piring kabugu ile glutaraldehit arasindaki capraz bag olusumunu ifade
etmektedir [99].

Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yoOntemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait FTIR analizi incelendginde; 1051 ve 1736 cm™ deki pik
piring kabugunun glutaraldehit ile muamelesinden sonra -galactosidase enziminin piring
kabuguna baglandigini gostermektedir. 1637 cm™!'deki pik piring kabugu iizerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin amid-1I
grubunu, 1256 ile 1383 cm'deki pik piring kabugu iizerine baglanan p-galactosidase
enziminin -CH bagini ifade etmektedir. 2851 ile 2924 cm™ deki pikler ¢apraz baglama
molekiillerinin C-H gerilmelerini ve N-CHs gerilmelerini isaret ederken, 3000-3500 cm”
! araligindaki spektrum ise piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon ydntemi ile
immobilize edilen -galactosidase enziminin O-H ve -NH gruplarinin gerilme bantlarini
ifade etmektedir [99, 100, 101, 102].

Tablo 5.31°de, piring kabugu ile yapilan immobilizasyon c¢aligmalarina ait FTIR
analizlerinden elde edilen absorpsiyon pikleri ve bu piklere karsilik gelen baglar detayli

olarak verilmistir.
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Sekil 5.62 Piring kabugu ile yapilan ¢alismalara ait FTIR analizleri 1) On islem gormiis
piring kabugu, 2) Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimi, 3) Glutaraldehit ile muamele edilen piring kabugu, 4)
Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen

[-galactosidase enzimi
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Tablo 5.31 Piring kabugu ile yapilan ¢aligmalara ait FTIR analiz sonuglart

On islem 1 Nolu immobilizasyon Glutaraldehit ile 2 Nolu immobilizasyon Referans
sonrasi yontemi sonrasi muamele sonrasi yontemi sonrasi
G-A.'in silisyumu 471.03 470.01 466.46 466.46 [99, 100]
aktiflestirmesi

C-H deformasyonu 673.71 663.98 666.72 [99]
-C=0 802.14 805.47 803.89 [103]
C-H gerilme alanlan 899.91 858.76 [99]
Alifatik N-O 993.18, 927.34 [99]
C-O gerilmesi 1102.81 1079.45 1100.68 1108.40, 1051.96 [99]
Capraz bag olusumu 1157.78 1157.78 [100]
O-H gerilmesi 1256.54 1234.60 [100]
O-H diizlemsel 1383.99 1384.06, 1316.90 [99]

gerilmesi
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Tablo 5.31 Piring kabugu ile yapilan ¢alismalara ait FTIR analiz sonuglar1 (devami)

On islem 1 Nolu immobilizasyon Glutaraldehit ile 2 Nolu immobilizasyon Refeans
sonrasi yontemi sonrasi muamele sonrasi yontemi sonrasi
Amid-II bagy, N-H gerilmesi | 1513.39 1514.42 1456.81 [11(?01]
: . [102,
Amid-II bag: 1558.31, 1508.93 101]
Amid-I bag, N-H 1635.25 1638.14 1637.04 1637.75 [11(?133
Karakteristik nanofiber 1736.63 1736.63 [104]
-N=C=0 gerilmesi 2102.87 2089.07 2126.37 [99]
Capraz baglama
molekiillerinin C-H 2851.64 2851.64 [100]
gerilmesi
Asimetrik r?gf'lhger"me'er" 2923.56 2023.88 2024.73 [101,100]
Absorbe suyun O-H 3434.06 3417.58 [99, 98]
gerilmesi
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SEM analizleri elde edilen immobilize B-galactosidase enzimleri iginden bir tanesi
secilerek gergeklestirilmistir. Bunun icin, 50 g/L konsantrasyonunda hazirlanan laktoz
cozeltisindeki hidroliz prosesi sonucu, % 75.88 hidroliz derecesi degeri ile, elde edilen
diger immobilize B-galactosidase enzimlere gore en yiiksek hidroliz derecesine sahip
olan, kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimi kullanilmistir. SEM analizlerinden elde edilen yiizey gortntiileri
incelendiginde, immobilizasyon oOncesi 6n islem goérmiis kabak lifinin yiizey
puriizliliigiiniin, p-galactosidase enzim immobilizasyonu gergeklestirildikten sonra
arttigr gorilmistiir. Bu durum, Kluyveromyces marxianus kaynakli B-galactosidase

enziminin 6n islem gormiis kabak lifi yiizeyine adsorbe oldugunu gostermektedir.
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0

SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, kabak lifi ve piring kabugu iizerine 1 ve 2 nolu immobilizasyon yontemleri
ile immobilize edilen Kluyveromyces marxianus kaynakli [-galactosidase enzim

numuneleri i¢in elde edilen veriler; Tablo 6.1-6.4’te 6zetlenmistir.

