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FARKLI YONTEMLERLE iIMMOBILIZE EDILMIS B-GALAKTOSIDAZIN
GALAKTOOLIGOSAKKARIT SENTEZi UZERINE ETKIiSi

OZET

Bu c¢alismada, galaktooligosakkarit iiretimi igin Kluyveromyces lactis kaynakli
B-Galaktosidaz serbest formda ve iki farkli yontemle immobilize edilerek kullanilmistir.
Aragtirmanin amaci galaktooligosakkarit iiretimi igin etkili immobilizasyon yodntemini
belirlemektir.

Bu amagla fiziksel adsorbsiyon ve ¢apraz baglama yontemleri secilmistir. Fiziksel
adsorbsiyon i¢in Duolite XAD761 recinesi kullanilmistir. Capraz baglama yonteminde sigir
serum albiimini (BSA), glutaraldehit ve destek materyali olarak pamuklu bez kullanilmistir.
Immobilizasyon kosullar1 gesitli parametreler denenerek optimize edilmistir. Serbest p-
Galaktosidaz i¢in Vi, degeri 97.08 pmol ONP/dk/mg enzim, K, degeri 3.15 mM olarak
bulunmustur. K;,, degerinin immobilizasyonla arttig1, V.x degerinin ise diistiigli saptanmustir.
B-Galaktosidazin optimum pH degeri immobilizasyonla pH 6.6’dan pH 7.0’a yiikselmistir.
Capraz baglama yontemi -Galaktosidazin 1s1l stabilitesini artirmistir.

Serbest ve immobilize p-Galaktosidazlarla iiretilen galaktooligosakkarit (GOS)
miktarlari, laktoz konsantrasyonu, pH ve sicaklik degisimlerinden etkilenmistir. GOS
tiretiminde serbest ve immobilize B-Galaktosidazlarin optimum laktoz konsantrasyonu %35,
optimum sicaklik degeri 50 °C olarak belirlenmistir. Optimum pH degerleri ise immobilize f3-
Galaktosidazlar i¢in 6.5, serbest B-Galaktosidaz i¢in 7.5 olarak bulunmustur.

Serbest, Duolite XAD761°e adsorbe ve capraz bagl B-Galaktosidazlar ile elde edilen
maksimum GOS miktarlart sirasiyla %31.44, %28.76 ve %17.95 olmustur. Serbest ve
immobilize f-Galalaktosidazlarla iiretilen galaktooligosakkaritler i¢inde di ve trisakkaritlerin
(GOS2 ve GOS3) olustugu ve disakkarit miktarinin trisakkarit miktarindan fazla oldugu
belirlenmistir.

Immobilize enzimlerden Duolite XAD761e adsorbe B-Galaktosidaz yiiksek miktarda
galaktooligosakkarit iiretmistir. Ancak, Duolite XAD761’e adsorbe B-Galaktosidazin 1sil
stabilitesinin  diisiik olmas1 nedeniyle galaktooligosakkarit proseslerinde 40 °C’de

kullaniminin uygun olacagi sonucuna varilmaistir.

Anahtar sozciikler: [-galaktosidaz, galaktooligosakkarit, immobilizasyon, fiziksel

adsorbsiyon, ¢apraz baglama
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THE EFFECT OF B-GALACTOSIDASE IMMOBILIZED BY DIFFERENT
METHODS ON GALACTOOLIGOSACCHARIDE SYNTHESIS

ABSTRACT

In this research, B-Galactosidase from Kluyveromyces lactis is utilized in free form
and by making immobilized with two different methods for galactooligosaccharides
production. The research’s aim is determining efficient immobilization methods for
galactooligosaccharides production.

For these purposes, physical adsorption and cross linking methods are chosen. Duolite
XAD761 resine is used for physical adsorption. Bovine serum albumin (BSA), glutaraldehyde
and cotton cloth as the support material are used for cross-linking methode. The
immobilization conditions are optimized by trying different parameters. It is found that K,
value is 3.15 mM and V. value is 97.08 pmol ONP/min/mg enzymes for free f-
Galactosidase. It is observed that K,, value is increasing, Vu.x value is decreasing by
immobilization. The optimum pH for B-Galactosidase is changed with immobilisation from
pH 6.6 to pH 7.0. Cross-linking methode increased the heat stability of f-Galactosidase.

GOS amounts produced with free and immobilized B-Galactosidases are affected from
lactose concentration, pH and temperature changing. It is determined that optimum lactose
concentration and optimum temperature value of free and immobilized B-Galactosidase in the
GOS production is 35% and 50 °C orderly. It is found that optimum pH values are 6.5 for
immobilized B-Galactosidases, 7.5 for free B-Galactosidase.

Maximum GOS amount produced by free, absorbed to Duolite XAD761 and cross-
linked B-Galactosidases are 31.44%, 28.76%, 17.95% respectively. Disaccharides and
trisaccharides (GOS2 and GOS3) are formed by free and immobilized B-Galactosidase and
disaccharide amount is much more than trisaccharide.

The one of the immobilized enzymes, f-Galactosidase absorbed to Duolite XAD761
produce high amount galactooligosaccharides. However, it is concluded that absorbed pB-
Galactosidase to Duolite XAD761 comply with processes of galactooligosaccharides in 40°C

because of its low heat stability.

Key words: B-galactosidase, galactooligosaccharide, immobilization, physical adsorption,

cross-linking
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1. GIRIS

Probiyotik olarak adlandirilan mikroorganizmalarin son yillarda insan sagliina
yanstyan olumlu etkileri nedeniyle hem bilimsel hem de ticari anlamda gelisim
gosterdigi asikardir. Yine bu mikroorganizmalarin gelisme faktorleri olarak
adlandirilabilecek prebiyotikler de bu silirece paralel bicimde gelisim gostermektedir.
Prebiyotik pazarinin fonksiyonel gida pazari icindeki yeri giderek biiyiimektedir.
Ozellikle Japonya’da bu alanda ticari olarak faaliyet gosteren firmalar bulunmaktadir.
Amerika Birlesik Devletlerinde fonksiyonel gidalarin da dahil oldugu toplam gida
pazarinin yillik %S5.5 artisla 2010 yilinda yaklasik 34 milyar dolar1 bulmasi
beklenmektedir (Valero, 2009). Prebiyotiklerin Tiirkiye’de kullanimi yeni olmasina
karsin giderek artis gostermekte ve Ozellikle bebek mamalari, aromali yogurtlar,
fermente siit iirlinleri ve igecekler gibi gida sanayisinin ¢esitli dallarinda kullanilmaya
baslanmistir. Prebiyotik 6zellik gosteren oligosakkarit (OS) gruplarindan biri olan
galaktooligosakkaritler de (GOS) ¢esitli tipleri ile bu pazarda yerini almaktadir.
GOS’lerin insan sagligina yarar saglamasi ve gidalara sagladigi olumlu etkilerinden
dolayr gida katki maddesi olarak kullanilmasi ekonomik degeri yiiksek bir iiriin
olmasini saglamistir.

GOS’ler dogada insan siitinde ve ¢ok diisiik miktarda inek siitiinde
bulunmaktadirlar. Ancak bu dogal kaynaklarin teknolojik ve ekonomik olarak gida
proseslerinde kullanilabilmesi miimkiin olmadigindan, GOS’lerin uygun teknolojik
altyapi ile tiretimleri zorunludur. GOS’lerin iiretim yontemlerine bakildiginda kimyasal
ve enzimatik proseslerin uygulanabildigi fakat ekonomik ve giivenilir diizeyde iiretim
icin enzimatik iiretimin tercih edildigi goriilmektedir. Enzimatik prosesler i¢inde ise
B-Galaktosidaz (B-Gal) ticari iiretimin belkemigini olusturmaktadir. f-Gal’in hidrolitik
aktivitesi yaninda transgalaktosilasyon reaksiyonu ile GOS sentezleyebilmesi bu enzim
lizerine yapilan aragtirmalari canli tutmakta ve halen yogun bir sekilde g¢alismalar
stirmektedir. Bu durum B-Gal’t gida alaninda aranan enzimlerden biri konumuna
getirmekte ve yeni kaynaklardaki f-Gal’larin 6zelliklerinin belirlenmesi geregini ortaya
koymaktadir. Ayrica GOS iiretimi, B-Gal’in substrat kaynagi olan peynir alt1 suyunun
olusturdugu c¢evre kirliligini engelleyebilecek ve katma deger saglayabilecek bir
islemdir. Uygun enzim ve uygun c¢aligma kosullari, istenilen son iiriin eldesini

saglamaktadir. GOS {iretimi i¢in substrat olan laktoz ticari olarak yaygin ve makul



fiyatta olmasina ragmen, GOS {iiretiminde kullanilacak olan enzimin {iretim maliyetinin
ylksek olmasi ve substrata uygulanma sekilleri maliyeti arttiran sebeplerdendir. Bunlar
gdz Oniinde bulunduruldugunda daha diisik maliyetle GOS {iretimini
gerceklestirebilmek i¢in transgalaktosilasyon aktivitesi yliksek, iiretim maliyeti daha
diistik olan enzim iiretimi {izerine ya da enzimden daha fazla yararlanma olanagi
saglayan immobilizasyon yontemleri lizerine ¢alismak fayda saglayacaktir.

Yapilan arastirmalarda yaygin olarak kullanilan mikroorganizma kaynakli (-
Gal’larla elde edilen GOS verimleri %10 ila 55 arasinda degisim gdstermekte ve
cogunlukla immobilize B-Gal formlari serbest -Gal formuna gore daha diisiik verimler
olusturmaktadir (Shin ve ark., 1998; Gaur ve ark., 2006). Kluyveromyces lactis kaynakli
B-Gal enziminin GOS verimi ise %28-35 arasinda degismektedir (Maugard ve ark.,
2003; Cheng ve ark., 2006a).

Kluyveromyces spp. kaynakli B-Gal’larin GRAS (genellikle giivenilir kabul
edilen) statiisiinde olmasindan dolay1 (Mlichova ve Rosenberg, 2006) bu aragtirmada
GOS iretimi amaciyla bu enzim kaynaginin kullamilmasi tercih edilmistir.
Kluyveromyces spp. kaynakli B-Gal’larla bir ¢ok immobilizasyon ¢alismasi bulunmakta
ve bunlarin ¢ogu laktozun hidrolizi iizerine yogunlasmis durumdadir (Kim ve ark.,
1997; Giacomini ve ark., 1998; Santos ve ark., 1998; Zhou ve Chen, 2001a; Zhou ve
Chen, 2001b; Jurado ve ark., 2002; Roy ve Gupta, 2003; Mateo ve ark., 2004; Neri ve
ark., 2008). GOS iiretimine yonelik Kluyveromyces spp. kaynakli serbest B-Gal ile
yapilmis ¢aligmalar mevcutken (Asp ve ark., 1980; Boon ve ark., 2000; Zhou ve ark.,
2003; Cheng ve ark., 2006a; Martinez-Villaluenga ve ark., 2008; Cardelle-Cobas ve
ark., 2009; Hellerova ve Curda, 2009; Valero, 2009) B-Gal’in immobilize formlar ile
yapilan aragtirmalar sinirh sayidadir (Maugard ve ark., 2003; Giileg, 2009). Bu yilizden
GOS iiretimi i¢in enzimin immobilize edilerek ¢aligilmasi diisiiniilmiis ve bu amagla iki
immobilizasyon ydntemi secilmistir. Bu yontemler fiziksel adsorbsiyon ve capraz
baglamadir.

Fiziksel adsorbsiyon uygulamasiyla enzimin kimyasal olarak baglanmasi
sozkonusu olmadigindan enzim konformasyonunda c¢ok az degisim meydana
gelmektedir (Panesar ve ark., 2010). Boylece fiziksel adsorbsiyon uygulanan enzimde,
serbest enzimin reaksiyon yetenegine yakin ozelliklerin goriilmesi beklenebilir. Bu

ylizden immobilizasyon yontemlerinden birinin fiziksel adsorbsiyon olmasi tercih



edilmis ve bu amacla tasiyici olarak literatiirde denenmedigi tespit edilen Duolite
XAD761 reginesiyle ¢alisilmasi uygun gorilmiistiir.

Bir immobilizasyon uygulamasi olan c¢apraz baglamayla da enzimin 1sil
stabilitesinin arttig1 bildirilmektedir (Cao, 2005). Bu oOzellikten yararlanarak serbest
enzime gore ¢apraz bagli enzimde optimum sicakligin arttirilmasi diistiniilmekte ve
boylece ¢oziiniirliigli artan laktozla yiiksek laktoz konsantrasyonlarinda ¢alisma imkani
saglanabilecegi ve bunun da yiiksek GOS fiiretimini gerceklestirmeye yardimci olacagi
diistiniilmektedir. Bu ylizden ikinci immobilizasyon yontemi olarak capraz baglama
uygulanmasina karar verilmis ve bu amagla ¢apraz baglama ajani olarak glutaraldehit,
destek materyali olarak da pamuklu bez secilerek B-Gal’mm immobilizasyonu
gerceklestirilmistir.

Bu arastirmada Kluyveromyces lactis kaynakli B-Gal enziminin laboratuvar
sartlarinda sicaklik, pH ve laktoz konsantrasyonu gibi parametrelere gore en iyi ¢aligma
kosullarinin belirlenmesi ve laktoz ¢ozeltisi ile olusturulan model sistemlerde serbest
olarak ve ayrica capraz baglama ve fiziksel adsorbsiyon gibi iki farkli yontemle
immobilize edilerek enzimlerin GOS iiretimleri ve verimlerinin karsilastirilmasi ve
etkili immobilizasyon yonteminin belirlenmesi amaglanmustir.

Bu amagla arastirma ii¢ temel asamada gergeklestirilmistir. {1k olarak B-Gal’mn
immobilizasyon yontemleri i¢in parametreler denemis ve uygun sartlar secilmis,
sonrasinda serbest ve immobilize enzimlerin ¢aligma kosullart ve kinetikleri belirlenmis
ve son olarak da serbest ve immobilize enzimlerin kesikli tip karigtirmali tank reaktdrde
laktozdan tirettikleri GOS miktarlar1 ve verimleri belirlenmis ve elde edilen sonuglar

karsilagtirilmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Prebiyotikler

Prebiyotik kavramu ilk olarak ortaya atildiginda “bagirsakta bulunan bir veya
simirli sayida bakterinin gelisimi ve/veya aktivitesini segici olarak tesvik ederek
konak¢inin sagligi iizerine faydali bir sekilde etki eden sindirilemeyen gida bilesenleri”
seklinde tanimlanmistir. Sindirilemeyen oligosakkaritlerin tamaminin bu kapsam igine
girmedigi de ayrica belirtilmistir (Gibson ve Roberfroid, 1995). Bu tanimlamayla
birlikte on yillik siire¢ i¢inde prebiyotik oligosakkarit ¢esitleri bildirilmistir. Bunlara
ornek olarak; iniilin tip fruktanlar, trans-galaktooligosakkaritler, laktuloz,
izomaltooligosakkaritler,  laktosukroz,  ksilooligosakkaritler, = soya  fasiilyesi
oligosakkaritleri, glukooligosakkaritler, karbonhidratlar ve fruktooligosakkaritler 6rnek
verilebilir. Kismen sindirilemeyen siit kaynakli bazi peptit ve proteinlerin prebiyotik
ozellik gosterdigi bildirilse de oligosakkaritlerin bu alanda rolii daha baskindir (Rastall
ve Maitin, 2002; Manning ve Gibson, 2004; Wang, 2009).

Fakat prebiyotik tanimi “konak¢inin refah1 ve sagligi iizerine yararlar saglayan
gastrointestinal mikrofloranin kompozisyonu ve/veya aktivitesi iizerine spesifik
degisikliklere izin veren se¢ici olarak fermente edilen bilesenler” olarak giincellenmistir
(Roberfroid, 2007). Bununla birlikte bir gida bileseninin prebiyotik olabilmesi i¢in
gerekli kriterler sunlardir;

1- Mide asidine, memeli enzimleri ile hidrolize ve gastrointestinal absorbsiyona
karsi direngli olmali,

2- Intestinal mikroflora tarafindan fermente edilebilmeli,

3- Konake1 sagligina yararl etkisi olmali,

4- Probiyotiklerin uyarilmasinda secici olmali,

Bunlara ek olarak Wang (2009)’in belirttigi onemli bir diger kriter de
prebiyotiklerin gida isleme yontemlerine dayanikli olmasi gerektigidir.

Roberfroid (2007) bu kriterlere gore baz1 oligosakkaritlerin prebiyotik etkilerini
derlemis ve yeterli bilgi olmadigindan bir¢cok oligosakkaritin prebiyotik etkili
olmadigini bildirmistir. Elde edilmis verilere dayanarak Cizelge 2.1.’de goriildiigii izere
iniilin-oligofruktoz, galaktooligosakkaritler ve laktulozun prebiyotik o6zellige sahip

oldugunu bildirmistir.



Cizelge 2.1. Cesitli oligosakkaritlerin prebiyotik etkileri (Roberfroid, 2007)

Karbonhidrat Sindirime Fermentasyon Segicilik Prebiyotik
. Dayaniklilik Durumu
Iniilin ve oligofruktoz Evet Evet Evet Evet
Galaktooligosakkaritler Muhtemelen 777 Evet Evet
Laktuloz Muhtemelen 77? Evet Evet
Izomaltooligosakkaritler Kismen Evet Umit verici Hay1r
Laktosukroz BY BY Umit verici Hay1r
Ksilooligosakkaritler BY BY Umit verici Hayir
Soya fasiilyesi oligosakkaritleri BY BY BY Hayir
Glukooligosakkaritler BY BY BY Hayir

2.1.1. Prebiyotiklerin Saghk Uzerine Etkileri

Prebiyotikler kolon kanserine karsi koruma saglamaktadirlar. Bu iki yolla
gerceklesmektedir. Birinci yol prebiyotiklerden fermentasyonla koruyucu bir metabolit
olan biitiratin {retilmesidir. Olusan biitirat kolondaki kanserli hiicrelerin 6liimi
(apoptosis) i¢in uyarici bir etki olusturmaktadir. ikinci yol ise kolondaki lipid ve protein
metabolizmasinin  yerine karbonhidrat metabolizmasinin baskin hale gelmesini
saglamasidir. Bu metabolizma sonucu olusan iiriinlerin daha zararsiz olmasi kolonda
olumlu etki yaratmaktadir (Manning ve Gibson, 2004).

Prebiyotikler, laktobasiller ve bifidobakteriler gibi mikroorganizmalarin
gelisimini tesvik ederek patojenlere karsi diren¢ olusturmakta ve metabolik son
tirlinlerden biri olan asit ile ortam pH’simi diisiirerek patojenlerle etkili bir sekilde
rekabet etmektedir.

Mineral maddelerin absorbsiyonundaki artis ¢esitli yollarla olmaktadir.
Bagirsaklardaki prebiyotiklerin fermentasyonu sonucu olusan kisa zincirli yag asitleri
(SCFA) ile pH’nin diismesi sonucu mineral maddelerin ¢oziiniirliikleri artmakta ve buna
bagli olarak emilimleri artis gostermektedir. Ayrica bitki kaynakli olan fitatlar iki
degerli katyonlarla ¢oziinmez bilesikler meydana getirmekte bu da iki degerli
katyonlarin emilimini azaltmaktadir. Bakteri metabolizmasi ile fitatlarin fermente
olmasi1 kalsiyumun serbest kalmasina yol agmakta ve emilebilirligini artirmaktadir.
Kolonda bulunan SCFA’den H' ayrilmakta ve hiicreler arasi ortama girdiginde
kolondaki Ca ile yer degistirmekte ve emilimi artmaktadir (Sako ve ark, 1999; Manning
ve Gibson, 2004).



Ayrica prebiyotiklerin serumdaki kolestrol seviyesini azalttigi (Martinez-

Villaluenga, 2008) ve kan basincini diizenledigi bildirilmektedir (Zheng ve ark, 2006).

