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Oz

Gida endustrisinde farkli amaglarla gesitli enzimler buylk oranda kullaniimaktadir.
Kullanilan enzimlerin yurtdisi firmalardan yuksek fiyatlarla alinmasi ve bunlarin
proseste sadece bir kez kullaniimasi igletme maliyetlerini arttirmaktadir. Enzimlerin
yogun kullanildigi alanlardan biri tUlkemizde de Uretimi yapilan laktozu azaltilmig
sut Uretimidir. Bu proseste laktaz enzimleri yogun olarak kullaniimaktadir.
Aspergillus oryzae kaynakli [-galaktozidaz, laktozun glukoz ve galaktoza
hidrolizini katalizleyen temel enzimdir. Laktozun glukoz ve galaktoza hidrolizi, gida

teknolojisi ve beslenme agisindan 6nemlidir.

Bu calismada, strekli sistemde laktozu azaltiimis sut Uretimde kullaniimak Gzere

yuksek performanslh enzim tutuklu dolgulu kolon reaktor tasarimi amaclanmistir.

ilk asamada B-galaktozidaz'in recineye (Duolite A568) adsorpsiyonu incelenerek
sonuglar matematiksel olarak degerlendirilmis; Langmuir ve Freundlich izotermleri
ile modellenmistir. Denge verileri adsorban ylzeyinin homojenligini ifade eden
Langmiur izotermine uydugunu goéstermigstir. Langmiur izoterminde maksimum

adsorpsiyon kapasitesi (Q0)35oc'de 0.051mg/g olarak saptanmistir. Enzimin

recineye adsorpsiyon mekanizmasinin agiklanmasi igin pseudo-birinci derece ve
pseudo-ikinci derece kinetik modelleri test edilmis ve adsorpsiyon prosesinin ikinci
derece kinetik modele uydugu belirlenmistir.

ikinci asamada enziminin zayif bazik karakterde regine (zerine tutuklama
parametreleri belirlenmis ve optimum tutuklama parametreleri; baglangic enzim

derisimi 5.0mg/mL, tutuklama suresi 60dk, tutuklama pH’si 4.5 ve tutuklama

sicakhgl 35°C olarak elde edilmigtir.

Kinetik parametreler K, V,.x serbest enzim igin sirasiyla 73.97 mmol/L 73.96

pmol/dk mg enzim ve tutuklu enzim igin sirasiyla 108,96 mmol/L 54,07 umol/dk



mg tutuklu enzim olarak bulunmusgtur. Tutuklama ile enzimin K,,, degerinin arttig

goOrulmektedir. Thiele moduli ve etkinlik katsayilari hesaplanmistir. Partikl
bayukligunun artmasi ile Thiele modulunun 1.23'den 1.50’a arttigi ve diger
yandan etkinlik katsayisinin ise 0.91’den 0.87’e azaldigi saptanmistir.

Partikll bUyuklGginin, L/D oranina ve akis hizina, enzim tutuklu dolgulu kolon
reaktor kinetigi Uzerine etkisi uyari-cevap ve moment teknikleri ile incelenmistir.
Sonuclar kolon Peclet sayisi, eksenel dagilim katsayisi, donusum hizi, Damkdhler
sayisi ve reaksiyon hiz sabiti degerleri hesaplanarak agiklanmistir. Bu veriler
dogrultusunda hazirlanacak enzim tutuklu dolgulu kolon reaktor sisteminde
kullanilmasi uygun olan partikul buyuklugu, kolon L/D orani ve akis hizi sirasiyla;

390 um, 10 ve 4 mL/dk olarak belirlenmistir.

Calismanin  son asamasinda hazirlanan enzim tutuklu dolgulu kolonun
performansi sut 6rneg@i kullanilarak test edilmigtir. Enzim tutuklu dolgulu kolon

reaktor ile sutteki laktozdan % 55 donugsum elde edilmigtir.

ANAHTAR KELIMELER: Laktoz, 8- Galaktozidaz, Dolgulu Kolon Reaktér, Uyari

Cevap Teknigi, Moment Analizi, Etkinlik Katsayisi, Thiele Modulli, Damkéhler
Sayisi

Danisman: Prof.Dr. Mehmet MUTLU, Hacettepe Universitesi, Gida Miihendisligi
Bolumu, Gida Muhendisligi Anabilim Dali



THE USE OF PACKED-BED REACTOR IN ENZYMATIC HYDROLYSIS OF
LACTOSE: INVESTIGATION OF THE GEOMETRY OF THE PACKED- BED
COLUMN AND FLOW PROPERTIES

Sevim Giirdas
ABSTRACT

Soluble or immobilized form of enzymes are used in food industry for different
purposes. Their supplement from aboard firms with high prices and their limited
usage due to their soluble form highly increases the operational cost of the
process. One of the area in which enzymes are consistently used is the production
of low lactose milk production, which is also widely produced in our country. In this

process, mainly lactase enzymes are being used. Aspergillus oryzae pg-

galactosidase, is the main enzyme that catalyses the hydrolysis of lactose to
glucose and galactose. The conversion of lactose to glucose and galactose is very

important from food technology and nutrition point of view.

In this study, it was aimed to use the production of low lactose milk production and
to design a packed bed reactor that will achive high conversion ratio in continious
systems.

In this step, adsorption of B-galactosidase onto basic resin (Duolite A568) were
modeled with the Langmuir and Freundlich isotherm as the results were evaluated
the mathematical description of the adsorption equilibrium. The equilibrium data
fitted well with the Langmuir model which demonstrated the homogeneity of the
surface of the adsorbent. The maximum adsorption capacity was found to be
0.051 mg/g resin from the Langmuir isotherm model at 35 °C. Furthermore
adsorption was kinetically modeled to explain the mechanism of adsorption and to
determine the rate of the adsorption process. Two different kinetic models were
tested and the adsorption process of the enzyme was explained best with the

pseudo-second-order kinetic model.

Immobilization parameters of enzyme on weak base ion exchange resin was

determined and optimum immobilization parameters were obtained as; initial



enzyme concentration5.0mg/mL, immobilization time 60min, immobilization

pH 4.5 and immobilization temperature 35°C.

Kinetic parameters of K, Vy.x Were calculated as 73.97 mmol/L 73.96 ymol/dk

mg respecitvely for free enzyme, and 108.96mmol/L 54.07 pmol/dk mg
respecitvely for immobilized enzyme. It can be seen that K, was increased by
immobilization. Also Thiele modulus and effectiveness factor for enzyme-
immobilized particles of different sizes were calculated. It was determined that
increasing particle size from 390 um to 475 um lead to an increase in Thiele
modulus from 1.23 to 1.50 and a decrease in effectiveness factor from 0.91 to
0.87.

The effects of particle size, L/D ratio and flow rate on enzyme immobilized packed
bed column kinetics were determined by using stimulus-response and moment
techniques. The results were explained by calculating of Peclet number, axial
dispersion coefficient, conversion rate, Damkohler number and reaction rate.
According to these results, the particle size, L/D ratio and flow rate appropriate for

this system were determined as 390 um, 10 and 4 mL/min, respectively.

Prepare results of this study, performance of enzyme immobilized packed bed
reactor was tested with milk sample. It was obtained 55% conversion of lactose

from milk with enzyme immobilized packed bed reactor

KEY WORDS: Lactose, p-Galactosidase, Packed-Bed Column Reactor,

Stimulus Response Technique, Moment Analysis, Effectiveness Factor, Thiele

Modulus, Damkohler Number

Advisor: Prof.Dr. Mehmet MUTLU, Hacettepe University, Department of Food
Engineering, Food Engineering Section
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1. GIRIS

Son yillarda gida endustrisinin gdsterdigi gelisim ve ilerleme sirecinde 6zel amagli
gidalarin Uretilmesine yonelik cabalar artmaktadir. Ozel amagcl Uriinler icinde en
blylk pay! da diyet ve tibbi amagh Griinler almaktadir. Ulkemizde tibbi amagh gida
uretimi sinirli yapilmakta ve yetersiz kalmaktadir. Turk gida sektorinun bu konuda
tesvik edilmesi gerekmektedir. Bu tir Uretimlerin; Ulkemizde hasta bireylerin
beslenmesine, Ulke ekonomisine ve gida endustrisinin gelismesine katkida
bulunacagi dusunulmektedir. Bu ¢alismada sutin beslenmedeki rolu dasunulerek,
tibbi amagh gida niteligi tasiyan laktozu azaltiimig siit Uretilmesi hedeflenmigtir.

Sut ve st Urlnlerindeki temel karbonhidrat laktozdur. Laktoz, ince bagirsak
kanalinda laktaz enzimi tarafindan glukoz ve galaktoza hidrolize edilerek
emilmektedir. Organizmada laktaz eksikligi ya da yoklugunda laktozun hidroliz
olamayacagindan emilimi de gergeklesememektedir. Bu sorun literatirde “laktoz
intolerans|” veya “laktaz eksikligi” olarak adlandiriimakta ve bu bireylere de “laktoz
intolerant” denmektedir (Paige and Davis 1985; Savaiano and Levitt, 1987; Santos
et. al.,, 1998). Laktoz intolerantlar, laktoz iceriginden dolayr sut ve Urunlerini
tuketememektedir. Laktoz intolerantlar icin laktozu azaltilmig st Uretimi blyuk
onem tasimaktadir. Laktozu dusUralmus sut dretiminde, enzimatik hidroliz teknigi

bilinen ve yaygin olarak uygulanan bir yontemdir. Bu yontemde 2 - galaktozidaz

(laktaz) enzimi kullanilarak laktozun glukoz ve galaktoza enzimatik yolla hidrolizi

saglanmaktadir. Ginumuzde gelismis Ulkelerde serbest ve tutuklu g - galaktozidaz

kullanilarak hem laktoz intolerantlara icme suti olanagi saglanmakta hem de
hidroliz Grandnun teknolojik Ustunluklerinden yararlaniimaktadir (Gekas ve Lopez-
Leiva, 1985; Mahoney, 1998). Laktozun enzimatik hidrolizi kesikli ve surekli
proseslerle gergeklestiriimektedir. Endustride surekli sistemde laktozu azaltiimis

sut dretiminde enzim tutuklu dolgulu kolon reaktorlere gereksinim duyulmaktadir.

Kimya, gida ve proses muhendisligi alaninda ¢ok 6nemli sistem olan dolgulu
kolonlarin sabit yatakh katalitik reaktorl, c¢Ozinen adsorpsiyonu, absorpsiyon,
filtreli yataklar ve enzimatik dénisum gibi uygulamalari bulunmaktadir (Levenspiel,
1972). Dolgu malzemesi olarak, kire, silindir gibi farkli geometriye sahip alimina,
silika, alijinat, kil, bentonit, perlit, zeolit polistiren ve recine gibi materyaller
kullaniimaktadir. Dolgu yatakl reaktorler darin inhibisyonu amagh reaksiyon



sistemleri i¢in yaygin olarak kullaniimaktadir. Tum reaktor igerisinde substrat ve
uriin derigimi arasindaki duguk farktan dolay! inhibisyon etkisinin azalmasi
nedeniyle verimleri blyuktir (Carrara et. al., 2002). Biyolojik Uretimlerde dolgu
yatakli  reaktorlerin  kullanimi, cevresel problemlerin yeni teknolojilere
donusturalmesi uygulamasina olanak saglamaktadir (Mammarella and Amelia,
2006).

Bu calismada, surekli sistemde laktozu azaltilmis sut Uretimde kullaniimak Gzere
yuksek performansli enzim tutuklu dolgulu kolon reaktér tasarimi amaglanmistir.
Calismanin ilk asamasinda enzimin regineye adsorplanma kapasitesi incelenerek
adsorpsiyon mekanizmasi modellenmistir. ikinci asamada tasiyici parikiillere
baglanan enzimin aktivitesi temel alinarak, maksimum tutuklu enzim aktivitesini
elde edebilmek amaciyla kullanilacak parametre degerleri belirlenmistir. Bu
parametreler kullanilarak enzim tutuklanan partiktllerle dolgulu kolon reaktorler
olusturulmustur. Dolgulu kolon kinetigi uyari cevap teknigi ile incelenmis ve

optimum calisma parametreleri belirlenmistir.

Calismanin son asamasinda elde edilen veriler dogrultusunda olusturulan g -

galaktozidaz tutuklu dolgulu kolon reaktorde sut ornegi kullanilarak kolon

performansi test edilmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Laktoz

Sut, iceriginde yer alan yuksek kaliteli protein, kalsiyum ve laktoz nedeniyle Ustin
besleyici degere sahiptir ve enerji kaynagi olarak da ideal bir gidadir (Schneider
at. al, 1990; Baysal,1999). Siut, sadece bebeklik surecinde degil, bireyin her
déneminde tliketmesi gereken temel bir gidadir. Canli organizma gelisimi igin
gerekli olan besin 6gelerinin tumunud igceren inek sutlnun bilesimine genel olarak
bakildiginda, %88.7-85.5 su, %4.4-2.3 protein, %5.5-2.4 yag, %5.3-3.8
karbonhidratlar (laktoz) ve %0.8-0.53 mineral kompozisyonuna sahip oldugu
gorulmektedir (Baysal, 1999; Metin, 2005). Sutin kompozisyonuna bakildiginda
cesitli yas gruplari igcin énemli olan tim besin 6gelerini icerdigi gorulmektedir
(Anonymous, 1987). Ancak sut ve urunlerinin tuketimi, ¢cogu kez bu urunlere
duyarl bireylerde gastro- intestinal problemlere yol agmaktadir. Bu rahatsizlik
belirtileri, gaz, siskinlik, karin agrisi, bulanti, ishal, eksime gibi sikayetlerdir. Bu
belirtilerden dolayr da bireyler ¢odu zaman suat ve Urdnlerini tiketmekten
vazgecmektedir. Pek ¢ok arastirici sut ve UrUnlerini tikettikten sonra ortaya ¢ikan
semptomlarin Ustin temel karbonhidrati olan laktozun vidcutta sindirimini
gerceklestiren enzim miktarinin yetersizliginden kaynaklandigini ileri sirmektedir
(Yicemen, 1993).

Sut, Ustun kalitede protein iceren gidalar arasinda yer almakta ve kalsiyum (Ca*z)

acgisindan da en iyi kaynak sayllmaktadir. Hayat boyunca ve Ozellikle gelisme

doneminde, organizmaya yetersiz miktarda ca*? alindiginda ya da sut ve urlnleri

gerektiginden az tuketildiginde bireyin iskelet sisteminde ¢esitli problemler ortaya

cikmaktadir. Kemiklerdeki kalsiyum, beslenmedeki Ca*? miktarina bagli olarak
degismektedir. Kalsiyum yasam boyunca kemiklerin gelisimi ve onarimi igin
gereklidir (Anonymous, 1994; Metin, 2005)

Siat ve sut urdnlerindeki temel karbonhidrat laktozdur. Anne sitinde ve inek
sutunde sirasiyla yaklasik olarak %7 ve %4,8 civarinda laktoz bulunmaktadir
(Yang and Silva, 1995). Laktoz enerji kaynag! oldugu kadar yapisinda bulunan
galaktozunda beyin dokusundaki glikolipitlerin kaynagini teskil etmesi agisindan

da oldukca 6nemlidir. Laktoz, kan basincini azaltmak, kabizli§i ve diareyi 6nlemek



amaciyla kullanilir. Osmotik basing Uzerinde etkili olmasi, bagirsaklarda ¢ok yavas
parcalanmasi ve boylece bagirsagin surekli asidik olmasi, kokugsmaya neden olan

proteolitik bakterilerin yasamasini da onler. Dolayisiyla laktoz bagirsak florasini

diizenleyici bir etki yapar. Bunlarin yani sira Ca*?, Mg*™ ve P*® gibi mineral

maddelerin bagirsakta daha iyi emilimlerine yardimci olur (Metin, 2005)

Laktoz, kimyasal olarak glukoz ve galaktoz monosakkaritlerinin birlesmesinden
olusmus bir disakkarittir. Laktoz, ince badirsak kanalinda laktaz enzimi tarafindan
glukoz ve galaktoza hidrolize edilerek emilmektedir. Organizmada laktaz eksikligi
ya da yoklugunda laktoz hidrolizi olamayacagindan emilimi de
gerceklesememektedir. Absorbe edilemeyen laktozun osmotik etkisi ve bagirsak
mikroflorasi tarafindan fermantasyonu kisilerde kramp, diare, gaz olusumu gibi
sindirim bozukluklari meydana getirmektedir. Bu sorun literatirde “laktoz
intolerans!”, “laktoz malabsorpsiyonu” ya da “laktaz eksikligi® olarak
adlandiriimakta, bu bireylere de “laktoz intolerant” denmektedir. Laktaz eksikligi,
genetik faktorlerden ya da beslenme bozuklugu ve sindirim sistemi
hastaliklarindan kaynaklanabilmektedir. Yas arttikgca laktaz aktivitesinin azaldigi
belirlenmistir (Paige and Davis, 1985; Savaiano and Levitt, 1987; Bayhan ve
Yentlr, 1993; Santos et. al., 1998).

Laktoz intolerantlarin laktoz iceren gidalardan sakinmalari gerekmektedir. Ancak
laktoz iceren gidalardan sakinmak besleme agisindan risk yaratabilmektedir. Sut,
beslenmede fazla miktarda kalsiyum, fosfor, magnezyum, riboflavin, vitamin D ve
protein saglamaktadir. Fosfor, magnezyum, riboflavin, vitamin D laktoz icermeyen
gidalarda da bulunmasina karsin kalsiyum % 75’1 laktoz iceren UGrinlerden
saglanmaktadir. Yetersiz kalsiyum alinmasi, iskeletin yavas blyumesi,
hipertansiyon, hamilelikte toksemiya, kolon kanseri ve osteoporosis gibi tibbi
sorunlara neden olmaktadir (Bayhan ve Yentur, 1993). Sut ile kalsiyum aliminin
diger bir yarari da laktozun kalsiyum ile kelat olugturarak ince bagirsaklarda bu

mineralin emilimini artirmasidir (Kalala et. al., 1990; Baysal, 1999).

Yapilan aragtirmalarda, dinya populasyonunun vyaklasik % 70’inin laktoz
intolerant oldugu bildiriimektedir (Paige and Davis, 1985; Savaiano and Levitt,
1987). Laktoz intoleransi dagilimi toplumlarda degisim gostermektedir. Bazi
toplumlarda laktoz intoleransi gorulme sikhgr %100’lere ulagsmigtir. Yapilan



arastirmalarda Afrika, Asya ve Latin Amerika Ulkelerinde bu insidans %100-15
arasinda yer almaktadir. Kuzey Avrupa Uulkelerinde de laktoz intolerant birey
sayisinin yuksek oldugu bilinmektedir (Paige and Davis, 1985; Bayhan ve Yentur,
1993). Turkiye'de laktoz intoleransi goérilme sikhigi farkh arastirmalarda
% 24,%34,%50 ve hatta % 66 olarak bulunmustur. Ancak ulkemizdeki laktoz
intoleransi insidansinin daha da yuksek oldugu tahmin edilmektedir (Bayhan ve
Yentir, 1993).

Paige et al.(1975), %90 oraninda laktozu hidrolize edilmis sutun laktoz intolerant
bireyler icin besleyici degeri ylksek bir Urin niteligi tasidigini belirtmistir.
Kosikowski (1988)'ye gore laktoz intolerantlar % 70 oraninda laktozu dusuriimus
sut ya da dondurmay tuketebilmektedir. Yogurt laktoz intolerantlarin tuketebildigi
diger bir sUt drunudur. Yogurdun olusmasi surecinde sttteki laktozun% 30 -20'u
fermentasyona ugrayarak glukoz ve galaktoz agiga cikar. Agiga c¢ikan glukoz da
fermentasyon ile laktik aside donugur. Yogurt olusum surecinde laktoz azalmakla
birlikte yogurdun kalitesini arttirmak igin sut tozu ile sut igerigi zenginlegtirildigi igin
yogurt laktozdan zengindir, fakat buna karsin laktoz intolerantlar yogurdu daha iyi
tolere edebilmektedirler. Bu, yogurtta bulunan bakterilerin sindirim kanalinda da
aktivitelerine devam ettigini, enzimatik aktiviteleriyle de laktozu parcaladiklarini
dusundurmektedir. Sat ile kigilerin % 80’inde diare gibi rahatsizliklar gorallrken
yogurt ile % 20’sinde semptom olustugu ortaya konmustur. Bizim gibi laktaz
yetmezliginin yUksek sikhkta goérildiagu toplumlarda fermente sat drlnlerinin

(yodurt vb.) tiketimi 6zendirilmelidir.

Laktozun glukoz ve galaktoza hidrolizi; gic¢li mineral asitlerle, laktaz enzimiyle ve
iyon degistiricilerle gercgeklestiriimektedir. Asitle hidroliz olayinin, pratikte laktoz
surubu yapiminda kullanilmasi nedeniyle dnemi vardir. Pargalanma Urunleri olan
glukoz ve galaktoz, laktoza oranla daha tatl oldugu igin laktoz surubu asit hidrolizi
ile hazirlanmaktadir. Oksijen koprusunun seyreltik asitlere karsi direngli olmasi,
fizyolojik agidan onemlidir. BOylece laktoz midede pargalanmadan gecer ve
bagirsaklarda parcalanarak kokusma yapan bakterilerin gelismesine engel olur
(Roy and Gupta, 2003; Metin, 2005).

Laktoz intolerantlarin sut ve Urlnleri gereksinimleri nedeniyle bazi gelismis

ulkelerde, laktaz tabletleri, serbest ya da tutuklu enzim sistemleri kullanilarak



laktozu dusurdlmis sut Uretilmektedir. Laktozu hidrolize edilmis sutten cesitli
artnler geligtirilerek 6zel gida formulasyonlari da hazirlanabilmektedir (Gekas ve
Lopez-Leiva, 1985; Mahoney, 1985; Jurado et. al., 2006).

Laktozu dusurtlmas sat Uretimi, enzimatik hidroliz ve ultrafiltrasyon teknikleriyle
gerceklestirimektedir. Enzimatik hidroliz teknigi en bilinen ve yaygin uygulanan bir
yontemdir. Enzimatik hidroliz tekniginin maliyetinin yuksek olmasi ve sute gore
daha tath 0Urln olusturmasi, ultrafiltrasyon tekniginin de mineral ve laktoz
kaybindan dolayl tadinin yavanlagmasi ve beslenme degerinin azalmasi gibi

dezavantajlari bulunmaktadir.

Laktozun enzimatik hidrolizi kesikli ve surekli proseslerle gergeklestiriimektedir.
Kesikli sistemde, pastdrize edilen sut tanklara alinmakta ve belirlenen miktarda
serbest enzim eklenerek enzimin reaksiyon sicakliginda enzimatik hidroliz
gerceklestikten sonra paketlenmektedir. Bu yontemle laktozu azaltiimis st Gretimi
birkag asamada gerceklesmekte ve kullanilan serbest enzimde maliyeti
arttirmaktadir (Kartal, 1998)

Surekli sistemde ise ¢i§g sut on islemlerden gegirildikten sonra pastorize edilir,
enzimin reaksiyon sicakligina sogutulduktan sonra enzim tutuklu dolgulu kolondan
gegirilerek enzimatik hidrolize ugrayan sut paketlenir. Surekli sistemle calisan
enzim tutuklu dolgulu kolon reaktérlerde tutuklu enzimler kullanilarak enzim
maliyeti dusurilimekte ve dolgulu kolon sistemi sirekli prosese entegre edilerek

hem zamandan kazanilmakta hem de ek bir maliyet gerektirmemektedir.

Laktozun g-galaktozidaz enzimiyle monosakkaritlere hidrolizi agagidaki formulde

goruldugu sekilde meydana gelir:
CioH O + H,O — CeH05 + CoHip0s
Laktoz + H,0 — Glukoz + Galaktoz

Bu tepkimede enzim, laktozu (¢ asamada monosakkaritlere pargalar:

Enzim + Laktoz — Enzim- Laktoz kompleksi

Enzim-Laktoz — Galaktosil- Enzim + Glukoz



Galaktosil-Enzim+ H20 — Galaktoz + Enzim

(- dalaktozidaz mekanizmasinda galaktoz, hidroksil grubu igeren herhangi

akseptore transfer olmaktadir. Akseptdr su ise serbest galaktoz olugsmaktadir;
ancak ortamda bagka seker varsa oligosakkaritler meydana gelmektedir. Bu olaya
“transferaz aktivitesi” denmektedir (Gekas ve Lopez-Leiva, 1985; Mahoney, 1985).
(- galaktozidaz ( - D galaktozit galaktohidrolaz, EC 3.2.1.23) ticari ismi ile laktaz,

laktozun glukoz ve galaktoza hidrolizini katalizleyen temel enzimdir. Kesikli veya
surekli enzim reaktorlerde, birgok biyolojik kaynaktan izole edilen ve saflagtirilan

serbest veya tutuklu g-galaktozidaz enzimleri kullaniimaktadir. g- galaktozidaz;

bitkilerden, hayvan organlarindan, mayalardan, bakterilerden ve kuiflerden elde
edilebilmektedir. Cizelge 2.1'de Onemli 3-galaktozidaz enzim kaynaklari
goOrulmektedir. Ticari anlamda kullanilan laktaz Grlnlerine bakildiginda, endustriyel
kullanim alanlarn igcin maya ve kuf kaynaklarindan daha c¢ok yararlanildigi
gorulmektedir. Gida sistemlerinde kullanilacak olmalarindan dolayr tim g-
galaktozidaz kaynaklarn guvenli kabul ediimemektedir ve GRAS (Tuketimi
Sakincali Olmayan Maddeler) kapsamina alinamamaktadir. GRAS kapsaminda
yer alan Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces lactis, Aspergillus niger ve

Aspergillus oryzae'den elde edilen (-galaktozidaz enzimleri ticari olarak sik
kullaniimaktadirlar. Uzerine pek cok arastirma yapilmasina karsin Escherichia coli
laktazi, koliform grubu bakteriden elde edildigi igin gidalarda kullanimi guvenli

olmamaktadir (Gekas ve Lopez-Leiva, 1985; Mahoney, 1998).

Gunumlzde ¢ok sayida f(-galaktozidaz enzimi karakterize edilmis olmasina

karsin yeni alternatif kaynaklardan enzim eldesi i¢in galismalar devam etmektedir.
Endustriyel uygulamalarda 3-galaktozidazlar farkh sicakliklarda ve pH’ larda, farkh
substratlarla ve farkli iyon igeren ortamlarda kullaniimaktadirlar. Bu baglamda, pek
cok farkh kullanim alaninda yapilan iglemler icin, cok daha uygun, dusuk maliyet
ve ylksek verim ile Uretilen yeni g-galaktozidaz kaynaklarina gereksinim
duyulmaktadir. Farkl kaynaklardan elde edilen g-galaktozidaz'larin spesifiklikleri
ayni kalsa da her bir enzimin kendine 6zgu optimum pH ve sicakliklar ile K,

degeri gibi farkli 6zellikleri vardir (Pivarnik, 1995; Mahoney, 1998; Santos et. al.,
1998; Carrara et.al., 2002).



Cizelge 2. 1. Bazi 6nemli B-galaktozidaz enzim kaynaklari (Gekas ve Lopez-Leiva,
1985; Mahoney,1998).

Bitkiler Seftali, badem, yabani gl tipleri, kayisi, kahve gekirdegi

Hayvan Bagirsak, beyin ve deri
organlari

Mayalar Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus,
Candida pseudotropicalis, Wingea robertsii, Brettanomyces anomalus

Bakteriler |Escherichia coli, Thermus aquaticus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
helveticus,  Streptococcus thermophilus, Streptococcus cremoris,
Streptococcus lactis, Bacillus stearothermophilus, Leuconostoc citroverum

Funguslar |Neurospora crassa, Alternaria alternata, Mucor pucillus, Mucor miehei,
Fusarium moniliforme, Scopuloriopsis sp., Aspergillus niger, Aspergillus

flavus, Aspergillus oryzae, Aspergillus phoenicis, Curvularia inaegualis

Sut ve Urlnleri endustrisinde 0zellikle de laktoz intolerantlar icin laktozu
dusurulmuas sut Uretiminde laktozun hizli ve duyarli bir sekilde analizi buylk 6nem
tasimaktadir. Literaturde bircok laktoz tayin yontemi bulunmaktadir. Bunlar
polarimetrik, gravimetrik, infrared ve enzimatik yontemler “Assosiation of Official
Analitical Chemists” (AOAC)'nin resmi analizleri arasinda yer almaktadir (Kwak
and Jeon, 1988, Griffith et al.,, 1989). Donma noktasi algcalmasina dayali
kriyoskopik Olcim yontemleri (Mittal et. al., 1990), kolorimetreye dayal
spektrofotometrik yontemler (Nickerson et. Al, 1976; Teles et al., 1978),
kromotografik yontemler (Koops and Olieman, 1985; Kowalski and Gieseckke,
1986; Kwak and Jeon, 1988) ve elektrokimyasal yontemler (Pilloton et al., 1987,
Pilloton and Mascini, 1990; Watanabe et al., 1991) ile de laktoz analizleri
yapilmaktadir.