Tablo 6.1 Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait veriler

Ozellik Degerler
Optimum degerler pH =6

T=37°C
Depolama kararliligi 28. giiniin sonunda kalan enzim aktivitesi = % 75.38
Tekrar kullanim 4. Kullanim sonunda kalan enzim aktivitesi = % 79.98
Laktoz hidrolizi Laktoz ¢cozeltisinde (50 g laktoz/L) hidroliz:

Kalan laktoz konsantrasyonu = 12.06 g/L
Kalan enzim aktivitesi = % 60.85
Hidroliz derecesi = % 75.88

Anne siitiinde (72.8 g laktoz/L) hidroliz:

Kalan laktoz konsantrasyonu = 1.5 g/L

Kalan enzim aktivitesi = % 71.6
Hidroliz derecesi = % 97.93

Kinetik veriler Inhibitorsiiz ortam:
Km = 9.42x10* g/mL
Vmax = 0.785 U/mL

Inhibitorli ortam:
Km = 1.61x10" g/mL
Vmax =0.673 U/mL
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Tablo 6.2 Kabak lifi {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
-galactosidase enzimine ait veriler

Ozellik Degerler
Optimum degerler pH =8

T=40°C
Depolama kararliligi 28. giiniin sonunda kalan enzim aktivitesi = % 60.38
Tekrar kullanim 4. Kullanim sonunda kalan enzim aktivitesi = % 53.42
Laktoz hidrolizi Laktoz cozeltisinde (50 g laktoz/L) hidroliz:

Kalan laktoz konsantrasyonu = 17.20 g/L
Kalan enzim aktivitesi = % 55.68
Hidroliz derecesi = % 65.60

Anne siittinde (72.8 g laktoz/L) hidroliz:

Kalan laktoz konsantrasyonu = 0.6 g/L
Kalan enzim aktivitesi = % 87.42
Hidroliz derecesi = % 99.17

Kinetik veriler Inhibitorsiiz ortam:
Km = 1.18x10" g/mL
Vmax =0.847 U/ml_

Inhibitorlii ortam:
Km = 1.90x10" g/mL
Vmax = 0.706 U/mL
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Tablo 6.3 Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait veriler

Ozellik Degerler
Optimum degerler pH =8

T=40°C
Depolama kararliligi 28. giiniin sonunda kalan enzim aktivitesi = % 98.87
Tekrar kullanim 4. Kullanim sonunda kalan enzim aktivitesi = % 37.25
Laktoz hidrolizi Laktoz cozeltisinde (50 g laktoz/L) hidroliz:

Kalan laktoz konsantrasyonu = 14.60 g/L
Kalan enzim aktivitesi = % 76.52
Hidroliz derecesi = % 70.80

Anne siitiinde (72.8 g laktoz/L) hidroliz:
Kalan laktoz konsantrasyonu = 0 g/L

Kalan enzim aktivitesi = % 86.25
Hidroliz derecesi = % 100

Kinetik veriler Inhibitorsiiz ortam:
Km = 6.47x10* g/mL
Vmax =0.924 U/ml_

Inhibitorlii ortam:
Km = 7.64x10*g/mL
Vmax =0.955 U/mL
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Tablo 6.4 Piring kabugu {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait veriler

Ozellik Degerler
Optimum degerler pH =8

T=37°C
Depolama kararliligi 28. giiniin sonunda kalan enzim aktivitesi = % 76.16
Tekrar kullanim 4. Kullanim sonunda kalan enzim aktivitesi = % 48.29
Laktoz hidrolizi Laktoz cozeltisinde (50 g laktoz/L) hidroliz:

Kalan laktoz konsantrasyonu = 15.64 g/L
Kalan enzim aktivitesi = % 83.69
Hidroliz derecesi = % 68.72

Anne siittinde (72.8 g laktoz/L) hidroliz:

Kalan laktoz konsantrasyonu = 5.43 g/L
Kalan enzim aktivitesi = % 93.32
Hidroliz derecesi = % 92.54

Kinetik veriler Inhibitorsiiz ortam:
Km = 1.03x103g/mL
Vmax =0.737 U/ml_

Inhibitorlii ortam:
Km = 1.55x10° g/mL
Vmax = 0.714 U/mL

A. PB-galactosidase enziminin kabak lifi ve pirin¢ kabugu iizerine 1 ve 2 nolu
immobilizasyon yontemleri ile immobilize edilmesi ile gerceklestirilen

calismalar sonucunda elde edilen bulgular;

1) Kabak lifi ve piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enzimleri i¢in proses sonrasi aktivite cinsinden

geri kazanim degerleri sirasiyla, % 84.90 ve % 95.60t1r.