2.2. Oligosakkaritler

Karbonhidratlar mono-, oligo- ve polisakkaritler olmak iizere 3 ana gruba
ayrilabilirler. Monosakkaritler birbirine kovalent (glikozidik) baglarla baglanarak
glikozidleri olustururlar ve 2-10 adet monosakkaritten meydana gelen glikozidler
oligosakkarit olarak adlandirilirlar (Saldamli, 1998). OS’lerin ¢esitli tipleri dogada
bulunmaktadir, fakat bulunduklar1 organizmalardaki OS igerikleri genellikle diistiktiir.
OS’lerin yapilar1 ve sentetik liretim yollar1 ile endiistriyel 6lgekte iiretimleri tizerindeki
calismalar devam etmektedir. Fonksiyonel gida bileseni olarak OS gereksinimi ve
karbonhidrat aktif enzimler iizerindeki teknik ve bilgi birikimi, endiistriyel dlgekte OS
cesitlerinin genis yelpazede tiretimini miimkiin kilmigtir (Taniguchi, 2005). OS’ler ve
tiirevleri, biyolojik sistemlerdeki Onemli fonksiyonlarin degisiminde etkili
biyomolekiillerdir. OS’ler prebiyotiklerin saglik tizerine etkilerine ek olarak B
kompleksi vitaminlerin sentezlenmesi gibi olaylara da yardimci olmaktadirlar (Gaur ve

ark., 2006). Cesitli oligosakkaritler ve kaynaklari1 Cizelge 2.2.’de goriilmektedir.

Cizelge 2.2. Cesitli oligosakkaritler ve kaynaklar1 (Taniguchi, 2005)

Kaynak Oligosakkaritler

Nisasta Malto-oligosakkarit
Isomalto-oligosakkarit
Nigero-oligosakkarit
Gentiooligosakkarit
Trehaloz
Siklodekstrin

Sakaroz Trehaluloz
Palatinoz
Glikosilsukroz
Frukto-oligosakkarit
Laktosukroz

Diger Galakto-oligosakkarit
Ksilooligosakkarit




Galaktooligosakkaritler kolonda 6zellikle Bifidobacteria gibi yararh bakterilerin
gelisimiyle olusturulan ve prebiyotik 6zellik gosteren glikoz ve galaktoz iinitesinden
meydana gelmis onemli bir grubu olusturmaktadir (Chen ve ark., 2003; Cruz-Guerrero

ve ark., 2006; Matella ve ark., 2006; Nakkharat ve Haltrich, 2007).

2.3. Galaktooligosakkaritler

Galaktooligosakkaritler, kimyasal ya da enzimatik hidroliz, kimyasal ve
enzimatik sentez veya Okaryotik kiiltiirlerle fermentasyon gibi metodlardan herhangi
biriyle tiretilebilmektedir (Shin ve ark., 1998; Hansson ve Adlercreutz, 2001; Tzortzis
ve ark., 2005). OS iretiminde kimyasal islemler ¢ok basamaklidir ve verim diisiik
olmaktadir. Bundan dolay1 enzimatik sentez daha etkili bir yontem olarak goriilmektedir
(Hansson ve Adlercreutz, 2001). Oligosakkaritlerin enzimatik sentezi igin
glikosiltransferazlar ya da glikosidazlar kullanilmaktadir. Pahali olmalari, stabil
olmamalari, pahali bagslangic materyallerine ihtiyag duymalari ve az bulunmalari,
mitkemmel secicilige sahip glikosiltransferazlarin kullanilmasina engel olmaktadir
(Reuter ve ark., 1999; Hansson ve Adlercreutz, 2001). B-Glikosidaz ve B-Glukosidazlar
gibi diger karbonhidrat aktif enzimler benzer reaksiyon verse de (Gosling ve ark., 2010)
son zamanlarda GOS sentezleme yetenegine sahip [-Galaktosidazlarin (B-Gal)
transgalaktosilasyon aktivitesi ilgi ¢cekmekte ve bu konu iizerine yogun c¢alismalar
bulunmaktadir (Cruz ve ark., 1999a; Cruz ve ark., 1999b).

Genel olarak galaktooligosakkaritler (GOS) ;
Gal * (Gal), ¥ Glc

olarak tanimlanmakta ve formiilde n: $-1,4 bagiyla bagh galaktoz iinitesi sayisini, X: -
1,6 > B-1,4, B-1,3’0 Y : B-1,2, B-1,6 > B-1,4’ i ifade etmektedir. Bu formiil B-Gal’larin
sentezledigi baskin B-1,4 baglarindan baska B-1,3 ve B-1,6 baglarinin da meydana
geldigini gostermektedir (Bielecki, 2004). Sekil 2.1.’de goriildii iizere GOS (B1-4 bagh
galaktosil), — laktoz karisimidir (Taniguchi, 2005).

'CH:DH (:HQDH GH;GH CHECI H
o [T o. [T9 0 o)

OH OH OH 0 & OH H-OH
OH OH OH OH

n

Sekil 2.1. Galaktooligosakkaritlerin genel kimyasal yapis1 (Taniguchi, 2005)



GOS iiretimi esnasinda reaksiyonlar sonucunda trisakkaritten hekzasakkarite
kadar iirlinler olusurken, iki galaktoz ya da glikoz ve galaktoz arasinda, farkli B-glikozid
baglartyla baglanmis transgalaktosile disakkaritler (TD) de olusmaktadir ve bu
disakkaritler uzun zincirli GOS’lere benzer fizyolojik 6zellikler tasimaktadirlar (Sako
ve ark., 1999). B-Gal kullanilarak laktozdan elde edilen bazi GOS yapilar1 Cizelge

2.3.’te verilmistir.

Cizelge 2.3. B-Gal’larin laktozdan olusturdugu bazi oligosakkaritler (Mahoney, 1998)

Disakkaritler Yaygin adi

B-D-Gal (1—6)-D-Glc Allolaktoz

B-D-Gal (1—6)-D-Gal Galaktobioz

B-D-Gal (1—3)-D-Glc

B-D-Gal (1—2)-D-Glc

B-D-Gal (1—3)-D-Gal

Trisakkaritler

B-D-Gal (1—6) B -D-Gal (1—6)-D-Glc 6' digalaktosil-glikoz
B-D-Gal (1—6) B -D-Gal (1—4)-D-Glc 6' galaktosil-laktoz
B-D-Gal (1—6) B -D-Gal (1—6)-D-Gal 6' galaktotrioz
B-D-Gal (1—3) B -D-Gal (1—4)-D-Glc 3' galaktosil-laktoz
B-D-Gal (1—4) B -D-Gal (1—4)-D-Glc 4' galaktosil-laktoz
Tetrasakkaritler

B-D-Gal (1—6) B -D-Gal (1—6) B -D-Gal (1—4)-D-Glc 6' digalaktosil-laktoz
B-D-Gal (1—6) B -D-Gal (1—3) B -D-Gal (1—4)-D-Glc

B-D-Gal (1—-3) B -D-Gal (1—6) B -D-Gal (1—4)-D-Glc

Pentasakkaritler

B-D-Gal (1—6) B -D-Gal (1—6) p -D-Gal (1—6)-D-Gal (1—4)-D-Glc 6' trigalaktosil-laktoz

Gal: Galaktoz; Glc: Glikoz

2.3.1. Galaktooligosakkaritlerin Baz1 Ozellikleri ve Kullanim Alanlar

GOS’ler, insan siitii ve geleneksel yogurt bilesiminde bulunmasi ve insan
bagirsaklarindaki yararli bakteriler tarafindan sentezlenmesi nedeniyle GRAS
statiisiinde kabul edilmektedir. GOS’ler stabildirler ve nétr pH’da 160 °C’de 10 dakika,
pH 3’te 120 °C’de 10 dakika ve pH 2’de 100 °C’de 10 dakika bekletildiginde
degismeden kalabilmektedirler. Normalde bu uygulamalar sakkarozun yarisindan
fazlasinin pargalanmasina neden olmaktadir. Japon pazarina ait bir GOS olan Oligomate

55 yiiksek fruktozlu misir surubuna gore biraz daha viskoz bir yapiya sahiptir. Ayni



konsantrasyondaki sakkaroz ¢ozeltisi ile benzer ozmotik basinca sahiptir. Sakaroz ile
ayni su aktivitesine sahip iken, yiiksek fruktozlu misir surubuna gore daha diisiik su
aktivitesi ve donma noktasina ve daha yiliksek su tutma kapasitesine sahiptir.
Fruktooligosakkaritlere ~gore daha stabil oldugundan GOS’lerin  kullanimi
onerilmektedir (Sako ve ark., 1999; Valero, 2009).

Son 20 yildir GOS fiiretimi, gidalarda katki ve prebiyotik olarak kullanimindaki
gelisim nedeniyle ilgi ¢ekmektedir (Reuter ve ark., 1999; Cruz-Guerrero ve ark., 2006).
Yiiksek sicakliga ve asidik kosullara karsi stabil olmasi nedeniyle ekmek hamuruna
katilan GOS’ler hamur fermentasyonu ve pisirme silirecinde ekmekte pargalanmadan
kalabilmekte ve miikemmel bir lezzet ve tekstiir saglamaktadirlar. Bunun yaninda
Japonya ve Avrupa’da probiyotik i¢eren fermente siit iiriinleri de GOS icermektedir.
GOS’lerin kalori degeri 2 kcal/g olarak verilse de Japon standardinda 1.73 kcal/g olarak
bildirilmektedir (Sako ve ark., 1999). Tatlilik derecesi sakarozun % 35’idir (Taniguchi,
2005). Genellikle toz ya da surup halinde ve farkli saflik derecelerinde iiretilen GOS
karisgimlarinin 6nemli bir kismi i¢eceklerde kullanilmakta iken bebek mamalari, siitlii
tathilar ve sekerlemelerde diisiik kalorili tatlandirict olarak da biiyiik bir kullanim alan1
vardir (Shin ve ark., 1998; Sako ve ark., 1999; Rivero-Urgell ve Santamaria-Orleans,
2001). Ayrica dondurulmus gidalara, cipslere, cerezlere katki olarak ilave edilmekte
hayvan yemlerine katki olarak kullanilmakta, eczacilikta yeni ilag gelistirmede ve

kozmetik sanayinde kullanilmaktadir (Valero, 2009).

2.3.2. Galaktooligosakkaritlerin Pazar Durumu

2000 y1l1 itibariyle 20’den fazla ticari firmada 12 OS tipi iiretildigi bilinmektedir
(Rivero-Urgell ve Santamaria-Orleans, 2001). Ureticiler basta Japonya ve Hollanda’da
bulunmakla beraber 2009 yili itibariyle ABD’de GOS fiireten ticari bir firma
bulunmamaktaydi. Fakat saglik tizerine olumlu etkileri fark edildiginden beri ABD’deki
marketlerde GOS’lere ulasilabilmektedir. Bazi ticari GOS’lerin bilesimleri Cizelge
2.4.”de verilmistir. Diinyada 1995 yilinda toplam OS iiretim miktar1 yaklagik 85000 ton,
GOS iiretim miktar1 15000 ton iken (Sako ve ark., 1999) Japonya’da 2001 yili itibariyle
toplam OS iiretimi 60000 tondur ve bundan elde edilen gelir 15 trilyon Japon Yeni’dir
(Taniguchi, 2005). GOS’lerin ABD marketlerindeki ortalama kg fiyati 17 $’mn
istiindedir (Valero, 2009).
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Cizelge 2.4. Baz1 ticari GOS’lerin bilesimleri (Playne ve Crittenden, 2004)

Ticari ad Uretici firma - Ulke Bilesim

CUP OLIGO Nissin Sugar, Japonya Kurumaddesinin minimum %70’i GOS
(surup ve toz olarak mevcut)
Tip: 4'-galaktosil laktoz

TOS 85 POWDER Borculo-Domo, Hollanda %85 GOS, %0.3 Galaktoz, %3.3 Glikoz,
%10.7 Laktoz

TOS Elix’or SYRUP Borculo-Domo, Hollanda  %73.9 kurumadde, kurumaddenin %58.5’i

OLIGOMATE 55 SYRUP Yakult Honsha, Japonya

OLIGOMATE 55 POWDER  Yakult Honsha, Japonya

TOS pure POWDER Yakult Honsha, Japonya

GOS, %0.12’si Galaktoz, %19.7’si Glikoz
ve %20.65°1 Laktoz

%75 Kurumadde, Kurumaddenin
%55’inden fazlasi GOS, %45°1
monosakkaritler ve laktoz

%55°ten fazla GOS, %45 monosakkarit ve
laktoz

%99 GOS (%5’ten az nem)

Cizelge 2.5.’de Japonya’da ticari olarak iiretilen gida ve gida bileseni amacli 13

OS goriilmekte ve bunlardan 10 tanesi enzimatik sentezle iiretilmektedir. Enzimler

mikrobiyal orijinli (EC3) hidrolaz ya da (EC2) transferazlardir (Taniguchi, 2005).

Cizelge 2.5. Japonya’da iiretilen oligosakkaritler (Taniguchi, 2005)

Oligosakkaritler Uretim Fiyat Uretici

(ton/y1l) (J.Yeni/kg)
Trehaloz 25.000 300 Hayashibara Biochemical Laboratories Inc.
Izomaltooligosakkaritler 11.000 140 Showa Sangyo Co. Ltd.
Galaktooligosakkaritler 6.000 500 Yakult Pharmaceutical Ind Co. Ltd.,

Nissin Sugar MFG. Co. Ltd.

Fruktooligosakkaritler 4.000 390 MeijZi Seika Kaisha Ltd.
Laktuloz 2.800 1.000 Morinaga Milk Industry Co Ltd.
Laktosukroz 2.000 500 Bioresearch Corporation of Yokohama
Siklodekstrinler 1.800 1.450 Bioresearch Corporation of Yokohama
Soya oligosakkaritleri 1.000 700 Calpis Co. Ltd.
Gentiooligosakkaritler 1.000 300 Nihon Shokuhin Kako Co. Ltd.
Ksilooligosakkaritler 650 2.500 Suntory Limited
Nigerooligosakkaritler 300 300 Nihon Shokuhin Kako Co. Ltd.
Rafinoz 230 2.000 Nippon Beet Sugar Mfg. Co. Ltd.
Palatinoz 150 1.000 Shin Mitsui Sugar Co. Ltd.




11

2.3.3. Galaktooligosakkaritlerin Ticari Uretimi

B-Gal ile laktozdan GOS sentezi i¢in yliksek laktoz konsantrasyonu, yiiksek
sicaklik, diisiik su aktivitesine ihtiya¢ vardir. Yiiksek sicaklik laktozun ¢oziiniirliiglinii
artirarak konsantrasyonu artirmakla birlikte enzimin denatiirasyonuna neden olmaktadir.
Bu nedenle ya yiiksek sicaklikta galisabilen hipertermofillerden elde edilmis enzimler
kullanilmali ya da immobilizasyonla sicaklifa karsi enzimin stabilitesi artirilmalidir
(Reuter ve ark., 1999; Hansson ve Adlercreutz, 2001; Gaur ve ark., 2006; Panesar ve
ark., 2006). Su aktivitesinin diisliriilmesi i¢in organik c¢oziiciiler kullanilabilir, fakat
organik ¢oziicliler de enzimler iizerinde olumsuz etkilere sahiptirler. Ayrica organik
¢Oziiciiniin laktozu ¢dzme giicii verimi etkilemektedir (Cruz-Guerrero ve ark., 2006).
GOS yapis1 ve iiriin verimi enzim kaynagina bagl olarak degisiklik gostermektedir.

Farkl1 biyolojik kaynaklardan ve hatta farkli bakteri cinslerinden elde edilen -
Gal’lar GOS sentezinde farkli kabiliyetlere sahiptirler ve belirli baglar1 ve yapilar
olusturma yetenekleri ¢esitlilik gostermektedir. Bu nedenle {iretim asamasinda
enzimlerin se¢cimi Onemlidir. Baz1 kaynaklardan elde edilen enzimler B1-4 baglar
olustururken, diger kaynaklardan elde edilen enzimler B1-6 baglar1 olusturmaktadirlar.
OS karisiminin  kompozisyonu kullanilan enzimlerin farkliligina gore degisiklik
gostermektedir. Ornegin bazi kaynaklardan elde edilen enzimler daha fazla tetra, penta
ve hekzasakkarit tiretmektedir (Playne ve Crittenden, 2004). Ticari iriinlerde 4'-
galaktosil laktoz (GalB1-4Galfl1-4Glu) ve 6'-galaktosil laktoz (GalB1-6Galf1-4Glu)
baskin olarak bulunmaktadir. Bunun yaninda 3'-galaktosil laktoz da yaygin olarak
olusmaktadir (Taniguchi, 2005).

GOS’lerin ticari tUretiminde; Cryptococcus laurentii ve Bacillus circulans
kaynakli enzim ile B1-4 baghh GOS (4'-galaktosil laktoz), Aspergillus oryzae ve
Streptococcus thermophilus kaynakli enzimle de B1-6 bagli GOS (6'-galaktosil laktoz)
tiretimi gergeklestirilmektedir (Sekil 2.2.). Yakult firmasinin TOS 100 {iriinii gibi bazi
iriinlerde, elde edilen ham {iriin ¢ok yiliksek konsantrasyona ulastirilip ardindan daha
ileriki proseslerde kromatografik ayrimla uzun zincirli oligosakkaritlerden mono ve

disakkaritler uzaklastirilarak iirtin elde edilmektedir (Playne ve Crittenden, 2004).
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Laktoz cizelisi

(4" GOS olusturan enzim) ] (6" GOS olusturan enzim)
Bacifius circuilans veya . . Asperqilius orvzae veiveya
Cryptococcis laurentii Enzim reaksiyonu Streptococcus thermophilis

p-Galaktosidazi p-Galaktosidazi

L

Dekolorizasyon

CH,OH CH,OH CHOH CHOH
0 -0 Ar 9 i )—0 — OCH, CH,OH
Gal Gal O Gle )H-OH Demineralizasyon Gal 0 N /I—Cr
Gal ¥ . {2 Gle 3H-OH
| S
"l - Filtrasyon
Galf1- 4Galf 1- 4Glu (4-galaktosil laktoz) Galp1- 6Galf1- 4Glu (6’ -galaktosil laktoz)

Konsamtrasyon —— HKurutma

| |

GOS Surubu GOS Tozu

Sekil 2.2. GOS iiretiminin genel akis diyagrami (Taniguchi, 2005)

Proses sonunda ortamdaki laktozun %55’den fazlasi GOS’lere donlismektedir.
GOS surubu i¢indeki seker kompozisyonu %15 tetrasakkarit, %23.5 trisakkarit, %20
transfer edilmis disakkarit ve %1.3 galaktozdan olusmaktadir (Bielecki, 2004;
Taniguchi, 2005). Baz1 farkli proseslerde de genel olarak trisakkarit tiretiminin baskin
oldugu ve karisimdaki toplam oligosakkaritin  %80°den fazlasin1 olusturdugu

belirtilmektedir.

2.3.4. Galaktooligosakkarit Uretimine Etki Eden Faktorler

GOS sentezine etki eden kosullar temelde enzimatik reaksiyonlara ya da enzim
aktivitesine direkt etkisi olan pH, sicaklik, ay, inhibitér varligi, aktivator varligi gibi
cevresel sartlara bagl olmaktadir.

GOS sentezine etki eden faktorler icerisinde en dnemlisi reaksiyon ortamindaki
baslangi¢ laktoz konsantrasyonudur. Konsantrasyon artist GOS verimini artirmaktadir
(Albayrak ve Yang, 2002a; Nakkharat ve Haltrich, 2007). Burada reaksiyona girecek
olan su miktarimin azaltilmas1 GOS verimi iizerinde pozitif etkiye neden olmaktadir. Bu
nedenle su miktarinin etkilerini incelemek amaciyla organik ¢oziicii iceren ortamlarda
reaksiyonlarin gergeklesmesi denenmistir. Ancak organik ¢oziiclilerin enzimler tizerinde

yarattig1 olumsuz etkiler sonunda meydana gelebilecek olan aktivite kayiplar1 goz
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oniinde bulundurulmalidir. Yapilan bir arastirmada 2-pentanon, biitilasetat, toluen,
heptan ve nonan gibi ¢oziiciileri kullanarak gerceklestirilen GOS reaksiyonlarinda,
toluen ve nonan kullanilan reaksiyonlardaki GOS veriminin ¢oziicli icermeyen reaksiyonlardaki
GOS verimine yakin oldugu ama bu verimin {istiine ¢ikilamadigi, diger ¢oziiciilerin ise
verimi olumsuz yonde etkiledigi goriilmiistiir (Hansson ve Adlercreutz, 2001).