Laktozu dusurtlmis sut Uretiminde laktoz icerigindeki disusun izlenmesi buyuk
onem tasimaktadir. Bu nedenle oOncelikle laktozu dusUralmas sat Uretim
prosesinde kullanilabilecek ve prosese entegre edilecek surekli sistemde ¢alisan

enzim tutuklu dolgulu kolon reaktor tasarimi Uzerinde galigiimigtir.

2.2. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon prosesi, genelde ¢oOzeltide ¢ozUnmus halde bulunan maddelerin,

uygun bir ara ylzey uzerinde toplanmasidir. Ara yuzey sivi ile bir gaz, bir kati ya



da diger bir sivi arasinda olabilir. Adsorpsiyon ilk olarak gaz igin 1773’te Scheele
tarafindan, c¢ozeltiler icin ise 1785 yilinda Lowitz tarafindan gozlenmistir.
Gunumuzde birgok dogal fiziksel, kimyasal ve biyolojik islemde adsorpsiyon

prosesinin tasidigr 6nem bilinmektedir.

Adsorpsiyon, sivi ya da gaz fazinda ¢6zinmus halde bulunan maddelerin kati bir
yuzey Uzerinde vyuzey gerilimini dusirmek amaciyla kimyasal ve fiziksel
kuvvetlerle tutulmalar iglemidir. Herhangi bir kati 6rglsu icindeki atom veya
molekuller, aralarindaki fiziksel ve kimyasal etkilesimlerden dolayi kuvvetli iyonik
baglardan daha zayif Van der Waals ¢gekim kuvvetleri arasinda degisen baglayici
kuvvetlerin etkisi altinda bir arada dururlar. Kati rgundn i¢ kisimlarinda bulunan
bir molekul digerleri tarafindan tamamen ¢evrelenmis oldugundan ¢ekim kuvvetleri
her yonde dengelenmistir. Ancak yuzeydeki kuvvetlerin bir kismi serbest
bulunmaktadir. Bu doymamig kuvvetler yuzey gerilimine yol acgarlar. Kati ytizeyden
disari dogru uzanmig kuvvetler gevrelerindeki sivi ya da gaz icindeki molekullerin
cevreye yaydiklari ¢gekim kuvvetleri ile birlesip, kombine ¢ekim dalgalari ve
adsorpsiyon siddetini dogururlar. Daha gugliu ¢ekim kuvvetlerine sahip bir molekdl
digerlerine nazaran tercihli olarak tutulur ve adsorpsiyon olusarak kati yuzeyinde
dengesiz olan kuvvetlerin bir kismi doyurularak yuzey gerilimi duger. Adsorpsiyon
prosesi bir ylizey olayl olmasindan dolayi adsorplama iglemini yapan katinin yuzey
Ozellikleri son derece 6nemlidir. YUzey alani ne kadar genis ise o kadar iyi bir

adsorban 0zeligi tagimaktadir.

Adsorpsiyonun matematiksel ifadesi g, :olarak verilir ve birimi de mg/g’dir. g 'nin

anlami, g miktar adsorban basina adsorplanan mg miktar adsorbattir. Adsorpsiyon

ifadesinin denklemi:
de =V (Co-Ce)/m (2.1)
seklinde olup, burada;

g : Birim adsorban lzerine adsorplanan madde miktari (mg/g)
C, : Cozeltinin baglangig enzim derigimi (mg/L)

C. : Adsorpsiyon sonrasi ¢ozeltide kalan enzim derigimi (mg/L)



V : Cozeltinin hacmi (L)
W : partikil miktari (g)

Adsorpsiyon yonteminde g, degerinin buylk olmasi istenmektedir. Bu degerin

blylk olmasi, adsorbanin adsorplama kapasitesinin biylk olmasi anlamina

gelmektedir.

2.2.1. Adsorpsiyon Mekanizmasi ve Turleri

Adsorpsiyon, kati yuzeyi ile ¢bziclude ¢ézinmus gaz ya da ¢bézunen maddenin
temasi ile gerceklesmektedir. Kati ylzeyinde bulunan bir atom ya da molekul
dengelenmemis kuvvetlerin etkisi altinda bulunmaktadir. Molekull ice ¢eken
kuvvet disa ¢eken kuvvetten daha buylk olmaktadir. Birikim gdsteren maddeye
adsorbat, adsoplayan maddeye adsorban denilmektedir. Adsorpsiyonu gce

ayirabiliriz;

o Fiziksel

e Kimyasal

e Degisim (iyon degigimi gibi)
2.2.1.1. Fiziksel Adsorpsiyon

Fiziksel adsorpsiyonda, adsorbe olan molekll kati ylzeyinde belirli bir yere
baglanmamistir, yuzey Uzerinde hareketli bir durumdadir. Van der Walls kuvvetleri
olarak bilinen ikincil kuvvetler ylizeye tutunmayi saglar. Adsorpsiyonun ¢ok yaygin
olan bu turinde hemen tum katilar adsorplayici olabildikleri gibi, hemen tum sivi
ve gazlarda adsorplanan olabilirler. Fiziksel adsorpsiyonun olusabilmesi igin disuk
sicaklik arahg! yeterlidir. Adsorpsiyon sonucu, ekzotermik olarak yogusma

enerjisinden biraz buyuk bir enerji olusur (0.5-5kcal/mol). Aktivasyon enerjisi

dusuktar, baglar zayif ve adsorpsiyon prosesi tersinirdir. Adsorplanan bilesenin
¢ozeltideki derisiminin degisimiyle, adsorplanan molekuller desorbe olmaktadir.

Adsorpsiyon ¢ok tabakalidir ve rejenerasyonu kolaydir (Metcalf and Eddy, 1972)
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2.2.1.2. Kimyasal Adsorpsiyon

Kimyasal adsorpsiyonda adsorban ve adsorbat arasinda kimyasal baglanma olur.
Genellikle adsorbat ylzey Uzerinde bir molekul kalinhiginda tek tabaka olusturur ve
molekuller yuzey uzerinde hareket etmezler. Adsorban ylzeyinin tamami bu
monomolekiler tabaka ile kaplandiginda, adsorbanin adsorplama kapasitesi
bitmis olur. Adsorpsiyon sirasinda ortaya ¢ikan isi, reaksiyon isisindan daha

baydktur (10-50kcal/mol) ve aktivasyon enerjisi yuksektir Bu tir adsorpsiyon ¢ok

nadir olarak geri donugumludir (tersinmez). Bu nedenle yuksek sicaklikta
kimyasal adsorpsiyon daha hizli gerceklesir. Bununla beraber olusan baglar
fiziksel adsorpsiyondaki baglardan kuvvetlidir. Kimyasal adsorpsiyon yalnizca bir
tabakali olabildigi halde, fiziksel adsorpsiyon bir tabakali ya da ¢ok tabakali olabilir
(Harward and Trapnel, 1964)

Fiziksel adsorpsiyon genellikle tersinir bir olaydir. islem sartlarinin (derisim, P, T
vb.) degistiriimesi ile desorpsiyon meydana gelirken kimyasal adsorpsiyon, kuvvetli
bag olusumu s6z konusu oldugu igin tersinmez bir igslemdir. Fiziksel adsorpsiyon
genellikle sicaklik yukseltimesi ile azaldigi halde, kimyasal adsorpsiyon,
adsorpsiyonun ekzotermik ya da endotermik olmasina ve aktivasyon enerjisine
badli olarak sicaklik ylkseltimesi ile artis ya da azalma gosterebilir. Fiziksel
adsorpsiyonun hizi artan sicaklik ile hizli bir sekilde dugerken, kimyasal
adsorpsiyonda, adsorpsiyon hizi sicaklik yukseldik¢ce artmaktadir (Smith, 1981).
Kati ylzeyindeki adsorpsiyon islemi, difizyon kinetigine baglh olarak

gerceklesmektedir.

2.2.1.3. iyonik Adsorpsiyon

Yuzeydeki yuklu bdlgelere elektrostatik kuvvetler ile ¢ozeltideki iyonik karakterde
adsorplananlarin  ¢ekilmesi sonucu olusur. Adsorpsiyon adsorbent ve
adsorplananlarin iyonik gugcleri ve molekuler buyukliklerine gére secimli olarak
olusur. Es yuklu iyon durumunda kuguk iyon tercih sebebidir. Ylzeye tutunan
iyonlara es yUklli baska iyonlarin ayni anda yuzeyi terk etmesi halinde ise slrece

iyon degisimi adi verilir.
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Pek cok farkli Ozeliklerine karsin, ¢ogu durumda fiziksel, kimyasal ve iyonik
adsorpsiyon arasindaki keskin bir ayirim yapilamaz, gogu kez birlikte veya art arda
olusurlar (Ross and Olivier, 1964; Hassler, 1974).

2.2.2. Adsorpsiyon Dengesi ve Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermleri adsorbanin birim kuatlesine adsorbe olan kimyasal
miktariyla dengedeki ¢ozelti derisimi arasindaki iliskiyi temsil eder. Cozeltide kalan

enzim derigsimi C, ile, adsorplayicinin birim agirhgi bagina tuttugu madde miktari
Je :arasindaki iligkiler adsorpsiyon izotermi olarak taninir. Adsorpsiyon izotermleri,

adsorpsiyon sistemlerinin dizayni igin oldukga 6nemlidir. Genel olarak adsorpsiyon
izotermleri adsorbanin, adsorbat ile nasil etkilestigini tarif eder ve bu nedenle de
adsorbanlarin optimizasyonlari i¢in gereklidir. Adsorpsiyon, adsorban yuzeyinde
biriken madde derisim ve c¢oOzeltide kalan madde derigsim arasinda bir denge
olusuncaya kadar devam eder. Adsorpsiyon dengesi kurulduktan sonra
adsorpsiyon miktarinda ve ¢ozelti derisiminde bir degisiklik olmaz. Adsorpsiyon
izotermleri adsorplanan madde derisimi ile degisim goOsteren fonksiyonlardir.
Denge izotermleri modellerin olusturulmasinda ve adsorpsiyon sistemlerinin

tasarlanmasinda ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir (Ho et. al., 2002).

Belli bir sarttaki izotermler bir modele uyarken baska sartlarda ise bu modele
uymamaktadir. Bu nedenle genelde uygulanabilir tek bir model bulunmamaktadir.
Bulunan modellerde bazi varsayimlar yapilarak yeni modeller geligtirilebilir.
Gunumuzdeki calismalar genellikle belirlenmis modeller kullanilarak, bu modeller
yardimiyla adsorban ya ya adsorplanan maddenin (adsorbat) degistiriimesi
Uzerinedir. En genel kullanim goéren izotermler Langmuir ve Freundlich
denklemlerinden elde edilenlerdir (Ng et.al., 2003; Wong et.al., 2004; Aksu and
Yener, 2001; Aksu et.al., 1999).

Bir adsorpsiyonunun hangi izotermle daha iyi agiklandiginin bulunmasi igin

deneysel olarak elde edilen veriler tim izoterm denklemlerine uygulanip grafigi

cizilir. Verilerin dogrusal bir grafik olusturdugu (korelasyon katsayisi) (RZ)’nin

0.95'den buyuk oldugu izoterm ¢esidi o adsorpsiyon i¢in en uygun olanidir. Ancak
bir ya da daha fazla izoterm de uygun olabilmektedir.
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2.2.2.1. Langmuir izotermi

Langmuir izoterminde adsorpsiyon, adsorbat baslangi¢ derisimin ile birlikte lineer
olarak artar. Maksimum doyma noktasinda, yuzey tek tabaka ile kaplanmakta ve
yuzeye adsorbe olmus adsorbat miktari sabit kalmaktadir. Langmuir izoterminde
adsorpsiyon enerjisi Uniformdur. Adsorpsiyon hizi adsorbat derigsimin ve yuzey
Uzerinde bulunan bos adsorpsiyon alanlari ile dogru orantihdir. Desorpsiyon hizi

ise ylzeydeki adsorplanmis molekul sayisi ile dogru orantilidir.

Langmuir izotermini ifade eden esitlik ve bu esitligin dogrusallastirimis sekli
asagida gosterilmistir.

@ bCe
=——= 2.2
9e 1+ bC, (2.2)
Langmuir esitligini lineer formda yazacak olursak;
Ce 1 1
—=—+ —C 2.3
e @b @ 23

elde edilir ve burada;

Qo: yluzeyde tam bir tek tabaka olugturmak igin adsorpbanin birim agirlhiginda

adsorplanan enzim miktari (mg/g)
b : adsorpsiyon net entalpisi ile ilgili bir sabittir (L/mg)
C. : Adsorpsiyon sonrasi ¢ozeltide kalan maddenin derigimin (mg/L)
g : Birim adsorban Uzerinde adsorplanan madde miktari (mg/g)
Langmuir izotermlerine ait sabitlerin (Q, ve b) degerleri, C./q.’ye karsi gizilen

C. grafiklerinden elde edilen dogru denklemlerinden hesaplanmistir.

Ozellikle tek tabakali adsorpsiyonun meydana geldigi heterojen adsorpsiyon
sistemlerinde bu izoterm denge durumunu net olarak agiklayamaz. Langmuir
izotermi homojen bir adsorpsiyon oldugu i¢in her molekilin aktivasyon enerjisi

aynidir. Duasuk derigimler de Henry Yasasi’'nin gecerli oldugu durumda C, ¢ok
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kdguktar. O zaman,
Qe = KLCe (2-4)
seklinde olur.

Adsorpsiyonun elverigliligini bulmak icin boyutsuz dagilma sabiti (R, ) hesaplanir
(esitlik 2.5) ve bu sabitin 0 ile 1 arasinda degerler almasi (Cizelge 2.2) elveriglilik
durumunun saglandigina isaret eder (Aksu and Yener, 2001; Bayat, 2002;
BasiblUyuk and Forster, 2003; Ho and Wang, 2004).

1
R, = 1+ bC, (2.5)
Bu esitlikte;

b: Langmuir sabiti (L/mg)

Cy: Maddenin ¢ozeltideki baglangi¢ derigimi (mg/L)

Cizelge 2.2. R| (dagilma) degerleri ve izoterm tipleri (Hall,1966).

R, Degerleri izoterm tipi

R >1 Elverigli olmayan
R =1 Lineer

O0<R| <1 Elverisli

R =0 Tersinmez

Langmuir izotermi icin yapilan kabuller asagida siralanmigtir:

o Materyalin tum vyuzeyi ayni adsorpsiyon aktivitesine sahiptir ve enerji

bakimindan tniformdur.
o Adsorbe edilen molekuller arasinda herhangi bir etkilesim, rekabet yoktur.

o TUm adsorpsiyon ayni mekanizma ile olur ve adsorbe edilen kompleks ayni

yapiya sahip kabul edilir.
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o Adsorpsiyonun derecesi, yluzey Uzerindeki tam bir monomolekiler tabakadan
blyuk olamaz (Smith, 1981).
2.2.2.2. Freundlich izotermi

Freundlich 1926 yilinda adsorpsiyon prosesini ifade eden bir ampirik denklem
gelistirmigtir. Freundlich izotermi de ana fikir olarak Langmuir izoterminden yola
cikilarak, bazi varsayimlar ve gelisimler yapilarak matematiksel olarak ifade
edilmistir. Freundlich’e gore, bir adsorbanin ylzeyi GUzerinde bulunan adsorpsiyon
alanlar heterojendir, yani farkh tlrdeki adsorpsiyon alanlarindan tegkil edilmigtir
(McKay,1980; Moon, 1983; Al-Duri, 1988).

Freundlich esitligi, Langmuir esitliginden farkli olarak dusik derisimler Henry
kanununu uygulamaz ve dengeden sonra tam sabit bir adsorbat degeri elde

edilemez. Freundlich izoterminin en buyuk dezavantaji bunlardir.

Freundlich, ¢dzeltilerin adsorpsiyonunu agiklamak icin Esitlik 2.6’yi tiretmistir;
1/n
Ge = K¢(Ce) (2.6)

Burada;

C. : Adsorpsiyon sonrasi gozeltide kalan madde derigsimi (mg/L)
ge: Birim adsorban Uzerinde adsorplanan madde miktari (mg/g)

K¢: Deneysel olarak hesaplanir. Adsorpsiyon kapasitesi (L/Q)

n: Adsorpsiyon derecesi (birimsiz).

Genellikle n degerlerinin 1-10 arasinda olmasi iyi bir adsorpsiyon oldugunun bir
gOstergesidir. 1/n degeri, heterojenite faktorudur ve 0-1 aralidinda degerler alir.
Yuzey ne kadar heterojense, 1/n degeri o kadar sifira yakin olur. Bu izotermin
dogrulugu, heterojen adsorpsiyon sistemlerinde Langmuir izotermine gore daha

iyidir.

Freundlich izoterminde Esitlik 2.6’nin her iki tarafinin logaritmasi alinarak lineer
hale getirilir (Esitlik 2.7).
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Ing, =InK; +1In(,‘e (2.7)
n

Inge 'nin INC, 'ye goére degisiminin grafige geciriimesiyle Ky ve n sabitleri bulunur.
Grafikten elde edilen dogrunun y eksenini kesim noktasi InK;'yi ve edimi de 1/n’i

verir. n>1 degeri adsorpsiyon igleminin elverisli oldugunu gostermektedir (Chiou
and Li, 2002).

Bir adsorpsiyonun hangi izotermle daha iyi agiklandiginin bulunmasi i¢in deneysel
olarak elde edilen veriler tim izoterm denklemlerine uygulanip grafigi cizilir.
Verilerin dogrusal bir grafik olusturdugu (korelasyon katsayisinin bulunmasina
yardimci olur) izoterm c¢esidi o adsorpsiyon icin en uygun olanidir; ancak

adsorpsiyon bir ya da daha fazla izoterme de uygun olabilmektedir.

2.2.3. Adsorpsiyon Kinetikleri

Bir olayin mekanizmasinin aydinlatilmasi ve buna bagli olarak dizayn edilecek
surecler icin deneysel verilerin yorumlanmasi olduk¢ca 6nemlidir. Bunun icin de
olayin hiz belirleme basamaginin bulunmasi elzemdir. Adsorpsiyon kinetiginin
anlasiimasi ile etkin adsorbat-adsorban temas stresi; alikkonma suresi bulunur (Ho
and McKay, 1998; Ho and McKay, 1999). Kinetik, adsorpsiyon isleminin hizina etki
eden adsorpsiyon basamaklarinin anlasilmasi i¢in énemli bir adimdir. Bir ¢dzeltide
bulunan maddenin adsorban tarafindan adsorplanmasi isleminde dort ana

basamak vardir:

1. Gaz ya da sivi fazda bulunan madde, adsorbani kaplayan bir film tabakasi
sinirina dogru difize olur. Bu basamak, adsorpsiyon diuzeneginde belirli bir

hareketlilik (karistirma) oldugu i¢in gogunlukla ihmal edilir.

2. Film tabakasina gelen madde buradaki durgun kisimdan gecgerek

adsorbanin gdézeneklerine dodru ilerler.

3. Sonra adsorbanin gdézenek bosluklarinda hareket ederek adsorpsiyonun

meydana gelecegi yuzeye dogdru ilerler.

4. En son olarak da adsorbatin adsorbanin gbzenek yuzeyine tutunmasi

meydana gelir.
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Adsorbanin bulundugu faz hareketsiz ise, 1. basamak en yavas ve adsorpsiyon
hizini belirleyen basamak olabilmektedir. Akigkan hareket ettirilirse, ylzey
tabakasinin kalinligi azalacagi igin adsorpsiyon hizi artar. Son basamagin
Olcllemeyecek kadar hizli oldugu ve ilk basamakta da iyi bir karistirma oldugu
dusundlerek adsorpsiyon hizina aksi bir etki yapmayacaklari i¢cin 2. ve 3.
basamaklar surecte hiz belirleyicidir. 2. basamak adsorpsiyon isleminin ilk
dakikalarinda, 3. basamak ise adsorpsiyon igleminin geri kalan daha uzun bir
suresinde meydana geldigi icgin, adsorpsiyon hizini tam olarak etkileyen
basamagin 3. basamak oldugunu soyleyebiliriz (Bagibuylk and Forster, 2003; Chu
and Chen, 2002a; Keskinkan et.al., 2003). Sinir tabakasi difuzyonu adsorpsiyon
isleminin ilk birka¢ dakikasinda etkili olmaktadir, ama pargacik i¢i difizyon ise
daha fazla zaman almaktadir. Bu nedenle parcacik i¢i difizyonun hiz belirleyici
ana basamak oldugu bildiriimektedir (Basibuyuk and Forster, 2003). Adsorpsiyon
isleminin ilk birkag dakikasinda sinir tabakasi difUzyonunun etkisinin olup
olmadiginin anlagiimasi igin logC,/Cydegerinin zamana karsi grafigi gizilir (Esgitlik
2.8). Cizilen bu egrinin dogrusaligi ne kadar bire yakinsa sinir tabakasi
difizyonunun etkisinin o kadar énemli oldugu soéylenebilir. Adsorpsiyon islemine
pargacik igi difizyonun etkisinin bulunmasi igin ise, q; degerinin zamanin
karekoklune (Esitlik 2.9) karsi grafigi cizilerek anlasilir. Cizilen bu egrinin egimi ise

hiz sabitine esgittir (Waranusantigul et.al., 2003).

kt= 2.303Iog&
o (2.8)

Burada;

C,: Her bir temas zamaninda ¢ozeltide kalan adsorbat degisimi (mg/L)
C,: Baslangigtaki adsorbat degigimi (mg/L)

k : sinir tabakasi difuzyonu sabiti (dk'l)

k, =% 2.9)

kp: pargacik ii difiizyon hiz sabiti (mg/g dk®>)
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q;: t zamaninda birim adsorban uUzerine adsorplanan adsorbat miktari (mg/g)
t: zaman (dk)

Adsorpsiyon hizini belirlemek igin kullanilan esitlikler sunlardir:

Pseudo birinci derece Lagergren esitligi:

In(ge - g;)=Inge- ki t (2.10)

Pseudo ikinci dereceden reaksiyon hiz esitligi:

ot 12 L1y (2.11)
qf kzqe’/y qe,h

Burada;

k,: Lagergren adsorpsiyon hiz sabiti (dk'l)

Kk, : Pseudo ikinci dereceden adsorpsiyon hiz sabiti (g/(mg.dk))

g : Denge meydana geldigi zaman adsorplanan enzim miktari (mg/g)
Jep: Hesaplanan enzim miktari (mg/g)

g;: Herhangi bir zamandaki adsorplanan enzim miktari (mg/g)

In(ge -9;) ve t/q, degerlerinin t degerine kargi ayri ayri grafie gegiriimesiyle,
siraslyla k; ve k, degerleri hesaplanir. Deneylerden elde edilen veriler, grafikler

yardimiyla de@erlendirilerek adsorpsiyona en uygun izoterm ve adsorpsiyon

hizinin derecesi bulunur.

2.2.4. iyon Degistirici Regineler

lyon degistiriciler ¢dzeltiden yikli iyonlari tutan ve es miktarda iyonlari ¢ozeltiye
veren kati materyallerdir. iyon degistirebilmeleri materyalin yapisina ait 6zellik
sayesindedir. iyon degistirici fazla pozitif ya da negatif yiiklenmis bir matristir. iyon
degistirici degisen boyut ve sekle sahip por denen birgok agik bolgeye sahiptir.
Sadece bazi inorganik degistiriciler ayni bicimde kesit alanina sahip porlar igerirler.
lyon degistiriciler diizensiz boyutta kanallardan olusan (¢ boyutlu bir ag yapisi

gOstermektedirler. Fazla yuk, kati yapinin ya da fonsiyonel grubun belli
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bolgelerinde toplanmigtir. Matrisin yuku kargi iyon denilen matristeki serbest
boslukta hareket edebilen iyonlarla dengelenmektedir ve es yuk isaretine sahip
diger iyonlarla yer degistirmektedir (Inglakis and Poulopoulos, 2006a). Bu

durumda porlar iyonlarla dolmaktadir.

Porlar bazen sadece karsi iyon degil ¢dziicii de icermektedirler. lyon degistirici
madde sivi ile fazla temas ettiginde, ¢ozicu iyon dedistirici icinden hareket

etmekte ve karsi iyonun cesidine bagli olarak bir miktar sismeye neden olmaktadir.

lyon degistirme adsorpsiyona benzemektedir ¢iinkii her iki prosesde de sividan
katl faza bir katle transferi s6z konusudur. Ancak iyon degistirme ve adsorpsiyon
arasinda karakteristik farklar bulunmaktadir. Ornegin iyon degistirme sorpsiyonun
aksine stokiyometrik bir prosestir. iyon degistirme prosesinde her ayrilan iyon igin
ayni isarete sahip baska bir iyon ¢ozeltiye birakilmaktadir. Tersine, sorpsiyonda
¢ozeltiden ayrilan madde yerine yeni bir madde birakilmamaktadir. iyon degistirme
de bir sorpsiyon prosesidir ancak adsorpsiyonda adsorplanan tirler nétr tarler iken
iyon degistirme de iyonlardir. Genel olarak adsorpsiyon ve iyon degistirme

proseslerinin uygulamalarda sorpsiyon olarak gruplandiriimasi kabul edilmektedir.

2.3. Enzimler

Enzimler, protein yapisinda olan yapay ve dogal ortamlarda birgok tepkimeyi
kontrol eden ve hizlandiran ylksek molekil agirhgina sahip biyolojik
katalizorlerdir. Enzimler diger katalizorlerde oldugu gibi hem katalizledikleri
reaksiyonun aktivasyon enerjisini dusurerek tepkimenin hizlanmasini saglarla hem
de substrata 6zgl olmalarindan dolayi daha saf ve glvenilir Grlin elde edilmesine
neden olmaktadirlar. Protein yapisini olusturan amino asitlerin sayisi, dizilis sirasi
ve molekullerin yapisi belirli bir dizen igindedir ve bu dizen enzimin substrata
seciciligini saglamaktadir. Bazi enzimler sadece protein yapisinda olurken bazilari
protein yapisinda olmayan bir kisim igermektedir. Enzimlerin protein yapisinda
olan kismina apoenzim, protein yapisinda olmayan kismina kofaktdr ya da
koenzim denmektedir (Bailey and Ollis, 1986). Koenzim, organik ya da inorganik
maddelerden meydana gelen ve enzimin protein kismina gore ¢ok daha kuguk
molekuller igeren kisimdir. Enzimde reaksiyonu gergeklestiren yapi koenzim

kismidir. Koenzim kismi genellikle protein kismindan ayrilabilir ve birgok vitamini
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(thiamin, niasin, riboflavin vs.) bunyesinde bulundurabilir. Bazen enzimin aktif

olabilmesi i¢in bir metal iyonuna gereksinimi vardir ve bu kisma kofaktor denir.

Bazi durumlarda koenzim ya da kofaktdr kismi apoenzim kismina kuvvetlice
(kovalent) baglanmistir; bu siki baglanan kisma "Prostetik Grup"; prostetik grupla
apoenzim kisminin her ikisine birden ise, "Holoenzim" denir. Enzimlerin bir kismi
stoplazmaya serbestce dagiimis olarak, diger bir kismi da hicredeki bazi yapilara
sikica baglanmig olarak bulunur. Enzimin apoenzim kismi substrata karsi
segiciligini saglarken koenzim kismi kimyasal aktiviteden sorumludur. Enzimin
gercek aktivitesi sadece koenzim ve apoenzim bir arada oldugunda gozlenir. Ayni
koenzim farkl apoenzimlerle birleserek olugsan farkh enzimlerle farkl substratlar

icin ayni reaksiyon gergeklestirilebilir (Bailey and Ollis, 1986; Leblebici, 1999).

Enzim molekulinin belirli bir boélgesinde belirli aminoasitlerin olusturdugu bir kisim
bulunmaktadir. Protein zincirinin bu bodlgesi enzimin katalitik aktivitesinden sorumlu
olup aktif bolge olarak tanimlanmaktadir. Substrat bu merkeze hidrojen baglari,
hidrofobik etkilesimler, iyonik baglar ve/veya kovalent baglar ile badlanmaktadir.
Substratin dontsumuine katilan ve katalitik prosesi yurtten amino asitler de aktif

merkezden sayilmaktadir (Bailey and Ollis, 1986, Boyaci, 2001).