2) Kabak lifi ve piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enzimleri igin proses sonrasi protein cinsinden

geri kazanim degerleri sirasiyla, % 80.53 ve % 88.06°dur.
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3)

4)

5)

6)

7)

8)

Kabak lifi ve piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile
Immobilize edilen B-galactosidase enzimleri igin proses sonrasi aktivite cinsinden

geri kazanim degerleri sirasiyla, % 80.25 ve % 95.66°dur.

Kabak lifi ve piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile
Immobilize edilen B-galactosidase enzimleri igin proses sonrasi protein cinsinden

geri kazanim degerleri sirasiyla, % 73.30 ve % 76.28’dir.

Kabak lifi {lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[B-galactosidase enziminin optimum pH’1 6 iken, kabak lifi iizerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin, piring
kabugu iizerine 1 ve 2 nolu immmobilizasyon yontemi ile immobilize B-
galactosidase enziminin optimum pH degeri 8 olarak saptanmistir. Serbest [3-

galactosidase enziminin optimum pH’1 ise 7 olarak belirlenmistir.

Serbest f-galactosidase enzimi, kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi
ile immobilize edilen B-galactosidase enzimi ve piring kabugu iizerine 2 nolu
immmobilizasyon yontemi ile elde edilen immobilize B-galactosidase enziminin
optimum sicakligi 37 °C iken, kabak lifi tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi
ile B-galactosidase enzimi ve piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin optimum sicakligi ise 40

°C olarak saptanmuistir.

28. Giinlin sonunda kalan enzim aktivite degerleri, kabak lifi lizerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminde %
75.38, kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen f3-
galactosidase enziminde % 60.38, piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminde %98.87, piring kabugu
tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase

enziminde ise % 76.16’dur.

4. Kullamim sonunda kalan enzim aktivitesi, kabak lifi tizerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminde %
79.98, kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enziminde % 53.42, piring  kabugu  ilizerine 1  nolu

immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminde %
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9)

37.25, piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize

edilen B-galactosidase enziminde ise % 48.29°dur.

50 g/L Konsantrasyonundaki laktoz c¢ozeltisinde gerceklestirilen 30 dakikalik
hidroliz prosesi sonunda elde edilen hidroliz dereceleri, kabak lifi tizerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminde %
75.88, kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enziminde % 65.60, piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminde % 70.80, piring kabugu
tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase
enziminde ise % 68.72’dir.

10) Anne siitiinde gergeklestirilen 30 dakikalik hidroliz prosesi sonunda elde edilen

hidroliz dereceleri, kabak lifi {izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enziminde % 97.93, kabak lifi iizerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminde %
99.17, piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen P-galactosidase enziminde % 100, piring kabugu {izerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminde %
92.54’tiir.

11) Inhibitdrsiiz ortamda kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile

immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait Kn ve Vmax degerleri sirasiyla;
9.42x10* g/mL, 0.785 U/mL, kabak lifi {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi
ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait K Ve Vmax degerleri sirasiyla;
1.18x10° g/mL, 0.847 U/mL, piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait Km ve Vimax degerleri
sirastyla; 6.47x10* g/mL, 0.924 U/mL, piring kabugu iizerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait Kn

ve Vimax degerleri sirastyla; 1.03x10-3g/mL, 0.737 U/mL olarak saptanmustir.

12) % 5 CaClz varhigindaki inhibitorlii ortamda, kabak lifi {izerine 1 nolu

immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen -galactosidase enzimine ait Kn
ve Vmax degerleri sirastyla; 1.61x10° g/mL, 0.673 U/mL, kabak lifi iizerine 2 nolu

immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait Kn
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ve Vimax degerleri sirasiyla; 1.90x10° g/mL, 0.706 U/mL, piring kabugu iizerine 1
nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait
Km Ve Vimax degerleri sirasiyla; 7.64x10* g/mL, 0.955 U/mL, piring kabugu iizerine
2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine
ait Km Ve Vmax degerleri sirasiyla; 1.55x10° g/mL, 0.714 U/mL olarak

saptanmistir.