Enzim kaynagi agisindan bakildiginda farkli enzimlerin sahip olduklar1 farkli
K, optimum pH ve sicaklik gibi etkenler nedeniyle iiretilen GOS miktar1 ve yapisi
degisiklik gostermektedir. Notral pH’larda aktivite gosteren bakteri ve maya kaynakl
enzimlerin verimleri, diisiik pH’larda aktivite veren kiif kaynakli enzimlerinkine gore
daha yiiksektir. Kluyveromyces fragilis, Bacillus circulans, Streptococcus thermophilus
ve Saccharopolyspora rectivergula kaynakli enzimlerde verimin %40 civarlarinda
oldugu bildirilmistir (Mahoney, 1998).

Sicaklik, reaksiyon hizina etki eden Onemli bir faktordiir (Splechtna ve ark.,
2006). GOS olusumunda sicakligin arttirilmasi laktoz ¢oziiniirliiglinii arttirarak olumlu
bir etki ortaya koymus olsa da enzim denatiirasyonu, enzim ile karbonhidrat arasinda
istenmeyen {irlinlerin olusmasi ve Maillard gibi esmerlesme reaksiyonlarinin da artisina
neden olmas1 dikkate alinmalidir (Bruins ve ark., 2003a; Bruins ve ark., 2003b).

GOS tiretiminde verime etki eden diger bir faktor de reaksiyon sonucunda agiga
c¢ikan glikoz ve galaktozun konsantrasyonuyla baglantili olarak -Gal’1 inhibe etmesidir.
Galaktoz B-Gal’in kompetetif inhibitoriidiir (Boon ve ark., 2000). Buna bagli olarak
GOS iretim verimi diismektedir (Albayrak ve Yang, 2002a). Bunun ¢oziimii igin
ortamdaki monosakkaritlerin uzaklastirilmasi denenmis ve GOS verimi arttirilmistir

(Giileg, 2009).

2.4. p-Galaktosidaz

Cesitli biyolojik ve kimyasal reaksiyonlar1 spesifik olarak katalizleme
yetenegine sahip protein yapisindaki maddeler enzim olarak adlandirilmaktadir.
Molekiilleri parcalama, birlestirme, belirli gruplart bir molekiilden diger molekiile
tasimak gibi katalitik giice sahip olan enzimlerin canlilar disinda da faaliyet
gostermeleri nedeniyle 6nemi artmis ve endiistriyel alanda kullanimi yayginlagmaya
baslamistir (Telefoncu, 1997; Saldamli, 1998).

Gida endiistrisinde kullanilan enzimlerin biiylik bir kismu karbonhidrazlar,

proteolitik enzimler ve lipazlar gibi hidrolitik enzimlerdir (Saldamli, 1998). B-Gal
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E.C’na gore 3.2.1.23 nolu, B-D-Galaktozid-Galaktohidrolaz isimli enzim olarak
tanimlanmaktadir ve hidrolazlar sinifinin glikosidazlar (Karbonhidrat aktif enzimler) alt
siifi iginde, glikozid hidrolazlar alt boliimiinde bulunan bir enzimdir (Panesar ve ark.,
2006).

B-Gal’lar hayvansal (Fraser ve ark., 1983), bitkisel (Halder ve Bhaduri, 1997; Tu
ve ark., 1999; Li ve ark., 2001; Biswas ve ark., 2003) ve mikrobiyal (Holmes ve ark.,
1997; Wanarska ve ark., 2005; Nakkharat ve Haltrich, 2006) kaynaklardan elde
edilebilmektedir. Kolay elde edilebilme, yiiksek verim ve genetik modifikasyon gibi
bir¢ok avantajlarindan dolay1 mikrobiyal kaynaklardan elde edilen enzimler daha ¢ok
tercih edilmektedir. Ticari anlamda B-Gal iiretiminde mikroorganizmalardan elde edilen
bazi ticari enzimler ve kaynaklar1 Cizelge 2.6.’da verilmistir. Kluyveromyces spp. ve
Aspergillus  sp. enzim iretiminde en yaygmn olarak kullanilan giivenilir

mikroorganizmalardir. Toksisite riski nedeniyle E. coli’den elde edilen B-Gal’larin

gidalarda kullanimi pek tercih edilmemektedir (Panesar ve ark., 2006).

Cizelge 2.6. Bazi ticari B-D-Galaktosidazlar ve kaynaklari (Panesar ve ark., 2006)

Enzim kaynagi Marka ad1 Uretici
Bakteriler
Bacillus spp. Novozym 231 Novozymes A/S, Bagsvaerd, Danimarka

Escherichia coli
Mayalar

Kluyveromyces lactis

Saccharomyces fragilis
Kluyveromyces marxianus
Kluyveromyces spp.
Candida pseudotropicalis
Kiifler

Aspergillus niger

Aspergillus oryzae

B-Galaktosidaz

Maxilact
Lactase
B-Galaktosidaz
B-Galaktosidaz
Lactozyme
Lactase NL

Neutral lactase

Sumylact
Lactase

Fungal lactase
Biolactase
Lactase 2214C
B-Galaktosidaz

Sigma-Aldrich, Ingiltere

DSM Food Specialties, Delft, Hollanda
SNAM Progetti, italya

Sigma-Aldrich, Ingiltere

Sigma-Aldrich, Ingiltere

Novozymes A/S, Bagsvaerd, Danimarka
Enzyme Development Co., NewYork, ABD
Pfizer, Milwaukee, ABD

Sumitomo Chemical, Japonya

Valio Laboratory, Finlandiya

Enzyme Development Co., NewYork, ABD
Biocon (US) Inc., Lexington ABD

Rohm, Darmstadt, Almanya
Sigma-Aldrich, Ingiltere
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Fungal B-Gal’larin optimum calisma sicakligi 50 °C’nin iizerinde ve asidik
pH’da (2.5-5.4) bulunmaktadir (Casteren ve ark., 2000; Nagy ve ark., 2001). Bu
nedenden dolay1 asidik peyniraltt suyu ve bunun ultrafiltrasyon permeatlarinin
islenmesinde uygundur. Aspergillus niger kaynakli B-Gal kuvvetli hidrolitik aktiviteye
sahiptir (Playne ve Crittenden, 2004). Mayalardan elde edilen B-Gal’larin optimum
calisma pH’s1 nétr bolgeye yakindir (Dickson ve ark., 1979). Gidalarda kullanilmalari
giivenlidir ve laktoz hidrolizine daha uygun 6zellik tagimaktadirlar. Bircok bakteriden
B-Gal elde edilmesine karsin (Craven ve ark., 1965; Vetere ve Paoletti, 1998;
Maciunska ve ark., 1998; Karasova-Lipopova ve ark., 2003) ¢ok az tiir giivenilir kaynak
olarak nitelenmektedir.

Bunlardan ikisi Streptococcus thermophilus ve Bacillus stearothermophilus’dur.
Bakterilerden 65 °C’de optimum ¢alisma sicakligina sahip (Bacillus coagulans)
termotolerant ve 5 °C’nin altindaki sicakliklarda ¢aligabilen soguk-aktif (Lactobacillus
delbrueckii subs. bulgaricus’un soguga dayanikli P429S ve L317F mutantlar1) enzimler
elde edilebilmektedir (Panesar ve ark., 2006). Farkli mikroorganizma kaynaklarindan
elde edilen B-Gal’larin aktif merkezleri ve diger fiziksel 6zellikleri Cizelge 2.7.de

goriilmektedir.

Cizelge 2.7. Farkli mikroorganizma kaynaklarindan elde edilen B-Gal’larin aktif
merkezleri ve diger fiziksel 6zellikleri (Zhou ve Chen, 2001b)

Enzim kaynagi K. lactis E. coli E. coli (subunit) A. niger
Molekiil agirligi (Da) 117618 116351 118016 119160
Uzunluk (AA)* 1025 1023 1031 1006
Proton donérii Glu* Glu*' Glu* Glu*”
Niikleofil/baz Glu™' Glu™’ Glu’"? Glu™®

* AA: amino asit

Laktozun yapisindaki glikozidik bagin enzimatik hidrolizi genel bir asit
katalizidir ve enzimde bulunan proton donérii ve niikleofil/baz gibi iki kritik kismi

sayesinde gerceklesmektedir. B-Gal, es zamanli enzimatik reaksiyon veren proton

482 551

donorii ve niikleofil/baz olan glutamik asit (Glu™ ve Glu™") parcalarina sahiptir.

Hidroliz mekanizmasi Sekil 2.3.’de goriilmektedir.



16

CHz0OH

Sekil 2.3. Laktozun B-Galaktosidazla hidroliz mekanizmasi (Zhou ve Chen, 2001b)

Genel olarak B-Gal’in reaksiyon mekanizmasinda birinci adimda enzim-
galaktosil kompleksi olusurken glikoz serbest hale gecmektedir. ikinci adimda enzim-
galaktosil kompleksi bir hidroksil grup igeren akseptore transfer edilir. Eger reaksiyon
seyreltik laktoz ¢ozeltisi i¢inde gerceklesiyorsa su, laktoz ve galaktoz gibi
karbonhidratlara gore akseptor olmak i¢in daha aktif davrandigindan reaksiyon sonunda
galaktoz olusmakta ve aktif merkezden ayrilmaktadir. Diger taraftan reaksiyon yiiksek
laktoz konsantrasyonunda gerceklesirse laktoz molekiilii suya gore akseptér olmak igin
daha fazla sansa sahip olmaktadir (Sekil 2.4.) (Mahoney, 1998). B-Gal’in laktozu
hidrolize etmesinin yaninda belli kosullar altinda enzimin galaktozu bagka bir
karbonhidrata ya da uygun bir galaktosil donoriine transfer etmesi sonucunda GOS
sentezi gerceklesmekte ve bu reaksiyon transgalaktosilasyon olarak adlandirilmaktadir
(Albayrak ve Yang, 2002a; Taniguchi, 2005; Cruz-Guerrero ve ark., 2006; Nakkharat
ve Haltrich, 2007). Cogu laktoz kaynaklarindaki yiiksek su varligindan dolay1 hidroliz
daha tstiindiir ve GOS iiretimi ve verimi diisliktiir. Verimi artirmak i¢in daha yiiksek
seker konsantrasyonuna ve/veya su igeriginin azaltilmasma gerek duyulmaktadir

(Mahoney, 1998).
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GAL-OR
E-GAL-OR

ROH

E + LAC = E-GAL-GLC T) E-GAL

GLC

GAL H2 0

E : Enzim LAC : Laktoz GAL : Galaktoz GLC : Glikoz
GAL": Karbonyum gecis durumu ROH : Seker akseptorii.  GAL-OR : Galaktosil-seker (OS)

Sekil 2.4. B-Galaktosidazin genel reaksiyon mekanizmasi (Mahoney, 1998)

2.5. immobilize Enzimler

Enzimlerin suda ¢0ziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak
baglanmasiyla suda ¢oziinmeyen bir kopolimerizasyonda bir monomer olarak enzimin
yapiya katilmasiyla ya da suda ¢Oziinmeyen bir matriks veya suda c¢oziinmeyen
mikrokapsiillerle tutuklanma islemine immobilizasyon denir. Immobilizasyonun serbest
enzim kullanimina gore sagladig1 avantajlar soyle siralanabilir;

Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir ve iiriinlerin enzim
tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yasanmaz,

Cevre kosullaria (pH, sicaklik vb.) kars1 daha dayaniklidir,

Birgok kez ve uzun siire kullanilabilir.

Stiirekli iglemlere uygulanabilir,

Dogal enzime gore daha kararlidir,

Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir,

Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur,

Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gdsterebilir,

Enzimin kendi kendini pargalamasi olasilig1 azalir.

Enzimlerin endiistride kullanimlari, serbest enzim formu, ¢Oziinen immobilize

form ve ¢éziinmeyen immobilize form seklinde gerceklesmektedir (Telefoncu, 1997).
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2.5.1. Enzim immobilizasyon Yontemleri

Ortaya cikisindan giliniimiize kadar gegen siirecte immobilizasyonun ¢ok cesitli
uygulamalar1 olmustur. Yaygin olarak kullanilan enzim immobilizasyon ydntemleri
Sekil 2.5.°de goriilmektedir. Bazi aragtirmacilar ise immobilizasyon yontemlerini

kimyasal ve fiziksel yontemler seklinde iki ana baslik altinda incelemektedirler.

I ENZIM IMMOBILIZASYON YONTEMLER| I

|
| |

Gézinmez Formda immobilizasyon I Coziinen Formda Immoabilizasvon

Baglama | Tutuklama I Ultrafiltrasyon Hollow-Fiber

L | Membranlan Membranlar

Capraz Enzim Tasiyici Cozinen-Céziinmeyen
Baglama Kopolimerizasyonu Baglama Enzimler
|
I | |
lelde Mikro Lipozom
Tutuklama Kansilleme Teknigi
Fiziksel Adsorbsiyon ve iyonik Selat Kovalent Biyosipesifik
Adsorbsiyon Gapraz Bag. Baglama Baglama Baglama Baglama

Sekil 2.5. Enzim immobilizasyon yontemlerinin siniflandirilmasi (Telefoncu, 1997)

2.5.2. Tasiyiciya Baglama Yontemleri

(Coziinmez formda immobilizasyon uygulamalarindan yaygin bir kullanima
sahip olan tagiyiciya baglamada, enzim molekiiliiniin yapisindan yararlanilir. Protein
0zelliginde olan enzimlerin molekiil ylizeyindeki fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ve
hidrofobik bélgeler bu baglanma olayinda rol almaktadirlar. Immobilizasyon isleminde
tastyici olarak bir¢ok organik ve inorganik materyal kullanilmakta ve bunlarin belirli
Ozelliklere sahip olmasi istenmektedir. Bu 0&zellikler; hidrofilik karakter, suda
¢Oziinmeme, gozenekli (pordz) yapi, mekanik stabilite ve uygun partikiil formu,
kimyasal ve termal stabilite, kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilarin yumusak

kosullarda reaksiyon verebilen fonksiyonel gruplar tasimasi, mikroorganizmalara karsi
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direnglilik, ucuzluk, zehirsizlik ve rejenere olabilirliktir. Enzim immobilizasyonunda en

yaygin kullanilan tagiyicilar Cizelge 2.8.’de verilmistir (Telefoncu, 1997).

Cizelge 2.8. Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilar (Telefoncu, 1997)

Anorganik Dogal Polimerler Sentetik Polimerler

Kil, cam Selliiloz Polistiren tiirevleri
Silikajel Nisasta Poliakrilamit

Bentotit Dekstran Naylon

Hidroksilapotit Agar ve agaroz Vinin ve allil polimerler
Titandioksit Karragenan Oksiranlar

Zirkonyum dioksit Kollagen Metakrilat

Nikeloksit Kitin ve kitozan Iyon degistirici recineler
Pomza tas1 Jelatin Maleyik anhidrit polimerleri
Aktif karbon Albiimin

Metaller Ipek

Metal oksitler

2.5.2.1. Kovalent Baglama

Enzimlerin reaktif tasiyicilara kovalent baglanmasi protein kimyasinda bilinen
yontemler ile ve genelde sulu ortamda gercgeklestirilir. Tastyiciya kovalent baglanmada
baglanmanin enzim aktivitesi i¢in zorunlu gruplar {izerinden olmamasina dikkat
edilmesi gerekir (Panesar ve ark., 2006). Tasiyiciya kovalent baglanma enzim
zincirindeki aminoasitlerin tasidig1 fonksiyonel gruplar iizerinden gerceklesir. Tastyici
tizerinde baglanma i¢in gerekli kimyasal gruplar mevcut degilse yardimer bir reaktif ile
aktivite edilmeleri gerekir. immobilizasyon sartlarinin ¢ok yumusak (oda sicaklii,
notral pH vb.) ger¢eklesmesine Ozen gosterilmelidir. Tastyicinin  reaksiyon
kosullarindan ve enzimden etkilenmemesi gerekir. Bu yontemde baglanma kuvvetli
olmakta fakat aktif bolgenin baglanmasi, enzimin konformasyonunun bozulmasi
nedeniyle aktivite gosterememesi ve kullanilan kimyasallarin enzimi inaktif hale

getirebilmesi gibi dezavatajlar bulunmaktadir.

2.5.2.2. Fiziksel Adsorbsiyon
Adsorbsiyon, enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en basit
yontemdir. Yontemde tasiyict ile enzim arasinda meydana gelen hidrojen baglari, Van

der Waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler ve bunlarin kombinasyonlar1 gibi fiziksel
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etkilesimler meydana gelmektedir (Grosava, 2008). Islem, yiizey aktif, suda
¢Oziinmeyen bir adsorbanin enzim ¢ozeltisi ile karistirilmasi ve enzimin fazlasinin iyice
yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanmaktadir.

Adsorbanlar ¢ok degisik tlirde olmakla birlikte iyi bir adsorpsiyon saglayabilmek
icin adsorbanin bir 6n iglemden gegirilmesi gerekmektedir. Aktif karbon, gozenekli
cam, diatome topragi, CaCOs, kiil, kollodyum, silikajel, bentonit, hidroksiapatit, nisasta,
gluten ve kalsiyum fosfat enzim immobilizasyonunda adsorban olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir.

Bir enzimin tastyiciya adsorpsiyonu pH, ¢oziicii, iyon siddeti, enzim-adsorban
orani ve sicaklik gibi faktorlerden etkilenmektedir. Bu yiizden adsorbsiyon yonteminde
bu faktorlerin etkileri degerlendirilerek optimize edilmesi gerekmektedir.

Enzim immobilizasyon isleminin basit olusu, degisik bicim ve yiikteki
tagiyicilart segme olanagi vermesi ve bir yandan immobilizasyon gerceklestirilirken
diger yandan enzim saflagtirilmasina olanak saglamasi gibi avantajlara sahip olan
adsorbsiyon yontemi, immobilizasyon isleminde optimal kosullarin saptanmasinda
zorluk, enzim ile tasiyici arasinda kuvvetli bir baglanma olmamasi durumunda
desorpsiyonun meydana gelmesi ve iiriinlerin kirlenmesi gibi dezavantajlar tasimaktadir

(Telefoncu, 1997).

2.5.2.3. Iyonik Baglama

Bu yontemde, yiiklii gruplara sahip tasiyici ile enzimin yapitast olarak yer alan
lisinin amino grubu ya da aspartik asit ve glutamik asidin karboksil grubu gibi yiikli
amino asitler arasindaki etkilesimle baglanma gerceklesmektedir. Bu amagla sentetik
olarak iiretilmis anyonik ya da katyonik recineler ve DEAE seliiloz gibi ¢apraz baglh
polisakkarit tiirevleri kullanilmaktadir (Cao, 2005).

Iyonik baglama c¢ok yumusak kosullarda gerceklestifinden enzimin
konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklige neden olmaz. Ancak enzim ile tasiyict
arasindaki bag kadar giicli olmadigindan enzim kagis1 s6z konusudur (Telefoncu,

1997).

2.5.3. Capraz Baglama Yontemleri
Capraz baglama amaciyla kii¢clik molekiillii aldehitler ve aminler gibi bi- veya

multi-fonksiyonel reaktifler, enzim molekiilleri arasinda baglar yaparak suda
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¢oziinmeyen komplekslerin olusmasin1 saglarlar. Capraz baglanma derecesi ve
immobilizasyon, protein ve reaktif konsantrasyonuna, pH’ya ve immobilize edilecek
enzime ¢ok bagimlidir. Bu yontemde enzim molekiilleri arasindaki baglanmalar yaninda
enzim molekiilii icinde de baglanmalar meydana gelmektedir.

Bu yontem ile enzim immobilizasyonu dort farkl sekilde gergeklestirilir;

a) Enzimin yalniz bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu,

b) Enzimin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu,

¢) Enzimin suda ¢oziinen bir tasiyicida adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel
reaktif ile reaksiyonu,

d) Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tasiyici ile
reaksiyonu.

En c¢ok kullanilan c¢apraz baglama reaktifleri; glutaraldehit, klorformat,
karbonildiimidazol,  heterosiklik  halojentiirler,  bioksiranlar,  divinilsulfonlar,
p-benzokinon, transizyon metal iyonlar1 ve epiklorhidrinler’dir.

Capraz baglama reaksiyonu ¢ok yumusak kosullarda gerceklesmediginden bazi
durumlarda 6nemli 6l¢iide aktivite kayb1 s6z konusudur. Capraz bagl enzimler mekanik

bakimdan ¢ok kararsizdirlar.