2.3.1. Enzimlerin Ozellikleri

o Enzimlerin maddeyi taniyan temel kisimlari proteindir. Bu kisma apoenzim
denir, genelde inaktif durumdadir. Aktiflesmesi i¢in ya baska bir enzim gerekir
ya da protein olmayan klguk bir aktivator ile ¢alisir. Aktivator organik madde

ise koenzim, bir metal iyonu ise kofaktér adini alir.
o Biyolojik reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini dtsurar.

o Ayni reaksiyon c¢esidi igin ayni enzimler bozulmadan tekrar tekrar

kullanilabilir.
o Enzimler gergeklesecek reaksiyonun gabuk dengeye ulasmasini saglar.

o Enzimler mutlaka hicre icinde sentezlenir; ancak hicre disinda da yani

cansiz ortamda da calisabilir.
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o Enzimlerin 6zel aminoasit dizilimleri nedeniyle, ylzey yapilari belirli bir
maddeye anahtar Kkilit iliskisi gibi uyar ve bdylece her enzim 6zel bir substrat

(etkin madde) ile etkilesir.

o Enzimler belirli bir aktivator ile aktiflesirler ve aktivatorlerini degistirmezler;
ancak bir aktivator, birden cok enzimi aktiflestirebilir. Bu nedenle bir hiicrede

enzim miktari aktivator miktarindan fazladir.

o Enzimatik reaksiyonlar tersinirdir. Enzimler takimlar halinde c¢alistigindan

birinin Grina digerinin substrati olarak kabul edilebilir.

o Enzimler, canli hicreler tarafindan sentezlenen protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir ve canli sistemlerde binlerce enzim bulunmaktadir. Enzimler,
inorganik katalizorlere gore aktivasyon enerjisini daha fazla duguren

molekullerdir.

o Kimyasal katalizorler, birden fazla kimyasal tepkimede rol oynarken enzimler
genellikle tek bir tepkimeyi kataliz etmektedir.

2.3.2. Enzim Aktivitesi

Aktivite tayinlerinde genellikle ya kaybolan substrat miktari ya da meydana gelen
urin miktari tayin edilerek enzimlerin aktiviteleri olgulur. Enzim aktivitesi birimi (1
E.U.), yaygin olarak standart kosullarda 1 dakikada 1umol substrati donusturen
enzim miktari olarak tanimlanmaktadir. Bu tanim uluslar arasi Biyokimya Birligi
tarafindan 1965 yilinda kabul edilmistir (Lehninger, 1979; Fennema, 1985).

Unite: Bir umol substrati bir dakikada ve optimal kosullarda driine geviren enzim
miktari bir Unite olarak kabul edilmektedir. Enzim udniteleri E.U seklinde

gosterilmektedir.

Spesifik Aktivite: Bir miligram proteinde bulunan enzim Unite sayisi spesifik aktivite
olarak kabul edilir. Spesifik aktivite Unite/mg protein olarak kabul edilmektedir.

2.3.2.1. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzimler tarafindan katalizlenen tepkimelerin aktivitesini, dolayisiyla hizini
etkileyen faktorler; enzim derisimi, sicaklik, pH, substrat derisimi, zaman, inhibitor
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ve aktivatorlerin miktari, ortamdaki su miktari, tepkime UrGnlerinin derigimi ve
Ozellikleri, substrat yuzeyi, 151k ve diger fiziksel faktorler olarak siralanabilir. Bu
faktorlerin enzim tepkimeleri Gzerine olan etkilerini saptamak icin etkisi 6lgtlmek
istenen faktdor disindaki kosullar sabit tutularak sadece bu faktorin farkli

degerlerinde enzim tepkime hizlar 6lgulmektedir (Bailey and Ollis, 1986).

° Enzim derigimi: Tepkimenin hizi, enzim derisimi substrat derisiminden gok

az oldugu durumlarda ([EO]<<[SO]) enzim derisimi ile lineer bir sekilde

artmaktadir. Enzim derigsimi substrat derisiminden ¢ok az olmadigi
durumlarda da tepkime hizi enzim derigimine bagli olarak artmaktadir; ancak
bu artis ilk duruma goére daha yavastir ve belli bir enzim derisiminden sonra

durmaktadir.

o Sicaklik: Tepkime hizi sicaklikla dogru orantili olarak artmaktadir. Ortamin
sicakhgi arttikgca reaksiyona giren molekuller arasinda ¢arpigsma hizi ve buna
bagll olarak da aktivasyon enerji seviyesini asabilen molekullerin sayisi da
artmaktadir. Dolayisiyla sicakligin artmasiyla enzim reaksiyon hizi
maksimuma erismektedir; ancak belirli bir noktadan itibaren dismeye
baslamakta ve tamamen durmaktadir. Enzim reaksiyon hizinin maksimuma
eristigi sicakliga “optimum sicakhk” denir. Yuksek sicakliklarda enzimler

etkisizdir (genellikle 55-60 °C). Optimum noktanin biraz Gzerinde enzimler

etkisiz olmasina karsin, sicaklik dustince tekrar aktif hale gecebilmektedirler
(Shuler and Kargi, 1992); ancak bu sicakligin devami ya da sicakligin biraz
daha yukselmesi, enzimlerin etkinligini tamamen ortadan kaldirmaktadir.
Enzimlerin etkisiz hale gelmeleri ile proteinlerin koagule olmasi arasinda
bayUk bir iligkinin olmasi, buyudk bir kisminin proteinlerden yapildigini
kanitlamaktadir. DUsuk sicakliklar enzimin etkinligini azaltmaktadir. 0°C'de
enzim ya hig etkin degildir ya da ¢ok az iglev gostermektedir; ancak sicakligin
azalmasi, enzimin yapisini bozmamaktadir. Sicaklk eski hale déndugunde
etkinlik yine baslamaktadir (dondurmak suretiyle besin maddelerinin

saklanmasi, yine enzimlerin etkisiz hale gecirilmesiyle saglanir).

o pH etkisi: Enzimler pH degisimine karsi ¢ok duyarlidirlar. Genellikle ¢ok

fazla asidik ve bazik ortamda etkisizdirler. Bazi hallerde enzimler en ylUksek
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etkinligi belirli bir pH derecesinde gosterirler. Bu pHderecesine "Optimum
pH" denir. Optimum pH’in her iki yaninda da enzim aktivitesi yavaslar.
Ornegin; proteini pargalayan pepsin, midenin asidik ortaminda maksimum
cahgir; buna kargin pankreastan salgilanan ve yine protein sindiriminde rol
alan tripsin bazik ortamda optimum olarak ¢aligir. Enzim aktivitesinin pH" ile
ilgili olmasinin nedeni, enzimlerin proteinlerden olugmasindandir. Kuvvetli

asitler ve bazlar enzimleri koagule ederler.pH’y1 optimum seviyede tutmak

icin tampon sistemler kullaniimaktadir (Shuler and Kargi, 1992).

Substrat derisimi: Enzimatik reaksiyonlarda eger ortamda belirli bir miktar
enzim varsa, substrat derisimi arttikca reaksiyon hizi da artar, yani birim
zamanda daha fazla Urln olusur. Bu artig bir slre dogrusal olarak devam
eder, enzim tepkimesi bu durumda birinci dereceden bir kinetik gosterir.
Ancak bir sure sonra substrat miktari ne kadar arttirilirsa arttirilsin Gran
miktari sabit kalir ve platoya ulasilir. Uriin miktarinin artmamasinin nedeni;
enzim molekdllerinin  tamaminin  enzim-substrat kompleksi halinde
bulunmasidir. Bu durumda ortama daha fazla substrat konulsa bile, kompleks
yapabilecek enzim olmadigindan dolayr enzimatik reaksiyonun hizi
degismemektedir. Bu durumda enzim tepkimesi sifirinci dereceden bir kinetik

gosterir. Bu noktada enzim tepkime hizi, maksimum hiza (V) erigmistir.

Enzim molekullerinin yarisi enzim-substrat kompleksi halinde iken yani yarisi
calisirken goézlenen tepkime hizi, maksimum tepkime hizinin yarisidir.
Maksimum hizin yarisini veren substrat derisimine Michaelis-Menten sabiti

(K,) denir. Bir enzimin K,, degeri, enzim substrata olan ilgisini gosterir.

Enzim substrata olan ilgisi zayif ise K, degeri blyuktir.

Zaman: Enzimatik reaksiyonlarda olusan urin derigsimi bir sire zamanla
lineer artis gostermektedir; ancak belirli bir siire sonunda enzim aktivasyon
egrisi belirli bir seviyede devam etmektedir. Enzimatik reaksiyon hizinda

zamana gore bir azalma goérilmesinin baslica nedenleri soyledir;
1. Ortamdaki substrat derisimi gittikge azaliyor olabilir.

2. Urtiniin ortamda gogalmasiyla reaksiyonun dengesi sola kayiyor olabilir.
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3. Ortamda fazla urln birikmesi enzimi denature (yapisinin bozulmasi)

ediyor olabilir.

4. Enzimatik reaksiyon sonucu olusan urin asidik ya da bazik 6zelliklere
sahip ise, ortamin asit baz dengesini bozuyor olabilir. Bu neden enzim

aktivitesini kaybediyor olabilir.

Reaksiyon iiriin miktari: Bir enzimin UrlnU genellikle diger enzimin substrati
olur ve zincirleme reaksiyonlar sonucunda son urln olusur. Ortamda Urtnun
birikmesi sonucu olusan fazla urin enzim molekullerine baglanmakta ve
enzimi ya inhibe etmekte ya da aktivitesini azaltmaktadir. Bu sekilde
enzimatik reaksiyonlarda olusan Urunler enzimlerin aktivitesini kontrol

etmektedir.

Ortamdaki su miktari: Enzim reaksiyonunun gergeklesebilmesi icin ortamda
belirli oranda (en az %15) su olmasi gerekir; ¢unkl molekullerin birbirine
carparak reaksiyonu gerceklestirebilmesi igin hareketi saglayacak sivi bir

ortamin olmasi gerekir.

Substrat ylzeyi: Enzimler ylzey uygunlugu yaparak substrata

baglandiklarindan ylzey ne kadar genis ise enzim etkinligi o kadar fazladir.

inhibitér-aktivatér miktari: Koenzim ve kofaktérler enzimleri aktiflestirdikleri
icin enzim reaksiyon hizini arttirirlar. inhibitdrler ise enzimlere baglanir;
boylece enzimler tepkime iginde ¢okelir. Buna bagli olarak enzim reaksiyon
hizi duser. Tepkime ortaminda bulunduklarinda, enzimatik tepkime hizini
azaltan maddelere ‘inhibitér’ denir. inhibitérler, tersinir ve tersinmez olarak
ikiye ayrilir. Tersinmez inhibitorler, ya aktif merkeze dogrudan baglanarak ya
da enzim molekulinin konformasyonunu degigtirerek, aktif merkezi
tamamen bozarlar. Bu maddeler enzim etkinligini tumuyle yok ettiklerinden
enzim kinetigi acgisindan fazla 6nem tasimazlar. Tersinir inhibitorler ise
enzimlerle ara bilesik olusturarak ya Michaelis-Menten sabiti ya da
maksimum tepkime hizi deg@erlerini ya da her ikisini de azaltici yonde
etkilerler; diger bir inhibisyon tird olan urin inhibisyonunda, enzimatik

tepkime sonucu olusan Urlnler belirli derisim degerlerinden sonra tepkime
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hizini dusurucu iglev goruar. Bazi enzim tepkimelerinde de, yuksek substrat

derigimlerinde enzim aktivitesinin azaldigr gorulur (substrat inhibisyonu).

o Isik ve diger fiziksel faktérlerin etkisi: Enzimler ancak u¢ boyutlu yapilarini
koruduklar surece aktivite gosterirler. Molekulun ¢ boyutlu yapisi bozulursa
enzimin aktivitesi ya azalir ya da tamamen yok olur. Enzimin ¢ boyutlu
yapisini meydana getiren kuvvetler; Van der Waals baglari, hidrojen baglari,
iyonik baglar ve kovalent baglar gibi kimyasal baglardir. Isinlar, 1si1, yuksek
basing gibi faktorler bu baglari kirarak molekulin ¢ boyutlu yapisini bozup

enzimin aktivitesini kaybetmesine neden olurlar.

2.3.3. Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi ile ilgili calismalar 1902 yilinda Henri tarafindan yapilmig ve
enzimatik hiz ifadesi 1913 yilinda L. Michaelis ve M. Menten tarafindan tekrar ele
alinarak geligtiriimistir. Bu yaklagim denge varsayimina dayanmaktadir. Briggs ve
Haldane (1925) bu calismalari, yatiskin durum varsayim kinetigi yaklasimiyla
genellestirmiglerdir. Butun bu yaklasimlarda enzimatik tepkimelerde oOncelikle
kararsiz bir ara bilesik olusmaktadir. Kararsiz olan bu ara bilesik, enzim ve
triinlere dénismektedir. Uriin olusum hizi, ortamdaki enzim ve substrat derisimine
baglidir (Bailey and Ollis, 1986; Shuler and Kargi, 1992).

Enzimatik bir reaksiyon igin asagidaki reaksiyon denklemleri yazilabilir.

Eis_ X L E. s (2.12)
E.S—*2 ;g5 (2.13)
E-S— X ,p+E (2.14)

Yukaridaki denklemlerde, E,S,E-S ve P sirasiyla enzim, substrat, enzim-

substrat kompleksi ve Urind ifade etmektedir.

Substratin tuketim hizi, - rg;

-Is = ki(E)(S) - ky(E- S) (2.15)
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Enzim-substrat kompleksinin net olusum hizi;
-Ts = k(E)(S) - k2 (E-S) - k3 (E-S) (2.16)

Reaksiyonda enzim tuketimi s6z konusu olmadigi i¢in toplam enzim miktari,

ortamda serbest ve kompleks halinde bulunan enzimlerin toplamlarina esittir.
(Er)=B)+(E-S) (2.17)
Esitlik 2.17°den (E) c¢ekildiginde Esgitlik 2.18 elde edilir.

(B)=(Er)-(E-S) (2.18)

Esitlik 2.18" elde edilen E Esitlik 2.16’da yerine yazilir ve denklem duzenlenerek
Esitlik 2.19 elde elde edilir.

-tg = ki (E1) - (E-S|(S) - k(E-S) - k3(E - S) (2.19)

Esitlik 2.19 £.S igin tekrar yazilirsa;

Ki(S)+ ko + k3

elde edilir. Esitlik 2.18'in Esitlik 2.15’de yerine konulmasi ile Esitlik 2.21 elde edilir.
-1g = ky[ (E1) - (E-S)(S) - ko (E- 5) (2:21)

Esitlik 2.19, Esitlik 2.21’den gikartilir ve tekrar duzenlenirse esitlik 2.22 elde edilir.

- klkZ(ET)(S) (2.22)
ST k(S)+ky + kg

Michaelis-Menten Esitligi

K, —Kathke (2.23)

ki

Esitlik 2.22 ve Esitlik 2.23 birlestirilirse Esitlik 2.24 elde edilir.
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_ = K(EDE) (2.24)
(S)+ K,

K, degderi Michaelis-Menten sabiti olarak tanimlanir. Enzimin tamami substrat ile

baglandiginda maksimum hiza (V,,,) ulasilir. Maksimum reaksiyon hizi (Viax)

maksimum miktarda enzimin reaksiyona girmesi ile olacagi igin;

Maksimum hiz denkligi
Vinax = k3 * (E7) (2.25)

Hiz denkligi maksimum hiz denkligine gore duzenlenirse Michaelis-Menten esitligi

Esitlik 2.26 elde edilir.

_ Vmax (S) .
ST(S)+K, (2.26)

Michaelis — Menten denkleminde goruldugu gibi, enzimatik bir reaksiyonun hizi [S]

ve K,,’ e baglidir. Farkli durumlarda;

e Substrat derigimi, K’ den gok duguk ise; S degeri paydada bulunan, K’
in yaninda ihmal edilebilir ve reaksiyon hiz ifadesi;

Vmax (S)

- o=
S Km

elde edilir. Boyle reaksiyonlar, birinci dereceden reaksiyon olarak
tanimlanirlar.
e Substrat derigimi, K,,” den ¢ok buyuk ise; K,, degeri paydada bulunan, S

‘In yaninda ihmal edilebilir ve reaksiyon hiz ifadesi;

1

-Is |/max

seklinde yazilabilir. Bu durumda baslangi¢ hizi maksimum hiza esit oldugunu ve
asir substrat derisiminde sifirinci dereceden reaksiyonun gecerli oldugunu ifade

etmektedir.
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e Substrat derisimi K, degerine esit ise; baglangic hizi, maksimum hizin

yarisina esit olur. Reaksiyon hiz ifadesi;

olarak elde edilir (Fogler, 1999).

Michaelis-Menten denklemine gore; K, (Michaelis-Menten sabiti), enzimin
substratina karg! olan ilgisini gostermektedir. K, dederi kiclik olan enzim,

substrati igin yuksek bir affinite gdsterir; enzim dusuk bir substrat derisiminde

doyarak maksimal hiz saglar. K,,, degeri buyuk olan enzim, substrati igin duguk bir

affinite gosterir; enzimin yari doygunluga ulagsmasi i¢in daha fazla substrat derigimi
gerekmektedir. Bir enzim igin K, degeri, enzim ile verilen substratin karsilikli

etkilesimini karakterize eden bir sabit sayidir.

Michaelis-Menten denklemi hiperbolik egrinin denklemi oldugundan ve hiperbolik

egrinin karakteristik noktalarini belirlemek zor oldugundan bir enzime ait V4, Ve

K, yi deneysel olarak incelemeyi kolaylastirmak igin grafigi dogrusal olan bagka

denklemler de Onerilmistir. Michaelis-Menten denklemi dogrusal olmayan bir grafik
oldugundan, kinetik katsayilarin hesaplanmasi ancak dogrusal olmayan regresyon
hesaplamalari icin farkli dlizeylerde hazirlanan bilgisayar yazilimlari kullanilarak
gerceklestirilebilmektedir. Bilgisayar yazilimlarinin kullaniimasinin yani sira, kinetik
katsayllarin  hesaplanmasi amaciyla farkh  grafiksel yaklasimlar da
kullaniimaktadir. Dogrusal olmayan regresyon yodnteminin haricinde Lineweaver-
Burk, Eadie- Hofstee ve Hanes- Woolf grafiksel yaklagsimlari en yaygin kullanilan

dogrusallastirma yontemleridir.

Michealis-Menten esitliginin  dogrusallagtiriimasi, Lineweaver-Burk grafiginin
sagladigi 6nemli bir avantajdir; ancak, bu grafikte, dusuk substrat derisimleri,
yiksek 1/S degerlerine karsilik gelmektedir. ilk hiz dlglimlerinde en fazla hata
dusuk substrat derisimlerinde yapiimakta ve Lineweaver Burk grafiginde en fazla
hata bu deg@erlerinde olmaktadir. Hanes-Woolf grafigi Michealis-Menten esgitliginin
dogrusallastiriimasi ile elde edilen grafiklerin icerisinde (Lineweaver-Burk, Eadie-

Hofstee) dogrulugu en yuksek olanidir. Lineweaver-Burk grafiginin sahip oldugu
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dezavantajlar Hanes-Woolf grafigi icin gecerli degildir. Hiz dlgumlerinde en fazla
hata dugsuk substrat derigsimlerinde yapilmakta ancak substrat derisimlerinde
herhangi bir dontisim yapilmamasi Hanes-Woolf grafiginin en énemli avantajidir
(Cornish-Bowden, 1999; Copeland, 2000)

100
80 | A . R
$ 60 r Vmax/2
40
20 | Km
0 v , . . .
0 100 200 300 400 500 600

Cs

Sekil 2.1. Michaelis — Menten parametrelerinin belirlenmesi

Bu calismada Michaelis-Menten esitliginin dogrusallastirimasinda Hones-Woolf
grafigi kullanilmigtir. Egitlik 2.26 'nin ters g¢evrilip her iki tarafinin S ile ¢arpilmasi
sonucu elde edilir ve soyle gosterilir.

S_ 1 o, Kn
-Is |/max Vmax

(2.27)

Esitlik (2.27) ile elde edilecek dogrunun egimi 1/V,,,, olup, yeksenini kestigi nokta

Km/Vimax degerini vermektedir.

29



12

10

. egim=1/Vmax

y = 0,0169x + 1,2502

SIV (mg enzim dk/ml)
(7]

4 L
S 1 K
=—3+—
o L - rS me me
L ]
0
0 100 200 300 400 500 600

S (mmol)

Sekil 2.2. Hones-Woolf grafigi

2.3.4. Tutuklanmig Enzim Prosesleri

immobilizasyon genel anlamda enzim hareketinin sabit bir yizey izerinde
sinirlandiriimasi olarak bilinir (Shuler and Kargi, 1992). Gunumuze kadar birgok
enzimin degisik tekniklerle tutuklanmasi Uzerinde c¢aligiimigtir. Bunlarin ¢ogu
akademik nitelikte olmus, ancak temel tutuklama ydntemlerinin bir kismi ticari
olarak kullaniimistir. Genel olarak endustride kullanilan tutuklanmis enzim
preperatlari kofaktor gerektirmeden substrati etkileyebilen basit hidrolazlar,
izomerazlar ve oksidazlardir. Endustriyel Olgekte polimerik maddelerin
donusumlerinin yapildig1 tutuklanmig enzim proseslerinin sayisi oldukga azdir
(Celebi, 1986).

Gunumuzde tutuklanmis enzimler ticari proseslerde kullanilan ¢oézunur (serbest)
enzimlerin yerlerini almaktadir. Bu durum tutuklanmig enzim kullaniminin sagladigi

su avantajlardan ileri gelmektedir (Mutlu, 1994;Boyaci, 2001):

Tutuklanmis enzimler ortamdan ayrilabildiklerinden kesikli proseste tekrar-tekrar
kullanilabilir ya da dogrudan surekli proseste kullanilabilirler. Bdylece surekli
prosesin yuksek kapasitede ve her zaman ayni kalitede Urin eldesi ve igletme
kolayliklari gibi avantajlarindan yararlanilir. Tutuklu enzimlerin kullanimda aktif
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olduklari sure serbest enzimlere gore onemli derecede fazladir. Bu nedenle
tutuklanmis enzimin baslangig aktivitesi dusuk olsa bile prosesin katalizor
bileseninin fiyati yani, isletme maliyeti diser. Ayrica bu durumun sonucu olarak
istenilirse daha fazla ve daha saf ylksek aktiviteli enzim preparatlan kullanilabilir.
Boylece reaksiyon suresinin kisalmasi ile kuguk reaktorlerin kullanimi ve daha saf

urdinleri elde edilebilir.

Tutuklanmis enzimler substrat fazinda ¢ézinmediginden sistemin kontrolU
¢coziinir enzimlere goére daha kolaydir. Ornegin dolgulu kolon enzim reaktéri
kullanildiginda, ¢oOzelti kolondan ¢iktigi anda enzimin substrati etkilemesi durur.
Reaksiyonu durdurmak igin enzimi inaktive edici bazi iglemlere (ani Isitma,
inhibitdor eklenmesi vb.) gerek kalmaz. Ayrica ¢o6zeltinin akis hizi dolayisi ile
alikonma suresi ayarlanarak istenmeyen bir dengenin ya da yan drtnlerin olusumu

ve Urun inhibisyonu engellenebilir.

Tutuklanmig enzimler Urun c¢ozeltisinden kolaylikla ayrilabildiklerinden enzimin
safsizlik olarak ortamda kalmasi istenmedigi durumlarda kompleks ayirma
islemlerine gerek kalmaz. Bu da maliyet disurtcu bir unsur olarak géz 6nlne

alinmalidir.

Serbest formda pH optimumlari birbirine uymayan iki enzim ya farklh destek

maddelerine tutuklanarak ya da bir membranin zit iki tarafinda kendi mikro
cevrelerine sahip olmalari saglanarak kullanilabilir. Alternatif olarak enzimlerin biri
¢cozeltide, digeri ise bir destege baglanmis sekilde calisilabilir. Boylece birbirini

izleyen iki enzim prosesi igin gerekli zaman kisalmig olacaktir.

2.3.5. Enzim Tutuklama Ydntemleri

Enzim ve tagiyicinin farkli kombinasyonlari ve farkli baglama teknikleri birbirinden
cok farkh ozellikler ortaya ¢ikarir. Bu nedenle yuzlerce kombinasyon c¢alisilabilir ve

¢ok karmasik durumlarla karsilasilabilir (Demain and Solomon, 1986).

Enzim tutuklama yontemleri farkli kaynaklarda degisik sekillerde siniflandiriimistir
(Bailey and Ollis, 1986; Hartmeier, 1988; Shuler and Kargi, 1992). Enzim
tutuklama yontemleri temelde fiziksel ve kimyasal yontemler olmak tzere iki temel

gruba ayrilirlar:
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e Fiziksel Yontemler
a) Polimerik matrikste tutuklama (kapanlama)
b) Mikrokapsulleme
c) Membran reaktorler
e Kimyasal Yontemler
a) Adsorpsiyon
b) iyonik baglama
c) Capraz baglama

d) Kovalent baglama

2.3.5.1. Fiziksel YOntemler

Fiziksel yontemler enzim molekulinin herhangi bir sekilde bir baglanmaksizin

tasiyici tarafindan tutuklanmasina dayanir.

Polimerik matrikste tutuklama (kapanlama): yontemin esasi enzim molekullerinin
etrafinda bir polimer ag olusturulmasina dayanir. Olugturulan agin goézenekleri
substrat ve Urin molekillerinden biyuk, enzim molekilinden kuguktir. Boylece,
substrat ve Urln polimer ag icine kolaylikla girip ¢ikabilir ancak enzim molekdlleri

disari gikamazlar.

Mikrokapsulleme: yontemin temeli enzim molekullerinin yari gegirgen bir membran
tarafindan kusatiimasina dayanir. Membran, enzim molekullerinin dis etkilerden
korunmasini saglar. Kiguk molekulli substrat ve drlnler enzim ortamina girip
cikabilirler (Telefoncu, 1986).

Membran reaktorler: Mikroenkapsilasyon yodnteminin buyudk 6lgekli, mekanik
olarak akig dinamigine uygun olarak tasarlanan, surekli sistem amacl tutuklama
yontemidir. Membran reaktorler, oyuk fiber, tlbller ve kaskat yapilarinda
olabilirler. Membranin 6zelligi substrat Grln giris ve ¢ikisina izin verecek sekilde
yarl gegirgen olmasi ve prosesin mekanik etkilerinden enzimi koruyacak sekilde
dayanikli olmasidir (Hartmeier, 1988).
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2.3.5.2. Kimyasal Yontemler

Adsorpsiyon: Enzim moleklilli suda ¢dzinmeyen bir tasiyiciya adsorpsiyon
baglayici kuvvetleriyle baglanir. Adsorpsiyon, faz ve ylzey sinirlarinda fiziksel ve
kimyasal kuvvetlerin etkisiyle ortaya gikan yuzeye tutunma olayidir. Fizikokimyasal
bir tutuklama yontemi olarak da tanimlanabilecek olan bu ydntemde, enzim
molekulleri gbézenekli bir kati destedin ylzeyine adsoplanir. Bu adsorpsiyonda
tutucu kuvvetler, ytzey kuvvetleri veya elektrostatik kuvvetlerdir. Destek madde
olarak sentetik veya biyolojik kokenli maddeler kullanilabilir. Adsorplayici madde
ve enzim molekullerinin 6zelliklerine gore baglanma kuvvetleri degisir. Baglanma
¢ok kuvvetli degildir. Bu nedenle tutuklama kayiplari fazla olmaktadir. Avantajli
yonleri ise hazirlama kolayligi ve enzime toksik maddelerin olmamasidir.

COzeltilerde adsorpsiyon ug¢ tur olarak incelenir (Mutlu, 1988):

a) Yer degistirme adsorpsiyonu: ¢b6zunen bir adsorplayici arasindaki

elektriksel etkilesme sonucu meydana gelir.

b) Van der Walls adsorpsiyonu (fiziksel adsorpsiyon): bu tir adsorpsiyonda

fiziksel karakterde zayif Van der Walls kuvvetleri etkindir.

c) Kimyasal adsorpsiyonu (Kemisorpsiyon): adsorplanan ile adsorplayan

yuzey uzerindeki aktif merkezlerde, kuvvetli kimyasal baglar olusur.