13) Immobilize B-galactosidase enzimlerinin FTIR analizleri incelenmis olup

B.

1)

2)

immobilizasyon Oncesi kabak lifi ve piring kabugundaki baglar ile
immobilizasyon sonrasindaki baglar belirlenmistir. Kabak lifi tizerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimine ait SEM
analizi ile immobilizasyon sonrasi kabak lifinin ylizey piriizliligiiniin arttig

gorilmiustir.
Matematiksel modelleme calismalari sonucunda elde edilen bulgular;

Immobilize B-galactosidase enzimlerinin depolama siireleri sonrasinda elde
edilen relatif enzim aktivite deneysel verilerine uyan matematiksel
modellemelerde; kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enziminin 1. derece kinetik modele (Denklem
5.1), kabak lifi lizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enziminin ve piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen [-galactosidase enziminin 2. derece Kinetik
modele, pirin¢ kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enziminin Sadana ve Henley tarafindan gelistirilen kinetik

modele (Denklem 5.3) uydugu goriilmiistiir.

Baslangi¢ laktoz konsantrasyonu 50 g/L olan laktoz ¢dzeltisinin 30 dakikalik
hidroliz prosesi ile elde edilen laktoz konsantrasyon deneysel verilerine uyan
matematiksel modellemelerde; kabak lifi izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi
ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin 1. derece kinetik modele
(Denklem 5.1), kabak lifi izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen -galactosidase enziminin Exponential Fit kinetik modele (Denklem 5.5),
piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen

B-galactosidase enziminin Reciprocal Quadratic kinetik modele (Denklem 5.7),
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3)

4)

5)

piring kabugu {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enziminin ise 2. derece kinetik modele (Denklem 5.2) uydugu

gorilmistir.

Baslangi¢ laktoz konsantrasyonu 50 g/L olan laktoz ¢ozeltisinin 30 dakikalik
hidroliz prosesi ile elde edilen hidroliz derecesi deneysel verilerine uyan
matematiksel modellemelerde; kabak lifi lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi
ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin, kabak lifi {izerine 2 nolu
immobilizasyon yoOntemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin ve
piring kabugu {izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enziminin Exponential Association kinetik modele (Denklem
5.4), piring kabugu tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen

B-galactosidase enziminin ise 2. derece kinetik modele uydugu goriilmiistiir.

Baslangic laktoz konsantrasyonu 50 g/L olan laktoz ¢ozeltisinin 30 dakikalik
hidroliz prosesi ile elde edilen enzim aktivitesi deneysel verilerine uyan
matematiksel modellemelerde; kabak lifi {izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi
ile immobilize edilen B-galactosidase enzimi ile piring kabugu iizerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen [3-galactosidase enziminin Sadana
ve Henley tarafindan gelistirilen kinetik modele (Denklem 5.3), kabak lifi {izerine
2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimi ile
piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enziminin 2. derece kinetik modele (Denklem 5.2) uydugu

gorilmiistiir.

Baslangi¢c laktoz konsantrasyonu 72.8 g/L olan anne siitiindeki 30 dakikalik
hidroliz prosesi ile elde edilen laktoz konsantrasyon deneysel verilerine uyan
matematiksel modellemelerde; kabak lifi izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi
ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin Exponential Fit kinetik modele
(Denklem 5.5), kabak lifi tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimi, piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen $-galactosidase enzimi ve piring kabugu {izerine 2
nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen (3-galactosidase enziminin 2.

derece kinetik modele (Denklem 5.2) uydugu goriilmiistiir.
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6) Baslangi¢ laktoz konsantrasyonu 72.8 g/L olan anne siitiindeki 30 dakikalik
hidroliz prosesi ile elde edilen hidroliz derecesi deneysel verilerine uyan
matematiksel modellemelerde; kabak lifi lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi
ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin Rasyonel Fonksiyon kinetik
modele (Denklem 5.6), kabak lifi iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase enzimi, piring kabugu iizerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen (3-galactosidase enzimi ve piring
kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enziminin Exponential Association kinetik modele (Denklem 5.4)

uydugu gorilmiistiir.