2.5.4. Tutuklama Yontemleri

Enzim molekiiliiniin belirli bir mekanda durmaya zorlanmasina tutuklama denir.
Enzim bulundugu cevreden disariya c¢ikamaz. Bu islem polimer matriks igindeki
kafeslerde  gergeklestirilebilecegi  gibi  yar1  gegirgen membranlar  iginde
mikrokapstilleme ve miseller ile de gercgeklestirilebilir. Kovalent baglama ve capraz
baglamaya gore bu yontemin farki enzim molekiiliiniin fiziksel veya kimyasal olarak

herhangi bir tasiyictya baglanmamis olmasidir.

2.54.1. Jelde Tutuklama

Yontemde polimerizasyon ve capraz baglamayla meydana gelen kafes sistemi
icinde enzim tutuklanmaktadir. Bu yiiksek derecede capraz bagli bir polimerin enzim
cozeltisi icinde olusturulmasi temeline dayanir. Polimerlesme sonucu enzim molekiilleri
capraz bag aglar1 arasinda tutuklanmakta ve boylece ana ¢oOzeltiye gegmeleri

engellenmektedir. Bu amagla en c¢ok kullanilan polimer N,N’-metilenbisakrilamid ile
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capraz baglanmis poliakrilamid’dir. Olusan kafes sisteminde capraz bag oraninin iyi
ayarlanmasi substratla enzimin bulusmasi i¢in énemlidir. Ayrica siki bir kafes yapisi
enzimin aktivite kaybina ya da tamamen inaktif olmasina neden olabilir. Tutuklama
yontemi ile immobilize edilecek enzimin substratinin kii¢iik molekiillii olmas1 gerekir.
Yontemin avantajlari; ¢ok kolay uygulanmasi, gercek bir fiziksel yontem olusu
ve ¢cok az miktar enzimle gergeklestirilmesidir. Notral, suda ¢oziinmeyen tasiyicilarla da
immobilizasyon gerceklestirilmekte ve kimyasal bir baglanma olmadigindan yiiklii
tastyiciya gerek duyulmamaktadir. Yontemin dezavantajlar1 ise; immobilizasyon iglemi
sirasinda inaktivasyonun deney kosullarina ¢ok siki bagimli olusu ve immobilize
enzimin ancak kiiclik molekiillii substratlara karsi iyi bir aktivite gostermesidir

(Telefoncu, 1997).

2.5.4.2. Mikrokapsiilleme

Enzimin etrafinda membran benzeri fiziksel bir bariyer olusumu enkapsiilasyon
olarak tanimlanmaktadir. Mikroenkapsiilasyonda yar1 gecirgen membranla ¢evrilmis 1-
100 pm boyutlu kiirecikler meydana gelmektedir (Cao, 2005). Bu yar1 gecirgen
membranin gozenek c¢aplari; substrat molekiillerinin kapsiil i¢ine girigine {iriin
molekiillerinin disar1 ¢ikisina olanak verecek bir bilyiikliikte olmalidir. Substrat
molekiilleri ne kadar kiiciikse bu yontem ile immobilize edilmis enzimin verimliligi o

Olciide yiiksek olacaktir (Telefoncu, 1997).

2.5.5. Enzim Immobilizasyon Yéntemi Secimi

Bir enzimin immobilizasyonu i¢in ¢ok degisik yontemler kullanilabilir. Bunlarin
icinde enzimatik aktivitenin en yliksek diizeyde korundugu yoOntemin segilmesi
onemlidir. Immobilizasyon yoénteminde dort ana kriter goz oniine almmalidir:

giivenilirlik, maliyet, aktivitenin korunmas1 ve kararlilik (Telefoncu, 1997).

2.6. B-Galaktosidazlara Uygulanan immobilizasyon Yéntemleri
Farkli kaynaklardan elde edilmis B-Gal’larin immobilizasyonunda kullanilan

yontemler Cizelge 2.9.’da goriilmektedir (Grosava, 2008).
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Cizelge 2.9. B-Galaktosidazlara uygulanan cesitli immobilizasyon metodlar1 (Grosava, 2008)

Enzim kaynagi Immobilizasyon metodu Aktivite Kazanimi (%)
Misir irmigine kovalent baglama 8
Seliiloz beadlere kovalent baglama 82

Glutaraldehitle modifiye edilmis gozenekli silanize
K. fragilis cama kovalent baglama 90
Aljinat-karragenan jelinde tutuklama -

Fenol-formaldehit regineye adsorpsiyon 23
Kemik tozuna adsorbsiyon 83
Glutaraldehit-agaroza kovalent baglama 36-40
K. lactis Tiyosiilfinat-agaroza kovalent baglama 60
Grafit yiizeye kovalent baglama 0.01
K. marxianus Oksit desteklere kovalent baglama <5
Glutaraldehit-agaroza kovalent baglama 39
Tiyosiilfinat-agaroza kovalent baglama 75-85
Lipozomlar i¢inde tutuklama 28
E. coli Kromiyum(IIT)asetatla ¢apraz bagl jelatine kovalent
baglama 25
Glutaraldehitle ¢apraz bagli jelatine kovalent baglama 22

Kromosorb-W’ye adsorbsiyon -

Polivinilklorit ve silikadan {iretilmis ¢ikintili membrana
B. circulans )
adsorbsiyon -

Aljinat ve jelatinle hazirlanmis fiberlere glutaraldehitle

capraz baglama 56
Aljinat beadlere karboimid baglama 76
Glutaraldehitle capraz bagl kobalt aljinat beadlerde

tutuklama 83
Aljinat beadlerde mikroenkapsiilasyon 64

Jelatine enkapsiilasyon ve transglutaminaz ile ¢apraz

baglama 8-46
A. oryzae ) ] )

Fenol-formaldehit regineye adsorpsiyon 54

Polivinilklorite adsorbsiyon -

Silika jel membrana adsorbsiyon -

Celit’e adsorbsiyon 2
Kitosan’a kovalent baglama 18.4
Glutaraldehitle ¢apraz bagl kiimelestirme 13.5

Poliiiretan kopiige kovalent baglama -

Tosil edilmis pamuklu beze kovalent baglama 55

A. niger Gozenekli seramik pargaya adsorbsiyon 80
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2.7. Bu Alanda Yapilmis Calismalar

Ates ve Mehmetoglu (1997), rastladiklar1 literatiirlerde B-Gal icin belirtilen en
yiiksek aktiviteye sahip %83 relatif aktiviteli kobalt aljinat beadlere enzimin
tutuklanmasini saglayan yeni bir f-Gal immobilizasyon metodu gelistirmislerdir. Enzim
aktivitesi ve yeniden uygulanabilirligi iizerine sicaklik ve pH’nin etkilerini
calismiglardir. Bu metod yiiksek aktivite ve iyi fizikokimyasal karakteristikler saglamis
ve immobilize partikiiller plug-flow reaktorde kullanilmistir. Operasyon siiresi iizerine
sicakligin etkisini de arastirmiglardir. Bu metodun, kobalt tuzuyla inaktive olmayan
diger farkli enzimlerin immobilizasyonu i¢in genel bir sistem olarak kullanim
potansiyeline sahip oldugunu belirtmiglerdir.

Stirekli bir sistemde B-Gal’in poli(2-hidroksimetakrilat) (pHEMA)membrana
immobilizasyonu ve performansi lizerine Arica ve ark. (1999), bir ¢aligma yapmislar ve
pHEMA membrana immobilize edilen B-Gal’1in aktivitesinin pHEMA’a yiiklenen enzim
miktarinin artmasiyla arttigini gérmiislerdir. Serbest ve immobilize enzimlerin K,
degerlerini sirastyla 0.26 ve 0.81 mM olarak bulmuslardir. Yine serbest ve immobilize
B-Gal i¢in optimum reaksiyon sicakhiginin 50 °C, optimum pH’nin da 7.5 oldugunu
tespit etmislerdir. Siirekli sistemde laktozun hidrolizi siiresince B-Gal karakterize
edilmis ve immobilize enzimin islem inaktivasyon hiz sabitini (kiep) 3.1 x 10/ dakika
olarak bulmuslardir.

Zhou ve Chen (2001a), arastirmalarinda c¢apraz baglama ajan1 olarak
glutaraldehit kullanarak Kluyveromyces lactis’ten elde edilen B-Gal’t grafit ylizeye
immobilize etmislerdir. Grafit dis yiizeye yiiklenen enzim miktari 1.8 ve 1.1 U/cm’ iken
spesifik aktivite verimini sirastyla %17 ve %25 olarak belirlemislerdir. Enzim
yiiklemesinin artmasiyla aktivitede azalma oldugunu goérmiislerdir. Serbest enzim igin
Michealis-Menten kinetik parametrelerini Ky, |1.74 mM ve V,,, 77.34 pmol o-nitrofenol
dak'.mg™ enzim olarak tespit etmislerdir. immobilize enzimin K., degerinin serbest
enziminkinin 5 kati oldugunu gozlemlemislerdir. Immobilize enzimle %5 (w/w)
konsantrasyonundaki laktozun hidrolizini de arastirmiglar ve 37 °C’de 3 saatin
tizerindeki siirede laktoz hidroliz derecesini yaklasik %70 olarak belirlemislerdir.
Immobilize enzimin iyi depolama ve operasyonel stabiliteye sahip oldugunu
bildirmislerdir.

Zhou ve Chen (2001b), Kluyveromyces lactis’ten elde edilen B-Gal’t capraz
bagla grafit yiizeye immobilize ederek ¢alismislar ve 35 °C’den 55 °C’ye kadar olan
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sicakliklarda immobilize enzimin termal deaktivasyonunu arastirmislardir. immobilize
enzimin deaktivasyon enerjisi i¢in Arhenius kanunun sonucu olarak aktivasyon
enerjisini yaklagik 200 kJ/mol olarak bulmuslardir. Sicaklik aktivite egrisinin serbest ve
immobilize enzim i¢in benzer Ozellik tasidigini belirlemislerdir. Ayrica yagsiz siit
kullanarak immobilize enzimin laktoz hidrolizini siirekli enzimatik reaktorde
arastirmiglar ve 15 dakikalik siirecte laktozun %90’min hidroliz edildigini
belirlemislerdir.

Pessela ve ark. (2003), sepabead destekler {izerine termofilik [B-Gal
immobilizasyonunun {iriin inhibisyonunu azaltmasi iizerine bir ¢alisma yapmislardir.
Thermus sp. T2 (Htag-BgaA)’dan elde edilen B-Gal, galaktoz (3.1 mM) ile yarismali
inhibisyona ugramistir. Bu inhibisyonlarin heterofonksiyonel epoksi sepabeadlere
immobilizasyonu ile olduk¢a diistiigii bildirilmistir. Enzimin K,, (laktoz) degeri sadece o
degerin 2 katina ¢ikarken, immobilizasyon hazirliklarinin (boronat epoksi sepabead 12.5
mM ve ¢elat-epoksi-sepabead 11.7 mM) galaktozun yarigmali inhibisyon sabitini (Kj)
arttirdigim1  gérmiislerdir. Yarismasiz sabitte de Onemli bir artis (yaklasik 2 kat)
oldugunu bulmuslardir. Inhibisyon sabitindeki bu artislarin enzimin endiistriyel
performanslari lizerine 6nemli etkileri olacagindan bahsedilmistir. Boylece %5 laktozun
hidrolizasyonunda ¢oziiniir enzim kullanimi reaksiyonun %90 hidroliz diizeyinde
durmasina neden olurken her iki immobilize preparatta ise hidrolizin %99’dan fazla
oldugu saptanmigtir. Ayrica B-Gal’in immobilize formlarinin, 70 °C’de bile peynir alt1
suyundaki laktozun hidrolizinde kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Cheng ve ark. (2006b), laktozdan GOS {iretmek i¢in kitosan iizerine baglayici
ajan olarak tris(hidroksimetil)fosfin (THP) kullanarak B-Gal’t immobilize etmislerdir.
Immobilize ve serbest enzimlerin maksimum aktivitesini pH 5.0’de verdigini bulmuslar
ve optimum ¢alisma sicakhigmi 55 °C olarak belirlemislerdir. Sodyum asetat
tamponunda (0.1 mol/dm®) 55 °C’de 13 giin boyunca inkiibasyon sonucunda THP
kullanilarak immobilize edilen enzim ile serbest enzimin aktivitelerini sirasiyla %75 ve
%25 olarak saptamislardir. Serbest ve THP kullanilarak immobilize edilen enzimle (B-
Gal) GOS sentezlenmistir. GOS veriminin 55 °C ve %36 (w/v) laktoz konsantrasyonu
sartlarinda serbest enzimde %43 (w/w), THP ile immobilize edilmis enzimde ise %41
(w/w) oldugunu belirlemislerdir.

Nakkharat ve Haltrich (2007), Talaromyces thermophilus CBS 236.58’den elde
edilen B-Gal’t Eupergit C’ye immobilize ederek kesikli ve kapali yatak reaktdriinde
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siirekli sistemde GOS iiretmek i¢in c¢alismislardir. Kesikli sistem denemelerinde
baslangi¢ 50, 100 ve 200 g/L laktoz konsantrasyonu i¢in maksimum GOS verimini
sirastyla 12, 39 ve 80 g/L olarak belirlemislerdir. Immobilize enzimin laktoz hidrolizi ve
transformasyonunda birka¢ dongii icin yeniden kullanilabilirlige sahip oldugunu
saptamiglardir. Kapali yatak reaktoriinde laktozun stirekli sistemde ¢evrimi ile elde
edilen trisakkarit miktarinin immobilize kesikli sistemden daha fazla oldugunu
gormiislerdir.

Albayrak ve Yang (2002a), pamuk bez iizerine immobilize ettikleri 4. oryzae
kaynakli B-Gal ile laktozdan GOS iiretimi iizerine ¢aligmiglardir. GOS iiretiminde tip ve
miktarin baslangic laktoz konsantrasyonundan etkilendigini saptamislar ve genel olarak
daha fazla ve biliyllk GOS sentezlemek icin baslangigta daha yiliksek laktoz
konsantrasyonuna ihtiya¢ duyuldugunu goérmiislerdir. Baslangigtaki laktozun %27’sini
GOS’lere cevirebilmislerdir. Toplam elde edilen GOS’lerin %70 gibi biiyiikk miktari
trisakkatrit seklinde olusmustur. Sicaklik ve pH reaksiyon hizina etki etmis fakat GOS
olusumunda bir degisimin meydana gelmedigi izlenmistir. Maksimum GOS
konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda glikoz ve galaktoz varliginda reaksiyonun inhibe
oldugu ve GOS firetiminin %15’e kadar diistiigli belirlenmistir. Enzim immobilizasyonu
icin destek materyali olarak pamuk bez kullanilmasinin enzimin taginmasini
sinirlandirmadigindan GOS olusturma karakteristiklerini etkilemedigini bildirmislerdir.
Enzimin termal stabilitesi, immobilizasyonla serbest enzimin termal stabilitesine gore
25 kat artmustir. Immobilize enzimin yar1 émriinii 40 °C’de 1 yildan daha uzun, 50
°C’de ise 48 giin olarak belirlemislerdir. iki hafta boyunca bir problem yasamaksizin
stabil siirekli operasyon saglayabilmislerdir. Maksimum GOS iiretiminin pH 4.5’de ve
40 °C’de 200 ve 400 g/L laktoz igeren besleme ¢ozeltisinde sirastyla toplam sekerlerin
%21 ve %26’s1 kadar oldugunu gozlemlemislerdir.

Gaur ve ark. (2006), ii¢ farkl teknikle (selit iizerine adsorbsiyon, Kitosan’a
kovalent baglama, ¢apraz baglama) immobilize ettikleri A. oryzae kaynakli B-Gal ile
calismiglardir. Bu teknikler OS sentezinde stabilite ve etkinlik acisindan, enzimatik
karakteristikler acisindan ve immobilizasyondaki verim agisindan karsilagtirilmigtir.
Immobilizasyonla her durumda K,’de artis goriilmiistiir. Kitosanla yapilan
immobilizasyonla maksimum enzim baglanmasi saglanmis ve en yiiksek OS sentezine
ulagmiglardir. Kitosan’a immobilize edilen enzimin matriks etkisinin korumasindan

dolay1 60 °C’de serbest enzime gore 1.6 kat daha stabil oldugunu gormiislerdir. Bunun
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yaninda 65 °C’de B-Gal’in c¢apraz bagh (CLEA) enzim agregatlarinin yar1 omiir (t)
degeri 1.07 saat iken serbest enzimde ise 0.79 saat olmustur. Kitosan ve CLEA ile
yapilan her iki immobilizasyon metodu OS sentezi i¢in kullanilmis ve %20 (w/v) laktoz
cozeltisi kitosanla immobilize edilen enzimle maksimum OS verimi saglanmistir. Bu
toplam sekerlerin %17.3’tinii olusturmus ve 40 °C’de 2 saatte elde edilen bu veriler
serbest enzimle tekrarlandiginda verim %10 olmustur. CLEA ile immobilize enzimin 12
saat icinde %78 monosakkarit tirettigi ve bu yontemin laktozun hidrolizine daha yatkin
oldugu sonucuna varmiglardir.

Shin ve ark. (1998), kapali yatak reaktoriinde Bullera singuaris ATCC
24193’den elde edilen B-Gal’in immobilize edilmesiyle laktozdan stirekli GOS
tiretmislerdir. Kismi saflastirilmis -Gal’1 Kitopearl BCW 3510 yataga (970 GU/g resin)
basit adsorbsiyonla immobilize etmigler ve 15 giinliik siire¢ boyunca 100 g/L laktoz
sollisyonundan 4.4 g/L.saat verimlikle %55 (w/w) OS’1i siirekli sitemde elde etmislerdir.
Kesikli sistemde ise 300 g/L laktoz c¢ozeltisinden 6.5 g GOS/L.saat {iretim
saglamislardir.

Martinez-Villaluenga ve ark. (2008), Lactozym 3000 L HP G kullanarak laktoz
hidrolizi esnasinda galaktooligosakkarit olusumu {izerine etkili olan sartlarin
optimizasyonu iizerine ¢alismislardir. Sentez 300 dakika stirerken, sicakliklar 40, 50 ve
60 °C, pH’lar 5.5, 6.5 ve 7.5, laktoz konsantrasyonlar1 150, 250 ve 350 mg/mL ve enzim
konsantrasyonlart 3, 6 ve 9 U/mL olacak sekilde ¢alismay1 yliriitmiislerdir. Olusan
iirtiniin analizini atimli amperometrik detektdre sahip anyon degistiricili yliksek basing
sivt kromatografisi (HPAEC-PAD) ile gergeklestirmislerdir. Enzim tarafindan laktoz
hidrolizi siiresince glikoz, galaktoz, galaktobiyoz, allolaktoz ve 6' galaktosil laktoz gibi
karbonhidratlarin  olustugunu saptamislardir. Di ve trisakkaritlerin olusumunda
reaksiyon sartlari etkisinin farkli oldugunu ve buna gore galaktobiyoz ve allolaktoz
sentezi i¢in optimal sartlarin 50 °C, pH 6.5, 250 mg/mL laktoz konsantrasyonu ve 3
U/mL enzim konsantrasyonunda 300 dakikayken, 6' galaktosil laktoz {iretimi i¢in en iyi
reaksiyon sartlarinin 40 °C, pH 7.5, 250 mg/mL laktoz konsantrasyonu ve 3 U/mL
enzim konsantrasyonunda 120 dakika oldugunu belirtmiglerdir. Elde ettikleri sonuglara
gore Lactozym 3000 L HP G ile farkli kompozisyona sahip reaksiyon karigimi elde
edilmesinin ¢alisma kosullarina bagli oldugunu belirlemislerdir.

Geleneksel ve mikrodalga radyasyon ile isitma uygulanarak Kluyveromyces

lactis kaynakli serbest ve immobilize B-Gal (Lactozym 3000 L HP G) ile laktozdan
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GOS sentezlenen bir ¢alismada B-Gal’in Duolit A-568’¢ immobilize edilmesiyle GOS
sentezinin arttig1 belirtilmistir. Yiiksek laktoz konsantrasyonu ve yardimci ¢oziiciilerle
su aktivitesi diisiiriilen ortamlarda GOS segiciliginin (GOS sentezi/laktoz hidrolizi
orani) yiikseldigini saptanmigtir. GOS olusumu {izerine mikrodalga 1sitmanin avantaji
da incelenmistir. Ortama ¢Oziicii ilave edilmesi ve mikrodalga 1sitma altinda
reaksiyonun gerceklesmesi GOS iiretiminde bir artis saglamistir. Immobilize edilmis -
Gal ve hekzanol gibi bir ¢oziicii ilave edilerek mikrodalga 1sitma sartlar1 GOS sentezi
icin seciciligin 217 kat artmasina neden olmustur (Maugard ve ark., 2003).