Enzimin tasiyiciya baglanmasinda etkin olan Van der Walls kuvvetleri olmakla
birlikte iyonik ve hidrojen baglarinin bir kombinasyonu seklindedir. Enzim
adsorpsiyonunda, en ¢ok kullanilan tastyicilar gézenekli cam, regineler, diatome
topragi (kizelgur), bentonit(kil), sepiolit (lUle tasi), titania, alumina, seramik,

kolodyum, silikajel, kul, aktif karbon, nisasta, gluten ve kalsiyum fosfattir.

Yéntemin avantajilari: enzim tutuklama isleminin basit olugu, enzime zarar
verebilecek maddeler kullanilmadigi igin enzim konformasyonu tzerine etkisinin az
olusu, degisik bigim ve yukteki tagicilari segme olanaginin olmasidir. Adsorpsiyon
yonteminin en 6nemli dezavantaji enzimin desorpsiyonudur. Enzim ile tasiyici
arasinda kuvvetli bir baglanma olmadigindan genellikle siddetli hidrodinamik
kuvvetlerin varliginda, desorpsiyon sonucu enzim serbest halde tepkime ortamina

gecmektedir (Hartmeier, 1988).
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iyonik Baglama: bu yéntem, iyon degistirme yetenegine sahip, suda ¢déziinmeyen
tagiyicilara enzimin iyonik baglanmasi temeline dayanir. iyonik baglama, ihiml
kosullarda gergeklestiginden enzimin konformasyonunda ve aktif merkezinde
degisiklik gorilmez. Yoéntemin dezavantaji, enzim ile tasiyici arasindaki bag,
kovalent bad kadar gugli olmadigindan enzim kagisinin meydana gelmesidir.
Sephadex, amberlite, dowex gibi iyon degistirici regineler tasiyici olarak
kullaniimaktadir (Shuler and Kargi, 1992)

Capraz baglama (Cross-linking): Capraz baglamada enzim molekulleri g¢ift
fonksiyonlu bir madde ile muamele edilip U¢ boyutlu bir 6rgu olusturulur. Cift
fonksiyonlu gruplar genellikle aldehitler veya aminlerdir. Bu maddelerin toksik

etkisi bu ydntemin uygulanmasina kisitlama getirir.

ikili Gapraz Baglama (Co-Cross-linking): Bu ydntem, gerekli durumlarda, capraz
baglama yontemindeki yuksek enzim derigimini disirmek Uzere ortama ikinci bir
seyreltme ajaninin ilavesi ile capraz baglama yontemi gibi gergeklestirilir.

Seyreltme ajani genellikle buyuk molekul agirlikh, protein yapisinda bir maddedir.

Kovalent Baglama: Destek ylzeylerde uygun bir yontemle etkin bélgeler
olusturarak enzim molekdlleri ile tasiyici yuzeyler arasinda kovalent bag
olusturulur. Destek maddeleri karbodimid, agaroz, glisidimetakrilat, zirkonyum
oksit, titanyum oksit, stiren, gibi organik veya inorganik maddelerden olugabilir. Bu
tur tutuklama yonteminin avantaji, baglarin ¢gok kuvvetli olmasi, bdylece her turlu
akis ortaminda kullanilabilirligidir. Yontemin dezavantaji ise, tutuklama sirasinda
enzimin aktif bolgelerinin baglayici ajan tarafindan kullanilabilme olasihgi ve ayrica

ortamin kimyasal yapisi dolayisi ile enzimin zehirlenme ihtimalidir.

2.3.6. Tutuklu Enzim Kinetigi

Tutuklu enzimler genellikle serbest enzimlere gbre daha az aktif olmakla birlikte
daha kararldirlar. Tutuklama materyali ile enzim arasindaki etkilegimler tutuklu
enzimlerin kinetik davranislarini dnemli dlgtide etkileyebilir. Tutuklama materyalinin
hidrofilik ve hidrofobik yapisi, dielektrik ve yuk 6zellikleri tutuklu enzimin kinetik
davranisini etkilemektedir. Optimum pH tasiyicinin  yuk Ozelliklerine gore

degisebilmesi ve optimum pH aralidi serbest enzimlere gére daha genis olmasi bu

tur etkilesimlere ornek olarak verilebilir (Chaplin and Bucke, 1990). Enzimin
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tutuklandigi materyalde tekrar serbest hale ge¢mesi, tutuklama materyalinin
deformasyonu nedeniyle reaksiyon ortamindan uzaklagmasi, tutuklama iglemi ile
enzimin U¢ boyutlu yapisinin degismesi, enzimin aktif bdlgesinin tutuklama
islemiyle kullanilamaz bir yapi kazanmasi ve tutuklama materyalinin mikrobiyal
bozunmaya ugramasi vb. nedenlerden dolayi tutuklu enzimlerde aktivite kaybi
gozlenmektedir. Tutuklu enzim sistemlerinde uygun tutuklama materyalinin ve
yonteminin secilmesi ve uygun tutuklama parametrelerinin kullaniimasi tutuklu

enzim aktivitesini olumlu yonde etkilemektedir (Hartmeier, 1988; Leblebici, 1999).

Tutuklu enzim kinetiginin iyi bilinmesi tutuklu enzimlerle hazirlanacak reaktor
tasarimi igin ¢ok Onemlidir. Enzim tutuklu katalitik partikilin veya membran
sisteminin katalitik aktivitesi, enzim tabakasina substrat tasinimina ve tutuklu
enzimin katalitik aktivite etkilesimine baghdir (Bailey and Ollis, 1986). Kutle
aktarimi-katalitik ~ aktivite etkilesimi  tutuklu enzimin gorundr aktivitesini

olusturmaktadir.

Sivi ortam Sivi ortama
artn taginimi

Partikdl disina
artin taginimi

Sivi film Enzimatik

Katalizor Partikdl icine

Enzim tutuklu uran taginimi

partikdl

Kutle aktarim sabiti

Dis filmden substrat
ks, Kk,

diftizyonu

Sekil 2.3. Enzim tutuklu bir partikilde kutle aktarimi ve kimyasal reaksiyon
etkilesimleri

Substrat ¢dzeltisi icerisinde bulunan enzim tutuklu partiklin kesiti incelendiginde,
partikul icerisinde susbtrat tuketildigi ve Grun Uretildigi icin substrat ¢ozeltisinden
partikil merkezine dogru substrat ve Grun igin bir derigsim gradiyenti olugsmaktadir.

Partikil ylUzeyinde substrat derigsimi, merkezinde ise Urlin derigimi yUksektir.
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Enzimatik reaksiyonun gerceklesebilmesi igin Oncelikle substrat ¢ozeltiden film
tabakasini asarak partikul yuzeyine ulagmali ve sonra katalitik partikulin igerisine
difizlenmelidir. Karistirma veya akis yoluyla substrat yigin tasinimi ile partikal

ylzeyine tasinmaktadir.

Substrat partikdl icerisine difiizlenmiyor ise veya partikilin sadece ylzeyinde
enzim bulunmasi durumunda sadece yuzeysel kutle aktarimi s6z konusudur.
Genellikle enzim partikal igerisinde tutuklandigi igin substrat mutlaka partikil
icerisine, enzimin bulundugu bdlgeye tasinmalidir. Uriin igin tam tersi tasinim séz
konusu olup partikil merkezinden ¢ozelti ortamina dogru tasinim gecerlidir
(Boyaci, 2001).

Partikul icerisine dodru substrat derisiminin azalmasi ve Grun derisiminin artmasi
nedeniyle partikilin merkezine dodru enzimatik reaksiyon hizi degismektedir.
Toplam substrat hizi partikul i¢i substrat tuketim hizlarinin toplamina esittir.
Yatigkin durumda toplam substrat tiketim hizi toplam kutle aktarim hizina esit
olmaktadir. Dolayisiyla tim hiz etkilesimleri aktarim prosesleri ile katalitik

reaksiyon etkilesimlerine baghdir (Bailey and Ollis, 1986).

Kutle Aktarim Direnclerinin Etkisi

Enzimin sadece partikil ylzeyine tutuklanmasi durumunda sadece sivi
ortamindan reaksiyonun gercgeklestigi partikil ylzeyine kutle aktarimi so6z

konusudur. Nernst diftizyon tabakasi veya durgun film tabakasindan kutle akisi;
Ns = /(5(50 - 5)

birim zamanda birim alandan aktarilan madde miktari olarak tanimlanmaktadir.
Esitlikte S,Sgsirasiyla partikil ylzeyindeki ve sivi ortamdaki substrat derigimini
ifade etmektedir. Enzim tutuklu dolgulu kolon reaktérlerde ks akig hizinin artmasi

ile artmaktadir. Yatigkin durum icin durgun filmdeki kutle aktarim hizi partikul
yuzeyinde substrat tiketim hizina esit oldugu igin Esitlik 2.28 yazilabilir.

Ko(So—S) =1 = KVmaX 2 (2.28)
+
m

36



Sistemi tanimlamak igin gerekli olan dort parametre yerine Esitlik 2.29'de
goruldugu gibi iki boyutsuz degisken tanimlanabilir.

Xzi, Da:ﬁ, K:ﬁ (2.29)
50 ksSo 50

Boyutsuz degigkenler kullanilarak substrat kutle denkligi tekrar yazilirsa Esgitlik
2.30 elde edilir.

1-X_ (2.30)

Damkdohler (Da) sayisi tutuklu enzimin kullanildidi tepkime hizinin, substratin
difizlenme hizi tarafindan veya tepkime hizi tarafindan kisittanmasinin sayisal

ifadesidir.

Damkohler (Da) sayisinin fiziksel tanimi agagida verilmistir.

Da — Vmax _ mak.5|mum reaksiyon hizi (2.31)
ksS, maksimum kitle aktarimhizi

Da sayisinin birden kuguk olmasi maksimum kuatle aktarim hizinin maksimum
reaksiyon hizindan blyuk oldugunu ve substrat tliketiminde reaksiyon hizinin
sinirlayici faktér oldugunu ifade etmektedir. Da sayisinin birden buylk olmasi
durumunda ise kutle aktarim hizi sinirlayici faktor durumundadir. Da sayisinin bire
esit olmasi durumunda ise difuzyon ve tepkime hizi birlikte kisitlayici etki

yapmaktadir.

Katle aktarim hizinin toplam reaksiyon prosesi Uzerine etkisini ortaya koymak

amaciyla etkinlik katsayisi (r7) Esitlik 2.32’ de oldugu gibi tanimlanmaktadir.

3 gOrinar reaksiyonhizi
= kltle aktarim direnci olmadigidurumdakireaksiyonhizi

(2.32)

Etkinlik katsayisinin birden kuguk olmasi durumu, katle aktarim direnglerinin
katalizOrin gorunur aktivitesini azalttigini ifade etmektedir. Da sayisinin sifira
yaklasmasi (duguk reaksiyon hizi, yuksek kutle aktarim hizi) durumunda etkinlik

katsayisi bire yaklagmaktadir.
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Pek cok tutuklu enzim reaktorlerde, enzim partikil icerisine tutuklanmaktadir. Bu
nedenle partiktl i¢i kitle transferinin ve reaksiyon kinetiginin incelenmesi
gerekmektedir. Oncelikle partikil i¢in derisim profili olusturulmahdir. Bu amacla
klresel gegirgen bir partikll icin yatiskin durumda kutle denkligi ¢ok ince bir
kalinlik igin Esitlik 2.33'deki gibi yazilabilir.

as , o as ., o 2
( Doe—d7r°), ( Doo— dnr®) = r.4xréar (2.33)
e ar ' & ar ear

Esitlik 4zdr’ye bolinlp ve limiti alinidiginda (dr — 0) Esitlik 2.34 elde edilir.

2
a°s 2ds (2.34)

e W

@ -
es( ard  rdr

Bu ifadenin asagida verilen sinir sartlarinda ¢oézulmesi durumunda Esitlik 2.35

turetilebilir.

o
7‘:\,:0:0 ve f =5

A
= _p(@es ﬁ)r:;‘? (2.35)

[ec =
%y, ar

Vp, Ap sirasiyla partikil hacmi ve dis ylzey alanini ifade etmektedir.

Etkinlik katsayisi katalitik partikil hakkinda ¢ok fazla bilgi verse de ne yazik ki
etkinlik katsayisi analitik yontemlerle saptanamamaktadir. Bu nedenle sayisal
¢dzimleme yapilmasi gerekmektedir. Sayisal ¢oézumlemeleri kolaylastirmak

amaciyla esdeger boyutsuz formuller yaziimaktadir (Boyaci, 2001).

5=5/So ve 7=r/R olarak tanimlanir ve Esitlik 2.34 tekrar yazilirsa Esitlik 2.36

elde edilir.
2= 2 -
(d S+2_0'§)= /'SR =9¢2 S _ (2.36)
ar?  rdr’ DS, 1+ B35S

Yukaridaki esitlikte ¢ ve g boyutsuz parametreler,
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3 D

es Km

o=

olarak tanimlanmigtir.

~1=0 ve d—?

Esitlik 2.36 deki ifade s
dr

=0 sinir sartlarinda birlestirilir.
r=0

GO IE. (2.37)
3¢2[11(1+ p)]
Bu ifadeden etkinlik katsayisinin, Thiele modull (¢) ve satirasyon parametresinin

fonksiyonu oldugu gorulmektedir. Esgitlik 2.37 ve 2.35 kullanilarak agagidaki esitlik

elde edilebilir.

s 1/2
_ 0 .
¢= {977 2.5, A+ B)} (2.38)

Etkinlik katsayisinin Thiele moduline karsi degisimi Sekil 2.4’de gortulmektedir.

Sekil incelendiginde; yuksek Thiele moduli degerlerinde (¢>3) substrat

difizyonunun substrat tuketiminden daha yavas oldugu gorulmektedir. Bu tlr
sistemler diflizyon kontrolli sistemler olup sadece partikulin ince bir tabakasinda

enzimatik reaksiyon gerceklesmektedir.

a?s
Des P Is (2.39)

Esitlik daha agik sekilde yazilirsa;

2 2
s 1] (2.40
dr? 2ds|dr
1/2
So
E:{ 2 jrsa’s} (2.41)
ar | Des o
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Esitlik 2.32, 2.35 ve 2.41 kullanilarak yuksek Thiele modull igin etkinlik katsayisi
Esitlik 2.42’de tekrar yazilmistir.

] 0 [~ T T T g e = = = =l T I T LI
05 " [ == .o (Birinei derece) 7]
B ' +50 ]
:/ B ' 0.0 (Sifirmer derece)
w S
2 01 \\\
3Ok :
ot B N
= 005 A
g - Kiiresel geometri -
= N | 4
— — — Diiz geometri
0.01 L ' AT 1 N AT 1 A AT ] T T
0.010 0.05 01 0.50 0.1 5.0 10.0 50.0 100.0

Thiele Modiilii (¢)

Sekil 2.4. Etkinlik katsayisi-Thiele modulu etkilesimi (Bailley and Ollis, 1986;
Boyaci, 2001)

5 So 1/2
> [rs ds

3Dps | Pes 0

Nyosl = (2.42)
¢>> R Iso

Bu esitlik Michaelis-Menten kinetigi icin tekrar dizenlendiginde;

11
Yoot =5 V2[B-In(L+ B 2.43

Substrat derigiminin K,, degerinden dusuk olmasi durumunda birinci dereceden

reaksiyonun gecerli oldugu daha énceden belirtilmistir.
re=ks (2.44)

DusUk substrat derisimleri igin etkinlik katsayisi tekrar yazilirsa Thiele modulinu
etkinlik katsayisina baglayan esitlik elde edilir (Bailey ana Ollis, 1986; Fogler,
1999).
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n= %(cp1 cothg, -1) (2.45)
@1

Thiele modulu fiziksel olarak tepkime hizi ile difizyon hizi oranini ifade etmektedir.

Yuksek Thiele modull, eszamanl difuzyon ve tepkime olayinda tepkime hizinin

substrat difuzyon hizina gore daha ylksek oldugunu ve olayin difuzyon kontrollu

oldugunu gostermektedir. Dusuk Thiele modulu, substrat difizyon hizinin tepkime

hizina gore daha ylksek oldugunu ve olayin kinetik kontrolli oldugunu

gostermektedir.

2.4. Dolgulu Kolon Dinamik Davranisinin Uyari Cevap Teknigi ile incelenmesi
2.4.1. Aikonma Suresi Dagilim Fonksiyonu

Akis iceren bir kimyasal prosesin matematiksel modelinin yapisi, elemanlarinin
akis yollarinin durumuna ve sistemdeki alikkonma suresinin dagihmina baghdir
(Smith, 1970; Levenspiel, 1972; Kafarov, 1976; Mutlu, 1988; Boyaci, 2001). Giren
akima verilen bir test sinyalinin sistemden ¢ikistaki durumu izlenerek bu dagilim
istatistiksel kurallarla aciklanabilir. Test sinyali, basamak, impals veya sinls
dalgasi seklinde olabilir. Besleme akimina enjekte edilen bir izleyicinin derigiminin
sistem cikisindan belli zaman araliklari ile 6Olgliimesiyle elde edilen dederler,
zamana karsi grafige gegirildiginde C-egrisi olarak adlandirilan egri elde edilir
(Sekil 2.5). impals tipi bir uyarinin alikonma siiresini veren bu egri Esitlik 2.46teki
gibi ifade edilebilir.

C= [rC(r)dr (2.46)
0

Esitlikte C(z); ali konma suresi dagilim fonksiyonu olarak adlandirilir ve sisteme

verilen izleyicinin ¢ikis akiminda, ortalama alikonma suresi, 7, da daha az sire

reaktorde oyalanan izleyicilerin oranini verir.

Ortalama alikonma suresi;

OIOZ'C(z')dz'
0

_2rC (2.47)
yC

T =

oJ?C (r)dr
0
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olarak tanimlanmaktadir. Bu esitlik kullanilarak alikonma suresi dagilm fonksiyonu
asagidaki sekilde de yazilabilir.
1C C

Cl)= e, “ear

(2.48)

Burada At ornek alma araligini gostermektedir.

Ortalama alikonma suresi biliniyorsa, C - egrisi agagidaki sekilde gosterilebilir.

C
C= C_o =7C(7) (2.49)

Burada;
Co, : Sistem girigindeki izleyicinin baglangi¢ derigimidir.

Surekli bir sistemde, verilen bir degiskenin ortalamaya gore yayilim veya varyansi,
sabit 6lcum araliklarinda asagidaki gibi verilebilir.

2 > X7 X)) _[ZX/ f(X/)]2

I | TN (250
varyans zaman birimleri ise;
21(4) = £Ciy Txif(x) = X7 C;, TxP(x) = X77C;, (2.51)
seklinde yazilir.
Boyutsuz zaman biriminde varyans,
S2 = 82%/;2 (2.52)

olarak verilir.
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W — =0.002

C=C/Cy

1.0 1.5 2.0

0=t/t
Sekil 2.5. Farkli Peclet sayilari igin C-egrileri (U, /D =Pe) (Boyaci, 2001)
Boyutsuz zaman ise. Esitlik 2.53'de gortlmektedir.

O=r/7 (2.53)

C-dagihminin varyansi, boyutsuz zaman ifadesi iginde,

2
S2= ZZGCC ~1=Y6%CA0-1 (2.54)
seklindedir.

C(r)dr fonksiyonu, reaktérde (z + dr) sure oyalanan bir maddenin reaktor cikis
akimindaki kesrini vermektedir. EGer, bu fonksiyon maddenin C, derigimi ile
carpilirsa, reaktorde (z+ dr) sure kalmis olan akigkan elemanlarinin ortalama

derisimini vermektedir. Bir bagka sekilde Esitlik 2.55’teki gibi yazilabilir.

Ca=[CAC(r)dr (2.55)
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Akigkan elemanlarinin alikonma surelerinin belirlenmesi, istatistiksel moment ve
olasihk yogdunluk fonksiyonu kavramlarina baghdir. Olasiik  yogunluk
fonksiyonlarinin sifirrnci momenti "1" dir. Birinci moment, “bileskenin ortalamasi”
olup, dagihimin merkez yerini belirler. ikinci moment, “varyans” dagilimin “yayiima”
sinin bir 6lgisidir. Uglincti moment, dagiimin ortalamaya gore “simetri” veya
‘carpilma” sinin bir Olgusudur. Doérdinci moment, sekildeki “tepe” noktasinin

keskinligini karakterize etmektedir.

Momentler sifir ile sonsuz araliginda, surekli bir dagilim igin asagidaki gibi ifade

edilir.

MO:TC (r)dr
0

Ttc (r)dr
My =2
[C(r)dr
0
Tt" C (7)dr
M, =2 (2.56)

TC (r)dr
0

Mo, My,...,M,,: Sifinnci, birinci ve m’inci dereceden momentlerdir. Deneysel

dagilim egrilerine basamakli olarak yaklastigindan dagilim egrisinin kirikl oldugu

varsayimi ile yukaridaki esitlik;

n

M, = > CiAr
/=1
n
2Cig

_ /=1

M, = — .
> Ci
/=1
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n
>Cio"
=

Mp = =5— (2.57)
> Ci
i=1

seklini alir.

2.42. Deneysel Momentlerin Iistatistiksel Yontemler Kullanilarak
Hesaplanmasi

Deneysel C-egrisinin momentleri “trapezoid” kurali ile bulunur. Sifirinci deneysel

moment igin;

a n

M5 = [cdr ~ Y CyyiAT (2.58)
0 i=1 ’

ifadesi gegerlidir. Burada M5 deneysel sifirinci momenttir. Cavi=(Ciq +C)/2 ye

esit olup, C-diyagraminin ordinati sifir ile “a” arasinda uzanir. Boylece herhangi
bir moment,

a . al ¢ . . . n{C..: . .
£Z‘JC dr I(H—l} d(tJ+l) ﬁc.:aviA(THl) z( aV’IJ[TiJ:]:.L_T:IJ_+1:|

E _0 =gk -\ j+1
ME = O SEINL ~ Al _ - (2.59)
[Cdr [Cdr > Cavildt > CavbAr
0 0 /=1 /=1

esitligi ile bulunur (Himmelblau, 1968). Esitlik 2.59 kullanilarak,

1 n
EZ Cav,i(z'i+l +7)
ME = 2 (2.60)
>C
] av,l
1 n
3 2.Cay, [T G+ Tt + Tiz]
mg - 35T (2.61)
anv,i
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(L 2 2
Z_anv,i (7 + 1)+ (i1 + 7

elde edilir. Esitlik 2.59 ile bulunan sonuglar A7 <0.026,, araliginda Esitlik 2.57 ile

bulunan sonuglarla tam uygunluk saglamaktadir.

2.4.3. Momentlerin Modellerden Cikarilma Yontemi

Moment modellerinin gikariimasi i¢in 6nce sistemi karakterize eden fiziksel modele
ve bu modeli tanimlayan diferansiyel esitlige karar verildikten sonra, bu esitligin
Laplace donusumu alinir. Teorik momentlerin bulunmasinda, momentlerle Laplace
¢bzumleri arasinda belli iligkiler kurulabilmektedir (Ramachandran, 1978; Mutlu,
1990; Sag, 1993; Boyaci, 2001). Model momentlerin ¢ikartiimasi igin dnce sistemi
karakterize eden fiziksel modele ve bu modeli tanimlayan diferansiyel esitlige
karar verilmesi sonra bu esitligin Laplace déonisumunidn alinmasi gerekmektedir.

Allkonma suresinin degigsimini gosteren bagimh degiskenin (C,) Laplace

dénusumd;

Ca = OjOC ae St (2.63)
0

seklinde gosterilir. Sifirinci Moment (mg) ;

Mg = TCAdt (2.64)
0

seklinde ifade edilir.C 5 'nin lim(S — 0) iken degerlendiriimesiyle;

lim(S — 0)Ca = TC Adt (2.65)

0

dir. Esitlik 2.65 sifirrnci moment ifadesi ile aynidir. Bir bagka degisle;
M = lim(S — 0)Ca (2.66)

olarak tanimlanabilir. Benzer yaklagimla birinci moment;
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O'Z‘A a> _st «° —st
=— [Cpe>dt= [C,(-t)e >'dt 2.67
d. a’s(j) A (f) NG (2.67)
Iim(S—>O)ddﬁ:—thAdt (2.68)
S 0
dir.
m, = —[tCadt (2.69)
0

seklinde vyazilabilir. Momentler ve Laplace c¢o6zumleri arasindaki bu iligki

genellenirse;

d" EA
ds"

m,, =-1"lim(S — 0) (2.70)

seklinde ifade edilir. Modeli tanimlayan diferansiyel esitlik Laplace bdlgesinde

tanimlandiktan sonra istenen moment derecesine goére (d"C,/ds") ifadeleri
olusturulup lim(S — 0) durumunda degerlendirilerek teorik moment ifadeleri elde

edilir..

2.4.4. Deneysel Momentlerle Model Momentlerin Birlestiriimesi

Modellerden bulunan momentler, t=0 ve t=a integrasyon araldinda

tanimlanarak agagidaki esitlik grubu cikartilir.
ML =My, M5=MY; ME=MY = Mg =My (2.71)

ve ¢Oziulurse buradan

a .
[f'Cdr
M= —— (2.72)
[Cdr
0

olup, modelden bulunur.
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Deneysel egri, modelin dogrulugunun bir Olgusu oldugundan, egrideki kesim

noktasinin se¢imi (t=a) Olgum kosullarinda, 6lgum elemanlarinin duyarhligina ve

kesinligine baghdir. Esitlik 2.71'de yer alan esitlik sayisi, model parametrelerinin
sayisina baghdir. Modeli tanimlayan esitliklerin karmasik yapisindan dolayi /l/lj!/”in

analitik olarak ¢oézilemedigi durumda, model esitliginden tiretilerek, model
parametrelerinin sayisina gore Esitlik 2.72 nolu esitlik seti olusturulur. Bu setin sol
tarafl numerik sag tarafi ise alfa numerik karakterleri icermektedir. Bu esitlik seti
ortak olarak g¢ozulerek sistem parametreleri saptanir (Mutlu, 1988; Sag, 1993;
Boyaci, 2001).

2.4.5. Dolgulu Kolon Reaktoru Karakterize Eden Modelin Secimi

Kuresel katalitik partikuller ile hazirlanan dolgulu kolon reaktore impals tipi bir uyari
yapildiginda, kolonun dinamik davraniginin (C-egrisinin), baska bir ifadeyle
olasilik yogunluk fonksiyonunun dispersiyon modeline uydugu saptanmistir.

Dolgulu kolon reaktoérde prosesi tanimlayan diferansiyel esitlik;

5C 5C 5°C| Dn|[ 8] &C
E—— = U—4D | —2 [+ =R | = |r==||-p.Ny 2.73
5t oX LL—»@} : {5.{ ﬂ Pola @.73)

seklinde olup, burada;

D, : Eksenel dagihm katsayisi, cm?/s

Dy : Radyal dagilim katsayisi, cm?/s
U : Gergek hiz, cm/s

X : Eksenel yondeki uzunluk, cm

t :Zaman, s

N, : Yiizeye olan net aki, mol/(cm? s)

e : Bosluk kesri olarak verilmistir.

Kolonda kullanilan katalitik partikilin tanecik ¢apinin kolon ¢apina oraninin (1/10)

‘dan kuguk oldugu goz 6nune alinarak radyal yondeki dagilimin ihmal edilmesi ile
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tek parametreli dispersiyon modeline karar verilmistir. Bu durumda diferansiyel

esitlik;
5°C  8C 5C
ox2 Dox P T @74

halini alir. Esitlik tim verilerin moment teknigi ile degerlendirildigi ifadedir.

2.4.6. Peclet Sayisinin Hesaplanmasi

Dolgulu kolondaki akig dinamigini karakterize eden en dnemli parametre o kolona
ait Peclet sayisi(Pe)’dir. Bu bolumde, Peclet sayisinin, model momentler ve

deneysel momentler ile hesaplama ydntemi verilecektir.

Model Momentlerin Cikarilisi

Model momentlerin bulunmasi igin agagidaki asamalar izlenmigtir. Dolgulu kolonda

bulunan partikulle herhangi bir sekilde etkilesmeyen bir madde icin N4 ;
Ny =0 (2.75)
yazilr.

Esitlik 2.74’Un boyutsuz gruplar halinde yeniden duzenlenmesiyle Esitlik 2.76 elde

edilir.

2
10°J 0J eLdI_, (2.76)

J : Boyutsuz derisim
Pe : Peclet sayisidir.