7) Baslangig laktoz konsantrasyonu 72.8 g/L olan anne siitiindeki 30 dakikalik
hidroliz prosesi ile elde edilen enzim aktivitesi deneysel verilerine uyan
matematiksel modellemelerde; kabak lifi {izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi
ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin 2. derece kinetik modele
(Denklem 5.2), kabak lifi tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimi, piring kabugu {izerine 1 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enzimi ve piring kabugu tizerine 2
nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen B-galactosidase enziminin
Sadana ve Henley tarafindan gelistirilen kinetik modele (Denklem 5.3) uydugu

gorilmiistiir.

Sonug olarak; kabak lifi ve piring kabugu {izerine 1 ve 2 nolu immobilizasyon yontemi
ile Kluyveromyces marxianus kaynakli B-galactosidase enziminin immobilizasyonu
gerceklestirilerek ozellikleri iyilestirilmeye calisilmistir. Immobilizasyon prosesinde
kullanilan kabak lifi ve piring kabugunun dogada kolay bulunmasi, elde edilen
immobilize [-galactosidase enzimlerinin tekrar kullanilabilir olmasi, c¢ozeltiden
kolaylikla ayrilabilirligi, laktozu hidrolizlemesi gibi avantajlar1 sebebiyle bu c¢alismada
elde edilen immobilize B-galactosidase enzimlerinin gida endiistrisinde laktozsuz gida
irlinlerinin {iretiminde kullanilabilirligi goriilmiistiir. Boylece laktoz intoleransina sahip

kisilerin tiiketebilecegi gida cesitliliginin artmasina katki saglanabilecektir.
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Elde edilen immobilize B-galactosidase enzimleri ile anne siitiinde gerceklestirilen 30
dakikalik hidroliz proseslerinden elde edilen hidroliz dereceleri % 92.54-100
araligindadir. Laktoz intoleransi olan bebeklerin anne siitiindeki laktoz sebebi ile anne
sitii tiikketmelerine engel olacak durumu, anne siitiindeki laktozu dis ortamda
parcalayarak Onlemek miimkiin olabilecektir. Anne siitiindeki laktozun dis ortamda
hidrolizlenmesi kabak lifi ve piring kabugu lizerine immobilize edilen Kluyveromyces

marxianus kaynakli immobilize B-galactosidase enzimi ile saglanabilecektir.
Bundan sonraki ¢alismalar icin oneriler;

1) Immobilizasyon prosesi igin ticari B-galactosidase enzimi yerine, laboratuvar
ortaminda enzim tretimi gergeklestirildikten sonra enzim immobilizasyonu
saglanabilir.

2) Farkli immobilizasyon yontemleri denenebilir.

3) Elde edilen immobilize f-galactosidase enzimleri ile yagl siit, yagsiz siit, peynir
alt1 suyu gibi farkli iirlinlerin laktoz hidroliz prosesleri ger¢eklestirilebilir.

4) Immobilizasyon i¢in farkli adsorbanlar kullanilabilir.

5) Capraz baglama malzemesi olarak glutaraldehit disinda farkli baglayicilar

denenebilir.
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A

DENEYSEL SONUCLAR

Tablo A.1 Farkli ONPG konsantrasyonlarinda hazirlanan ¢dzeltilerin absorbans

degerleri
ONPG Absorbans degeri
(mg/mL) (420 nm)
0.0 0.000
0.2 0.215
0.4 0.431
0.6 0.646
0.8 0.862
1.0 1.190

BSA Absorbans degeri
(mg/mL) (595 nm)
0.0 0.00
0.25 0.25
0.50 0.55
0.75 0.77
1.00 1.01
1.25 1.22
1.50 1.50

208

Tablo A.2 Farkli BSA konsantrasyonlarinda hazirlanan ¢ozeltilerin absorbans degerleri



Tablo A.3 Serbest -galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % relatif enzim
aktivite degerleri (pH =7, 300 rpm)

Sicaklik (°C) Relatif Enzim Aktivitesi (%)
30 90.37
35 93.83
37 100.00
40 79.92
50 42.35

Tablo A.4 Serbest (3-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki % relatif enzim
aktivite degerleri (T = 37 °C, 300 rpm)

pH Relatif Enzim Aktivitesi (%)
4 74.43
) 77.44
6 83.60
7 100.00
8 83.90
9 80.12
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Tablo A.5 Serbest 3-galactosidase enzim stabilitesine ait farkli sicakliklardaki % kalan
enzim aktivite degerleri (pH = 7)

Sicaklik (°C) Kalan Enzim Aktivitesi (%)
30 96.48
35 97.27
37 99.53
40 98.22
50 35.90