Chockchaisawasdee ve ark. (2005), Kluyveromyces lactis kaynakli B-Gal
(Maxilact L 2000) ile laktozdan GOS sentezi iizerine bir calisma yapmislardir.
Karisgtiricili  tank reaktor iginde pH 7.0 ve 40 °C’de 220-400 mg/mL laktoz
konsantrasyonu ve 3-9 U/mL enzim konsantrasyonu araliginda GOS sentezi
gergeklestirmiglerdir. Denemeler sonucunda GOS olusum miktarina enzim
konsantrasyonunun degil laktoz konsantrasyonun etkili oldugunu belirlemislerdir.
Galaktozun yarigmali, glikozun ise yarismasiz inhibitor etki gosterdigini goérmiislerdir.
Bu calismaya ek olarak laboratuvar olgekli reaksiyon sistemini 10 kDa NMWCO
rejenere seliiloz membran ile siirekli sistem seklinde denemislerdir. Reaktorde zit ¢apraz
akim metodunu uygulamislardir. Akis ve iiretim {izerine islem basincinin etkisini
sisteme uygulanan farkli transmembran basinci ile arastirmiglardir. Ayni enzim ve
laktoz konsantrasyonunda pH 7.0 ve 40 °C’de siirekli sistemin kesikli sistemden daha iyi
performans gosterdigini saptamiglardir. Olusan iirin yapilarinin stirekli ve kesikli
sistemde benzer oldugunu fakat ticari iiriin olan (Vivinal® GOS) GOS’ten farklilik
gosterdigini bildirmislerdir.

Yapilan bir c¢alismada organik bir sistem icinde hipertermofilik [-Gal
kullanilarak GOS sentezi iizerine laktoz konsantrasyonu ve su aktivitesinin etkisi
incelenmistir. GOS iiretiminin su aktivitesi artisiyla kademeli olarak arttigi daha sonra
ise su aktivitesinin artisiyla tiretimin azaldig1 gézlenmistir. Farkli su aktivitesi ve laktoz
konsantrasyonlarinin GOS iiretimine ve zincir uzunluguna nasil etki ettigini belirlemek
icin cevap ylizey metodunu kullanmiglar ve her durumda GOS iiretimi lizerine en etkili
degiskenin su aktivitesi oldugunu belirlemislerdir. En yiiksek GOS3 sentezine 0.44-0.57
su aktivitesi araliginda % 0.06-0.1 laktoz konsantrasyonunda ulasilirken GOS4 i¢in
0.47-0.57 su aktivitesi araliginda GOSS5 i¢in ise 0.49-0.60 su aktivitesi araliginda

maksimum {iiretim gergeklesmistir. Daha uzun zincirli GOS sentezlemek i¢in su
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aktivitesinin yiikseltilmesi gerektigi sonucuna ulasilmistir (Cruz-Guerrero ve ark.,
2006).

Matella ve ark. (2006), serbest immobilize enzimle geri doniislii kesikli
prosesleri denemisler ve bu sistemleri karsilagtirmiglardir. Optimum baslangig
kosullarmi kesikli sistemlerde belirlemiglerdir. Bu optimum kosullar kullanilarak bir
ultrafiltrasyon (UF) serbest enzim sistemi gelistirmisler ve enzim performansi iizerine
UF akig basmcinin (100-400 psi) etkisini incelemek icin ve O psi basingli kesikli
sistemle karsilastirma yapmislardir. Optimum kosullar1 ayrica polietilenimin (PEI),
glutaraldehit (GA) ve pamuklu bez kullanilan bir immobilize enzim sistemini
gelistirmek i¢in de kullanmislardir. PEI ve GA immobilizasyon ajanlarinin enzim
lizerine inaktivasyon etkisini de calismislardir. Sonunda tutarli olan serbest ve
immobilize donilisiimlii kesikli sistemleri GOS {iiretimi i¢in kullanmislardir. Optimum
baslangi¢ kosullarin1 270 g/L laktoz, 4.5 g/L enzim (Aspergillus oryzae, 9400 U/g) ve
30 dakika reaksiyon siiresi olarak belirlenmistir. Serbest enzim i¢in UF membran
sisteminde akis basincinin enzim performansi iizerine 6nemli bir etkisinin olmadigini
belirtmislerdir. Esit serbest ve immobilize enzim sistemlerinin benzer maksimum GOS
tiretimi ve laktoz ¢evrimi verdigini saptamiglardir. Serbest enzim sisteminde yaklagik
%22 GOS verimine 15 dakikada ulastiklarii ve %50 laktoz cevrimi oldugunu,
immobilize sistemde ise yaklasik %20 GOS verimine 17 dakika ulastiklarin1 ve laktoz
cevriminin %50 oldugunu bildirmislerdir.

Chen ve ark. (2003), ters miseller igerisinde kontrollii su konsantrasyonu altinda
E. coli kaynakli B-Gal kullanarak GOS sentezi iizerine calismislardir. Uriinleri
asetonilnitril ilave ederek c¢oktiirmiisler ve yar1 preparatif HPLC kolonu ile
ayirmuglardir. °C NMR analizinde elde ettikleri sonuglara gére ana iiriin allolaktoz
olmustur. En yiiksek iiretimi pH 6.5, 37 °C de ve su surfektan molar oranm1 W(y=19.32
iken %29.7 allolaktoz %14 diger GOS’ler seklinde elde etmislerdir. Wy’ in artiginin
GOS iretimini azalttigin1  belirlemislerdir. Sicaklik artisinin = GOS  {iretimini
etkilemedigini fakat daha fazla %45 allolaktoz tiretildigini (45 “C pH 6.5 W=19.32de)
bildirmislerdir. Bu c¢alismayla ters misel igerisinde serbest su igeren bir
transgalaktosilasyon modelini amaglamiglar ve deneysel verilerle iyi bir korelasyon
bulmuslardir.

Hsu ve ark. (2007), Bifidobacterium longum BCRC 15708 kaynakli B-Gal

kullanilarak transgalaktosilasyon reaksiyonuyla GOS {iretimi {izerine bir arastirma
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yapmiglardir. Enzimle %40 laktoz konsantrasyonunda gerceklestirilen reaksiyon
sonunda glikoz, galaktoz, laktoz, GOS3 ve GOS4’den olusan {iriinlerin agiga ¢iktigini
ve GOS’ler icinde GOS3’lin baskin oldugunu goérmislerdir. Baglangic laktoz
konsantrasyonunun artis1 karsisinda reaksiyon karisimindaki GOS miktarinin da
arttigint bildirmislerdir. Laktoz ¢evrimi %59.4 iken pH 6.8 ve 40 °C’de %40 laktoz
konsantrasyonlu denemede %32.5 GOS ile en yiiksek verimi elde etmislerdir. Bu da
13.0 g/L.h iiretime denk gelmistir. Test organizmasindan elde edilen B-Gal’in
transgalaktosilasyon aktivitesinin diger organizmalardan elde edilenlere gore glikoz ve
galaktoza kars1 daha diisiik hassasiyet gosterdigini saptamislardir. Reaksiyon karigimina
ilave edilen %5 ya da %10 glikoz ya da galaktozun, B-Gal’in transgalaktosilasyon
aktivitesinde 6nemli (p>0.05) bir diisiise neden olmadigini bildirmislerdir.

Zheng ve ark. (2006), yaptiklar1 bir c¢alismada Aspergillus candidus
CGMCC3.2919’dan elde edilen rekombinant $-Gal’1 immobilize ederek GOS {iretmeyi
denemislerdir. Immobilize enzim i¢in optimum pH ve sicakligi sirasiyla 6.5 ve 40 °C
olarak belirlemislerdir. Baslangi¢ laktoz konsantrasyonu artisinin GOS verimini
artirdigini ve siirekli GOS iiretimi boyunca seyreltme oraninin temel bir faktdr oldugunu
bildirmislerdir. 400 g/L laktoz c¢ozeltisinin 0.8/saat seyreltme oraninda beslenmesi
esnasinda en yliksek iiretime (87 g/L.h) ulasmislardir. En yiliksek GOS verimini %37
olarak, 0.57/h seyreltme oraninda yakalamislardir. Kapali yatak reaktoriinde GOS
tiretiminde diisiis goriilmeksizin 20 gilin boyunca siirekli operasyonun siirdiiriildiigiinii
belirtmiglerdir. Ortalama 64 g/L.h’lik iiretime denk gelen %32 lik GOS verimini GOS
iiretim uygulamalar1 i¢in potansiyel olan immobilize rekombinant B-Gal ile
saglamislardir.

Neri ve ark. (2009), serbest ve manyetik polisiloksan-polivinil alkol {izerine
baglanmis Aspergillus oryzae kaynakli B-Gal ile GOS sentezi lizerine bir g¢aligma
yapmiglardir. Maksimum GOS miktarini %26 olarak belirlemisler, bunun da yaklagik
%355°1ik laktoz g¢evrimi esnasinda gergeklestigini ve deney sartlarim1 4.5 pH, 40 °C
sicaklik, %50 (w/v) laktoz konsantrasyonu olarak bildirmislerdir. Maksimum GOS
konsantrasyonu degerine yaklasan glikoz ve galaktoz konsantrasyonlarinda reaksiyonun
inhibe oldugunu ve GOS veriminin distiigiinii saptamiglardir. Enzim tasiyicinin
diflizyonal sinirlamasinin  bulunmadigi mPOS-PVA yapisina immobilize edilmis
enzimin, GOS iiretiminin etkilenmedigini belirtmiglerdir. Ayrica immobilize enzimin 10

kez kullanildiktan sonra bile baslangi¢ aktivitesinin %84’iinii korudugunu gérmiislerdir.
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[lave olarak farkl1 baslangi¢ konsantrasyonlari i¢in kinetik parametreleri belirlemisler ve
serbest enzim ile immobilize enzimi karsilastirmislardir.

Hansson ve Adlercreutz (2001), laktozdan maksimum GOS sentezi i¢in
Sulfolobus solfataricus ve Pyrococus furiosus kaynakl B-Glikosidazlarla ¢aligsmislar, 95
°C sicaklik ve %90’dan fazla laktoz konsantrasyonu gibi ekstrem kosullarda bu
enzimlerin performanslarini incelemislerdir. Son derece termostabil olan bu enzimlerin
GOS sentezi i¢in ¢ok uygun olduklarini belirtmiglerdir. Her iki enzimin de %70 laktoz
konsantrasyonunun {izerine kadar artan laktoz konsantrasyonu karsisinda GOS
veriminin yiikseldigini, ayrica sicaklik artisinin da verimi artirdigini fakat optimum
pH’nin sicakliga gore degisiklik gosterdigini bildirmislerdir. Optimum kosullarda
Sulfolobus solfataricus kaynakli enzimin trisakkarit ve tetrasakkarit toplami olarak GOS
verimini %37 (w/w) Pyrococus furiosus kaynakli enziminkini de %40 (w/w) olarak
saptamiglardir. Sulu ¢ozeltiyle karsilastirildiginda heptan ve nonanli iki fazli ¢ozelti
icinde tetrasakkarit/trisakkarit oranmnin arttigim1  gormiislerdir. Hipertermofilik
organizmalardan elde edilen her iki enzimin de mezofilik termofilik karakterli
organizmalardan elde edilen enzimlere gore yliksek substrat konsantrasyonlarinda daha
fazla GOS iirettigini bildirmislerdir.

Reuter ve ark. (1999), Sulfolobus solfataricus’dan elde edilen termostabil -
Gal’1 ticari lirlin olan Aspergillus oryzae kaynakli termotolerant B-Gal ve Escherichia
coli kaynakli termostabil olmayan [-Gal ile karsilastirmak icin bir arastirma
yapmiglardir. Farkli sicakliklarda GOS’leri sentezlemek i¢in model transgalaktosilasyon
reaksiyonunda verici olarak laktoz, alic1 olarak da N-asetillaktozamin kullanmiglardir.
Laktoz parcalanma tiriinlerinin N-asetillaktozamine baglanmasiyla olusan iiriinleri tespit
etmislerdir. Sonuglar incelendiginde S. solfataricus enziminin GOS verimi %48, A.
oryzae enziminin %36 ve E. coli enzimininki ise %32 olarak belirlenmistir. S.
solfataricus’un termostabil B-Gal’inin iirettigi ana triinlerin B-D-Gal-[1-6]-D-GIcNAc,
B-D-Gal-[1-4]-D-GIcNAc ve birkag OS oldugu belirtilmistir. A. oryzae kaynakl
enzimin de benzer tirlinler verdigini fakat GOS veriminin diisiik oldugunu goérmiislerdir.
E. coli enziminin olusturdugu ana disakkarit tirliniiniin B-D-Gal-[1-6]-D-GIcNAc
oldugunu ve diger iiriinlerin iz miktarda belirlendigini bildirmislerdir.

Cruz ve ark. (1999a), topraktan izole ettikleri Penicillium simplicissimum
kaynakli B-Gal’1 yiiksek konsatrasyonlu laktoz ¢ozeltisinde inkiibe ettiklerinde yiiksek

transgalaktosilasyon aktivitesi belirlemislerdir. Laktoz konsantrasyonu %5 (w/v) iken



32

hidrolitik aktivite i¢in optimum pH’y1 4.0-4.6, optimum sicakligi 55-60 °C araligi
olarak bulmusglardir. Maksimum galaktosiltransfreraz aktivitesini pH 6.5 ve 50 °C’de
bulmuslardir. Transferaz aktivitesini en iyi derecede saglayan sicaklik ve pH
kosullarinda 50 mL %60 (w/v) laktoz ¢ozeltisine 26.6 U B-Gal ilave ederek %30.5 GOS
(183 mg/mL), %27.5 kalint1 laktoz, %42.0 monosakkarit elde etmislerdir.

Boon ve ark. (2000), oligosakkaritlerin enzimatik olarak sentezlenmelerinde
enzim kaynaginin ve sicakligin etkisinin belirlenmesi i¢in bir arastirma yapmislardir.
Enzim kaynagi ve sicakligin 6nemli proses parametreleri olmasi sebebiyle bunlarin
oligosakkarit sentezine etkilerinin 6nemli oldugunu savunarak, Kluyveromyces fragilis,
K.lactis, A.oryzae ve Bacillus circulans kaynakl B-Gal kullanarak 20, 30, 40 ve 50 °C
sicakliklarda kesikli sistemlerde kinetik parametreleri belirlemislerdir. Sicakligin kinetik
parametreler lizerine etkisini Arrhenius esitligi ile gdstermislerdir. Yiiksek sicakliklarda
biiyilk molekiillii oligosakkarit veriminin az oldugunu gormiislerdir. B-Gal’lar
arasindaki farkliligin {iretilen oligosakkaritin miktar, boyut, ve tipini etkiledigini
saptamiglardir. B. circulans’dan elde edilen B-Gal’in en verimli sekilde, en farkli ve
biiyiik boyutlarda oligosakkarit iiretigini, K/uyveromyces spp. kaynakli B-Gal’larin ise
cogunlukla trisakkarit formunda oligosakkarit {irettigini belirlemislerdir.

Son on yil igerisinde yapilan arastirmalardan elde edilen sonuclara bakildiginda
(Cizelge 2.10.) enzim kaynagina, reaksiyon kosullarina ve ayrica enzimin serbest ya da
immobilize olma durumuna gore laktozdan elde edilen GOS miktarlarinin %10 ila %55

arasinda degistigi goriilmektedir.
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Cizelge 2.10. Cesitli f-Galaktosidazlarin reaksiyon sartlari ve GOS iiretim miktarlari

Enzim kaynagi

Immobilizasyon metodu

Reaksiyon sartlar

gz S
E2 = £
m 8
Bullera singularis * Kitosan kiirelere bagh 100 45 4.8 55
Bullera singularis Serbest 180 50 5.0 50
Talaromyces thermophilus ¢ Serbest 200 40 6.5 50
Eupergit C’ye bagh 200 40 6.5 45
Bacillus spp. ° Serbest 360 55 5.0 43
THP ile Kitosan’a bagl 360 55 5.0 41
Pyrococcus furiosus © Serbest 700 95 5.0 40
Sulfolobus solfataricus ° Serbest 700 85 6.5 37
Lactobacillus reuteri Serbest 205 30 6.5 38
Aspergillus candidus D113 regineye bagl 400 40 6.5 37.1
Kluyveromyces lactis " Serbest 330 50 5.0 35
Bacillus spp. " Serbest 330 50 5.0 34
Aspergillus oryzae " Serbest 330 40 5.0 21
Bifidobacterium longum ' Serbest 400 45 6.8 325
Penicillium simplicissimum ’ Serbest 600 50 6.5 30.5
Kluyveromyces lactis * Serbest 250 50 6.5 29.5
Kluyveromyces lactis ' Duolite A-568’¢ bagli 318 40 6.5 28
Aspergillus oryzae ™ Pamuklu beze bagh 400 40 4.5 26.6
Aspergillus oryzae " Pamuklu bez iizerine polietilen
imin ile ¢ok tabakali bagl 400 0 3 20
Aspergillus oryzae ° Kitosa’a bagli 200 40 4.0 17.3
Serbest 200 40 4.5 10

4Shin ve ark., 1998

®Cho ve ark., 2003

“Nakkharat ve Haltrich, 2007
Cheng ve ark., 2006b
“Hansson ve Adlercreutz, 2001

'Splechtna ve ark., 2006
€Zheng ve ark., 2006
"Cheng ve ark., 2006a
'Hsu ve ark., 2007
JCruz ve ark., 1999a

*Martinez-Villaluenga ve ark., 2008
'Maugard ve ark., 2003

"Albayrak ve Yang, 2002a
"Albayrak ve Yang, 2002b
°Gaur ve ark., 2006

*Maksimum GOS miktar1 (%): Toplam GOS miktar1 x 100 /Baslangig laktoz miktari
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyaller

3.1.1. Enzim

Bu calismada materyal olarak kullanilan enzim Kluyveromyces lactis kaynakl
bir B-Galaktosidaz olup Sigma G 3665 kodlu iiriindiir. Firma, enzimi Novozyme adl bir
baska firmadan tedarik etmekte ve ticari olarak Lactozym 3000 L HP G olarak piyasada

bulunmaktadir.
3.1.2. immobilizasyon Materyalleri

3.1.2.1. Pamuklu Bez

Tutuklamada destek materyali olarak kullanilan pamuklu bez pazardan temin
edilmis tekstil iiriiniidiir. Bezin 6zellikleri su sekildedir. Orgii yapis1 bezayag: dokuma
kumas, %100 pamuklu, atki sikhig1 15 tel/em?, ¢ozgii sikhigi 20 tel/cm” ve gramaji 170
g/m*"dir.

3.1.2.2. Duolite XAD761

Calismada immobilizasyon amaciyla kullanilan Duolite XAD761 Supelco
firmasindan temin edilmistir. Duolite XAD761 graniiler formda, ¢ok gdzenekli, fenolik
karakterli adsorban bir recinedir. Bu regineye ait cesitli ozellikler Cizelge 3.1.°de

goriilmektedir.