Esitlik 2.76’in Laplace dontusuimu alinirsa;

J(s):{P—leDz —D—%s}=0 (2.77)

elde edilir. Denklemin kokleri alinirsa;
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1+ 1+4£Ls

UPe
m. . = (2.78)
1.2 2/Pe

olarak tanimlanmaktadir. Bu denklemin “s” bélgesindeki genel ¢ozimd;

Js)=Ae™Z +Be™2¢ (2.79)
seklindedir. Burada;

A,B : Denkleme ait integral sabiti
m;, m, : Denklemin kokleri

integral sabitlerinin bulunmasi amaciyla Danckwerts sinir sartlari kullaniimistir.

1.sinirsarti: ¢=0 UM:UJ(S)CZO {Em} (2.80)
L o8¢ =0
2.sinirgarti: ¢=1 6;(;) =0 (2.81)

Burada M sisteme yapilan uyari miktaridir. Denklemin kokleri ve sabitleri Esitlik

2.79'e yerlestirildikten sonra J(s) fonksiyonu son seklini alir. Sonra fonksiyonun (s)

’e gore birinci turevi ve ikinci tlrevi alinir.
Tanim dolayisiyla;

Sifirinci mutlak moment;
lim(s > 0) J(s)=My =M (2.82)
Birinci mutlak moment;

5J(s)

lim(s — 0) el
0s

=M} = mn (2.83)

Birinci mutlak moment;
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mE =L (2.84)

seklinde ifade edilmektedir (Dogu, 1986). Burada m% ve mf siraslyla sifirinci ve

birinci deneysel momentlerdir.

ikinci mutlak moment;

52 J(s)

= MY (2.85)

lim(s — 0)

0s

olarak ifade edilir ve deneysel 0.,1.ve 2. momentler ile arasindaki iligki;

2
E E
M5 =2 | T (2.86)
Mg [Mp
seklindedir.

ikinci merkezi moment icin tanim;

2
My [ MY
My :_nz/l‘ _ﬁ/. (2.87)
Mg [ Mo
My =i—i[1—e—'°e] (2.88)
Pe pe?

seklindedir ve ikinci deneysel merkezi moment;

M5 = (2.89)

olarak ifade edilmektedir.

Deneysel sonuglar dogrultusunda hesaplanan ikinci deneysel merkezi moment

degeri, ikinci merkezi moment denklemine esitlenerek Pe sayisi hesaplanabilir.
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3.MATERYAL VE METOT

Bu calismada, duguk laktozlu sut Uretiminde kullaniimak UGzere enzim tutuklu

dolgulu kolon hazirlanmasi hedeflenmistir. Calismada, tasiyici matriks yluzeyine p

-galaktozidaz tutuklanarak hazirlanan dolgulu kolon reaktdrin dinamik davranisi,
uyari cevap teknigi kullanilarak ve moment analizi yapilarak degerlendirilmistir.
Kinetik davranis ile dinamik tepki arasindaki iligki Thiele modulul, etkinlik katsayisi,
Damkohler sayisi  gibi sistemi tanimlayici boyutsuz gruplar olusturularak
tanimlanmistir.  Calismada, akis dinamigi, kolon geometrisi, enzimin
immobilizasyon performansi, enzimin kolondaki kinetik davranigi gibi etkin
parametreler kullanilarak olusturulan bir matematiksel model ile tamamlanarak ve
elde edilen optimum parametrelerle ¢alisan sistemde sit érnegi kullanilarak laktoz

miktarindaki degisim belirlenmigtir.

1. Enzim Tutuklu Dolgulu Kolon Reaktor Hazirlanmasi:

Calismada, maksimum verimle c¢alisan enzim tutuklu dolgulu kolon reaktor
hazirlanmasi amacglanmistir. Bu nedenle, laktaz enzimi tutuklu dolgulu kolon
reaktorlerin hazirlanmasi asamasinda etkin parametreler test edilmis ve
maksimum goérunir aktivitenin elde edildigi parametreler optimum parametreler
olarak saptanmistir. Optimum parametreler ile hazirlanan dolgulu kolon reaktérde,

reaktor kinetigi uyari-cevap teknigi ile incelenmistir.
Sunulan ¢calisma u¢ temel asamadan olusmaktadir.

2. Enzimin Partikiil Yiizeyine Adsorpsiyon Mekanizmasinin incelenmesi

Enzim, partikil yizeyine immobilizasyon yontemlerinden biri olan adsorpsiyon
yontemiyle tutuklanmistir. g - galaktozidaz enzimi bazik regine (Duolite A568)
adsorpsiyonunu etkileyen parametreler kesikli dizende ¢alisan tepkime kaplarinda
incelenmigtir. Bu boélumde kesikli sistemde adsorpsiyon c¢alismalari ile ilgili
sonuglarin matematiksel olarak degerlendiriimesi ile tek tabakali adsorpsiyonu

aciklayan modellere ait Langmuir ve Freundlich sabitleri verilmistir. 2 -

galaktozidaz’in bazik regineye adsorpsiyon kinetigi incelenmistir.
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3.Serbest ve Tutuklu Enzim Kinetiginin Belirlenmesi

Calismanin bu bolumunde, laktaz enzimini zayif bazik karakterde regine yuzeyine

tutuklama parametreleri; baslangi¢ enzim derisimi, tutuklama suresi, tutuklama pH

si ve tutuklama sicakhgr temelinde incelenmis ve optimum tutuklama
parametreleri belirlenmigtir. Bu parametrelerde, partikul yuzeylerine laktaz enzimi
tutuklanmig, serbest ve tutuklu enzimlerin V., ve K, degerleri belirlenerek
kargilastinimistir.  Enzim kinetiginin birinci dereceden gergeklestigi subtsrat
derisiminde, tutuklu enzimlerin olusturduklar reaksiyon hizlari kullanilarak Thiele

modull ve etkinlik katsayilari belirlenmigtir.

3. Dolqulu Kolon Reaktor Kinetiginin incelenmesi

Dolgulu kolon reaktdr sisteminde; kolonun L/D orani ve ¢ozelti akis hizi
incelenmigtir. Bu bélumde uyari-cevap teknigi kullanilarak sisteme impals tipi uyari
verilmis ve kolon g¢ikigl cevap egrileri saptanmigtir. Cevap egrileri uygulanarak,
allkonma suresi, Peclet sayisi, eksenel dagilim katsayisi, donusum degeri,

Damkohler sayisi ve reaksiyon hiz sabiti degerleri belirlenmistir.

3.1 Enzim Tutuklu Dolgulu Kolon Reaktor Hazirlanmasi

Laktozun enzimatik hidrolizinde kullanilmak Uzere maksimum verimle calisan
enzim tutuklu dolgulu kolon hazirlanmasi amaglanmistir. Bu nedenle partikile,
uygun miktarda ve maksimum aktivitede enzim tutuklayarak kolon performansi

arttirlmaya calisiimistir.

Cahsmanin ilk agsamasinda enzimin partikll yuzeyine adsorsiyon mekanizmasi
incelenmigtir. Enzim adsorpsiyon mekanizmasinin hangi izoterme uydugu

modellenerek adsorpsiyon kinetigi belirlenmisgtir.

ikinci agsamasinda ise g -galaktozidaz enziminin zayif bazik karakterde regine

yuzeyine tutuklama parametreleri; baslangic enzim derisimi, tutuklama suresi,

tutuklama pH’si ve tutuklama sicakligi temelinde incelenerek optimum tutuklama
parametreleri saptanmigtir. Bu parametrelerde, partikile g - galaktozidaz enzimi
tutuklanmig, serbest ve tutuklu enzimlerin V. ve K, degerleri belirlenerek

kargilastinlmisgtir.  Enzim kinetiginin birinci dereceden gercgeklestigi substrat
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derigiminde, tutuklu enzimlerin olugturduklar reaksiyon hizlari kullanilarak Thiele
modulu ve etkinlik katsayilari belirlenmistir.

Son bélimde ise kolon L/D oraninin ve akis hizinin kolon peclet sayisi Uzerindeki
etkileri incelenmistir. Bu asamada uyari-cevap teknigi uygulanarak kobalt (1) nitrat
¢ozeltisi sisteme impals tipi uyari olarak beslenmis ve kolon ¢ikigi cevap edrileri
saptanmigtir. Cevap egrileri kullanilarak kolon alilkonma suresi, Peclet sayisi,
eksenel dagilim katsayisi degerleri hesaplanmistir. Calismanin son asamasinda
ise optimum parametrelerle hazirlanan enzim tutuklu dolgulu kolondaki déntsim

degeri, Damkdohler sayisi ve reaksiyon hiz sabiti degerleri saptanmistir.

Kimyasal Maddeler ve Ekipmanlar
Kimyasal Maddeler

Bu calismada Aspergillus oryzae kaynakh laktaz (AOG, 100,000 laktaz unit/gram,
EC 3.2.1.23) enzimi ENZECO® (Enzyme Development Corporation, ABD)
firmasindan, tasiyici partikil Duolite A568 Rohm and Haas (ABD), laktoz (D-laktoz
monohidrat), glukoz ve tampon c¢ozelti olarak kullanilan kimyasallar Merk
(Almanya) firmalarindan temin edilmistir. Cozelti hazirlanmasinda ve yikama
islemlerinde saf su kullaniimigtir. Protein tayininde kullanilan Bovine Serum

Albumin (BSA) Acros Organics (Belgika) firmasindan temin edilmistir.
Ekipmanlar

Kesikli sistemde ydratilen tutuklama c¢alismalarn sicaklik ayarli galkalamal
inkiibator (SI-300R, Korea) cihazinda gerceklestiriimigtir. Laktozun enzimatik
hidrolizi sonucu olusan glukoz, OneTouch select (Lifescan,Inc., ABD) glukoz

Olcum Kitleriyle belirlenmistir.

Uygun derigimlere seyreltilen enzim (protein) ¢dzeltisi ile Coomassie Brilliant Blue
G boyasinin bilesimi ile olusan komplekslerin 595nm dalga boyunda Shimadzu
UV-1601 spektrofotometre ile absorbanslari belirlenmistir. Ayrica kolon ¢ikisindaki
veriler fraksiyon toplayici (Foxy 200, ABD) ile alinmigtir.
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3.1.1 Enzimin Partikiil Yiizeyine Adsorpsiyon Mekanizmasinin incelenmesi

Kesikli sistemde adsorpsiyon calismalari: p-galaktozidaz enzimi bazik regine

adsorpsiyonunu etkileyen parametreler kesikli duzende ¢alisan tepkime kaplarinda
incelenmigtir. Adsorpsiyon hizi ve kapasitesini etkileyen parametreler arasinda

sicaklik ve adsorban miktari secilmistir.

o Kesikli sistemde vyurutilen adsorpsiyon calismalari sicaklik ayarli
calkalamali inkubator cihazinda gergeklestiriimistir.

e Enzim c¢Ozeltisinin pH’si enzimin ¢alisma pH’si olan4,5’a ayarlanmistir.

Karigtirma hizi ise 150 rpm’ de sabit tutulmustur.

e Adsorpsiyon g¢alismalart 50mL’ lik beherlerle 4 mg/mL derisiminde 5mL
- galaktozidaz c¢ozeltisi konularak sabit karistirma hizinda ve sicaklikta

calisan inkubatorde yuratalmustar.

e Deneylerde 25mg,50mg, 75 mg,100 mgolmak tzere dort farklh bazik regine
(Duolite A568 ) miktari kullaniimistir.

e Sicakligin adsorpsiyon hizina olan etkisini gézlemlemek amaciyla dort farkl
sicaklikta (15,25, 35,45 °C) caligiimigtir.

e Adsorpsiyon prosesi 24 saat sureyle izlenmis ve 9 ile 12 saat arasindaki
verilerde degisim olmamasi nedeniyle adsorpsiyon prosesine 9 saat sureyle

devam edilmigtir.

e CoOzelti ortaminda kalan enzim miktari protein Uzerinden takip edilmistir.
Bradford yontemi (1976), uygulanmis ve derisim degisimi spektrofotometre

ile takip edilmigtir.

Protein tayini

[ -galaktozidaz enziminin protein oraninin gok yuksek olmasindan dolayi ylzeye

adsorbe olan ve ¢ozeltide kalan enzim miktari, protein yardimiyla takip edilmigtir.
Protein miktarlari, standart protein olarak Bovin Serum Albumin (BSA) kullanilan
boya baglama yontemine (Bradford, 1976) gore belirlenmistir. Yontemde kullanilan
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Coomassie Brillant Blue G boyasinin stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi amaciyla;
35mg boyal0 mletanol (%95'lik) icerisinde ¢ozilerek tUzerine 20 ml fosforik asit

(%85’lik) ilave edilmis ve son olarak bu stok ¢odzelti Whatman No.1 kagidi ile

filtrelenmistir. Uygun derigimlere seyreltilen enzim (protein) ¢ozeltisi ile Coomassie
Brilliant Blue G boyasinin bilesimi ile olusan komplekslerin 595 nm dalga boyunda
spektrofotometre ile absorbanslari belirlenmistir. Enzim co6zeltilerindeki protein
oranlari Bovine Serum Albumin (BSA) saf protein ile hazirlanan kalibrasyon
grafiginin (Ek-1) egim degerlerinden yararlanilarak adsorpsiyon ¢ozeltisinde kalan

enzim miktar belirlenmigtir.

3.1.2.Serbest ve Tutuklu Enzim Kinetiginin Belirlenmesi

Calismanin bu boliumunde f-galaktozidaz enziminin c¢alisma kosullari ve
tutuklama parametreleri belirlenmistir. g -galaktozidaz enziminin zayif bazik

karakterde recine (Duolite A568) ylzeyine tutuklama parametreleri; baslangi¢

enzim derigimi, tutuklama suresi, tutuklama pH’si ve tutuklama sicaklgi temelinde

incelenmig, maksimum aktivitenin elde edildigi parametreler, optimum tutuklama

parametreleri olarak belirlenmigtir. Bu parametrelerde, partikil ytzeylerine g -
galaktozidaz enzimi tutuklanarak, serbest ve tutuklu enzimlerin V., ve Ky

degerleri belirlenerek karsilastirilmistir.  Enzim  kinetiginin  birinci dereceden
gerceklestigi subtsrat derigiminde, tutuklu enzimlerin olusturduklari reaksiyon

hizlari kullanilarak Thiele modull ve etkinlik katsayilari belirlenmisgtir.

3.1.2.1 B-galaktosidaz Enziminin Tutuklama Parametrelerinin Belirlenmesi
Enzim tutuklu dolgulu kolon hazirlanmasi ¢alismalarinda ilk olarak regineye enzim
tutuklama parametreleri test edilmistir. g -galaktozidaz enziminin zayif bazik

karakterde regine yluzeyine tutuklama parametreleri; baslangic enzim derisimi,

tutuklama suresi, tutuklama pH’si ve tutuklama sicakligi temelinde incelenmis ve

maksimum aktivitenin elde edildigi optimum tutuklama parametreleri belirlenmigtir.

Enzim tutuklama iglemlerinde ve tutuklama kosullarinin optimize edilmesi
asamalarinda daha hizli sonu¢ alinmasi icin enzim aktiviteleri glukoz 6lciim

kitleriyle belirlenmistir. Kullanilan cihaz 0-600 mg/dL glukoz derigim araliginda

hizli bir sekilde Olgme imkani saglamaktadir. Aktivite Olgimlerinde enzimatik
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reaksiyonlar 1 dakika sureyle gerceklestiriimis ve daha sonra bu karigimdan 3 L

ornek analiz edilmistir. Deneysel ¢alismalar iki paralel seklinde yurttalmustar.

e Calismada suresince 0.1g zayif bazik karakterde iyon degistirici regine

kullaniimigtir. Tartilan partiktl G¢ defa saf su ve bir defa fosfat tamponu ile
yikanmistir. Yikama islemi 15mL yikama c¢ozeltisi ile regine 1 dk
karigtirilmis ve sonra partikuller ayrilmigtir. Son yikamada kullanilan fosfat

tamponunun pH'si tutuklama pH’sinda segilmistir. incelenen tutuklama

parametreleri ¢izelge 3.1’ de gorulmektedir.

e Tutuklama suresinin tutuklanan enzim aktivitesi tizerine etkisini belirlemek

amaciyla tutuklama suresi incelenmigtir. Tutuklama islemi 4.0 mg/mL
baglangi¢ enzim derisimine sahip pH 4,5 fosfat tamponu igerisinde 35°C

'de karistirmal ortamda gercgeklestiriimistir. Tutuklama stresi sonunda
yukarida anlatildigi gibi yikama iglemi gergeklestiriimis ve aktivitelerine

bakilmigtir. Ayni islemler artan tutuklama surelerinde tekrarlanmistir.

e Tutuklama pH’sinin tutuklanan enzim aktivitesi Uzerine etkisini incelemek
amaciyla farkh pH’ larda tutuklama iglemi 4.0 mg/mL baslangi¢ enzim
derigsiminde, 35°C de 60dk surekli karistirmali  ortamda

gerceklestiriimigtir. Tutuklama suresi sonunda partikuller yikanarak serbest
enzimler uzaklastirilmis ve aktivitelerine bakilmistir.  Ayni iglemler

cizelgedeki pH’lar igin tekrarlanmigtir.

e Tutuklama sirasindaki ortam sicakliginin tutuklanan enzim aktivitesi
uzerine etkisini incelemek amaciyla tutuklama islemi 4.0 mg/mL bagslangi¢
enzim derisimine sahip pH4,5 fosfat tamponu igerisinde farkli
sicakliklarda gerceklestiriimistir. 60 dakikalik tutuklama slresince ortam
surekli olarak karistirilmistir. Tutuklama siresi sonunda yikama islemi
gerceklestiriimis ve aktivitelerine bakilmigtir Ayni islemler Cizelge 3.1 de
belirtilen sicakliklar igin tekrarlanmigtir.

e Tutuklama ortamindaki baslangic enzim derisiminin tutuklu enzim

aktivitesine etkisini incelemek amaciyla g -galaktozidaz enziminin farkli
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derigsimlerindeki ¢Ozeltileri 10mL pH4,5 fosfat tamponu igerisinde
hazirlanmig ve 0.1 g regine ile karistinimistir. Tutuklama ortami 35 °C’de
tutuklama suresince (60dk) sabit tutulmustur. Tutuklama suresince

partikil ylzeyinde olusabilecek film direncini kirmak amaciyla ortam
surekli olarak karistirlmistir. Bu sure sonunda regine ¢oOzeltiden
uzaklastirlmig ve partikil yizeyinde tutuklanmadan kalan veya yuzeye
zayif tutunmus enzimi uzaklastirmak amaciyla Ug¢ defa saf su kullanilarak
yikama islemi gergeklestirilmistir. Ayni iglemler tim enzim c¢dzeltileri igin

tekrarlanmistir.

e Enzim tutuklu recginelerin Urtn olusturma hizlar karsilastirilarak maksimum
arin olusturma hizina sahip enzimin tutuklanmasinda kullanilan

parametreler optimum tutuklama parametreleri olarak saptanmistir.

Cizelge 3.1. p-galaktosidaz enziminin optimum tutuklama parametrelerinin
saptanmasi amaciyla denenen parametreler

Parametreler incelenen Degerler
Baslangi¢ enzim derigimi (mg/mL) 05,1,2,4,5,10

Tutuklama suresi (dk) 10, 20, 30, 60, 120, 180, 210
Tutuklama pH’si 3,45,55,6.5,8.0
Tutuklama Sicakhigr (°C) 15, 25, 35, 45, 55

3.1.2.2 Serbest B-Galaktozidaz Enzim Kinetiginin incelenmesi
Enzim kinetiginin tanimlanmasinda kullanilan Michaelis-Menten esitliginde yer
alan K, ve V.. degerleri enzim aktivitesi hakkinda bilgi vermektedir. Ozellikle

enzimlerin tutuklanmasi iglemlerine enzim aktivitesi ¢esitli nedenlerden dolayi
azalmaktadir. Tutuklama igleminden sonra enzim aktivitesinde meydana gelen

aktivite kayiplarini belirlemek amaciyla serbest enzimin K,, ve V,,,, degerlerinin
belirlenmesi gerekmektedir. Bu bolumde serbest g -galaktozidaz enziminin
calisma kosullari belirlenmis ve bu kosullarda caligilarak serbest enzimin K, ve

Vinax degerleri belirlenmistir. Aktivite 6lcimlerinde enzimatik reaksiyonlar 1 dakika
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sureyle gergeklestiriimis ve daha sonra bu karisimdan 3 pL 6rnek analiz edilmistir.

Enzim aktivitesi glukoz 6lgum kitleriyle belirlenmistir.

Gergeklestirilen asamalar asagida verilmistir.

e Serbest formdaki pg-galaktozidaz enziminin c¢alisma pH’sinin
belirlenebilmesi amaciyla 3,4.5,5.5,6.5ve 8 pH degerlerine sahip fosfat
tamponlari hazirlanmig ve bu tampon ¢ozeltiler yardimiyla 125 mM (%4,5
laktoz) laktoz ¢dzeltisi hazirlanmigtir. 25°C oda sicakliginda 1mllaktoz
cOzeltisi ile 200uL 4 mg/ml enzimin reaksiyonu ile enzimin aktivesi

Olctlmustar.

e [-galaktozidaz enziminin c¢aligma sicakliginin belirlenmesi amaciyla,
15,25,35,45 veb55°C’de gerceklestiriimistir.15°C’ de pH4.5 200puL
4mg/ml enzim ile 1ml 125mM pH5,5 laktoz ¢bzeltisinin reaksiyonu

sonucu veriler alinmistir. Bu islem her sicaklik icin tekrarlanmistir.

e Optimum calisma kosullarinda, p-galaktozidaz enziminin kinetik
katsayilarinin (V,ox veK,,) belirlenebilmesi i¢in pH,5.5’de25, 50, 100,
200, 300, 400, 500 mM derigimlerinde laktoz ¢ozeltileri hazirlanmis ve

55°C’de 200puL 4 mg/ml enzim ile 1ml laktoz ¢ozeltisinin reaksiyonu

sonucu enzim aktivitesi belirlenmigtir.

o Farkli substrat derisimlerinde, elde edilen ilk hizlarin grafige gecirilmesi ile
Michealis-Menten grafigi elde edilmektedir. Elde edilen veriler

dogrultusunda Hanes-Woolf grafigi kullanilarak serbest g -galaktozidaz

enziminin K, ve V,,,, degerleri saptanmigtir

3.1.2.3 Tutuklu B-Galaktozidaz Enzim Kinetiginin incelenmesi
Bu asamada optimum tutuklama parametreleri ile zayif bazik karakterde iyon
degistirici regineye enzim tutuklanmis ve tutuklu enzimin K., ve V., degerleri

belirlenmistir. Ayrica farkli buyukliklerdeki regineye optimum tutuklama
parametreleri ile tutuklanan enzimin aktiviteleri dlgulerek Thiele modulu ve etkinlik

katsayilari hesaplanmigtir. Calismanin asamalari asagida verilmistir.
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e Calismanin ilk asamasinda 200-700 um c¢apina sahip bir karisim halinde
temin edilen recgine bes farkli elek (250, 355, 425 ve 500 um) kullanilarak
dort ayn fraksiyona ayrilmistir. Her bir fraksiyon ortalamasi o fraksiyonun
partikil bayukligu olarak alinmistir. Bunlar; 390, 437.5 ve 475 um olarak

belirlenmistir.

e 0.lgrecine tartilmis ve daha once verildigi gibi yikanarak tutuklamaya hazir

hale getirilmigtir.

e Tutuklama iglemi daha 6nce belirlenen optimum tutuklama

parametrelerinde; 5mg/mL baslangi¢c enzim derigimi, pH4.5 tutuklama
pH’si, 35°C tutuklama sicakhgl ve 60 dk tutuklama suresince surekli

karigtirmali ortamda gergeklestirilmistir. Tutuklama sonrasinda partikul
ortamdan uzaklastirilmig ve partikil yuzeyine zayif baglanan enzimi
uzaklastirmak amaciyla iki defa 10 mL saf su ve pH 6.5 fosfat tamponu ile

yikanmigtir.

e Tutuklu enzimin K, ve V. degerlerini saptamak amaciyla pH6.5'da

25,50,100, 200, 300, 400,500 MM  derigimlerinde laktoz ¢Ozeltileri ve
optimum parametrelerle tutuklanan partikiller ile reaksiyonu sonucu aktivite

Olclimustir. Tutuklu enzim aktiviteleri glukoz dlgum kitleriyle belirlenmigtir.

e Substrat derisimine karsilik enzimatik reaksiyon hizi egrileri elde edilmisg,
Hanes-Woolf grafikleri gizilerek recinelere tutuklu g - galaktozidaz enziminin

Km Ve Vyay degderleri belirlenmigtir.

e Dusuk substrat derigsimlerinde (birinci dereceden reaksiyonun gegerli oldugu
substrat derigimlerinde) Olgulen reaksiyon hizlari kullanilarak farkh
blayukluklerdeki enzim tutuklu partiktller icin Thiele modili ve etkinlik

katsayilari hesaplanmigtir.

3.1.3. Dolgulu Kolon Reaktér Kinetiginin incelenmesi

Bu bdliminde kolon L/D oraninin ve akis hizinin kolon Peclet sayisi Uzerindeki

etkileri incelenmistir. Bos kolon hacimleri sabit (5mL) tutularak esit miktarda
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partikiilin kolon igerisine yerlestirimesi saglanmistir. iyon degistirici regine ile
doldurulan dort farkli L/D oranina sahip kolonlar farkl akis hizlarinda test
edilmistir. Her bir parametre igin kobalt (ll) nitrat ¢ozeltisi sisteme impals tipi uyari
olarak beslenmis ve kolon c¢ikigi cevap edrileri belirlenmistir. Cevap egrileri
kullanilarak alikonma sureleri, Peclet sayisi ve eksenel dagilim katsayisi degerleri
hesaplanmigtir. - galaktozidaz tutuklu recineler dolgulu kolon reaktorlere

yerlestirilerek hazirlanan sistemlerde laktoz ¢oOzeltisi sisteme impals tipi uyari
seklinde beslenmis ve elde edilen cevap egrisinden donusum degeri, Damkohler
sayisi ve reaksiyon hiz sabiti degerleri belirlenmistir. izlenen asamalar asagida

gorulmektedir.

3.1.3.1. Dolgulu Kolon Reaktorlerde Peclet Sayisi ve Eksenel Dagilim
Katsayisinin Belirlenmesi

e Calismada tasiyici partikil olarak iyon degistirici recine kullaniimigtir. Bu
amagla L/D orani 1,2,5 ve 10 ve i¢ hacmi 5mL olan teflon kolonla
calisiimistir.  Kolon icerisine 1.6g partikil yerlestirimis ve baglant
elemanlari ve peristaltik pompa yardimiyla deney duzenegdi hazirlanmigtir.
Kolon girisine impals tipi uyari icin enjeksiyon noktasi belirlendi. Deney

dizenegdinin sematik gosterimi Sekil 3.1'te gorilmektedir.

e Sisteme uyari verilmeden once kolon icerisindeki havanin bosaltilmasi ve

yikanmasi amaciyla bir stre saf su gegirilmistir.

e Kolon icerisinde yer alan partikil ile kobalt (II) nitrat ¢ozeltisinin etkilesip
etkilesmedigi test edilmis ve ¢alisma sonucunda etkilesme olmadigi, kobalt

(1) nitrat ¢ozeltisinin inert oldugu goralmustar.

e Akis hizi istenilen degere set edilmis ve uyari igin kobalt (lI) nitratin stok

¢Ozeltisinden (4mol/L) 0,1mL enjekte edilmis, kolon c¢ikisindan yaklagik

0.8 mL’lik hacimler seklinde toplam hacim 25ml olana kadar veri

toplanmigtir.

e Ornekler toplandiktan sonra sistemde saf su gegirilerek temizlenmis ve bir

sonraki drneklemeye hazir hale getirilmistir.
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e Kolon cikisinda toplanan 6rnegin 510 nm’de absorbans degeri okunarak

kobalt (1) nitrat derigimi saptanmistir.

e Bu veriler dogrultusunda kolon g¢ikigi derisimi zamana karsi grafige
gecirilerek kolon cevap egrisi elde edilmistir. Bu asamalar 1-10 mL/dk akig

hizi araliginda farkli akis hizlarinda tekrar cevap egrileri elde edilmigtir.

e Elde edilen cevap egrileri kullanilarak sifirinci, birinci, ve ikinci mutlak ve
ikinci merkezi moment degerleri bulunmustur. Moment degerleri kullanilarak

peclet sayisi ve eksenel dagihm katsayisi hesaplanmigtir

Veri toplama

Dolgulu kolon

Saf su tanki

impals tipi uyari

\ 4 O
O

Peristaltik pompa

\ 4

Sekil 3.1. Deney duzeneginin sematik gosterimi

3.1.3.2. Donugsum, Damkohler Sayisi ve Reaksiyon Hiz Sabiti Degerlerinin
Belirlenmesi

Calismanin bu kisminda dolgulu kolon reaktérlerde donligum Uzerine kolon L/D
oraninin ve akis hizinin etkileri incelenmistir. Damkohler sayisi ve reaksiyon hiz
sabiti de@erleri her bir parametre igin hesaplanmis ve sonuglar degerlendirilmigtir.