Tablo A.6 Serbest -galactosidase enzim stabilitelerine ait farkli pH’lardaki % kalan
enzim aktivite degerleri (T = 37 °C)

pH Kalan Enzim Aktivitesi (%)
4 0.00

) 77.39

6 97.43

7 100.00

8 97.08

9 76.20
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Tablo A.7 Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % relatif enzim aktivite degerleri
(pH =6, 300 rpm)

Sicaklik (°C) Relatif Enzim Aktivitesi (%)
30 98.06
37 100.00
40 97.58
50 84.68

Tablo A.8 Kabak lifi lizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen

B-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki % relatif aktivite degerleri
(T =237°C, 300 rpm)

pH Relatif Enzim Aktivitesi (%)
5 89.00
6 100.00
7 98.63
8 93.73
9 90.25
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Tablo A.9 Kabak lifi iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzim stabilitelerine ait farkli sicakliklardaki % kalan enzim aktivite
degerleri (pH =6)

Sicaklik (°C) Kalan Enzim Aktivitesi (%)
30 98.55
37 100.00
40 96.44
50 42.80

Tablo A.10 Kabak lifi {izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzim stabilitelerine ait farkli pH’lardaki % kalan enzim aktivite
degerleri (T =37 °C)

pH Kalan Enzim Aktivitesi (%)
4 16.21
5 62.59
6 100.00
7 94.46
8 96.42
9 78.83
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Tablo A.11 Kabak lifi {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % relatif enzim aktivite degerleri

(pH = 8)
Sicaklik (°C) Relatif Enzim Aktivitesi (%)
30 91.13
37 93.49
40 100.00
50 61.32

Tablo A.12 Kabak lifi {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimin ait farkli pH’lardaki % relatif enzim aktivite degerleri

(T =40 °C)
pH Relatif Enzim Aktivitesi (%)
5 89.77
6 90.12
7 90.50
8 100.00
9 88.58
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Tablo A.13 Kabak lifi {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzim stabilitelerine ait farkli sicakliklardaki % kalan enzim aktivite
degerleri (pH = 8)

Sicaklik (°C) Kalan Enzim Aktivitesi (%)
30 84.93
37 83.26
40 91.25
50 39.64

Tablo A.14 Kabak lifi {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzim stabilitelerine ait farkli pH’lardaki % kalan enzim aktivite
degerleri (T =40 °C)

pH Kalan Enzim Aktivitesi (%)
4 12.15
5 69.10
6 69.40
7 69.94
8 79.64
9 68.90
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Tablo A.15 Piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % relatif enzim aktivite

degerleri  (pH =8, 300 rpm)
Sicaklik (°C) Relatif Enzim Aktivitesi (%)
30 96.31
37 97.43
40 100.00
50 83.19

Tablo A.16 Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki % relatif enzim aktivite degerleri
(T =40 °C, 300 rpm)

pH Relatif Enzim Aktivitesi (%)
5 82.44
6 88.50
7 89.83
8 100.00
9 88.90
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Tablo A.17 Piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzim stabilitelerine ait farkli sicakliklardaki % kalan enzim
aktivite degerleri (pH = 8)

Sicaklik (°C) Kalan Enzim Aktivitesi (%)
30 88.82
37 90.65
40 93.66
50 38.53

Tablo A.18 Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzim stabilitelerine ait farkli pH’lardaki % kalan enzim aktivite
degerleri (T =40 °C)

pH Kalan Enzim Aktivitesi (%)
4 9.59

) 21.40

6 83.58

7 85.82

8 100.00

9 78.87
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Tablo A.19 Piring kabugu tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimine ait farkli sicakliklardaki % relatif enzim aktivite
degerleri (pH =8, 300 rpm)

Sicaklik (°C) Relatif Enzim Aktivitesi (%)
30 97.34
37 100.00
40 77.65
50 56.96

Tablo A.20 Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimine ait farkli pH’lardaki % relatif enzim aktivite degerleri
(T =237°C, 300 rpm)

pH Relatif Enzim Aktivitesi (%)
5 12.47
6 97.66
7 97.98
8 100.00
9 86.54
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Tablo A.21 Piring kabugu tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzim stabilitelerine ait farkli sicakliklardaki % kalan enzim
aktivite degerleri (pH = 8)

Sicaklik (°C) Kalan Enzim Aktivitesi (%)
30 80.96
37 85.17
40 48.56
50 39.82

Tablo A.22 Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzim stabilitelerine ait farkli pH’lardaki % kalan enzim aktivite
degerleri (T =37 °C)

pH Kalan Enzim Aktivitesi (%)
4 16.23
) 20.94
6 83.49
7 84.87
8 97.66
9 81.26
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Tablo A.23 Immobilize enzim numunelerinin depolama kararliligina ait degerler