Cizelge 3.1.Duolite XAD761’in baz1 6zellikleri

Matriks Capraz bagli fenol-formaldehit polikondensat
Fonksiyonel grup Fenol

Nem tutma kapasitesi %62-70

Ozgiil agirlik 1.070-1.130

Partikiil boyutu 0.560-0.760 mm

Porozite 0.95-1.18 mL/g

Yiizey alani 150-250 m?/g

Ortalama gdzenek capi 600 A

Calisma pH’s1 8.0 pH’ya kadar

Caligma sicakligi Maksimum 80 °C’ye kadar
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3.1.3. Analizlerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismanin yiiriitiilmesinde kullanilan kimyasal maddeler alindiklar1 yer,

katalog numarasi ve kullanildig1 yer belirtilerek Cizelge 3.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Analizlerde kullanilan kimyasallara ait bilgiler

Kimyasalin ad1

Alindig1 firma

Katalog Numarasi

Kullanildig1 Analiz

NaOH Carlo Erba Reagenti 480507 Tampon hazirlamada
MgCl, .6H,0 Sigma M2670 Tampon hazirlamada
Tris Amresco 0826 Tampon hazirlamada
K,HPO, Carlo Erba Reagenti 361757 Tampon hazirlamada
KH,PO, Carlo Erba Reagenti 361507 Tampon hazirlamada
Potasyum asetat Carlo Erba Reagenti 358907 Tampon hazirlamada
Asetik asit Carlo Erba Reagenti 302011 Tampon hazirlamada
2-Nitrofenol Aldrich N19702 Enzim aktivite tayininde
Glutaraldehit Merck 54661903 711 Immobilizasyon igin
BSA Amresco 73660 Protein tayini

ONPG Fluka 73660 Enzim aktivite tayininde
D-(+)-Galaktoz Carlo Erba Reagenti 453126 HPLC standardi

Laktoz monohidrat Merck UL953257 803 Enzimatik reaksiyon i¢in
D-(+)-Glikoz Fluka 49139 HPLC standardi
D-(+)-Galaktoz Fluka 48260 HPLC standard:
D-(+)-Laktoz Fluka 61339 HPLC standard:
Maltotrioz Sigma M8378 HPLC standard1
Maltotetroz AppliChem A7739,0100 HPLC standard1
Maltopentoz Supelco 4-7876 HPLC standardi
Maltoheksoz Sigma MI153 HPLC standardi
Gliserol Sigma G8773 HPLC standardi
Asetonitril Carlo Erba Reagenti 412372 HPLC analizleri igin

3.2. Yontemler

Bu calisma ii¢ asamali sekilde yiiriitiilmiistiir. Birinci asamada B-Gal’in
immobilizasyon yontemlerine ait pH, sicaklik, enzim konsantrasyonu, siire vb. gibi
cesitli parametrelerin denenmesi ve uygun sartlarin belirlenmesi, ikinci asamada serbest
ve immobilize enzimlere ait tampon konsantrasyonu, ¢aligma pH’s1, ¢alisma sicakligi,
kinetik katsayilar vb. gibi ¢esitli karakteristiklerin belirlenmesi ve immobilizasyonla
meydana gelen degisimin incelenmesi, {igiincii asamada ise laktoz konsantrasyonu,

sicaklik ve pH gibi parametrelerin serbest ve immobilize enzimlerin GOS iiretimlerine
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etkisi incelenmis uygun parametrelere sahip sartlar altinda serbest ve immobilize

enzimlerin GOS iiretimleri ve verimler belirlenmistir.

3.2.1. Analitik Yontemler

3.2.1.1. Protein Tayini

Calismada kullanilan sivi enzimin protein miktarlarinin  saptanmast ve
immobilizasyon verimlerinin belirlenmesi i¢in protein tayini yapilmistir. Protein
miktarlari, boya baglamaya dayali olan Bradford yontemine gore belirlenmistir
(Bradford, 1976). Standart protein olarak Bovin Serum Albumin (BSA) kullanilmistir.
Yontemde kullanilan stok boya ¢ozeltisi, 50 mg Coomassie Brillant Blue G boyasi, 25
mL %96’lik etanol, 50 mL %85°lik fosforik asit karistirildiktan sonra kalan hacim 100
mL’ye deiyonize su ile tamamlanarak hazirlanmis ve Whatman No 1 kagidindan
stizilmiistiir. Analiz 6ncesinde stok boya ¢ozeltisi deiyonize su ile 5 kat seyreltilmistir.
Ornekten (enzim) 20 pL alinarak iizerine 1 mL boya ¢ozeltisi ilave edilmis hizli bir
karistirmanin ardindan 5 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda Thermo Spectronic
marka Helios Gamma UV spektrofotometre ile 595 nm dalga boyunda o6rneklerin
absorbanslar1 belirlenmistir. Enzim ¢6zeltilerindeki protein oranlar1 BSA saf proteini ile

hazirlanan sahit egriden yararlanilarak BSA cinsinden ifade edilmistir.

3.2.1.2. Enzim Aktivite Tayini

Aktivite tayini Cavaille ve Combes (1995)’in yonteminde modifikasyon
yapilarak gerceklestirilmistir. Substrat ¢ozeltisi ONPG, 6.6 pH’l1 50 mM potasyum
fosfat ve 1.5 mM MgCl, iceren tamponda 7.2 mM olacak sekilde hazirlanmistir. Analiz
37 °C’de 2 mL ONPG gozeltisine ilave edilen 100 uL enzimle baslatilmis ve 2 dakika
boyunca Thermo Spectronic marka Helios Gamma UV spektrofotometre ile 420 nm
dalga boyunda renk gelisimi 6l¢iilmiistiir. Bir enzim {initesi (EU) analiz kosullarinda
mL basina dakikada ONPG’den 1 pumol ONP (o-nitrofenol) aciga ¢ikaran enzim miktari

olarak belirlenmistir.

3.2.1.3. Karbonhidrat Analizi
Serbest ve immobilize enzim kullanarak oligosakkarit {retim siirecleri

sonucunda elde edilen {irtinlerin karbonhidrat kompozisyonunun belirlenmesi i¢in
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Shimadzu marka HPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) sistemi kullanilmustir.
Sistem CBM-20A sistem kontrol {initesi, LC-20AD pompa {initesi, SIL-20A otomatik
ornekleyici, CTO-10ASvp kolon firin1 ve RID-10A refraktif indeks detektoriinden
olusmustur. Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde LC solution paket programi
kullanilmigtir. Karbonhidrat ayrimlart Inertsil NH, 5 um 4.6 x 50 mm koruyucu kolon
ve Inertsil NH; 5 pm 4.6 x 250 mm kolon kullanilarak gerceklestirilmistir. Mobil faz
olarak 70/30 asetonitril/su kullanilmistir. Ornekten 20 pL enjeksiyon yapilarak 1.5
mL/dk akis hizinda analiz gergeklestirilmistir. Detektor ve kolon firin1 sicakligi 40
°C’ye ayarlanmustir. Karbonhidratlarin  (laktoz, glikoz, galaktoz ve toplam
oligosakkaritler gibi) konsantrasyonlar1 (w/v) bu karbonhidratlara ait olan pik
alanlarindan hesaplanmistir (Boon ve ark., 2000). Pik alanlarindan karbonhidrat
konsantrasyonlar1 toplam karbonhidrat veya baslangic laktozun agirlik yiizdeleri
seklinde belirlenmigtir. Buradan hareketle laktozun GOS ve diger liriinlere doniisiim

oranlar1 hesaplanmustir.
3.2.2. Enzim Immobilizasyon Yéntemleri

3.2.2.1. Enzimin Capraz Baglama Parametrelerinin Belirlenmesi

B-Gal enziminin ¢apraz baglanmasi Zhou ve ark. (2003)’larina gore glutaraldehit
ve BSA kullanilarak yapilmistir. Pamuklu bezin fiziksel destek olarak gorev yaptigi
immobilizasyon isleminde, enzim ve BSA’daki amino asit pargalarinin NH, gruplari
tizerinden glutaraldehitle capraz bagli yap:1 meydana gelmektedir. Glutaraldehitle ¢apraz
baglama caligmalarinda baglanmaya etki eden enzim konsantrasyonu, glutaraldehit
konsantrasyonu, pH, sicaklik ve tutuklama siiresi gibi faktorlerin denenerek optimize
edildigi bildirilmistir. Oda sicaklifinda yapilan ¢apraz baglamalarda 4 saat veya daha
kisa siirenin yeterli oldugu belirtildiginden (Migneult ve ark., 2004) tutuklama siiresi
parametre olarak denenmemis ve silire 4 saat olarak secilmistir. En yiiksek c¢apraz
baglamay1 saptamak ic¢in diger parametreler denenmistir. Bu amagla c¢alisilan
parametreler Cizelge 3.3.’de goriilmektedir. Aktivite tayinleri Bolim 3.2.1.2.°de

ayrintilari verilen enzim aktivite tayinine gore yapilmstir.
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Cizelge 3.3. Enzimin ¢apraz baglama parametreleri

Parametreler Incelenen Degerler
BSA konsantrasyonu (%) 5, 10,20

Enzim konsantrasyonu (EU/mL enzim ¢6zeltisi) 275, 550, 1100, 1650
Glutaraldehit konsantrasyonu (%) 04,08,1.2,2.4
Pamuklu bez yiizey alan1 (cm?) 2.25,3.0625, 4, 5.0625
Tutuklama ortaminin pH’s1 6.0,6.6,7.0,7.5,8.0

3.2.2.2. Enzimin Duolite XAD761’¢ Adsorbsiyon Parametrelerinin

Belirlenmesi

Yontemde Duolite XAD761 ile B-Gal arasinda Van der Waals kuvvetleri,
hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler ve bunlarin kombinasyonlar1 gibi fiziksel
etkilesimler meydana gelmektedir (Grosava, 2008). Yiksek gozenek miktarina sahip
recinenin 8.0 pH’ya ve 80 °C’ye kadar sicaklikta galigabildigi (Cizelge 3.1.) ve bu
Ozelliklere sahip reginenin adsorbsiyon temelli immobilizasyon gerceklestiridigi
belirtilmektedir (http://www.rohmhaas.com/ionexchange/pharmaceuticals/enzymes.htm
03.07.2010).

B-Gal enziminin Duolite (Amberlite) XAD761’e adsorbsiyonu Boyac1 (2001)’ya

gore yapilmistir. Denemelerin her biri i¢in 1 g XAD761 tartilmig ve {izerine 10 mL
enzim ¢oOzeltisi ilave edilerek islem siiresince manyetik karistirict ile karistirma
uygulanmstir. Islem bittiginde regineler her seferinde karistirma esliginde 5 dakikalik
yikama islemine tabi tutulmustur. Once 3 kere deiyonize su ile ardindan en az 3 defa
olmak kaydiyla yikama suyunda enzim aktivitesi kalmayincaya kadar yikama islemine
devam edilmistir. Enzim konsantrasyonu denemelerinde sicaklik 30 °C, ortam pH’s1 8.0
ve islem siiresi 60 dakika, pH denemelerinde enzim konsantrasyonu 220 EU/mL,
sicaklik 30 °C ve islem siiresi 60 dakika, sicaklik denemelerinde, enzim konsantrasyonu
220 EU/mL, ortam pH’s1 8.0 ve islem siiresi 60 dakika, iglem siiresi denemelerinde ise
enzim konsantrasyonu 220 EU/mL, sicaklik 30 °C ve ortam pH’s1 8.0 olacak sekilde
sabitlenmistir. En yiiksek adsorbsiyonun belirlenmesi i¢in kullanilan parametrelerin 6n
denemesi gerceklestirilmis ve bu denemelerin sonuglarna gore ilgili parametrelerin
calisilmas1 gereken araliklar1 belirlenmistir. Bu amacla denenen parametreler ve
calisilan araliklar Cizelge 3.4.’de goriilmektedir. Aktivite tayinleri Boliim 3.2.1.2.°de

ayrintilar1 verilen enzim aktivite tayinine gore yapilmistir.
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Cizelge 3.4. Enzimin Duolite XAD761’e adsorbsiyonundaki parametreler

Parametreler Incelenen Degerler

Enzim konsantrasyonu (EU/mL enzim ¢6zeltisi) 22,110, 220, 550, 1100, 1650
pH 5.5,6.0,6.5,7.0,7.5, 8.0, 8.5,9.0
Sicaklik (°C) 20, 30, 40, 50

Siire (dk) 30, 60, 120, 210

3.2.3. Serbest Enzim Analizleri
Kluyveromyces spp. kaynakli enzimlerle yapilmis olan ¢esitli arastirmalardaki

aktivite tayinlerine ait parametreler Cizelge 3.5.’de goriilmektedir.

Cizelge 3.5. Kluyveromyces spp. kaynakli enzim aktivite yontemlerine ait parametreler

Tampon MgCl,

K[i_ycr%lzlgl Konsantrasyonu  Konsantrasyonu  pH SIEOa é{)l ik Kaynak
(mM) (mM)
K. lactis 200 0.1 6.5 37 Kim ve ark., 1997
K. lactis 100 1.5 6.6 37 Zhou ve ark., 2003
K. lactis 50 1.5 7.0 37 Kim ve ark., 2004
K. lactis 100 1.5 7.3 37 Cavaille ve Combes, 1995
K. lactis 25 1.5 73 40 Boon ve ark., 2000
K. fragilis 25 1 6.5 40 Boon ve ark., 2000
K. lactis 50 - 6.8 37 Asp ve ark., 1980
K. lactis 50 1 6.5 40 Martinez-Villaluenga ve ark., 2008
K. lactis 10 - 7.0 40 Cheng ve ark, 2006b
K. lactis 25 - 6.6 37 Jeon ve Mantha, 1985
K. lactis 20 2 7.0 - Giacomini ve ark., 2001
K. lactis 10 - 7.0 37 Tello-Solis ve ark., 2005
K. lactis 200 2 7.0 40 Chockchaisawasdee ve ark., 2005
K. lactis 50 10 6.5 25 Maugard ve ark., 2003

Serbest enzimin aktivitesi iizerine tampon konsatrasyonunun, MgCl,
konsantrasyonunun, pH’nin ve sicakligin etkilerini incelemek i¢in secilen
parametrelerde Cizelge 3.5.°de goriilen degerler ve bu degerlerden yola ¢ikilarak

gergeklestirilen 6n deneme sonuglarina gore calisma noktalart belirlenmistir.

3.2.3.1. Tampon Konsantrasyonunun Serbest Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi
Serbest enzim aktivitesi iizerine tampon konsantrasyonunun etkisini incelemek

icin 10, 25, 50, 75 ve 100 mM konsantrasyonlarinda fosfat tamponlar1 ile hazirlanmig
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ONPG cozeltileri kullanilmis ve Bolim 3.2.1.2.°de ayrintilar1 verilen enzim aktivite

tayinine gore aktiviteleri belirlenmistir.

3.2.3.2. MgCl, Konsantrasyonunun Serbest Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi
Serbest enzim aktivitesi tizerine MgCl, konsantrasyonunun etkisini incelemek
icin 0, 0.75, 1.0, 1.5 ve 2 mM konsantrasyonlarinda MgCl, iceren 50 mM fosfat
tamponu ile hazirlanmis ONPG c¢o6zeltileri kullanilmis ve Boliim 3.2.1.2.°de ayrintilart

verilen enzim aktivite tayinine gore aktiviteleri belirlenmistir.

3.2.3.3. pH’nin Serbest Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Serbest enzim aktivitesi iizerine pH’nin etkisini incelemek i¢in 5.5, 6.0, 6.3, 6.6,
6.7, 6.9, 7.0, 7.2 ve 7.9 pH degerlerine sahip 1.5 mM MgCl, igeren 50 mM fosfat
tamponu ile hazirlanmis ONPG c¢ozeltileri kullanilmis ve Boliim 3.2.1.2.°de ayrintilart

verilen enzim aktivite tayinine gore aktiviteleri belirlenmistir.

3.2.3.4. Sicakhgin Serbest Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Serbest enzim aktivitesi iizerine sicakligin etkisini incelemek i¢in 20, 25, 30, 35,
37, 40, 45, 50 ve 55 °C sicakliklarda pH 6.6’y1 veren ve 1.5 mM MgCl, igeren 50 mM
fosfat tamponlari ile hazirlanmis ONPG c¢ozeltileri kullanilmis ve Bolim 3.2.1.2.°de

ayrintilar verilen enzim aktivite tayinine gore aktiviteleri belirlenmistir.

3.2.3.5. Serbest Enzimde Kinetik Katsayilarin Belirlenmesi

B-Gal’a ait Vimax ve Ky, sabitleri 0.4125, 0.825, 1.65, 3.3, 6.6, 13.2 ve 26.4
mM’lik ONPG substratlar1 kullanilarak belirlenmistir. Boliim 3.2.1.2.°de ayrintilart
verilen enzim aktivite tayini pH 6.6 ve sicaklik 45 °C olacak sekilde diizenlenmis ve
aktivite  Olglimii  gergeklestirilmistir.  Copeland  (2000)  kinetik  katsayilarin
hesaplanmasinda kullanilan yOntemlerin gergek sonuca ne kadar yaklastigini
incelemistir. Arastirmasindan elde ettigi sonuclar Cizelge 3.6.°da goriilmektedir.
Cizelgeden de Hanes-Woolf yonteminin en iyi sonuglar1 verdigi saptanmistir. Bundan
dolay1 bu ¢alismada elde edilen Michealis-Menten egrileri Hanes-Woolf yaklagimina

gore dogrusallastirilarak kinetik katsayilar hesaplanmugtir.
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Cizelge 3.6. Kinetik katsayilarin hesaplanmasinda kullanilan farkli grafiksel
yontemlerin karsilagtirmasi (Copeland, 2000)

Grafiksel Yéntem Kn  Gergek K, Degerinden Vi Degegﬁiiiiks\; gi:la
(uM) Sapma (%) (uM/s) (%)

Gergek degerler 12 100

Michealis-Menten 11.63 3.08 100.36 0.36
Lineweaver-Burk (tiim veri seti) 7.57 36.92 79.28 20.72
Lineweaver-Burk (s=0.25-5K,) 9.17 23.58 91.84 8.16
Eadie-Hofstee 9.66 19.50 94.45 5.55
Hanes-Woolf 11.84 1.33 100.97 0.97

3.2.3.6. pH Stabilitesi

Serbest enzime ait aktivitelerin ortam pH’sinin degismesiyle nasil etkilendigini
belirlemek amaciyla bu test yapilmigtir. Stabilite testi, Giileg (2009)’e gore yapilmustir.
Farkli pH’larda (4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0 pH) hazirlanan tampon ¢ozeltiler
icersinde 18 saat bekletilen serbest ya da immobilize B-Gal’lar, siire sonunda tamponlar
uzaklastirilarak aktivite analizinin gerceklestirilecegi tampon ile bir defa yikanmustir.
Sonrasinda Boliim 3.2.1.2.°de ayrintilar1 verilen enzim aktivite tayinine gore aktiviteleri

belirlenmistir.

3.2.3.7. Isil Stabilite

Serbest enzimin farkli sicakliklarda ugradiklart aktivite kaybini belirlemek
amaciyla bu analiz gerceklestirilmistir. Bu amacla serbest ve tutuklu enzim 40 ve 50
°C’lerde 30 dakika, 60 °C’de ise 5 dakika boyunca bekletilmis ve belirli araliklarla
alinan ve sogutulan orneklerin aktiviteleri Bolim 3.2.1.2.°de ayrintilar1 verilen enzim
aktivite tayinine gore belirlenmistir. Kontrol grubu olarak hig 1s1l islem gérmemis olan
enzim aktivitesiyle ve 1sil islem sonucu belirli siirelerde elde edilen aktiviteler

birbirlerine oranlanarak sonug¢lar elde edilmistir.

3.2.4. immobilize Enzim Analizleri

3.2.4.1. immobilize Enzimlerin Aktiviteleri Uzerine pH’nin Etkisi

Immobilize enzim aktivitesi iizerine pH nin etkisini incelemek i¢in 5.0, 5.5, 6.0,
6.6, 7.0, 7.5 ve 8.0 pH degerlerinde olacak sekilde 1.5 mM MgCl, iceren 50 mM’lik
fosfat tamponu ile ONPG c¢ozeltileri hazirlanmistir. Capraz bagli p-Gal i¢in 0.6x0.6
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cm’lik immobilize bez pargasi, Duolite XAD761’e adsorbe edilen B-Gal igin ise
yaklagik 30 mg immobilize recine kullanarak Boliim 3.2.1.2.°de ayrintilar1 verilen

enzim aktivite tayinine gore aktiviteleri belirlenmistir.

3.2.4.2. Immobilize Enzimlerin Aktiviteleri Uzerine Sicakhgin Etkisi

Immobilize enzim aktivitesi iizerine sicakligin etkisini incelemek i¢in 20, 30, 40,
45, 50, 55 ve 60 °C’lerde pH 6.6, olacak sekilde 1.5 mM MgCl, igeren 50 mM’lik fosfat
tamponlar1 ile ONPG c¢ozeltileri hazirlanmistir. Capraz baglh f-Gal i¢in 0.6x0.6 cm’lik
immobilize bez parcasi, Duolite XAD761’e adsorbe edilen B-Gal igin ise yaklasik 30
mg immobilize recine kullanarak Boliim 3.2.1.2.°de ayrintilar1 verilen enzim aktivite

tayinine gore aktiviteleri belirlenmistir.

3.2.4.3. Immobilize Enzimlerde Kinetik Katsayilarin Belirlenmesi

Immobilize enzimlerin V. ve K degerlerinin belirlenmesi i¢in Bolim
3.2.3.5.’de verilen yontem uygulanmistir. Bu yontemdeki pH, sicaklik ve immobilize
enzim miktarlarindaki farklilik sunlardir; ¢apraz bagl B-Gal’da pH 7.0 ve 50 °C sicaklik
sartlarinda yaklasik 0.6x0.6 cm’lik immobilize bez pargasi, Duolite XAD761’¢ adsorbe
edilen B-Gal i¢in ise pH 7.0 ve 45 °C sicaklik sartlarinda yaklasik 30 mg immobilize
recine. Bunlar kullanilarak ONPG ile reaksiyon sonuglarina gore katsayilar

belirlenmistir.