Gergeklestirilen asamalar asagida verilmistir.

e Bu asamada g - galaktozidaz enziminin katalizledigi laktoz, hidroliz Grinu
glukoz Uzerinden takip edilmistir. Bu amacgla g -galaktozidaz enzimi
390, 437.5,475 um partiktl buydkliklerine sahip regine Uzerine bolum

3.1.2.1.’de belirlenen parametrelerde yine ayni bdlimde anlatildigi gibi
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tutuklanarak kullanima hazirlanmigtir. Calisma kapsaminda L/D oranlari

1,2,5vel0 olan teflondan yapiimis ve i¢ hacmi 5mL olan kolonlar

kullaniimistir.

Sistem Sekil 3.1’e benzer gekilde kurulmus ancak saf su yerine laktoz

¢cOzeltisi (40 mmol/L) bir rezervuardan peristaltik pompa yardimiyla

sisteme surekli olarak beslenmisgtir.

ilk asamada sisteme beslenen laktoz ¢ozeltisinin akis hizi ayarlanmis ve
sistemin dengeye gelmesi igin bos kolon hacminin dort kati laktoz ¢ozeltisi

sistemden gegirilmigtir.

Kolon ¢ikisindan 0.5mL 6rnek alinarak enzimatik hidroliz sonucu olugsan
glukoz, glukoz &lgiim Kkitleriyle belirlenmistir. Olglim islemi iki defa

tekrarlanarak deneysel hatalar azaltiimistir

Yukarida anlatilan asamalar ayni kolon ve ayni partikal buyukligunde,
farkh akis hizlari i¢in ve sonrasinda farkli kolon ve partikul buyukltkleri igin

tekrarlanmigtir.

Hesaplanan dontusum degerleri ve daha dnceki asamada belirlenen Peclet
sayilari kullanilarak her bir parametre icin Damkohler sayisi ve reaksiyon
hiz sabiti degerleri hesaplanmigtir. Bu asamada dusik substrat
derisiminde calisildigi igin Michaelis-Menten esitliginin birinci dereceden
reaksiyon esitligine yaklastigi kabul edilmis ve birinci dereceden

reaksiyonlar igin geligtirilen Danckwerts esitligi kullaniimigtir.

Optimum parametrelerle olusturulan enzim tutuklu dolgulu kolonda
laktozun doénusuimuine bakilmistir. Tek gecisle gerceklestirilen ¢alismada
yagsiz UHT sut sisteme beslenmis ve 1 saniye araliklarla 10 oOrnek

alinarak analiz edi
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4. DENEYSEL SONUGCLAR VE TARTISMA
4.1. Enzim Tutuklu Dolgulu Kolon Reaktor Hazirlanmasi

Dolgulu kolon reaktor hazirlanmasi agsamasinda reaktor performansini etkileyecek
parametreler incelenmis ve reaktorin verimini artirmak i¢in optimum parametreler

belirlenmistir. Bu cercevede gercgeklestirilien c¢alismalar; g - galaktozidaz'in
regineye adsorpsiyon mekanizmasinin incelenmesi, S -galaktozidaz enziminin

optimum tutuklama parametrelerinin saptanmasi, serbest ve tutuklu enzimin

kinetik parametreleri (K, Vimax). Thiele moduli ve etkinlik katsayisi degerlerinin

belirlenmesi ve dolgulu kolon kinetiginin incelenmesi agamalarindan olusmaktadir.

4.1.1. Enzimin Partikiil Yiizeyine Adsorpsiyon Mekanizmasinin incelenmesi

Bu bolumde kesikli sistemde adsorpsiyon calismalari ile ilgili sonuglar verilmis ve
bu sonuclar matematiksel olarak degerlendiriimigtir. Calismada, enzimin regineye
adsorpsiyonu Langmuir ve Freundlich izotermleri kullanilarak modellenmistir. Tek
tabakali adsorpsiyonu acgiklayan modellere ait Langmuir ve Freundlich sabitleri

belirlenmistir.

B-galaktozidaz'in bazik recineye (Duolite A568) adsorpsiyon kinetigi incelenmis ve
enzimin regineye adsorpsiyon mekanizmasinin agiklanmasi igin pseudo-birinci

derece ve pseudo-ikinci derece kinetik modelleri g6z 6nuinde bulundurulmustur.

Adsorpsiyon c¢aligmalarinda Freundlich ve Langmuir izotermlerine, kinetik
modellere ve diger matematiksel modellere olan uygunluk analizleri en dusuk

kareler regresyonu metodu (lineer) uygulanmistir. Sonuglar ise Kkorelasyon

katsayisi (Rz) olarak gosterilmistir (Berthouex ve Brown, 2002).

4.1.2.2. Kesikli Sistemde Enzimin Rec¢ineye Adsorpsiyonu

Adsorpsiyon, genellikle hizla dengeye ulasma 6zelligi gésteren bir islemdir. Bu
nedenle sistem dengeye ulastiktan sonra sivi fazda kalan adsorplanan madde
miktari sabittir. Bu temel prensipten hareketle gerceklestirilien kesikli sistem
adsorpsiyon caligmalar ile tek tabakali adsorpsiyon modeline uygun veriler elde

edilmistir.
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Kesikli sistem galismalarinda ilk olarak denge adsorpsiyon egrileri olusturulmustur.
Daha sonra farkli sicakliklar i¢in tek tabakali adsorpsiyonu ifade eden Langmuir ve
Freundlich izotermleri olusturulup Langmuir ve Freundlich sabitleri bulunarak

recinenin adsorplama kapasitesi belirlenmistir

4.1.2.3. Denge Adsorpsiyon Egrileri

B-galaktozidaz farkli miktardaki recine Uzerine adsorpsiyonuna ait denge egrileri,
enzim derisimlerinin zamana kargi grafige geciriimesiyle elde edilmistir. Sicakligin
adsorpsiyona olan etkisini gézlemlemek amaciyla denge adsorpsiyon egrileril5,

25, 35 ve 45°C’ de olmak Uzere dort farkh sicaklik i¢in olusturulmus ve 35°C
icin Sekil 4.1 gosterilmigtir.
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Sekil 4.1. Farkh miktarlardaki regine tGzerine enzimin adsorplanma kinetigi (35°C)

Sekil 4.1.den de goruldigu gibi recine miktari fazla olan Orneklerde enzimin
cozeltiden uzaklastirlmasi daha hizli olmaktadir. TUm regine miktarlarinda
adsorpsiyon islemi ilk 60 dakika, hizli gerceklesmekte ve 9 saat sonra dengeye
gelmekte ve sivi fazdaki enzim derigimi plato degerine ulagmaktadir. Bu davranig
tum sicaklik degerlerinde de benzer davranis gostermektedir.
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Bu grafikten denge enzim derigimlerini (C.) plato degerlerinden okunabilir.
Dengede recine uzerine adsorplanan enzim miktarlarini (g.) bulmak igin

baslangi¢c enzim derisiminden, denge durumunda ¢6zeltide kalan enzim derisimleri
cikartilarak c¢ozelti hacmiyle garpilmis ve kullanilan regine miktarina boéllnerek

gram recine Uzerinde adsorplanan mg-enzimin miktarlari zamana kargi grafige

gecirilmigtir.
Ge =Gy —C)I W (4.1)

Burada;

de : dengede birim adsorban tzerine adsorplanan enzim miktari (mg/g)
Cy: Cozeltinin baglangig enzim derigimi (mg/L)

C.: Adsorpsiyon sonrasi ¢ozeltide kalan enzim derigimi (mg/L)

V : Cozeltinin hacmi (L)

W : adsorban miktari (g)

Bu grafikten (q.) degerleri mgenzim/g regine olarak okunabilmektedir. Sekil

4.2’den de goruldigu Uzere regine miktarinin arttirimasiyla sistemin daha hizli ve
etkin bir sekilde dengeye geldigi, ¢ozeltide kalan enzim miktarinin da dengede

daha az miktarda kaldigi soylenebilir.

Recine miktarinin arttinimasiyla dengede c¢oOzeltide kalan enzim miktarinin
azalmasi ve dengede regine Uzerine adsorplanan enzim miktarinin arttigi
dugunulebilir. Sekil 4.2° den regine miktarinin arttirlmasiyla sistemin dengeye
gelme egilimi yuksek; ancak dusuk regine miktarlarinda ise adsorplanan enzim

miktarinin arttigi gérilmektedir.

Grafikte, adsorplanan enzim miktarinin birim regine Uzerine adsorplanan miktar
olarak verilmistir. Burada recine miktari artarken adsorplanan toplam enzim
miktari artmakta, ancak birim recine Uzerinde adsorplanan enzim miktar
azalmaktadir. Bunun nedeni olarak ise regine miktarinin arttirilmasiyla ortamdaki
enzimin, artmis olan regine ylzeyine daha kolaylikla ulasabildigi ve adsorplandigi

aciktir. Recine miktari arttirildikga, recinenin adsorplama kapasitesinin bir kismi
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kullanilamamaktadir.
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Sekil 4.2. Birim recgine Uzerine enzimin adsorplanma kinetigi (35°C)

4.1.2.4. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermleri, adsorbant Gzerinde adsorplanan madde miktari ile sivi
icerisinde ¢6zUnmus halde bulunan madde miktari arasindaki iligkinin
aciklanmasinda kullanilirlar. Adsorpsiyon izotermlerinin deneysel sonuglarinin
aclklanmasi icin iki veya U¢ parametreli modeller gelistiriimistir. Bunlardan en
yaygin olarak kullanilanlari Langmuir ve Freundlich modelleridir. Langmuir modeli
tamamen homojen bir adsorpsiyon ylzeyi Uzerinde elde edilmisken, Freundlich

modeli heterojen ortamlar igin gegerlidir.

Adsorpsiyonun denge hali icin gecerli olan ve dengede c¢o6zeltide kalan
adsorplanan madde ile adsorban Uzerine adsorplanan madde arasindaki iliskiyi
ifade eden Freundlich ve Langmuir izotermlerinin olusturulmasi ve bu izotermlere
ait adsorpsiyon katsayilarinin bulunmasiyla adsorpsiyon olayinin daha da acgiklk
kazanmasi amaclanmaktadir.

Freundlich izotermi heterojen ylzeylerde adsorpsiyonu ifade eden asagidaki ifade

ile verilmektedir. Freundlich izotermini ifade eden esitik ve bu esitligin
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dogrusallastiriimig sekli asagida gosterilmigstir.

9e = Kr(Ce)'” (4.2)
1

Inqe=InK,+;In Ce (4.3)

Burada;

Je : dengede birim adsorban agirligi bagsina adsorplanan enzim miktari (mg/g)
C.: dengede adsorplanmadan kalan enzim derigimi (mg/L)

K;: Deneysel olarak hesaplanir. Adsorpsiyon kapasitesi (L/g)
n: Adsorpsiyon derecesi (birimsiz)
Burada K;ve n sirasiyla adsorpsiyon kapasitesi ve adsorpsiyon derecesini ifade

eden Freundlich sabitleridir.Inqg, 'ye karsi gizilen InC, grafiginden elde edilen dogru

denkleminde K; ve n degerleri hesaplanmig ve gizelge 4.1’ de verilmistir.

Dengede ¢ozeltide kalan enzim derisiminin logaritmik degerine kargi birim regine
uzerine adsorplanan enzimin logaritmik degerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen

Freundlich izotermleri farkli sicakliklar igin sekil 4.3’ te gosterilmigtir.

N
dn

-3

Inge

-3.5 -

InCe

Sekil 4.3. Farkli sicakliklardaki Freundlich izotermleri
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Deneysel verilerin Freundlich izotermine uygunlugu adsorbant yizeyinin
heterojenitesini ifade etmektedir. 1/n degeri adsorbant/adsorbat sisteminin
uygunlugu ve kapasitesi hakkinda bilgi verir, heterojenlik faktérina ifade eder. Bu
deger sifira yaklastikga yuzeyin heterojenlik seviyesi artmaktadir ve bu dogal
adsorbanlarin dusuk enerjili heterojenligi ile aciklanir. Bu deger ayni zamanda
adsorpsiyon yogunlugudur ve degerin 1 ile 10 arasinda olusu iyi bir adsorpsiyona
isarettir. n degeri 1’den az ise, adsorpsiyon kimyasaldir. Tam tersi durumda
fizikseldir denebilir (Wu 2007).

Calismamizda Freundlich izoterminden elde ettigimiz n degerleri Cizelge 4.1°’den
goruldugu uzere 1.84 ile 4.44 arasinda olup, tum sicakliklarda n degerlerinin 1 ve
10 degerleri arasinda olmasi, enzimin regineye adsorpsiyonunun istemli ve fiziksel

bir stire¢ oldugunu ve adsorpsiyonunun verimliligini ifade etmektedir.

Yine onceki bolumlerde bahsedildigi gibi K; sabitinin bayuk degerleri, iyi bir
adsorpsiyon igin tercih sebebidir. Cizelgeden goruldigu Uzere enzime ait Ky
(L/mg) degerleri 2.9 ile 4.6 arasinda bulunmustur. Calisma sonucu en buyuk Kj
degeri 308 K (35°C) sicakhkta belirlenmigtir. Bu durum enzimin regineye

adsorplanma kapasitesinin bu sicaklikta en iyi oldugunu gostermistir.

Cizelge 4.1. Farkli sicakliklardaki Freundlich ve Langmuir sabitleri

T (°C) Freundlich sabitleri Langmuir sabitleri
K: (x107®) (L/g) n R2 Qox10% (mg/g) | b (L/mg) | Ry R2
15 3.00 2.96 | 0.98 3.13 5.99 0.23 | 0.99
25 2.87 2.84 0.84 3.12 5.07 0.26 | 0.91
35 4.64 1.84 0.96 5.12 3.02 0.37 | 0.96
45 3.33 4.44 | 0.94 3.20 13.69 0.12 | 0.98

Langmuir izotermini ifade eden esitlik ve bu esitligin dogrusallastinimis sekli

asagida gosterilmistir.

QObCe
- <07~e 4.4
e 1+ bC, (4.4)

Langmuir esitligini lineer formda yazacak olursak;
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Ce =i+[iJce (4.5)
Ge Qob QO

elde eldilir. Burada;

Qq: yuzeyde tam bir tek tabaka olusturmak igin adsorbanin birim agirlhiginda
adsorplanan enzim miktari (mg/g)
b : adsorpsiyon net entalpisi ile ilgili bir sabittir (L/mg)

Langmuir izotermlerine ait sabitler C./q.'ye kargi gizilen C, grafiginden (Sekil
4.4.) elde edilen dogru denklemlerinden Q, ve b degerleri hesaplanmis ve gizelge

4.1’ de verilmisgtir.

25

20 -

15 -

10 -

Celge (g/L)

0 0.1 0.2 0,3 0.4 05

Ce (mglL)

Sekil 4.4. Farkh sicakliklardaki Langmuir izotermleri

Adsorpsiyonun elverigliligini belirleyen boyutsuz R, (dagiima) sabiti esitlik 4.6
yardimiyla hesaplanmig ve degerleri gizelge 4.1 verilmistir. Bu sabitin 0 ile 1
arasinda deg@erler almasi elveriglilik durumunun saglandidina isaret eder (Hall,
1966).

1
R, = 4.6
s bC, (4.6)
Bu esitlikte;
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b : Langmuir sabiti (L/mg)
Co :Enzimin ¢ozeltideki baslangi¢ derigimi (mg/L)

Langmuir esitligi adsorpsiyonu ¢ok gugli homojen yluzeylerde tarif etse de, dogal
adsorbanlar icin bu pek gecerli degildir. Cunkl; dogal adsorbanlar, farkli
fonksiyonel gruplarla gosterilen, kimyasal heterojenlik gosterirler. Langmuir

izotermi agisindan bakildiginda, adsorban seciminde Q, ve b degerleri ylksek

olmasi makbulddir.

Langmuir izoterminden elde ettigimiz Q, ve b degerleri, Cizelge 4.1'den
goruldugu Uzere, sirasiyla 0.031-0.051mg/g ile 3.02-13.69L/mg arasinda

degismektedir. Bu deg@erler adsorpsiyon prosesinin Langmiur izotermine uydugunu

gostermektedir.

Langmuir izotermine uygunlugu gosteren diger bir parametre olan boyutsuz R
sayisi denklem 4.6’ ya gore hesaplanmigtir. R degeri, Cizelge 4.1’ den goruldugu

Uzere, 0.12-0.37 arasinda bulunmustur. Bu degerler adsorpsiyon igleminin

Langmiur izotermine uydugunu kanitlamaktadir (Bolim 2, Cizelge 2.2).

Yapilan galigmada elde edilen sonuglarin Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon
izotermlerine uygun oldugu goérulmastir. Her iki modelden elde edilen korelasyon

katsayilari (>0.90) tum sicakliklar icin yuksek degerlerde olmasina karsin,
enzimin regineye adsorpsiyonu Langmuir izotermine daha uygundur. Cunku
korelasyon katsayisinin (Rz) Langmuir izotermi icin daha buyuk oldugu Cizelge

4.1’de gorilmektedir.

4.1.2.5. Adsorpsiyon Kinetikleri

Kinetik modeller adsorpsiyon mekanizmasinin acgiklanmasi igin geligtiriimistir ve
adsorpsiyon prosesinin hizinin belirlenmesinde kullaniimaktadir. Adsorpsiyon
mekanizmasi adsorbantin fiziksel ve/veya kimyasal Ozelliklerine baghdir. Kutle
transferi ve kimyasal reaksiyon gibi adsorpsiyon islemini kontrol eden
mekanizmalarin belirlenmesi igin deneysel verilere birinci ve ikinci derece kinetik
modeller uygulanmistir. Olgllen derisimlerin adsorbentin yiizey derisimine esit

oldugu varsayilmistir. Enzimin regineye adsorpsiyon mekanizmasinin agiklanmasi
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icin pseudo-birinci derece ve pseudo ikinci derece kinetik modelleri gz 6ninde
bulundurulmustur. Lagergren pseudo birinci derece hiz esitligi ve Ho pseudo ikinci
derece hiz esitligi sivi ¢ozeltide ¢bzunenin adsorpsiyonunda en ¢ok kullanilan
esitliklerdir (Lin and Wang, 2009).

Adsorpsiyon hizini belirlemek igin kullanilan esitlikler sunlardir:
Pseudo birinci derece Lagergren esitligi:

In(ge - g;)=Inge - ki t (4.7)

Pseudo ikinci dereceden reaksiyon hiz esitligi:

Lol i (4.8)
qf kzqe’/*] qe,h

Burada;

k,: Lagergren adsorpsiyon hiz sabiti (dk'l)

Kk, : Pseudo ikinci dereceden adsorpsiyon hiz sabiti (g/(mg.dk))

g : Denge meydana geldigi zaman adsorplanan enzim miktari (mg/g)
Jep: Hesaplanan enzim miktari (mg/g)

g;: Herhangi bir zamandaki adsorplanan enzim miktari (mg/g)

olarak tanimlanmaktadir. In(g. —q;) ve t/q; degerlerinin t degerine karsi ayri

grafikleri cizilmigtir. Elde edilen dogrular yardimiyla k; ve k, degerleri
hesaplanmigtir.  Deneylerden elde edilen veriler, grafikler yardimiyla
degerlendirilerek adsorpsiyona en uygun izoterm ve adsorpsiyon hizinin derecesi

bulunmustur.

Enzimin recineye adsorpsiyonu icin pseudo birinci derece ve pseudo ikinci derece
kinetik modeller incelenmis ve birinci derece kinetikleri Sekil 4.5-4.8'de
gorulmektedir. Ayrica birinci ve ikinci derece kinetik model denklemleri yardimiyla
25, 50, 75 ve 100 mg reginelere adsorplanma kinetik sabitleri hesaplanmis ve

Cizelge 4.2-4.5'te verilmistir.
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In(ge-qt)

+15 025 435 *45

-10

t (dKk)

Sekil 4.5. Enzimin regineye pseudo |. derece adsorpsiyon kinetigi (25 mg)

( 100 200 300 400 500 600

In(ge-qt)

+15 025 A35 45

t (dk)

Sekil 4.6. Enzimin regineye pseudo |. derece adsorpsiyon kinetigi (50 mg)
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In(qe-qt)

+15 025 435 045

-10
t (dk)

Sekil 4.7. Enzimin regineye pseudo |. derece adsorpsiyon kinetigi (75 mg)

( 100 200 300 400 500 600

In(ge-qt)

+15 025 A35 ®45

-10
t (dk)

Sekil 4.8. Enzimin recgineye pseudo |. derece adsorpsiyon kinetigi (100 mg)
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Cizelge 4.2. 25 mg regineye enzimin adsorplanma kinetigi

Pseudo I. Derece Kinetik Pseudo II. Derece Kinetik
T (K) (Lagergren Modeli) (Ho Modeli)
Ged | RZ |ki(UdK) | qen | R |kp[g/(mgdk)]| den
288 0.023 | 0.92 0.005 0.017 0.99 0.633 0.025
298 0.023 | 0.86 0.005 0.013 1.00 1.004 0.025
308 0.029 0.92 0.005 0.019 1.00 0.625 0.032
318 0.023 0.94 0.005 0.023 1.00 0.652 0.030

Cizelge 4.3. 50 mg regineye enzimin adsorplanma kinetigi

Pseudo I. Derece Kinetik Pseudo II. Derece Kinetik
T (K) (Lagergren Modeli) (Ho Modeli)
Oed R? | kg (1/dK) | Qen RZ | kz [9/(mgdk)]| gen
288 0.021 0.93 0.005 0.016 0.99 0.646 0.024
298 0.019 0.96 0.005 0.016 0.99 0.574 0.022
308 0.026 | 0.95 0.005 0.023 0.99 0.394 0.030
318 0.024 | 0.99 0.004 0.023 1.00 0.245 0.030

Cizelge 4.4. 75 mg regineye enzimin adsorplanma kinetigi

Pseudo I. Derece Kinetik Pseudo II. Derece Kinetik
T (K) (Lagergren Modeli) (Ho Modeli)
Ged | R | ki (UdK) | den | R? |kplg/mgdk)]| den
288 0.019 | 0.98 0.005 0.017 1.00 0.520 0.022
298 0.019 | 0.97 0.007 0.020 0.99 0.469 0.022
308 0.022 0.96 0.007 0.023 0.99 0.370 0.025
318 0.023 | 0.97 0.005 0.022 0.99 0.291 0.028

Cizelge 4.5. 100 mgregineye enzimin adsorplanma kinetigi

Pseudo I. Derece Kinetik Pseudo Il. Derece Kinetik
T (K) (Lagergren Modeli) (Ho Modeli)
Oed RZ | kg (1/dK) | Qen RZ | kz [0/(mgdk)]|  den
288 0.018 0.83 0.009 0.024 0.98 0.375 0.021
298 0.017 0.98 0.005 0.016 0.99 0.453 0.020
308 0.019 0.94 0.008 0.022 1.00 0.384 0.022
318 0.21 0.94 0.007 0.023 1.00 0.328 0.025
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Enzimin recineye adsorpsiyonu icin pseudo Il derece kinetikleri Sekil 4.9-4.12’ de
goOrulmektedir.
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o 20000 r

t/

10000 |
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Sekil 4.9. Enzimin regineye pseudo Il. derece adsorpsiyon kinetigi (25 mg)

40000
-0
30000 |
f=s
T 20000 |
10000 |
D ! ! ! !
0 100 200 300 400 500 600 700 800
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Sekil 4.10. Enzimin regineye pseudo Il. derece adsorpsiyon kinetigi (50 mg)
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Sekil 4.11. Enzimin regineye pseudo Il. derece adsorpsiyon kinetigi (75 mg)
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Sekil 4.12. Enzimin regineye pseudo Il. derece adsorpsiyon kinetigi (100mg)

Yukaridaki gizelgelerden de goéruldugu gibi R? degerleri pseudo ikinci derece igin
oldukga yuksek cikmistir. Bu sonuca gore enzimin recgineye adsorpsiyonunun
pseudo ikinci derece kinetik modele uydugu belirlenmigtir. Cizelgelerde ikinci
dereceden hiz katsayilarinin deneysel ve teorik katsayilari gosterilmistir. Bu

grafiklerden de goraldugu gibi g, 4 ve dep degderleri birbirine ¢ok yakindir. Boylece
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bu adsorpsiyon igleminin pseudo ikinci dereceden hiz modeline uygunlugu bir kez
daha ispatlanmaktadir.

Enzimin regine Uzerine adsorpsiyon kinetigi asamali olarak meydana gelmektedir.
Bu asamalar kisaca soyledir: Cozeltide bulunan enzim molekdlleri adsorbani
kaplayan bir film tabakasi sinirina dogru difuze olur. Bu basamak, Lagergren
pseudo |. dereceden denklem basamagi ile agiklaniyor olup, adsorpsiyon
dizeneginde vyaratilan belirli bir hareketlilik (karistirma) sebebiyle ¢ok hizli
gerceklestigi icin gogunlukla ihmal edilir. Daha sonra, film tabakasina gelen enzim
molekulleri buradaki durgun kisimdan gecgerek adsorbanin gézenek bosluklarinda
hareket eder ve adsorpsiyonun meydana gelecegi yluzeye dogru ilerler. Bu da Ho
pseudo Il. dereceden denklem ile ifade edilen ikinci basamaktir. Ve ¢alismamizda
hiz belirleyici olan basamaktir. Son basamak ise, pargacik igi difizyon olayinin
meydana geldigi basamaktir ve burada adsorbat, adsorbanin gézenek yluzeyine
tutunur. Bu basamak da 1. basamak gibi hizli oldugundan ihmal edilebilir.
Adsorbanin bulundugu faz hareketsiz ise, 1. basamak en yavas ve adsorpsiyon
hizini belirleyen basamak olabilmektedir. Ancak akiskan hareket ettirilirse, ylzey
tabakasinin kalinh@1 azalacagi i¢in adsorpsiyon hizi artacaktir. Calismamizda
karistirma hizi iyi oldugundan dolayr yuzey tabakasi kalinhgr azalmis ve
adsorpsiyon kolay olmustur. Dolayisiyla 1. basamak hiz belirleyici olmaktan ¢ikmis

ve 2. basamak hiz belirleyici olmustur (Ho and Mckay, 1999; Kumar, 2006)

4.1.3. B-Galaktozidaz Enziminin Tutuklama Parametrelerinin Belirlenmesi

Literatlrde farkli tutuklama ydntemleri bulunmakla birlikte bu farkllik; materyalin
yluzey Ozelliklerine ve tutuklanan enzimin o6zelliklerine goére farkh tutuklama
parametreleri bulunmaktadir. Calismada zayif bazik karakterde regine Uzerin@ -
galaktozidaz enzimi tutuklanarak yuksek performansli dolgulu kolon reaktor
hazirlanmasi hedeflenmigtir. Partikll Gzerine tutuklanan enzimin aktivitesi kolon
performansini belirleyen en &énemli parametrelerdendir. Bundan dolayi birim
partikil Uzerine maksimum aktivitede enzim tutuklamak amaciyla tutuklama
parametreleri; baslangi¢c enzim derigsimi, tutuklama suresi, tutuklama pH'si ve
tutuklama sicakhgr temelinde incelenmistir. Maksimum go6rinir aktivitenin
belirlendigi tutuklama parametreleri optimum tutuklama parametresi olarak

belirlenmis ve ¢alismanin sonraki asamalarinda bu parametreler kullaniimistir.
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Tutuklama Suresinin Tutuklanan Enzim Aktivitesine Etkisi:

Recineye maksimum aktivitede enzim tutuklamak amaciyla tutuklama siresi
10-240 dakika arahginda incelenmistir. Tutuklama iglemi; baslangi¢c enzim

derisimi 4 mg/ml, tutuklama pH’si 4.5 ve tutuklama sicakligi 35°C de test edilen

tutuklama suresinde gergeklestiriimis ve tutuklanan enzim aktivitesi; sabit substrat
derisiminde birim zamanda glukoz olusum hizinin glukoz dl¢gim kitleri kullanilarak
Olcilmesi ile belirlenmis ve bagil aktivite hesaplanmistir. Caligilan tutuklama
sureleri ile elde edilen enzim aktivitesi degerleri arasinda 6nemli bir farklilk
gorulmemistir. Sekil 4.13 incelendiginde 60 dk tutuklama suresi civarinda, tutuklu
enzim aktivitesinin daha stabil bir deger aldigi disinulerek tutuklamanin 1 saat

sure ile gerceklestiriimesine karar verilmigtir. Bu sonuglara gbére g -galaktozidaz

enziminin duolite Uzerine hizli bir tutuklama gergeklestirdigi soylenebilmektedir.
Elde edilen bu sonuclara paralel olarak Demirel (2003), Pectinaex Ultra SP-L
enziminin, duolite-polistiren partikile tutuklama iglemlerinde ayni tutuklama
suresinde calismalarini yurutmustur. Literatirde farkli enzimlerin Duolite A568
uzerine tutuklama icin 1 saatten 24 saate kadar degisen tutuklama sureleri
belirlenmistir (Ozdural et.al., 2001; Sarioglu, 1998)
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Sekil 4.13. Tutuklama suresinin tutuklu enzim aktivitesine etkisi (Cy 4 mg/mL

T:35°C, pH:4.5)
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Tutuklama pH’sinin Tutuklanan Enzim Aktivitesine EtKisi:

Optimum tutuklama pH’sini belirlemek amaciyla tutuklama iglemi 3-8pH

araliginda gergeklestirilmistir.  Tutuklama islemindeki diger parametreleri;
baslangi¢c enzim miktari 4 mg/ml, tutuklama siresi 60 dk ve tutuklama sicakhgi

35°C’de sabit tutulmustur. Tutuklama iglemi sonrasinda tutuklu enzim aktivitesi
belirlenmis vepH’ daki degisim Sekil 4.14’de verilmektedir. Ortam pH degerindeki

degismenin, tutuklu enzim aktivitesini dnemli dlgude etkiledigi gorulmektedir.