Kalan Enzim Aktivitesi (%)

0. 7. 14. 28.
giin giin giin giin

B-galactosidase enzimi

Kabak lifi tizerine 1 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen 100 94.46 86.45 75.38
B-galactosidase enzimi

Kabak lifi tizerine 2 nolu immobilizasyon
yontemi ile immobilize edilen 100 90.21 75.80 60.38
B-galactosidase enzimi
Piring kabugu tizerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize 100 98.96 98.87 98.87
edilen B- galactosidase enzimi
Piring kabugu iizerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile immobilize 100 99.59 91.05 76.16
edilen B- galactosidase enzimi

Tablo A.24 Immobilize enzim numunelerinin tekrar kullanimlari sonucu elde edilen %
kalan enzim aktivite degerleri

Kullanim Sayis1 Sonrasi Kalan Enzim
Aktivitesi (%)

0 1 2 3 4

B-galactosidase enzimi

Kabak lifi tizerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase
enzimi

100 97.79 | 85.58 | 83.49 | 79.98

Kabak lifi tizerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase
enzimi

100 95.77 | 9240 | 62.06 | 53.42

Piring kabugu iizerine 1 nolu
immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen B-galactosidase
enzimi

100 95.80 | 59.66 | 41.75 | 37.25

Piring kabugu iizerine 2 nolu
immobilizasyon yontemi ile
immobilize edilen p-galactosidase
enzimi

100 80.29 | 63.15 | 60.11 | 48.29
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Tablo A.25 Serbest B-galactosidase enzimine ait inhibitdrsiiz ortam ve % 5 CaCl»
(w/v) igeren inhibitorlii ortam i¢in kinetik verilerin hesaplanmasinda kullanilan veriler

Inhibitorsiiz Inhibitorli
S 1/S Ortam Ortam
(mg/mL) | (mL/g)* \V/ 1V vV v
(UmL) | (U/mL)* | (U/mL) | (U/mL)?
0.2 5000 0.123 8.13 0.084 11.90
0.4 2500 0.232 4.31 0.156 6.40
0.6 1660 0.285 3.50 0.219 4.55
0.8 1250 0.357 2.80 0.273 3.65
1.0 1000 0.454 2.20 0.322 3.10

Tablo A.26 Kabak lifi {izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
-galactosidase enzimine ait inhibitorsiiz ortam ve % 5 CaClz (w/v) igeren inhibitorli
ortam i¢in kinetik verilerin hesaplanmasinda kullanilan veriler

Inhibitorsiiz inhibitorli
S 1/S Ortam Ortam
(mg/mL) | (mL/g)* Vv 1V Vv iAY
(U/mL) | (U/mL)? | (U/mL) | (U/mL)?
0.2 5000 0.142 7.04 0.075 13.21
0.4 2500 0.192 5.20 0.132 7.52
0.6 1660 0.285 3.50 0.184 5.42
0.8 1250 0.357 2.80 0.227 4.39
1.0 1000 0.555 1.80 0.265 3.77
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Tablo A.27 Kabak lifi tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
-galactosidase enzimine ait inhibitorsiiz ortam ve % 5 CaClz (w/v) igeren inhibitorlii
ortam i¢in kinetik verilerin hesaplanmasinda kullanilan veriler

Inhibitorsiiz Inhibitorli
S 1/S Ortam Ortam
(mg/mL) | (mL/g)? Vv 1V \% Y
(UmL) | (U/mL)* | (U/mL) | (U/mL)?
0.2 5000 0.128 7.8 0.066 15.05
0.4 2500 0.158 6.3 0.118 8.42
0.6 1660 0.238 4.2 0.167 5.99
0.8 1250 0.476 2.1 0.208 4.80
1.0 1000 0.500 2.0 0.246 4.07

Tablo A.28 Piring kabugu iizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen 3-galactosidase enzimine ait inhibitorsiiz ortam ve % 5 CaClz (w/v) igeren
inhibitdrlii ortam igin kinetik verilerin hesaplanmasinda kullanilan veriler

Inhibitorsiiz inhibitorli

S 1/S Ortam Ortam

(mg/mL) | (mL/g)* V 1V \Y, 1V
(UmL) | (U/mL)* | (U/mL) | (U/mL)?