3.2.4.4. Iimmobilize Enzimlerin pH Stabilitesi

Capraz bagli B-Gal i¢in 0.6x0.6 cm’lik immobilize bez pargasi, Duolite
XAD761’e adsorbe edilen B-Gal i¢in ise yaklasik 30 mg immobilize rec¢ine kullanarak
immobilize enzimlerin pH stabilitesinin belirlenmesi Boliim 3.2.3.6°da belirtildigi gibi

yapilmistir.

3.2.4.5. Immobilize Enzimlerin Isil Stabilitesi

Capraz bagli B-Gal i¢in 0.6x0.6 cm’lik immobilize bez pargasi, Duolite
XAD761’e adsorbe edilen B-Gal icin ise yaklasik 30 mg immobilize re¢ine kullanarak
immobilize enzimlerin 1s1l stabilitesinin belirlenmesi Boliim 3.2.3.7°de belirtildigi gibi

yapilmigtir.
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3.2.5. GOS Uretimine Etki Eden Faktorler

GOS {iretimine etki eden faktorlerin incelenmesi Martinez—Villaluenga ve ark.
(2008)’larina gore yontemde bazi degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir. Laktoz
konsantrasyonu, pH ve sicaklik gibi 6nemli faktorlerin etkilerini incelemek i¢in
laboratuvar sartlarinda olusturulan model laktoz ¢ozeltileri ile serbest ve immobilize
enzimlerle kesikli tip karigtirmali tank reaktoriinde (Sekil 3.1.) reaksiyonlar
gerceklestirilmistir. Reaktor icin VELPg Scientifica GDE Enzymatic Digester analiz
diizenegi kullanilmistir. Diizenek i¢inde 0.1 °C hasasiyeti bulunan daldirma tipi sicak su
sirkiilatorii, kapakli pleksiglas malzemeden yapilmig su banyosu i¢in hazne ve 6’li

manyetik karigrict bulunmaktadir.

MANYETIK BALIE BALON JOJE

) DALDIRMA TiPi
SU SIRKULATORIT

SUBANYOSU #4—

MANYETIE KARISTIRICT 44— |

Sekil 3.1.GOS iiretiminde kullanilan kesikli tip karigtirmali tank reaktorii

GOS iretimi i¢in gereken laktoz c¢ozeltilerini hazirlamak amaciyla 1.5 mM
MgCl, igeren 50 mM potasyum fosfat tamponu kullanilmistir. Cozeltiler 50 mL’lik
balon jojelerde hazirlanip reaktdre yerlestirilmisler ve ardindan serbest ya da
immobilize enzim ilavesiyle reaksiyon baglatilmistir. Reaksiyon siiresinin belirli
asamalarinda alman ornekler 5 dakika kaynayan su banyosunda tutularak ortamda
bulunabilecek serbest enzim inaktif hale getirilmis ve ardindan elde edilen 6rnek 25 mm
capli, 0.45 pm'lik naylon membran disk filtreden gecirilerek viallere doldurulmus ve

HPLC’de karbonhidrat analizi yapilana kadar -18 °C’de saklanmustir.

3.2.5.1. Laktoz Konsantrasyonunun GOS Uretimine Etkisi
GOS firetimi lizerine laktoz konsantrasyonunun etkisini belirlemek amaciyla pH
6.5’te sicaklik ise 50 °C’de sabit tutularak %25, %35, %45 (250, 350 ve 450 mg/mL)

konsantrasyonlu ii¢ laktoz c¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ¢d6zeltiler reaktorde
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uygun sicakliga geldikten sonra serbest enzimden 4 EU/mL laktoz ¢ozeltisi, ¢capraz
bagl enzimde 0.12 EU/mL laktoz ¢ozeltisi ve Duolite XAD761’e adsorbe enzimde ise
0.4 EU/mL laktoz ¢ozeltisi olacak sekilde enzim ilave edilerek reaksiyon baslatilmistir.
Reaksiyonlar 300 dakika siirdiiriilmiis, 30, 60, 90, 120, 210 ve 300. dakikalarda 6rnekler

alinmig ve karbonhidrat analizi i¢in hazirlanmistir.

3.2.5.2. pH’nin GOS Uretimine Etkisi

GOS  dretimi lizerine pH’nin etkisini belirlemek amaciyla laktoz
konsantrasyonunu 350 mg/mL’de sicaklik ise 50 °C’de sabit tutularak 5.5, 6.5 ve 7.5
pH’lara sahip ii¢ laktoz ¢6zeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler reaktérde uygun
sicakliga geldikten sonra serbest enzimden 4 EU/mL laktoz ¢ozeltisi, ¢apraz bagh
enzimde 0.12 EU/mL laktoz ¢ozeltisi ve Duolite XAD761’e adsorbe enzimde ise 0.4
EU/mL laktoz ¢ozeltisi olacak sekilde enzim ilave edilerek reaksiyon baslatilmistir.
Reaksiyonlar 300 dakika stirdiiriilmiis, 30, 60, 90, 120, 210 ve 300. dakikalarda 6rnekler

alinmis ve karbonhidrat analizi i¢in hazirlanmustir.

3.2.5.3. Sicakh@in GOS Uretimine Etkisi

Sicakligin GOS iiretimi lizerine etkisini belirlemek amaciyla pH 6.5’te laktoz
konsantrasyonunu 350 mg/mL’de sabit tutularak 250, 350 ve 450 mg/mL
konsantrasyonlu ii¢ laktoz c¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan c¢ozeltiler reaktorde
uygun sicakliga geldikten sonra serbest enzimden 4 EU/mL laktoz ¢Ozeltisi, ¢apraz
bagl enzimde 0.12 EU/mL laktoz ¢ozeltisi ve Duolite XAD761’e adsorbe enzimde ise
0.4 EU/mL laktoz ¢ozeltisi olacak sekilde enzim ilave edilerek reaksiyon baslatilmistir.
Reaksiyonlar 300 dakika siirdiiriilmiis, 30, 60, 90, 120, 210 ve 300. dakikalarda 6rnekler

alimmig ve karbonhidrat analizi i¢in hazirlanmistir.

3.2.5.4. Serbest ve immobilize Enzimlerin GOS Uretim ve Verimlerinin

Karilastirilmasi

Bu asamada serbest ve immobilize enzimlerde GOS olusumuna etki eden
faktorlerden elde edilen sonuglara bakilarak deneme sartlar1 olusturulmustur. Bu amacla
her bir enzim formu i¢in maksimum GOS iiretimi saglayan laktoz konsatrasyonu, pH ve
sicaklik noktalar1 belirlenmis ve bunlara gore olusturulan model sistemlerde elde edilen

GOS miktarlar1 saptanmistir. Caligma, olusturulan deneme sartlar1 haricinde Bolim
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3.2.5.°deki gibi yiirttiilmiistiir. Reaksiyonlar i¢in serbest enzimden 4 EU/mL laktoz
cOzeltisi, ¢apraz bagh enzimde 0.12 EU/mL laktoz ¢ozeltisi ve Duolite XAD761’¢
adsorbe enzimde ise 0.4 EU/mL laktoz ¢Ozeltisi olacak sekilde enzim ilave edilmistir.
Reaksiyon siireleri serbest enzim icin 360 dakika, ¢capraz bagli enzim i¢in 300 dakika,
Duolite XAD761’e adsorbe enzim i¢in ise 600 dakika olmustur. Serbest ve immobilize
enzim konsatrasyonlarindaki farklilik nedeniyle grafikler kullanilan laktoz miktarina
karsilik tiriin miktarlar1 seklinde olusturulmus ve sonucglar bu sekilde verilmistir.
Sonuglar serbest ve immobilize enzimlere gore toplam GOS miktari, GOS2 miktari,
GOS3 miktari, olusan glikoz ve galaktoz miktar1 ve GOS verimi seklinde grafikle
belirtilmistir.

GOS verimi, bazi1 arastirmalarda toplam seker miktari i¢cinde olusan toplam GOS
yiizdesi olarak verilmesine karsin (Zheng ve ark., 2006; Hsu ve ark., 2007), hesaplama
Albayrak ve Yang (2002a), Giile¢ (2009) ve Valero (2009)’nun yontemine gore
yapilmistir.

GOS verimi (%) = Toplam GOS Miktar1 x 100 / Kullanilan Laktoz Miktar1

Calisma iki tekrarlamali olarak yiriitiilmistiir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Enzim immobilizasyon Yontemlerine Ait Parametrelerin Belirlenmesi

4.1.1. Capraz Baglama Parametrelerinin Belirlenmesi

4.1.1.1. BSA Konsantrasyonunun Capraz Baglamaya Etkisi

Enzimlerin immobilizasyonunda glutaraldehitle capraz baglama temel olarak iki
sekilde gerceklestirilebilmektedir. ilk yontem molekiil i¢i capraz baglanma sonucunda
olusan, iic boyutlu ag yapismin meydana gelmesidir. Ikinci yontem ise naylon,
gozenekli cam ve ayrica BSA ve jelatin gibi capraz bagli proteinlerden olusan
coziinmez tasiyicilara baglanmadir. Enzimin yapist ve Ozellikle lisin igerigi onun
glutaraldehitle ¢6ziinmez yap1 olusturmasini etkilemektedir. Enzimde lisin miktarinin az
olmast durumunda ya da enzime modifikasyon uygulamasinda sakinca varsa, lisin
igerigi bakimindan zengin, inert proteinlerin kullanilmasi 6nerilmektedir. Serbest lisin
miktar1 59 adet olan BSA, glutaraldehitle capraz baglamaya en uygun proteinlerden
biridir (Migneault ve ark., 2004; Silva ve ark., 2004).

Enzimin ¢apraz baglanmasinda kullanilan BSA miktarinin artisi immobilize
enzim aktivitesini %20 konsantrasyona kadar yiikseltmis ve bu konsantrasyondan sonra
aktivite %92.54’e inmistir (Sekil 4.1.). Baslangicta %5°lik BSA konsanrasyonunda
relatif aktivite %78.37 olarak belirlenmistir. BSA konsantrasyonu %10 iken, %37.25
olan c¢apraz bagli enzim miktar1 BSA konsantrasyonunun %30’a ¢ikmasiyla %29.84’e
diismiistiir. Topgular ve Ayhan (2008), tasiyicit icermeyen g¢apraz bagli peroksidaz
agregati olusturmak i¢in ¢calismislar, ¢capraz baglama icin 1, 5 ve 7.5 mg BSA kullanarak
enzim aktivitesine etkilerini incelemisler ve 5 mg BSA miktarinda en yiiksek aktivite
elde etmislerdir. Bu noktadan sonra aktivitede azalma kaydetmislerdir. Shah ve ark.
(2006) da caligmalarinin bir bdliimiinde lipaz enziminin ¢apraz bagli agregat olusumunu
denemisler ve Topgular ve Ayhan (2008)’a ve benzer sonuglar elde etmislerdir. Bu
sonuglar elde ettigimiz verilere benzerlik gostermektedir. Bu durum optimum BSA
konsantrasyonunun altinda yetersiz serbest amino grubu bulunmasi nedeniyle ¢ok fazla
capraz bag olusumunun engellenmesi, bu konsantrasyonun iistiine c¢ikildiginda ise

BSA’daki serbest amino gruplarinin enzimdeki serbest amino gruplariyla rekabete
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girmeleri sonucunda enzimin yeterli ¢apraz bag olusturmasindan kaynaklanmistir (Shah
ve ark., 2006).

Elde edilen analiz sonuglarima gore tutuklamada kullanilan %20 BSA
konsantrasyonu azami aktivite verdiginden immobilizasyonda bu konsantrasyonun

kullanilmasi1 uygun goriilmiistiir.
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Sekil 4.1. BSA konsantrasyonunun enzimin ¢apraz baglanmasina etkisi

4.1.1.2. Glutaraldehit Konsantrasyonunun Capraz Baglamaya Etkisi

Glutaraldehit yaygin ve bulunabilir olmasi, ucuz olmasi ve buna ilaveten diger
aldehit tiirleri icinde en yliksek reaksiyon yetenegine sahip olmasi nedeniyle en c¢ok
kullanilan ¢apraz baglama ajanidir (Migneault ve ark., 2004).

Capraz baglamanin glutaraldehit konsantrasyonuyla degisimi Sekil 4.2.’de
goriilmektedir. Capraz bagl B-Gal’in aktivitesi %1.2 glutaraldehit konsantrasyonuna
kadar artmistir. Glutaraldehit konsantrasyonu artisina paralel olarak ¢apraz bagl enzim
miktar1 da artis gostermistir. %2.4 glutaraldehit konsantrasyonunda ¢apraz bagli enzim
miktar1 %81.1 ile maksimum seviyeye g¢ikmasina ragmen, reaktifin enzimin aktif
bolgesine etki edecek diizeyde baglanma gergeklestirmesinden ya da asir1 baglanmadan
kaynaklanan difiizyonel zorluk nedeniyle relatif aktivite %100°den %54.63’e

dismiistiir.
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Zhang ve ark. (2008), manyetik kompozit mikrokiireciklere B-Gal’1 immobilize
etmek icin %0.2-2.0 oranlar1 arasinda glutaraldehit kullanmiglar ve 9%0.8 oraninda
maksimum aktivite elde etmislerdir. Glutaraldehit konsantrasyonunun %0.8’in istiine
cikmasiyla aktivitede azalma gozlemislerdir. Diislik glutaraldehit konsantrasyonlarinin
yetersiz ¢apraz baglamaya neden oldugunu, yiiksek konsantrasyonun ise mikrokiirelerin
ylzeyindeki bosluklarin yapisin1 etkileyerek immobilizasyon sonunda enzim
konformasyonunun degismesiyle aktiviteyi diislirdiiglinii belirtmislerdir. Yine Topgular
ve Ayhan (2008) da ¢apraz baglamada 2, 4 ve 6 pL/mL konsantrasyonlarinda
denedikleri glutaraldehitte 4 pL/mL konsantrasyonun en yiiksek aktiviteyi verdigini ve
sonrasinda konsantrasyon artisinin aktiviteyi diislirdiigiinii saptamiglardir. Shah ve ark.

(2006) da benzer sonuclar elde etmislerdir. Bu sonuclar bulgularimiza benzerlik

gostermektedir.
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Sekil 4.2. Glutaraldehit konsantrasyonunun enzimin ¢apraz baglanmasina etkisi

Elde edilen analiz sonuclarma gore %]1.2 glutaraldehit konsantrasyonu en
yiiksek aktiviteyi verdiginden c¢apraz baglamada bu konsantrasyonun kullanilmasina

karar verilmistir.
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4.1.1.3. Enzim Konsantrasyonunun Capraz Baglamaya Etkisi

Capraz baglama denemelerinde enzim konsantrasyonu artis1 karsisinda capraz
bagli enzim miktarinin %59.16’dan baglayarak %19.26’ya diisiis gostermesine ragmen
relatif aktivitenin ise devamli artis gosterdigi saptanmistir. Fakat 1100 EU/mL enzim
konsantrasyonundan sonra aktivite de artis hizi yavaslamistir (Sekil 4.3.). Relatif
aktivite, enzim konsantrasyonu 1650 EU/mL iken %100, 1100 EU/mL iken %97.1
olarak belirlenmistir. Zhang ve ark. (2008), 190-1140 EU araliginda calistiklar1 enzim
konsantrasyonu denemesinde 760 EU’lik enzim miktarinin en iyi aktiviteyi verdigini
belirlemiglerdir. Enzim konsatrasyonunun daha da artmasiyla aktivitenin diistiigiini
saptamiglar ve bu durumu baglarin doymasiyla iligskilendirmislerdir. Benzer bir
calismada Topcular ve Ayhan (2008) da capraz baglama uygulamasinda enzim
konsantrasyonlarmi 0.010 ila 0.1 mg/mL arasinda denemislerdir. Enzim aktivitesinin
0.05 mg/mL konsantrasyona kadar arttigin1 bu konsantrasyondan sonra ise aktivitenin

diistligiini belirlemislerdir.
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Sekil 4.3. Enzim konsantrasyonunun enzimin ¢apraz baglanmasina etkisi

Aragtirmamizin sonuglarina goére relatif aktivitede diislis kaydedilmemesine
ragmen baglarin doyuma ulastigi goriilmektedir. Burada enzim konsantrasyonunun

1100’den 1650 EU/mL’ye 1.5 kat artigina karsin aktivitede hemen hemen bir artis
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olmamasi nedeniyle immobilizasyon i¢in uygun olan enzim konsantrasyonu 1100

EU/mL olarak secilmistir.

4.1.1.4. Pamuklu Bez Yiizey Alaninin Capraz Baglamaya Etkisi

Immobilizasyon igin hazirlanan ¢ozeltinin pamuklu beze emdirilmesi isleminde,
hazirlanan ¢ozeltiyi en cok emebilen ve yiiksek aktivite saglayan bez alanini belirlemek
icin kenar uzunlugu 1.5, 1.75, 2 ve 2.25 cm olan kare seklinde pamuklu bez parcalari
kullanilmistir. Sekil 4.4.°de deneylere ait sonuglar goriilmektedir. Yiizey alaninin
artmastyla c¢apraz bagli enzim miktar1 diizenli bir artig gdstermistir. Relatif aktivite
bakimindan vyiizey alanmin etkisi incelendiginde 2.25 ve 3.0625 cm”lik vyiizey
alanlarinda aktivite %50’ye yaklasirken, 4 cm”’lik alanda aktivite 2 kat artarak %100’e
ulasmistir. Yiizey alam 5.0625 cm®ye c¢iktiginda ise relatif aktivite biraz diiserek
%92.26 olmustur. Bu sonuglar géz 6niinde tutuldugunda 4 cm®lik pamuklu bez

kullanilarak ¢apraz baglama uygulamasinin immobilizasyon i¢in uygun oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Bez ylizey alaninin enzimin ¢apraz baglanmasina etkisi
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4.1.1.5. pH’min Capraz Baglamaya Etkisi

Capraz baglamaya pH’ nin etkisi Sekil 4.5.’de verilmistir. Hem relatif aktiviteye
hem de ¢apraz bagli enzim miktar1 iizerine ortam pH’sinin etkisi benzerlik gostermistir.
Sekil 4.5.’de goriildigii lizere asidik pH’larda aktivite daha diisiik, bazik pH’larda ise
aktivite daha yiiksek bulunmustur. Ortam pH’s1 7.0 iken %100 relatif aktiviteye ve
%65.49 capraz bagli enzim miktarina ulagilmistir. Bu nedenle pH’ nin bu etkisi dikkate
aliarak capraz baglama isleminde pH’nin 7.0’a ayarlanmasina karar verilmistir. Capraz
baglama tlizerine pH etkisi denenmemesine karsin gesitli aragtirmalarda notr bolgeye
yakin pH’lar kullanilmistir. Glutaraldehitle ¢apraz baglama i¢in Zhang ve ark. (2008),
7.3 pH, Topgular ve Ayhan (2008), 7.0 pH’da calismislardir. Glutaraldehitin nétral
pH’ya yakin bdlgede amin gruplariyla hizli bir sekilde reaksiyon verdigi bildirilmistir
(Migneault ve ark., 2004).
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Sekil 4.5. pH’nin enzimin ¢apraz baglanmasina etkisi

Bu sonuglar c¢ercevesinde [-Gal’in ¢apraz baglanmasinda tercih edilen
immobilizasyon parametreleri; BSA konsantrasyonu %20, glutaraldehit konsantrasyonu
%]1.2, enzim konsantrasyonu 1100 EU/mL, pamuklu bez yiizey alan1 4 cm” ve pH 7.0

olarak belirlenmistir. Caligmanin ilerleyen boliimlerinde bu parametreler esas alinarak
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immobilizasyon islemleri gergeklestirilmis, elde edilen capraz bagli enzimin ¢esitli
Ozellikleri test edilmis ve GOS {iretimindeki 6zellikleri incelenmistir. Capraz bagh [-

Gal’a ait fotograflar Sekil 4.6.’da goriilmektedir.