Maksimum enzim aktivitesi, ortam pH degerinin pH’si 4.5 oldugu durumda elde
edilmigtir. S -galaktozidaz enziminin pH dederi 4-7.5 ve Duolite A568 reginesinin
7-9 olarak verilmektedir (Anonim a., 1998, Anonim b., 1998). Buna goére dusuk pH
degerlerin de recinenin baglama 6zelligini, yuksek pH degerlerin de ise enzimin

aktivitesini kaybedecegi dusunulmektedir. Her ikisinin de maksimum dizeyde

Ozelliklerini koruyarak tutuklamaya katildiklari nokta, pH 4.5 olarak belirlenmigtir.
Sekil 4.14’de goéruldugu gibi pH4.5 dederinin Ustindeki tutuklamalarda enzim
aktivitesi kaybi, pH4.5 degerinin altindakilere gore daha ¢ok miktarda

gerceklesmistir.
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Sekil 4.14. Tutuklama pH’sinin tutuklu enzim aktivitesine etkisi ( &, :4 mg/mL, t:60
dk, T:35°C)
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Tutuklama Sicakliginin Tutuklanan Enzim Aktivitesine Etkisi:

Tutuklama sicakhgr da tutuklu enzimin aktivitesini etkileyen O6nemli bir
parametredir. Tutuklama sicakhginin tutuklanan enzim aktivitesine etkisini
belirlemek amaciyla 15-55°C sicakhk arahdinda tutuklama islemleri
gercgeklestirilmistir. Diger tutuklama parametreleri; baglangi¢ enzim derigsimi 4
mg/ml, tutuklama stiresi 60 dk ve tutuklama pH’'si 4.5 olarak sabit tutulmustur.
Farkli tutuklama sicakliklarina karsi elde edilen tutuklu enzim aktivitesindeki
degisim Sekil 4.15’te verilmistir. Tutuklu enzim aktivitesinin sicaklikla ¢ok fazla
degismedigi ve bu sicakliklar arasinda enzim aktivitesinin 35°C de daha iyi
oldugu gorulmuastir ve sonraki asamalarda bu sicaklik kullaniimigtir. Bu sonug
Boyaci, (2001)'nin glukoz oksidaz enziminin ayni regineye tutuklama parametreleri

ile ilgili caligmasindaki tutuklama sicakligi ile uyum igindedir.
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Sekil 4.15. Tutuklama sicakliginin tutuklu enzim aktivitesine etkisi ( Cy:4mg/mL,
t:60 dk, pH:4.5)

Baslangic Enzim Derisiminin Tutuklanan Enzim Aktivitesine EtKisi:

Enzim derisiminin tutuklanmis enzim aktivitesi Uzerine etkisini belirlemek amaciyla

farkli derigimler de (0.5-10.0mg/mL) enzim c¢ozeltileri hazirlanmig ve regine

uzerine incelenen diger tutuklama kosullari kullanilarak tutuklama islemi
gerceklestiriimigtir. Test kosullarindaki enzim aktivitesi, maksimum enzim

aktivitesine oranlanarak bagil aktivite hesaplanmis ve artan baglangi¢c enzim
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derisimine karsi grafigi ¢izilmis ve sonuglar Sekil 4.16' de verilmistir. Tutuklu enzim

aktivitesi 5mg/ml enzim derigimine kadar artig gostermis ve sonra plato degerine

ulasilmistir. Enzim derisimi artmasina karsin enzim aktivitesinde artis

gOzlenmemigtir. Tutuklama c¢ozeltisinin 5mg/ml' nin Uzerinde baslangi¢c enzim

derisimi kullanildiginda, sterik engellemenin meydana geldigi sdylenebilmektedir.
Bu veriler dogrultusunda 5 mg/ml' nin baglangi¢ enzim derigimi olarak kullaniimasi

uygun gorulmasgtur.
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Sekil 4.16. Baslangi¢ enzim derisiminin tutuklu enzim aktivitesine etkisi (T:35°C,
t:60 dk, pH:4.5)

4.1.4. Serbest B-galaktozidaz Enzimi Kinetiginin incelenmesi

Serbest enzim kinetiginin belilenmesi amaciyla farkli substrat derigimlerinde g -
galaktozidaz enziminin birim zamandaki reaksiyonu sonucu ilk hiz degerleri elde
edilmistir. Substrat derigsiminin artmasi enzim aktivitesini arttirmig ve bu artig
400 mmol/L laktoz derisimine kadar devam etmistir. Bu derisimin Ustiinde onemli
bir degisim saptanmamigtir. Bu durum belirtilen derisim degerine kadar substrat
miktarinin, Uzerindeki derigsimlerde ise enzim miktarinin sinirlayici faktér oldugunu

ifade etmektedir. Elde edilen sonuglar kullanilarak Hanes-Woolf grafigi ¢izilmis

(Sekil 4.17) ve Michaelis-Menten esitliginde yer alan K, ve V., degerleri
sirasiyla 73.97 mmol/L ve 73.96 umol/dk mg enzim olarak saptanmigtir. Farkli

kaynaklarda serbest g -galaktozidaz enziminin K, ve V. degerleri i¢in farkli
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degerler yer almaktadir. Bu degerler K, icin 35-150mmol/L arahdinda
degigsmektedir (Portaccoio et al., 1998). Bu bodlumde hesaplanan K,, degeri

literatlr ile uyum icindedir.
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Sekil 4.17. Serbest enzime ait Hanes- Woolf grafigi

4.1.5. Tutuklu B-galaktozidaz Enzim Kinetiginin incelenmesi

Belirlenen optimum tutuklama parametrelerine gore gerceklestirilien tutuklama
isleminden sonra farkli substrat derigsimlerinde birim zamandaki reaksiyon hiz

degerleri elde edilmistir.

Tutuklama ydntemine ve enzimin tlrine bagl olarak enzim aktivitesi azalmaktadir.
Bu nedenle minimum aktivite kaybina neden olacak tutuklama yonteminin
belirlenmesi enzim ¢alismalarinda dnemli yer almaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda
tasiyicl materyal olarak kullanilan zayif bazik karakterdeki recinenin tUzerine S -
galaktozidaz enziminin tutuklanmasi sonucu enzimin aktivite kayiplari incelenmis

ve tutuklu enzimin K, ve V.. degerleri belirlenmigtir. Elde edilen verilerle

Hanes-Woolf grafigi ¢izilmis (Sekil 4.18) ve Michaelis-Menten esitliginde yer alan
Km Ve Vnyax degerleri sirasiyla 108,96 mmol/L ve 54,07 umol/dk mg tutuklu

enzim olarak saptanmistir. Serbest ve tutuklu enzime ait bu degerler

karsilastinldiginda, B-galaktozidaz'in tutuklama ile K, degerinin arttig
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gorilmektedir. K.,’in tutuklama ile artmasi, literatirde yine p-galaktozidaz,
Pectinaex Ultra SP-L, ve glukoz oksidaz gibi farkli enzimler igin de mevcuttur
(Guleg, 2009; Sarioglu, 1998; Boyaci, 2001). Recine yluzeyinde bulunan enzimin
K,, degeri difuizyon sinirlamalari nedeniyle artmig yani enzimin substratina olan
ilgisi azalmistir. Sonuglardan da goéruldaga gibi, enzimin partikil UGzerine
tutuklanmasi ile birlikte ¢ozunur formdan ¢O0zinmez forma geg¢mesi enzim

aktivitesini olumsuz yonde etkilemektedir (Wentworth, et. al., 2004).

10

o=
T

y =0,0135x + 1,471
R*=0,9975

SV {mg tutuklu enzim*dk/ml)

0 100 200 300 400 500 600

S (mM)

Sekil 4.18. Tutuklu enzime ait Hanes- Woolf grafigi

Katalizor partikullerde difuzyon ve reaksiyon olaylarini incelemek ic¢in Thiele
modull ve etkinlik katsayisi de@erleri belirlenmistir. Thiele moduli ve etkinlik
katsayisini belirlemek igin birinci dereceden reaksiyonun gercgeklestigi reaksiyon

hiz degerleri kullaniimistir. Bu amagla Weisz-Prater parametresi (pr)

hesaplanmig, sadelestirmeler yapilarak Thiele modulinu partikll ¢gapina baglayan
esitlik ¢cikartilmis ve Thiele modulleri hesaplanmigtir. Thiele modulleri yardimiyla
etkinlik katsayilari belirlenmistir. Kullanilan esgitligin ¢ikarimi asagida gosterilmigtir
(Fogler, 1999).

Cwp :nx¢12 (4.9)
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Gercgek reaksiyon hizi y C s derisiminde reaksiyon hizi (4.10)
C 5s derisiminde reaksiyon hizi Difuizyon hizi

Cwe =

n:%(qilcothgﬁl—l) (4.11)

Esitlik duzenlenirse,

ngZ =3 (¢, cothg, —1) (4.12)
- ry (gérunir) 2 rASaPcR” _ -rppcR? (4.13)
- I’,'A\S ! DeCas DeCas
Cop = rh (gorinir)| -rhp R? (4.14)
-Ths DeCas
Cop N2 = rh (goriniir)p R? (4.15)
- r,IAsDeCAs

Esitlik 4.12 ve 4.15 birlegtirilip diUzenlenmesi ile Esitlik 4.16 elde edilir.

rh (goriiniir)p R?

—n¢? =3 theg, —1 4.16
T D.Coe ng; = 3(gcothg —1) (4.16)

Bu esitlik ayni partikalin iki farkli buydklaga icin hesaplanan hiz degerleri ile

oranlanir ve sadelesgtirilirse Esitlik 4.17 elde edilir.

rhoR3 _ (drocothgy, —1) (4.17)
raR? (ducothg; —1)

Thiele moduli;

¢1 =R fm (4.18)
DeCAs

Her iki partikul icin Thiele modulu oranlanirsa Esitlik 4.19 elde edilir.
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R (4.19)

Esitlik 4.17 ve 4.19 birlikte ¢dzllerek farkh buyukliklerdeki enzim tutuklu regineler
icin Thiele modulu ve Esitlik 4.12 kullanilarak da etkinlik katsayisi hesaplanmigtir.
Sonuglar Cizelge 4.6’de verilmigtir.

Cizelge 4.6. Partiktl buyukluginin enzim tutuklu recginelerin Thiele modulu ve
etkinlik katsayisina etkisi

Ortalama Partikil Buyukliigii Thiele Modulu Etkinlik Katsayisi
(nm)
390 1.23 0.91
437.5 1.39 0.89
475 1.50 0.87

Cizelgede goruldigu Uzere partikll buyukligunin artmasi ile Thiele modulu
beklenildigi sekilde artmig, etkinlik katsayisi ise azalmistir. Bu durum, buyuk
partiktllerde difiizyon uzakhginin kicuk partikillere gore daha fazla olmasi
nedeniyle partikilin merkezine yaklasildikga substrat derisiminin azalmasini ve
merkeze yakin bdlgelerde tutuklu enzimlerin etkin bir sekilde galismadigi anlamina
gelmektedir. Thiele modulinin klUguk degerleri yuzey tepkimesi kontrolini ve
girdilerin onemli bir miktarinin tepkimeye girmeden katalizor partikulin igcine dogru
iyi difuzlendigini ifade etmektedir. Thiele modulinun bluyuk degerleri yuzey
tepkimesinin hizli oldugunu ve girdilerin katalizor partikilin ylzeyine yakin
bdlgede harcandigini gostermektedir (Fogler,1999; Ladero; 2001; AL-Muftah,
2005). Elde edilen veriler dogrultusunda g¢alismalarda 390 wm buyukligune sahip
Duolite A568’in kullaniminin  uygun oldugu belirlenmigtir. Boyaci, (2001),
tarafindan yapilan benzer bir calismada bizim ¢alismamizda oldugu gibi partikdl
capinin artmasiyla Thiele modulunun arttigi, etkinlik katsayisinin ise azaldigi

belirlenmistir.

4.1.6. Dolgulu Kolon Reaktér Kinetiginin incelenmesi

Dolgulu kolon reaktorlerinin ¢alisma performanslarini etkileyen partiktl buyaklaga,
kolon L/D orani ve c¢oOzelti akis hizi parametreleri incelenmigtir. Belirlenen

parametreler uyari cevap teknigi ile incelenmis olup kolon girigsinde impuls tipi
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uyari verilmis ve kolon g¢ikigi cevap egrileri belirlenmistir. Cevap egrileri
degerlendirilerek Peclet sayisi, donusim, Damkdohler sayisi ve reaksiyon hiz sabiti

degerleri hesaplanmigtir.

Calismanin  ilk  béliminde kobalt c¢oOzeltisinin  partikile  adsorplanip
adsorplanmadig! incelenmistir. Bu amagla yapilan g¢alismada kobaltin partikile
adsorplanmadi§i gorilmistir. ikinci asamada ise Peclet sayisi iizerine partikiil
baydkligunun, kolon L/D oraninin ve akis hizinin etkisi incelenmigtir. Son
asamada da enzim tutuklu regineler kullanilarak déndsim, Damkdhler sayisi ve

reaksiyon hiz sabiti degerleri belirlenmigtir

Dolgulu Kolon Reaktérlerde Peclet Sayisinin Belirlenmesi

Calismanin bu béliminde partikil buyukligu, kolon L/D oraninin ve akis hizinin
kolon Peclet sayisi Uzerindeki etkileri incelenmigstir. Kobalt ¢dzeltisi sisteme impuls
tipi uyari seklinde beslenmis ve kolon ¢ikiginda cevap egrileri belirlenmistir. Cevap
egrilerinin mutlak momentleri ve merkezi momentleri hesaplanarak Peclet sayilari

Esitlik 4.20 yardimi ile hesaplanmigtir.

MYy =M 22 [1—e—PeL] (4.20)
Pe. pe ?
Peclet sayisi;
Pe, = ub veya Pep= Ube (4.21)
D. DL

olup, yigin kutle transferlerinin eksenel dagilim katsayisina oranini ifade
etmektedir. Kolon boyuna (Pe ) veya partikil g¢apina (Pep) gore
tanimlanabilmektedir. Pe sayisinin yuksek olmasi bir bagka deyisle eksenel
dagilim katsayisinin dusuk olmasi tipa tipi akisa (Plug flow) yaklagildigini, Pe
katsayisinin dusuk olmasi ise eksenel dagihm katsayisinin yiksek olmasi nedeni

ile tam karistirmali akisa yaklasildigini ifade etmektedir (Levenspiel, 1972).

Hesaplanan Peclet sayilari ile ilgili sonuglar Sekil 4.19 - 4.22°de verilmisgtir.
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Sekil 4.19. Akig hizinin Peclet sayisi Uzerine etkisi (L/D:1)
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Sekil 4.20. Akig hizinin Peclet sayisi Uzerine etkisi (L/D: 2)
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Sekil 4.21. Akig hizinin Peclet sayisi Uzerine etkisi (L/D:5)
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Sekil 4.22. Akis hizinin Peclet sayisi Uzerine etkisi (L/D:10)
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Yukaridaki sekillerden de goruldugu uzere; Akis hizinin Peclet sayisina etkisi, akig
hizinin artmasi ile Peclet sayisi baglangigta azalmakta, sonra ise plato degerine
yaklasarak dengeye ulasmaktadir. Farkli L/D oranlarinda ayni akis davranigi
devam etmigtir. Bu durum, akis hizinin artmasiyla akig davraniginin beklendigi gibi
tipa tipi akistan tam karigtirmali akisa yaklastigini gostermektedir (Levenspiel,
1972; Fogler,1999).

Kolon L/D oraninin artmasi ile daha dusuk Peclet sayisi degerleri elde edilmis ve
bunun sonucu olarak partikil bayUkliginin Peclet sayisi Uzerindeki etkisi ¢ok
azalmig ve L/D oraninin azalmasiyla da akig seklinin tam olarak olugsmadigi
gorulmagtur. Partikil baydklugunun artmasiyla akis hizinin  Peclet sayisi

uzerindeki etkisinin ¢ok azaldidi sekillerde de gorilmektedir.

Esitlik 4.21 kullanilarak eksenel dagihim katsayilari hesaplanmistir. Elde edilen

sonugclar asagidaki sekillerde gorulmektedir (Sekil 4.23 - 4.26).

R 355-4250R 425-4500R 450-500

=
Z
(]
<
g 0.6 - /
S 4
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> e
B 04 d
G
x . ;
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[ T
§ 01 - / — R 425-450 £
= B ~—
i R 355-425 P
O T T T T T
1 3 5 7 9 11

Akis Hiz1 Q (mL/dk)

Sekil 4.23. Akis hizinin eksenel dagihm katsayisi Uzerine etkisi (L/D:1)
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Sekil 4.24. Akis hizinin eksenel dagihm katsayisi Uzerine etkisi (L/D: 2)
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Sekil 4.25. Akis hizinin eksenel dagilim katsayisi Uzerine etkisi (L/D :5)
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R 355-425 [OR 425-450 DR 450-500
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Sekil 4.26. Akis hizinin eksenel dagihm katsayisi Uzerine etkisi (L/D :10)

Akis hizinin artmasi ile eksenel dagilim katsayisi da dogru orantili olarak artmistir.
Peclet sayilari ile eksenel dagihm katsayilar birlikte degerlendirildiginde kolon
dinamigi daha iyi acgiklanabilmektedir. Peclet sayisi akis hizinin artmasi ile dnce
azalmakta, sonra ise etkilenmemektedir. Peclet sayisinin sabit kaldigi kisimda
akis hizinin artmasi, yani yigin kutle transferindeki artis eksenel dagilim

katsayisinin artmasina neden olmustur.

Ayrica eksenel dagilm katsayisinin artmasi, kolondaki akisin tam karigtirmal
akisa yaklasildigini gostermektedir. Etkin bir karismanin olmasi o6zellikle kuatle
aktarim direnglerinin oldugu sistemlerde reaksiyon verimini arttirmak igin kullanilan
yontemlerdendir (Fogler, 1999; Boyaci, 2001). Eksenel dagilim katsayisi, dolgulu
kolon reaktor sisteminin hazirlanmasinda oldukga dnemli bir parametredir. Dolgulu
kolon sisteminde kullanilan parametreler secilirken eksenel dagihm katsayilarinin
yuksek olmasina dikkat edilmelidir. Ancak bu degerlendirmeler vyapilirken

enzimatik reaksiyon hiz ifadeleri de g6z 6nuinde bulundurulmahdir.
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Kolon L/D oraninin artmasi ile eksenel dagihm katsayisi da artmistir. Ayni
hacimsel akig hizinda buyudk L/D oranina sahip kolon reaktorlerde cizgisel akis

hizinin yiksek olmasi eksenel dagilim katsayisinin da artmasina neden olmustur.

Partikll buyuklGgunin artmasi ile eksenel dagihm katsayisi azalmigtir. Kolon L/D
oraninin artmasi ile eksenel dagilim katsayisindaki azalma az da olsa artmistir.
L/D orani 1 olan kolondaki azalma %86 oraninda olurken L/D orani 10 olan

kolondaki azalma % 87.5 oraninda gergeklesmigtir.

Doénlisim, Damkodhler Sayisi ve Reaksiyon Hiz Sabiti Degerlerinin
Belirlenmesi

Dolgulu kolon reaktorlerde akis hizinin, partikal buydklagunin ve kolon L/D
oraninin enzimatik donugum, Damkohler sayisi ve reaksiyon hiz sabiti degerleri
uzerine etkisi incelenmistir. Bu amagla; ag¢ farkl bayukluge sahip partikul yuzeyine
daha once belirlenen optimum tutuklama parametreleri kullanilarak enzim
tutuklanmis ve dort farkli L/D oranina sahip kolonlara yerlestiriimistir. Calisma tek
gegigli sistemle yuratilmus ve elde edilen veriler ile farkli akis hizlari igin enzimatik
donugum, Damkohler sayisi ve reaksiyon hiz sabiti degerleri belirlenmis ve

sonugclar sekiller ile verilmistir.

Akis hizinin artmasi tek gegisli sistemde déntusimu olumsuz ydnde etkilemektedir.
Bu ise akis hizinin artmasi ile allkonma suresinin azalmasindan
kaynaklanmaktadir. Akis hizinin enzimatik donigum Uzerindeki etkisini gorebilmek
icin  doéntsum, alilkonma slresine bdlinerek doénusim hizi  degerleri
hesaplanmigtir. Akis hizinin dénlisim hizina olan etkisi asagidaki sekillerde
goOrulmektedir (Sekil 4.27 - 4.30).
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Sekil 4.27. Akig hizinin dénusum hizi Uzerine etkisi (L/D:1)
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Sekil 4.28. Akis hizinin déndsim hizi Gzerine etkisi (L/D : 2)
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Sekil 4.29. Akis hizinin dénasim hizi Gzerine etkisi (L/D :5)
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Sekil 4.30. Akis hizinin dénasim hizi Gzerine etkisi (L/D :10)
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Akis hizinin artmasi donisum hizinin artmasina neden olmustur. Bu artis miktari
yuksek akis hizlarinda azalarak donusum hizi plato degerine yaklasmigtir. Akig
hizinin artmasi ile partikll ylzeyindeki kutle aktarim direnglerinin azaldigi ve
enzim substrat etkilesim veriminin de arttigi bilinmektedir (Cho and Bailey, 1978;
Boyaci, 2001). Donugum oranindaki artis kutle aktarim direnglerinin ulasabileceqi

minimum duzeye kadar yukselmis ve bu deger sabit bir degere yaklagsmistir.

Akis hizlarinin artmasi ile birim alikonma suresinde dontsum oraninin azaldigi
gorulmustlr. Dusuk hizlarda tanecikler etrafindaki film tabakasi direnci
kirnlmadigindan tepkime hizlari da dusuktir. Yuksek besleme akis hizlarina
cikildiginda da alikonma suresi ¢ok azaldigi i¢in tepkime hizinda bir azalma
g6zlenmistir. Bu durum L/D orani 10 olan kolonda daha net bir sekilde

izlenmektedir.

Tam kolonlarda partiktl bayUkligunun azalmasi ile ddnusim oraninda artisg oldugu
sekillerden net bir sekilde gortulmektedir. Kiguk partikuller daha yuksek etkinlik
katsayisina ve daha dusuk Thiele moduline sahiptir. Bu Ozellikleri tasiyan
partiktlin kolon igerisinde daha yuksek verimle galismasi yani dontisim oraninin
yuksek olmasi beklenen bir sonugtur. Kolon verimi kolon L/D oraninin artmasi ile
arttigi, ayni hacimsel akis hizinda daha yuksek donusum degerlerinin elde edildigi

yine ayni sekillerde gorulmektedir.

AKis hizinin, partikil buyUkliginin ve kolon L/D oraninin déntusume etkisini
belirlemek amaciyla donusume karsi akig hizi grafige gecirilmigtir. Grafiksel
gosterimi asagidaki sekillerde gorulmektedir (Sekil 4.31 - 4.34).
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Sekil 4.31. Akig hizinin dénusum Uzerine etkisi (L/D:1)
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Sekil 4.32. Akig hizinin dénugum Gzerine etkisi (L/D: 2)
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Sekil 4.33. Akis hizinin dénasim Uzerine etkisi (L/D :5)
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Sekil 4.34. Akis hizinin dénusim Uzerine etkisi (L/D :10)
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Sekillerden goéruldugu gibi akis hizinin artmasi ile donigum artmig ve sonra
donusimun azaldigi gorulmastir. Dusuk akis hizlarinda film direncinin, yuksek
hizlarda ise azalan alikkonma suresinin etkisiyle dontsum degerleri azalmigtir.
DuslUk hizlarda film direncleri nedeniyle substrat ile katalizér partikil yeterince
etkilesememigtir. YUksek donugum degerlerine ulagsmak igin film direnglerinin en
dusuk duzeyde tutulabilmesi igin yuksek hizlarda galigilmali ancak bu sistem icin

4 ml/dk deg@erinin Uzerine ¢ikilmamalidir.

Kolon L/D 10 oraninin artmasi ile donugumun arttigi gorulmektedir. Ayrica onceki
sonuglarda da oldugu gibi dolgulu kolon sisteminde kuguk partikullerin

kullaniimasinin déndsimu arttirdidi bir kez daha kanitlanmigtir.

Onceki sonuclarda yiiksek L/D oranina sahip kolonlarin daha ylksek eksenel
dagihm katsayisina sahip oldugu belirtiimisti. Bu sonuglar; eksenel dagilim
katsayisinin partikile tutuklu enzimin gorunur reaksiyon hizini olumlu ydnde
etkilemistir. Bu etki enzimatik reaksiyon hizi sinirlayici olana kadar sirmektedir.

Damkohler sayisi;

~rs,V kCg,V
Fs.

Da =

(4.22)

0 UOCSO

Maksimum reaksiyon hizinin maksimum kutle aktarim hizina orani olarak
tanimlanmaktadir. Damkdhler sayisinin 1’den kiglk olmasi maksimum kutle
aktarim hizinin maksimum reaksiyon hizindan buyuk oldugunu (dusuk kutle
aktarim direnci), sistemde sinirlayici faktorin enzimatik reaksiyon oldugunu
gostermektedir. Damkohler sayisinin 1’den bluyuk olmasi durumunda ise yuksek
kitle aktarim direncleri nedeniyle reaksiyon igin gerekli olan substratin yeterli
miktarda (zamanda) enzime ulagsamadigini, sinirlayici faktorin kitle aktarim hizi
oldugunu godstermektedir. Goruldigu Uzere Damkohler sayisi reaksiyon sistemi
hakkinda oldukga fazla bilgi vermektedir (Al-Muftah, 2004).