0.2 5000 0.25 4.00 0.196 5.08

0.4 2500 0.29 3.44 0.347 2.88

0.6 1660 0.35 2.85 0.416 2.40

0.8 1250 0.72 1.38 0.480 2.08

1.0 1000 0.83 1.20 0.532 1.88
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Tablo A.29 Piring kabugu tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen 3-galactosidase enzimine ait inhibitorsiiz ortam ve % 5 CaClz (w/v) igeren
inhibitdrlii ortam igin kinetik verilerin hesaplanmasinda kullanilan veriler

Inhibitorsiiz Inhibitorli
S 1/S Ortam Ortam
(mg/mL) | (mL/g)? Vv 1V \% Y
(UmL) | (U/mL)* | (U/mL) | (U/mL)?
0.2 5000 0.130 7.69 0.085 11.73
0.4 2500 0.149 6.70 0.151 6.60
0.6 1660 0.263 3.80 0.206 4.84
0.8 1250 0.285 3.50 0.251 3.98
1.0 1000 0.840 1.19 0.289 3.45

Tablo A.30 Kabak lifi {izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait laktoz ¢ozeltisindeki hidroliz degerleri

Zaman (dk) 0 10 20 30

Laktoz konsantrasyonu (g/L) 50 21.94 14.30 12.06
Kalan enzim aktivitesi (%) 100 69.37 62.88 60.85
Laktoz hidroliz derecesi (%0) 0 56.12 714 75.88
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Tablo A.31 Kabak lifi {izerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
[B-galactosidase enzimine ait anne siitiindeki laktoz hidroliz degerleri

Zaman (dk) 0 10 20 30

Laktoz konsantrasyonu (g/ L) 72.80 23.80 5.50 1.50
Kalan enzim aktivitesi (%) 100.00 86.36 71.60 71.60
Laktoz hidroliz derecesi (%0) 0.00 48.97 67.35 97.93

Tablo A.32 Kabak lifi {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait laktoz ¢ozeltisindeki hidroliz degerleri

Zaman (dk) 0 10 20 30

Laktoz konsantrasyonu (g/L) 50.00 29.84 19.86 17.20
Kalan enzim aktivitesi (%) 100.00 76.81 61.59 55.68
Laktoz hidroliz derecesi (%0) 0.00 40.32 60.28 65.60

Tablo A.33 Kabak lifi {izerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
B-galactosidase enzimine ait anne siitiindeki laktoz hidroliz degerleri

Zaman (dk) 0 10 20 30

Laktoz konsantrasyonu (g/ L) 72.80 29.00 4.60 0.60
Kalan enzim aktivitesi (%) 100.00 89.18 88.05 87.42
Laktoz hidroliz derecesi (%) 0.00 60.16 93.68 99.17
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Tablo A.34 Piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimine ait laktoz ¢6zeltisindeki hidroliz degerleri

Zaman (dk) 0 10 20 30

Laktoz konsantrasyonu (g/L) 50.00 19.50 14.88 14.60
Kalan enzim aktivitesi (%) 100.00 76.94 76.86 76.52
Laktoz hidroliz derecesi (%0) 0.00 61.00 70.24 70.80

Tablo A.35 Piring kabugu tizerine 1 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimine ait anne siitiindeki laktoz hidroliz degerleri

Zaman (dk) 0 10 20 30
Laktoz konsantrasyonu (g/ L) 72.80 35.2 7.90 0.00
Kalan enzim aktivitesi (%) 100.00 91.22 87.64 86.25
Laktoz hidroliz derecesi (%) 0.00 51.64 89.14 100.00

Tablo A.36 Piring kabugu iizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimine ait laktoz ¢ozeltisindeki hidroliz degerleri

Zaman (dk) 0 10 20 30

Laktoz konsantrasyonu (g/L) 50.00 31.04 18.86 15.64
Kalan enzim aktivitesi (%) 100.00 98.65 93.76 83.69
Laktoz hidroliz derecesi (%0) 0.00 37.92 62.28 68.72
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Tablo A.37 Piring kabugu tizerine 2 nolu immobilizasyon yontemi ile immobilize
edilen B-galactosidase enzimine ait anne siitiindeki laktoz hidroliz degerleri

Zaman (dk) 0 10 20 30

Laktoz konsantrasyonu (g/ L) 72.80 43.60 23.30 5.43
Kalan enzim aktivitesi (%) 100.00 95.47 93.82 93.32
Laktoz hidroliz derecesi (%0) 0.00 40.00 67.87 92.54
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