Calismanin bu béluminde Damkdhler sayisi Uzerine partikul buyuklugu, kolon L/D
orani ve akis hizinin etkileri incelenmistir. Bu amacgla birinci dereceden
reaksiyonlar igin gelistiriimis olan Danckwerts esitligi kullaniimigtir. DusUk substrat

derigimlerinde Michailes-Menten esitliginin birinci dereceden reaksiyon kinetigine
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yaklastigi bilinmektedir (Bailey and Ollis, 1986). Calisma da K, derigiminin altinda

calisiimig ve enzim Kinetigi birinci dereceden kabul edilmistir.
Danckwerts esitligi;

X =1 4qexp(Pe /2)

5 5 (4.23)
1+ q)zexp{e;q} -(1- q)zexp[— equ}

4Da
+

== 4.24
Pe, ( )

=1
Damkohler sayisi, dnceki boliumde belirlenen Peclet sayisi ve donisuim dederleri
kullanilarak Esitlik 4.23 ve Esitlik 4.24 yardimiyla hesaplanmigtir. Akis hizinin
Damkohler sayisi Uzerindeki etkisi agagidaki sekillerde gorulmektedir (Sekil 4.35 -
4.38).
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Sekil 4.35. Akig hizinin Damkohler sayisi Uzerine etkisi (L/D:1)
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Sekil 4.36. Akis hizinin Damkdhler sayisi tzerine etkisi (L/D : 2)
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Sekil 4.37. Akig hizinin Damkohler sayisi Uzerine etkisi (L/D :5)
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Sekil 4.38. Akis hizinin Damkohler sayisi Uzerine etkisi (L/D :10)

Akis hizinin artmasi ile Damkohler (Da) sayisi, azalmakta ve daha yuksek akis

hizlarinda azalma yavaslamaktadir. Da sayisinin buylk oldugu bolgede akis
hizinin artmasi maksimum reaksiyon hizindaki artisin maksimum kutle aktarim
hizindaki artistan daha fazla oldugunu gostermektedir. Akis hizinin artmasi ile
kutle aktarim direnglerinin azalmasi beklenen bir durumdur. Bu sayede daha fazla
substrat enzime ulasmakta ve reaksiyona girebilmektedir. Bu durum enzimatik
reaksiyon igin hiz kisitlayici basamadin kitle aktarim hizi oldugunu ifade

etmektedir.

Yuksek akis hizlarinda ise daha fazla substrat enzimle bulusmakta ancak sinirli
miktarda enzim, katalizleyebileceginden fazla substrat ile etkilesemeyecedi igin
sinirlayici faktér enzim miktari (aktivitesi) olmaktadir. Bu nedenle; maksimum kutle
aktarim hizinin artmasina karsilik maksimum reaksiyon hizinin sabit kalmasi

yuzinden ylUksek akis hizlarinda Da sayisinin azaldigi goérilmektedir.

Kolon L/D oraninin artmasi ile Da sayisi sekillerde goruldugu gibi artmigtir. Blyuk

L/D oranina sahip kolonlarin disuk Peclet sayisina ve yuksek eksenel dagilim
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katsayisina, boylece daha ylksek kutle aktarim hizina sahip oldugunu onceki
sonuglar gostermistir. Buyuk L/D oranina sahip dolgulu kolon reaktorlerde goranar
enzimatik reaksiyon hizinin daha yuksek olmasina ve bu durumun da Da

sayisinin artmasina neden oldugu sdylenebilmektedir.

Yine sekillerde goruldugu Gzere partiktl buyudkligunin azalmasi ile az da olsa Da
sayisi artmistir. Bu durum partikullerin Thiele modulu ve etkinlik katsayilari ile ilgili

sonuglar ile uyum saglamaktadir.

Damkohler sayisinin dontisum Uzerine etkisini belilemek amaciyla déntsime
karsi Da sayisi grafige gecirilmistir. Sonugclarin grafiksel gosterimi Sekiller 4.39-
4.42'de verilmektedir.
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Sekil 4.39. Damkohler sayisinin dénusum Uzerine etkisi (L/D:1)

103



[OR 355-425 [R 425-450 0OR 450-500

N
09 | %EQ\ O\
08 - 7 - e RN
0.7 | XN

/

oy =

% 0.6 - Rt

:?)1 0,5 - N

2 04 -

Q !

QO 93 R 450-500

0.2 1 / / R425-450 T

01 - =
’ / / R 355-425 =
0

Damkohler Sayisi (Da)

Sekil 4.40. Damkohler sayisinin dénusum Uzerine etkisi (L/D: 2)
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Sekil 4.41. Damkohler sayisinin dénusum Uzerine etkisi (L/D :5)
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Sekil 4.42. Damkdhler sayisinin donusum uzerine etkisi (L/D :10)

Birinci dereceden reaksiyonlar igin Damkohler sayisi;

Da=r.k (4.25)

olarak tanimlanmaktadir. Burada t alikonma suresini (dk) ve k; reaksiyon hiz

sabitini (dk'l) gOstermektedir. Denklemde de goraldugu gibi Da sayisi iki sekilde

arttinlabilmektedir. Bunlar; alikonma suresi ve reaksiyon hiz sabitidir. Akig hizinin
arttirlmasi alikonma suiresinin azalmasina neden oldugu icin Da sayisi olumsuz
etkilenmektedir. Diger yandan akis hizinin artmasi kutle aktarim hizini artirdigi igin
reaksiyon hiz sabiti ve dolayisiyla Da sayisi artmaktadir. Bundan dolayi

calismada akis hizi optimizasyonunun yapilmasi 6nem kazanmaktadir.

Damkohler sayisinin yuksek oldugu akig hizlarinda, donugum degerinin de ylksek
oldudu, akis hizi-Da sayisi ve Da sayisi-donusum grafikleri birlikte incelendiginde
daha net bir gsekilde gorulmektedir. Bu akis hizi, kolon L/D oranina ve partikul

blyUkligine bagh olarak 1-10 mL/dk araliginda degismektedir. Onceki sonuglara
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uygun olarak, kolon L/D oraninin artmasi ve partikil ¢apinin kugulmesiyle

doénusim degerinin ve Da sayisinin olumlu yonde etkilendigi belirlenmistir.

Akis hizinin, partikil buydkligunun ve kolon L/D oraninin reaksiyon hiz sabitine
etkisini belirlemek amaciyla Esitlik 4.23 kullanilarak reaksiyon hiz sabiti
hesaplanmigtir. Reaksiyon kinetigi daha onceden belirtildigi gibi dusuk substrat
derisiminde calisildigi icin birinci dereceden kabul edilmistir. Sonugclar Sekil 4.43 -
4.46’da gorulmektedir.
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Sekil 4.43. Akis hizinin reaksiyon hiz sabiti Uzerine etkisi (L/D:1)
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Sekil 4.44. Akis hizinin reaksiyon hiz sabiti Gzerine etkisi (L/D:2)
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Sekil 4.45. Akis hizinin reaksiyon hiz sabiti Gzerine etkisi (L/D :5)
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Sekil 4.46. Akis hizinin reaksiyon hiz sabiti Uzerine etkisi (L/D :10)

Akis hizinin artmasi ile reaksiyon hiz sabiti 6 mL/dk akis hizina kadar hizli artmig
daha sonra artigs miktari yavaglayarak plato degerine yaklasmistir. Bu akis hizinin
uzerine ¢ikilmasi ile reaksiyon hiz sabitindeki ¢ok az artisa karsin alikonma
suresinin azalmasiyla Da sayisi dusmektedir. Boylece daha dusuk donusim

degeri elde edilmektedir.

Kolon L/D oranin artmasi ile reaksiyon hiz sabiti de artmigtir. Bu sonuglar
doénusim hizi ve Da sayisi sonuglari ile uyum gdstermektedir. Partikul bayUklGgu

ile reaksiyon hiz sabitinde kayda deger bir degisim gorulmemistir.

Bu calismanin sonugclar degerlendirildiginde; p -galaktozidaz enzimi tutuklanmis
Duolite A568 regine ile hazirlanmis dolgulu kolon reaktdrlerde birim alikonma
suresinde yuksek donusum elde etmek igin partikil gapi kuguk (390 um) ve
yuksek L/D (L/D:10) oranina sahip kolonlarin tercih edilmesinin gerektigi

gorulmektedir. Akis hizinin ise 4 mL/dk olmasinin yeterli oldugu belirlenmistir.
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Enzim Tutuklu Dolgulu Kolon Reaktérin Test Edilmesi

Calismanin sonuglarina uygun olarak hazirlanan enzim tutuklu dolgulu kolonun

performansi sut érnegi kullanilarak test edilmistir.

Birim allkonma suresinde ylksek donusum elde etmek icin partikil ¢api kuguk
(390 um) regineye optimum tutuklama parametreleri ile enzim tutuklanmig ve L/D
orani 10 olan kolona enzim tutuklu partikillerin doldurulmasiyla enzim tutuklu
dolgulu kolon hazirlanmistir. Akis hizi 4 mL/dk olarak ayarlanmig ve bu sistemden
model laktoz c¢ozeltisi (% 4.5) yerine yagsiz UHT suat gegcirilmigtir. Oda
sicakhginda (20 °C) yurutulen galismada, sistemden kolon hacminin 4 kati kadar
sut gegcirildikten sonra 1 saniye ara ile 10 ornek alinmis ve reaksiyon urunlerinden
biri olan glukoz miktari dlgiilmistiir. Olgiimlerin ortalamasi alinmis ve laktozunun
glukoza donisim orani hesaplanmistir. Enzim tutuklu dolgulu kolon reaktdrin
sutteki laktozu %55 oraninda hidrolize ettigi belirlenmistir. Tek gegisli surekli
sistemde calisan enzim tutuklu dolgulu kolonun beklenen donigumu sagladigi

gOrulmus ve bu sonugla ¢alismanin amacina ulasiimistir.
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5. SONUCLAR

Bu calismada, surekli sistemde dusuk laktozlu st Gretimde kullaniimak Uzere
yuksek performansli enzim tutuklu dolgulu kolon reaktér tasarimi amaglanmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda yapilan ¢alismalar ve sonuglari asagida 6zetlenmistir.

ilk asamada g -galaktozidaz'in regineye (Duolite A568) adsorpsiyonu incelenerek
sonuglar matematiksel olarak degerlendiriimis ve Langmuir ve Freundlich

izotermleri ile modellenmistir. Adsorpsiyon galismalarinda Freundlich ve Langmuir

izotermlerine ve kinetik modellere olan uygunluk analizleri en dusuk kareler
regresyonu metodu (RZ) uygulanmistir. Elde edilen verilerle adsorpsiyon
prosesinin Langmiur izotermine uydugu ve vyapilan hesaplamalar sonucunda
maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Qgy) 35°C’de 0.051mg/g saptanmistir.
Enzimin regineye adsorpsiyon mekanizmasinin agiklanmasi i¢in pseudo-birinci

derece ve pseudo-ikinci derece kinetik modelleri test edilmis ve adsorpsiyon

prosesinin ikinci derece kinetik modele uydugu belirlenmistir.

Enzim tutuklu dolgulu kolon reaktorin performansini etkileyebilecek parametreler
olan enzim tutuklama parametreleri (baslangi¢ enzim derigimi, tutuklama suresi,
pH’si ve sicakhgi), partiktl blyukligu, kolon L/D orani ve akis hizi test edilmistir.
Maksimum gorunuar enzim aktivitesinin elde edildigi parametreler optimum

parametreler olarak segilmigtir.

Enziminin zayif bazik karakterde regineye optimum tutuklama parametreleri;
baslangic enzim derigsimi 5.0 mg/mL, tutuklama siresi 60 dk, tutuklama pH’si
4.5 ve tutuklama sicakhgr 35°C olarak elde edilmistir. Bu asamada, partikul
uzerinde maksimum enzim aktivitesi hedeflenmis ve bu aktiviteye sahip
partiktllerin  tutuklanmasinda kullanilan parametreler optimum tutuklama

parametreleri olarak belirlenmis ve ¢alismada bu parametreler kullaniimistir.

Serbest ve tutuklu enzimler igcin K., ve V.. degerleri hesaplanmig ve

kargilastinimistir. Partiktllerde reaksiyon ve difuzyon etkinliklerini incelemek igin,
farkh bUyukltUklerdeki enzim tutuklu partikdllerin  Thiele modulti ve etkinlik
katsayilari hesaplanmistir. Partikll buydkliginin artmasi ile Thiele modulinin

arttigi, etkinlik katsayisinin azaldigi belirlenmigtir. Bu durum partikdal buyudklugunun
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artmasi ile difuzyon direnglerinin artmasi sonucu substrat-enzim etkilesmesinin
olumsuz yonde etkilenmesi seklinde aciklanmistir. Gergeklestirilen caligmalar

sonucu; maksimum gorunur aktivitenin belirlendigi 390 wm partiktal bayukliagune

sahip rec¢inenin daha sonraki asamada kullaniimasinin uygun olduguna karar
verilmigtir. Bu buyuklUkteki partikul igin Thiele modulu ve etkinlik katsayisi

degerleri sirasiyla 1.23 ve 0.91 olarak belirlenmistir.

Kinetik parametreler K, ve V., serbest enzim i¢in sirasiyla 73.97 mmol/L ve
59.17 umol/dk mg enzim ve tutuklu enzim igin sirasiyla 108,96 mmol/L ve
74,07 ymol/dk mg tutuklu enzim olarak bulunmustur. Tutuklama ile enzimin K,
degerinin arttigi gorulmektedir. Regine yuzeyinde bulunan enzimin K, degeri

difuzyon sinirlamalari nedeniyle artmis yani enzimin substratina olan ilgisi

azalmistir

Partikil buayudkligunun, L/D oraninin ve akis hizinin, enzim tutuklu dolgulu kolon
reaktor kinetigi Uzerine etkisi uyari-cevap teknigi ile incelenmis, kolon girisinden
impuls tipi bir uyari verilmis, kolon ¢ikisinda cevap egrileri gizilmis ve elde edilen
veriler moment teknigi ile incelenmistir. Kolon L/D oraninin artmasi ve partikul
bayUkliginin azalmasi ile kolon performansi (verimi) artmistir. Akis hizinin
artmasi ile kolon performansi belirli akis hizina kadar artis gostermis,
yavaglayarak platoya yaklagsmis ve akis hizlarinin artmasi ile azalmigtir. Bu
sonuglar kolon Peclet sayisi, eksenel dagilim katsayisi, dontsim hizi, Damkoéhler
sayisi ve reaksiyon hiz sabiti degerleri hesaplanarak acgiklanmistir. Bu veriler
dogrultusunda hazirlanan enzim tutuklu dolgulu kolon reaktor sisteminde
kullanilmasi uygun olan partikul buyuklugu, kolon L/D orani ve akig hizi sirasiyla;
390 um, 10 ve 4 mL/dk olarak belirlenmigtir.

Calismanin sonuglarina uygun olarak hazirlanan enzim tutuklu dolgulu kolonun
performansi sut ornegi kullanilarak test edilmigtir. Enzim tutuklu dolgulu kolon
reaktorin sutteki laktozu %55 oraninda hidrolize ettigi belirlenmigtir. Tek gegigli
surekli sistemde c¢alisan enzim tutuklu dolgulu kolonun beklenen déndsimu

sagladigi goérilmus ve bu sonugla calismanin amacina ulagiimigtir.
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6. DEGERLENDIRME VE ONERILER

Siut ve sit drunlerindeki temel karbonhidrat laktozdur. Laktoz, laktaz enzimi
tarafindan glukoz ve galaktoza hidrolize edilerek emilmektedir. Organizmada
laktaz eksikligi ya da yoklugunda laktozun hidrolizi olamayacagindan emilimi de
gerceklesememektedir. Laktoz intolerantlar, laktoz igeriginden dolayr sit ve
arunlerini tiketememektedir. Laktoz intolerantlar igin dusuk laktozlu st Gretimi
baylk 6énem tasimaktadir. Bu nedenle c¢alismamizda, laktoz intolerantlarin
tuketebilecekleri, surekli sistemde calisan enzim tutuklu dolgulu kolon reaktor
hazirlamak amacglanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda yudrattugumuiaz c¢aligsmada,
optimum tutuklama parametreleri ile recine ylzeyine laktaz enzimi tutuklanarak
kolon bu partikillerle doldurulmustur. Dolgulu kolon reaktdrde, partikil buyuaklaga,
kolon L/D orani ve akig hizi optimizasyonu yapilarak kolon performansi sut ile test
edilmistir. Birim alikonma suresinde yuksek donusum elde etmek igin L/D orani 10

olan kolon, enzim tutuklu kigtk (390 um) regine ile doldurulmus ve 4 mL/dk akis

hizinda, 0.91 dakika alikkonma suresinde % 55 laktoz donusumu elde edilmistir.

Literaturde laktoz intolerantlarin % 70 ve Uzerindeki laktozu diasurulmus st ve
artnlerini tuketebildikleri rapor edilmigtir (Kosikowski, 1988). Bu nedenle literattirde
dusuk laktozlu sut Uretimi Uzerine bir ¢ok calisma yapilimigtir. Kesikli sistemle
yapilan caligmalarda serbest ve tutuklu enzimler kullaniimigtir. Kesikli sistemle

serbest formda Kluyveromyces fragilis kaynakli g -galaktozidaz yagsiz sut tozu ile

2-3 saatlik inkiibasyon suresinde % 80-70 donusume ulasiimistir (Matioli, 2003).
Serbest enzim kullaniilmasi maliyeti arttirdigindan genelde tutuklu enzimler tercih
edilmektedir. Tutuklu enzimler serbest enzimlere gore daha az aktif olmakla birlikte
daha kararli olmasi ve kullanimda aktif olduklari sure serbest enzimlere gore
onemli derecede fazla olmasindan dolayr c¢alismamizda tutuklu enzim

kullanilmistir.

Kesikli sistemde vyapilan bir c¢alismada, Kluyveromyces lactis kaynakh g -
galaktozidaz’in grafite ¢apraz bagla tutuklanarak laktozun hidrolizi incelenmis ve
37 derecede 3 saatte laktozun hidrolizasyon derecesi % 70 ulasiimigtir. (Zhou and
Chen, 2001a). Pamuklu kumasa enzim tutuklanarak yapilan bir bagka c¢alismada
kesikli sistemde 2 saat inkUbasyon suresinden sonra % 95 donugume ulagiimigtir
(Li et. al.,, 2007). Calismamizda kullandigimiz Aspergillus oryzae kaynakl g -
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galaktozidaz Ca- aljinat kapanlama yontemiyle ¢apraz bagla tutuklanmis ve 37
derecede sut ile 3 saat inkiibasyon suresinde % 77 donusume ulasiimistir (Haider,
2009). Literatlirde kesikli sistemle, tutuklu enzimlerin kullanildigi ¢alismalarda
yuksek donusumler elde edilmistir. Laktozun kesikli sistemde hidrolizasyonu; ¢ig
sutun on islemlerden gegiriimesi, pastorize edilmesi, enzimin ¢alisma sicakligina
sogutulmasi, hidroliz igin 3-7 saat inkiibe edilmesi, gerekli hidroliz derecesine
ulasilinca tutuklu enzimin ayriimasi ve sutte kalabilecek olan enzimi inaktive
edilmesi icin tekrar sil iglem uygulanmasi ve sogutulup paketlenmesi
asamalarindan olusmaktadir. Batin bu islemler dizisi hem zaman almakta, hem de
enerji maliyetini arttirmaktadir. Kesikli sistemin bu dezavantajlari yuzinden son
yilllarda laktozun enzimatik hidrolizinde surekli sistem kullaniimasi yodninde
calismalar artmigtir. Sat ve drlnleri endustrisine katki saglayacagini duslnerek
dusuk laktozlu sut Uretiminde kullaniimak Uzere surekli sistemle yuksek donugum
saglayacak enzim tutuklu dolgulu kolon reaktdr hazirlanmasi g¢alismamizin

kapsamini olusturmustur.

Dolgulu kolonun performansini etkileyen parametreler partikil blyuklugu, kolon
L/D orani ve akis hizidir. Her bir parametrenin optimizasyonu yapilarak kolonun
verimi arttirilabilmektedir.

Partiktl buyukligunin déntsim Uzerine etkisini belirlemek igin tg¢ farkl ¢aplarda
partiktller ile yaptigimiz g¢alismada partikil ¢apinin kiagulmesiyle dontsumuan
arttig1 gorulmastar. Partikil ¢apinin kigulmesiyle kolon igine yerlegtirilen partikal
sayisinin artmasi ile enzimin tutuklandigi yuzey alanin artmasida Onemli bir
etkendir. Kolon verimini arttirmak igin kuclk partikullerle calisiimalidir. Bununla
beraber partikil buyUkligi azaldikga dolgulu kolonda basing dusmesi
artacagindan tepkime hiz verileri elde edilirken kitle transferinin tepkimeyi

sinirlamadigi akig hizina yukseltiimelidir (Fogler, 1999).

Kolon igerisinde buyuk partikillerde diflizyon mesafesinin kiguk partikillere gore
daha fazla olmasi nedeniyle partikilin merkezine yaklasildikga substrat
derisiminin azalmasi ve merkeze yakin bodlgelerde tutuklu enzimlerin etkin bir
sekilde calismadigi anlamina gelmektedir. Thiele modulunin kuguk degerleri
yuzey tepkimesi kontrolinu ve substratin 6nemli bir miktarinin tepkimeye
girmeden katalizor partiktlin icine dogru iyi difuzlendigini ifade etmektedir. Thiele

modulinin buyuk degerleri ylzey tepkimesinin hizli oldugunu ve girdilerin
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katalizor partikulin yuzeyine yakin bolgede harcandigini gostermektedir.
Calismamizda partikdl ¢aplari buyudukge Thiele modult artmis etkinlik katsayisi
ise azalmigtir. Literatlrde yapilan benzer ¢calismalarda da ayni durum gozlenmistir
(Fogler,1999; Ladero; 2001; Boyaci, 2001; Al-Muftah, 2005). Etkinlik faktort O ile 1
arasinda degismekte olup difUzyon ve tepkime sinirlamalarinin bagil 6nemini ifade
eder. Etkinlik faktorinun birden kuguk olmasi durumu, kitle aktarim direnglerinin
katalizorin gorunur aktivitesini azalttigini gostermektedir. Partikil ¢api 475 den
390 um azalirken Thiele modulu 1.50 den 1.23 dusmus ve etkinlik faktora de 0.87
den 0.91 yikselerek 1'e yaklasmistir. Calisma da etkinlik faktdérinin 1'e
yaklagsmasiyla dolgulu kolonun performansi artmistir. Daha somut bir ifadeyle
kUuguk partikaller ile hazirlanan kolonda daha yuksek donusum degeri elde
edilmistir. Daha yuksek donusum degerlerine ulasmak igin partikil gapinin 390

um’den kuguk olmasinin uygun olacagi dusunulmektedir.

Kolon L/D oranin artmasida enzimatik dontsumud olumlu etkilemigtir. Calistigimiz
dort farkli L/D oranindan en yuksek dontsum L/D 10’da elde edilmistir. Kolon
capinin azalmasi ve kolon boyunun artmasiyla kolon i¢inde daha iyi bir eksenel
dagihm saglanmistir.

Dolgulu kolon performansini etkileyen bir diger parametrede akis hizidir. Akis
hizinin artmasi ile dénisum belli bir noktaya kadar artmis sonrasinda akis hizinin
artmasi ile donusum azalmistir. YUksek akis hizlarina ¢ikildiginda alikonma suresi
cok azaldigi igin tepkime hizinda bir azalma gorulmektedir. Akig hizinin artmasi ile
partikil yuzeyindeki kutle aktarim direnclerinin azaldigi ve enzim substrat etkilesim

veriminin de arttigi bilinmektedir (Cho and Bailey, 1978).

Dusuk akis hizlarinda daha ylksek donusum degerleri elde edilir. Yapilan benzer
bir calismada u¢ fakh akis hizinda donusim degerine bakilmis ve dusik akis
hizinda daha yuksek donisim oldugu gordlmustiur (Mammarella, 2006). Ayni
yonde yapilan bir bagska calismada da disuk akis hizinda yuksek dénusime
ulasiimistir (Carrara and Rubiolo, 1997).

Cok dusuk akis hizlarinda tanecikler etrafindaki film tabakasi direnci
kirnlmadigindan tepkime hizlari da dusuktir. Dusuk hizlarda film direngleri
nedeniyle substrat ile katalizor partikil yeterince etkilesememistir. YUksek

donusim degerlerine ulasmak icin film direnglerinin en dustk duzeyde
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tutulabilmesi igin akis hizi optimize edilmelidir, bu ¢alisma i¢in 4ml/dk degerinin

uzerine ¢ikilmamaldir. DUsuk akis hizlarinda film direncinin, yiksek hizlarda ise

azalan alikonma suresinin etkisiyle dontsim degerleri azalmaktadir.

Surekli sistemle yudruttigumuiz calismada hazirladigimiz enzim tutuklu dolgulu
kolon reaktorun performansi yagsiz UHT sut ile test edilmigtir. Dolgulu kolonda tek
gegigle yurattigumuz c¢alisma da 0.91 dakikallk alikonma suresinde% 55
donusim elde edilmigtir. Literatirde Duolite A568 ylzeyine Aspergillus oryzae
kaynakh g -galaktozidaz tutuklanarak hazirlanmis enzim tutuklu dolgulu kolon ve

bu kolonla laktozu dusurulmis sutin donusumu Uzerine yapilan bir g¢alisma

bulunmamaktadir.

Literatirde surekli sistemde yurGtilen benzer c¢alismalar bulunmaktadir.

Kluyveromyces lactis kaynakli f -galaktozidaz'in grafit yuzeyine ¢apraz baglayici

gluteraldenhit ile gerceklestirilen tutuklama isleminden sonra yagsiz sutteki laktozun
hidrolizi incelenmis ve yapilan ¢alismada 7 ml/dk akis hizinda 15 dakika alikonma
suresinde yaklasik % 90 laktoz donusimu elde edilmistir (Zhou and Chen, 2001a).
Geri dongusuz yapilan bir baska calismada ise 12 dakika alikonma suresinde %
30, 44 dakika alikonma suresinde de donisumun yaklasik 2 katina ¢iktigi rapor
edilmistir (Li, 2007).

Calismamiz literaturdeki benzer ¢aligmalarla kiyaslandiginda ¢ok dusuk alikonma
suresinde yuksek donusum saglanmigtir. Tek gegisli sistemle elde ettigimiz bu
doénusim orani, sistem parametrelerinde degisiklikler yapilarak artirilabilir. Kolon
kolon boyu (L) uzatilarak ve 390 um’nin altindaki partiktller kullanilarak kolon
performansi arttirilabilir. Buna ilave olarak sisteme geri dongu yapilara, dusuk akis
hizinda ve yuksek alikkonma suresinde galisilarak, daha yuksek donusum oranina

ulasilabilece@i sonucuna variimigtir.
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EKLER
EK-1: Kalibrasyon grafikleri

Laktaz enzimin adsorpsiyonunda kullanilan proteinin ve glukoz olgim cihazinin

kalibrasyon grafikleri
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EK-2: Duolite A568’'in dzellikleri

DUOLITE A568

Duolite 568 Endutsriyel derecede zayif bazik iyon degistirici regine

DUOLITE A568 yiiksek gdzenekli graniil, zayif bazik karakterde anyonik iyon

degistirici regine olup, fenol-formaldehit ¢apraz baglanmasi ile olusturulmustur.

Hidrofilik karakterli olmasi duzenli bir gézenek dagilimina sahip olmasi nedeniyle

biyoproses uygulamalarina en uygun recinedir. Duolite A568’ in iyonik gucd,

gOzenek hacmi, gozenek buyuklugu ve partikil bayukligu nisasta, yag ve diger

endustrilerde kullanilan enzimlerin optimum tutuklanmasi igin ayarlanabilmektedir.

OZELLIKLER
Matrix

Capraz bagli fenol-formaldehit

Fonksiyonel form

Tersiyer amin

Fiziksel form

Gri granul

lyonik form

Serbest baz

Toplam degisim kapasitesi

=21.20 eq/L

Nem tutma kapasitesi(tam kurutulmus)
Nem icerigi

%62 to 67

%5.5-10.5

Ozgl agirhig

1.10to 1.14

Tasima agirhgi

310 g/L

Klguk partikul icerigi

< 0.150 mm: 0.2 %omax

Blyuk partikdl icerigi

> 0.850 mm: 2.0 Yomax

Maksimum tersinir sisme

OH —» CI': 7%

Gozenek buyuklugu

15 to 25 nm

Gozenek hacmi

0.78 to 1 ml/g

Basing dusmesi (1 m kolon boyu igin )

Yaklasik 6 kPa/ m/h (su, 20°C)

Uygulamalari

Nisastanin pargalanmasi

e Glukoz izomeraz enzimi tutuklanarak glukoz surubundan ylksek fruktaz

icerikli suruplarin tretimi

e B-amilaz tutuklanarak maltodekstin (15-20 DE) surubundan maltoz

surubunun dretimi.
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Ek-3: Donlisumiin kolon L/D oranlari ile degisim

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 - 5

Donisiim X

1 3 5 7 9 111 —

Akis Hizi Q [mL/dk]

DonlsUmin akis hizi ve kolon L/D oranina goére degisimi (Partikul ¢api:390 pm)

0,6 -

Doniisiim X

0,2 -

Akis Hizi Q [mL/dk]

Doéndsumun akis hizi ve kolon L/D oranina gore degisimi (Partikul ¢cap1:437.5 pum)
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Doniisim X

Akis Hizi Q [mL/dk]

Doénudsumun akis hizi ve kolon L/D oranina gore degisimi (Partiktl ¢capi:475 pm)
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