Sekil 4.6. Capraz bagli B-Galaktosidaz

4.1.2. Duolite XAD761’e Adsorbsiyon Parametrelerinin Belirlenmesi

4.1.2.1. pH’min Adsorbsiyona Etkisi

Enzimin Duolite XAD761’e adsorbe edilmesinde ortam pH’smin etkisi
incelendiginde bazik pH’larda aktivitenin yiiksek oldugu gozlenmektedir (Sekil 4.7.).
pH 8.0 iken en yiiksek aktiviteye ulagilmistir. Ortam pH’s1 6.0 oldugunda enzim
adsorbsiyonu %53.9 ile en yliksek diizeyde olmasina karsin %31’lik en diisiik relatif
aktiviteye sahiptir. Boyaci1 (2001), glikozoksidaz enziminin immobilizasyonu i¢in bir
regine olan Duolite A568’i kullanmustir. immobilizasyon sartlarim belirlemek igin
pH’nin etkisini 4.0 ile 8.0 araliginda incelediginde maksimum aktivitenin 5.0 pH’da
gozlendigini ve bu pH’nin altinda ve iistiinde aktivitenin diistiiglinii bildirmistir. Guidini
ve ark. (2010), yaptiklar1 ¢aligmanin bir boliimiinde Duolite A568’e Aspergillus oryzae
kaynakli B-Gal’t immobilize etmek i¢in 3.2 ile 5.6 pH’lar arasinda cevap yiizey
yontemini kullanarak calismislardir. immobilizasyon icin optimum pH degerini 4.5
olarak saptamislardir. Ulasilan bu sonuglara gore yiiksek aktivite ve adsorbe enzim
miktarini saglayan adsorbsiyon pH’sinin 8.0 olmasi nedeniyle bu pH immobilizasyon

icin uygun goriilmiistiir.
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Sekil 4.7. pH’nin enzimin XAD761 e adsorbsiyonuna etkisi

4.1.2.2. Sicakhi@in Adsorbsiyona Etkisi

Adsorbsiyon isleminde enzimin Duolite XAD761’e tutunmasi ve enzim
aktivitesi tizerine sicakligin etkilerini incelemek igin 20 ila 60 °C’ler arasinda ¢alismalar
yuriitilmistir. Sekil 4.8.’de goriildiigii tizere 40 °C’ye kadar olan aralikta %86’nin
lizerinde aktivite elde edilmistir. Sonrasinda 50 °C ve lizerindeki sicaklikta adsorbe olan
enzim miktar1 %26.6’nin lizerinde olmasina karsin muhtemel denaturasyon nedeniyle
aktivitede biiylik bir diisiis gozlenmistir. Yiiksek aktivite ve %39,2’lik adsorbe enzim
miktarin1 gergeklestiren adsorbsiyon sicakliginin 30 °C olmasi nedeniyle enzim
adsorbsiyonu isleminde bu sicaklik kullanilmistir. Boyaci (2001), glikozoksidazin
Duolite A568’e adsorbsiyon ¢alismasinda sicakligin immobilizasyona etkisini
incelemis, bu amagla 20 ile 55 °C’ler arasinda sicakliklarda islemleri gergeklestirmistir.
Optimum immobilizasyon sicakligini 35 °C olarak elde etmistir. Bu sicaklik degeri

bizim sonucumuza benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4.8. Sicakligin enzimin XAD761 e adsorbsiyonuna etkisi

4.1.2.3. Enzim Konsantrasyonunun Adsorbsiyona Etkisi

Enzim konsantrasyonunun adsorbsiyona etkisini incelemek i¢in 22 ile 1650
EU/mL enzim ¢ozeltisi konsantrasyonlart arasinda toplam 6 noktada analizler
gergeklestirilmistir. Baslangic enzim konsantrasyonunda %54 relatif aktivite elde
edilmistir (Sekil 4.9.). Enzim konsantrasyonu 220 EU/mL iken %74 aktivite ve %28
adsorbe enzim miktari, 1100 EU/mL iken ise %94 aktivite ve %30 adsorbe enzim
miktar1 saptanmigtir. Burada enzim konsantrasyonunun 5 kat artmasina karsin aktivitede
1.27 katlik bir artis oldugu saptanmistir. Bundan dolay1 fazla enzim kullanimina gerek
kalmadan etkili aktivite ve adsorbe enzim diizeyini ortaya koyan 110 EU/mL
konsantrasyonunun immobilizasyon i¢in uygun oldugu diistiniilmiistiir.

Boyaci1 (2001), enzim konsantrasyonunun adsorbsiyona etkisini incelemek i¢in
0.05 ile 2.0 mg/mL konsantrasyonlar1 arasinda denemeler gerceklestirmis ve elde ettigi
sonug¢ bulgularimizla benzerlik gostermektedir. Yine Bayramoglu ve ark. (2007), E. coli
kaynakli B-Gal’t manyetik beadlere adsorbe etmisler ve enzim konsantrasyonunun
immobilizasyona etkisini 0.1 ila 1 mg enzim/mg bead konsantrasyonlar1 arasinda
incelediklerinde bizim grafigimizde elde etigimize benzer bir egri olustugunu
saptamiglardir. Guidini ve ark. (2010) da 6 ila 26 g/L B-Gal konsantrasyonlar: arasindaki

enzim konsantrasyonunun immobilizasyona etkisini incelemisler ve yiiksek
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konsantrasyona dogru aktivitede hafif bir azalma tespit etmislerdir. Bizim
grafigimizdeki egri de bu arastirmacilarinkine benzerlik géstermektedir. Arastirmamizin
ve diger arastiricilarin sonucglarindan da anlasilacagi ilizere adsorbsiyon ile B-Gal
immobilizasyonunda konsantrasyon artisiyla enzim aktivitesi artmakta ve belirli bir
noktadan sonra aktivite artik sabitlenmektedir. Bu doniim noktasindaki enzim

konsantrasyonunun immobilizasonda tercih edildigi goriilmektedir.
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Sekil 4.9. Enzim konsantrasyonunun enzimin XAD761’e adsorbsiyonuna etkisi

4.1.2.4. Iimmobilizasyon Siiresinin Adsorbsiyona Etkisi

Immobilizasyon siiresinin adsorbsiyona etkisi 30 ila 210 dakika araliginda test
edilmistir. Sekil 4.10.’da gorildiigii iizere 30. dakikada %90 olan aktivite 60. dakikada
%97’ye yiikselmis bu siireden sonra relatif aktivite yatay bir seyir izlemistir.
Adsorbsiyon siiresinin 60 dakika olarak se¢ilmesinin uygun oldugu diisiintilmiistiir.

Boyaci1 (2001), glikozoksidazin adsorbsiyonu i¢in immobilizasyon siiresini 300
dakikaya kadar incelemis ve 210 dakikaya kadar enzim aktivitesinde bir artisin
oldugunu ve bundan sonra aktivite degerlerinin ¢ok degismedigini belirlemistir. Bizim

calismamizda elde ettigimiz sonuglarda aktivite daha kisa siirede sabitlenmistir.



56

100 - [ Aktivite — 100
] 773 Adsorbe enzim
] ~
S
80 80
—_
Q
T 60 - 60 g
3 5
: :
p— o
[3) 40 + 40
2 Z 3
e}
20 20
0 0
30 60 120 210

Adsorbsiyon siiresi (dk)

Sekil 4.10. immobilizasyon siiresinin enzimin XAD761’e adsorbsiyonuna etkisi

B-Gal’in Duolite XAD761’e adsorbsiyonu icin tercih edilen immobilizasyon
sartlar; pH 8.0, sicaklik 30 °C, enzim konsantrasyonu 110 EU/mL ve siire 60 dakika
olarak belirlenmistir. Caligmanin ilerleyen asamalarinda bu parametrelere bagl olarak
Duolite XAD761’e adsorbe edilen enzimin ¢esitli kinetik 6zellikleri degerlendirilmis ve
GOS iretim parametreleri incelenmistir. Elde edilen immobilize B-Gal’a ait fotograflar

Sekil 4.11.’de goriilmektedir.

Sekil 4.11. Duolite XAD761’e adsorbe B-Galaktosidaz
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4.2. Serbest ve Immobilize Enzimlerin Karakterizasyonu

4.2.1. Tampon Konsantrasyonunun Serbest Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Serbest enzim aktivitesi iizerine fosfat tamponun etkisini incelemek i¢in 10-100
mM  konsantrasyon araliginda c¢alisilmistir. Deney sonuglart  Sekil 4.12.°de
goriilmektedir. Baslangic konsantrasyonunda %89 olan relatif aktivite tampon
konsantrasyonu 50 mM’a ¢iktiginda %100’e ulasmis ve daha sonra da hizla diisiis
gostermistir. Buradan B-Gal i¢in uygun tampon konsantrasyonunun 50 mM oldugu
belirlenmistir. Alagéz (2007), K. lactis kaynakli B-Gal (Lactozym 3000 L HPG) ile
yaptig1 ¢alismada B-Gal aktivitesini laktozun parcalanmasina gore 6lgmiis ve tampon
konsantrasyonunun etkisini 50-150 mM araliginda denemistir. Deneylerin sonucunda
100 mM tampon konsantrasyonunun en yiiksek aktiviteyi verdigini saptamistir. Kim ve
ark. (1997), Sigma firmasindan temin ettikleri K. lactis kaynakl B-Gal ile laktoz ve
ONPG substratlarini kullanarak substratlarin hidrolizlerindeki farkliliklar1 arastirmislar
ve ¢aligmalarinin bir asamasinda tampon (potasyum fosfat) konsantrasyonunun etkisini
gbzlemlemislerdir. Elde ettikleri sonuglara bakildiginda iki substrat icin farkli tampon
konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde etmislerdir. Bu degerler laktoz icin 40

mM, ONPG i¢in 80 mM’dur.
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4.2.2. MgCl, Konsantrasyonunun Serbest Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Fungal B-Gal’lar herhangi bir iyona gerek olmadan aktivite saglarken, maya
kaynakli B-Gal’lar aktivite verebilmeleri i¢in Mn™, Mg™, K' gibi iyonlara ihtiyag
duymaktadirlar (Mlichova ve Rosenberg, 2006). Arastirmamizda kullanilan B-Gal’in
maya kaynakli olmasi nedeniyle enzimden aktivite elde edebilmek i¢in Cizelge
3.5.°deki literatirde cogunlukla kullanildigi goriilen ve Mg™ kaynagi olan MgCl,
secilmis ve uygun konsantrasyonun belirlenmesi i¢in denemeler yapilmistir.

Serbest enzim aktivitesi lizerine MgCl, konsantrasyonunun etkisi Sekil 4.13.’de
goriilmektedir. MgCl, icermeyen tamponda %>5.41°lik aktivite veren B-Gal 1 mM
MgCl; konsantrasyonuna kadar relatif aktivitede hizli bir artig gostermistir. Ancak sonra
enzim aktivitesinde artig yatay seyretmeye baslamistir. MgCl, konsantrasyonu 2 mM
oldugunda deneme sartlar iginde relatif aktivitenin maksimum oldugu belirlenmistir.
MgCl; konsantrasyou 1.5 mM iken relatif aktivite %95.8’tir ve maksimum aktiviteye
yakin oldugundan g¢alismalarimizin  basinda belirlemis oldugumuz aktivite
analizlerindeki 1.5 mM MgCl, konsantrasyonu, sonraki deneylerde de calisiimaya

devam edilmistir.
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Uwajima ve ark. (1972), Saccharomyces fragilis’ten saflastirdiklar1 B-Gal’in
Mg iyonu igin verdigi aktiviteleri 6lgmiisler ve 10° mM konsantrasyonunda %20
civarinda belirledikleri relatif aktivitenin 1 mM’a geldiginde %100’e ¢iktigin1 ve daha
yiiksek konsantrasyonlarda aktivitenin neredeyse sabit kaldigini gozlemlemislerdir.
Dickson ve ark. (1979) da K. lactis ten izole edip saflastirdiklar1 B-Gal’in 0.5-7.5 mM
MgCl, konsantrasyonu araliginda maksimum aktivite verdigini bildirmislerdir. Bu iki
arastiricinin sonuclari bulgularimiza benzerlik géstermektedir.

Deneyler sonucunda serbest B-Gal igin tercih edilen tampon ve MgCl,
konsantrasyonu degerleri immobilize enzimlerde de ¢alismanin ilerleyen boliimlerinde

kullanilmustir.

4.2.3. pH’nin Serbest ve immobilize Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkisi

Enzim aktivitesini etkileyen en Onemli faktorlerden biri pH’dir. Enzimlerin
bliyiilk ¢ogunlugunun protein yapida olmalari nedeniyle pH’ya bagh olarak
tizerlerindeki toplam yiik durumunun degismesi proteinin yapisinda ve enzimin aktif
bolgesinde degisimlere neden olmaktadir. Ayrica immobilizasyon uygulamasiyla da
benzer degisiklikler meydana gelebilmektedir. Bu etkiler géz oniine alindiginda serbest
ve immobilize enzimlerin optimum pH’larinda degisiklik olusabilmektedir.

Serbest ve immobilize enzim aktiviteleri lizerine pH’nin etkisini incelemek i¢in
serbest enzimde 5.5-7.9 pH araliginda, capraz bagli ve Duolite XAD761’e adsorbe
enzimlerde ise 5.0-8.0 pH aralifinda deneyler gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar
Sekil 4.14.de goriilmektedir. Serbest enzimde 5.5 pH’da relatif aktivite 0 iken,
immobilizasyonun etkisi nedeniyle 5.0 ve 5.5 pH’larda, Duolite XAD761’e adsorbe
enzimde %3’lin, capraz bagli enzimde ise %42’nin {istiinde relatif aktivite elde
edilmistir. Serbest enzimde optimum pH 6.6 iken, her iki immobilize enzimde optimum
pH’nin 7.0’a kaydig1 saptanmistir. Capraz bagli enziminki daha genis olmakla birlikte
immobilize enzimlerin pH egrileri serbest enziminkine gore daha genislemistir. Bu etki
immobilize enzimlerin pH degisiminden daha az etkilendiginin bir gostergesidir ve
reaksiyon  ortaminda  immobilize  enzimlerin pH  acisindan  kontroliinii
kolaylastirmaktadir. Cesitli arastiricilardan elde edilen veriler 1s18inda Kluyveromyces
lactis ve Kluyveromyces fragilis kaynakli serbest B-Gal’lara ait optimum c¢alisma
pH’larimin 6.5-7.3 arasinda degistigi ve 5.0-5.5 pH’lar arasinda enzimin aktivitesinin

tamamin1 ya da biiylik bir kismin yitirdigi goriilmektedir (Uwajima ve ark., 1972;
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Dickson ve ark., 1979; Santos ve ark., 1998; Zhou ve Chen, 2001b; Roy ve Gupta,
2003; Samoshina ve Samoshin, 2005; Alagdz, 2007; Zhang ve ark., 2008; Giileg, 2009).
Maya kaynakli enzimlerin izoelektrik noktalar1 farkli arastiricilar tarafindan 4.4 ve 5.42
olarak bildirilmistir (Zhou ve Chen, 2001b; Samoshina ve Samoshin, 2005). Ortam
pH’sinin 5.5’in altina inmesiyle enzimin izoelektrik noktasina yaklasildigi ve bundan

dolay1 aktivitenin diistiigii belirtilmistir (Zhou ve Chen, 2001Db).
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Sekil 4.14. pH’ nin serbest ve immobilize enzim aktiviteleri lizerine etkisi

Kluyveromyces spp. kaynakli B-Gal ile yapilmis olan immobilizasyon
caligmalarinda optimum pH degerinin genellikle bazik pH’ya dogru kaydigi
gozlenmektedir. Ornek olarak; Zhou ve Chen (2001b), B-Gal’t pamuklu beze
glutaraldehitle capraz baglamiglar ve optimum pH’nin 6.6’dan 7.7’ye, yine benzer
sekilde Roy ve Gupta (2003), epiklorhidrin kullanarak B-Gal’it (Lactozym) seliiloz
beadlere baglamislar ve optimum pH’nin 6.5’den 7.0’ye kaydigimi saptamislardir.
Ozellikle bu sonuglar ¢alismamiza benzerlik gostermektedir. Zhang ve ark. (2008), B-
Gal’1 manyetik kompozit mikrokiireciklere immobilize etmisler ve serbest enzim ig¢in
optimum pH’y1 7.3, immobilize enzim i¢in ise 8.3 olarak belirlemislerdir. Bunlarin
aksine Giile¢ (2009), Lactozym’i modifikasyona ugratilan seliilloz asetat iizerine
polietilenimin ile tutuklamis ve optimum pH’nin 7.0’dan 6.5’e¢ (asidik bolgeye)

kaydigini tespit etmistir.
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B-Gal ile reaksiyon sonucunda asidik karakterli bir iiriiniin olusmamaktadir. Bu
sonu¢ goz Oniine alindiginda c¢alismamizda immobilize B-Gal’lara ait optimum pH
degerlerinin bazik bdlgeye hareket etmesi enzimlerin {izerindeki yiikk dagiliminin
immobilizasyon isleminden etkilendigini gdstermektedir. Ozellikle capraz baglama
isleminde B-Gal’in glutaraldehitle BSA’ya baglanmasinda enzim {izerindeki reaktif
gruplarin baglandigi ve net yiikiin degistigi sOylenebilir. Ayrica BSA iizerinde bulunan
glutaraldehitle baglanmamis serbest amin gruplarinin Hleri enzim mikro ¢evresinden
korudugu ve enzimin pH degisimlerine bu nedenle daha dayanikli oldugu
diistiniilmektedir. Duolite XAD761 anyonik ya da katyonik bir re¢ine degildir.
Fonksiyonel grubu baslica fenol grubundan olusmaktadir. Ortam pH’sinin degismesiyle
recine yiizeyine adsorbe olan enzimin, rec¢inedeki fonksiyonel gruplar tarafindan

etkilendigi B-Gal iizerinde bir degisimin oldugu disiiniilmekte, fakat bunun diger

immobilizasyon yontemine gore kuvvetli bir etki gostermedigi goriilmektedir.

4.2.4. Sicakhigin Serbest ve immobilize Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkisi

Enzimlerin katalitik aktivitesi sicaklik artisina bagli olarak artis gostermekle
beraber enzimin, protein yapisinda olmasi nedeniyle yiiksek sicakliklarda meydana
gelen 1s1l denaturasyon aktivitenin azalmasina ve hatta hi¢ aktivite gostermemesine
sebep olmaktadir.

Serbest ve immobilize enzim aktiviteleri lizerine sicakligin etkisi Boliim 3.2.3.4.
ve 3.2.4.2.°de verildigi gibi serbest enzim i¢in 20-55 °C, immobilize enzimler i¢in de
20-60 °C araliginda calisilmigtir. Serbest ve Duolite XAD761’¢ adsorbe enzimin 20
°C’de sirasiyla %34.3 ve %46.1°den baslayan relatif aktivite degerleri 40 °C’de her iki
enzim icin %98’in lstiine, 45 °C’de ise %100’e ulasmustir (Sekil 4.15.). Buradan serbest
ve Duolite XAD761’e adsorbe enzimlerin optimum ¢alisma sicakligmnin 40-45 °C
araliginda oldugu belirlenmistir. Capraz bagli enzimin relatif aktivitesi 20 °C’de %62
gibi yiiksek bir deger gostermis ve 30 °C’ye kadar yatay seyretmis, 30 °C’den 50 °C’ye
kadar ise artmistir. Capraz bagli enzim i¢in optimum aktivitenin goriildiigi sicaklik 50
°C olarak belirlenmis ve 60 °C’de bile analiz kosullarinda %29.1 aktivite
saglayabilmistir. Buradan enzimin ¢apraz baglanarak immobilizasyonunun daha genis

aralikta ve yliksek sicaklikta calismaya uygun oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.15. Sicakligin serbest ve immobilize enzim aktiviteleri {izerine etkisi

Kluyveromyces spp. kaynakli serbest B-Gal’a ait optimum sicaklik degerleri 37-
50 °C arasinda degismektedir (Uwajima ve ark., 1972; Zhou ve Chen, 2001b; Roy ve
Gupta, 2003; Alagdz, 2007; Zhang ve ark., 2008; Giileg, 2009). Genellikle
immobilizasyon isleminin ardindan K/uyreomyces spp. kaynakli f-Gal’larin optimum
sicaklik degerleri 5-10 °C civarinda artis gostermekte ve bu degerin iistiine ¢ikildiginda
ise hizli bir aktivite kaybi meydana gelmektedir. Bu sonuglarin alindigi ¢esitli
arastirmalar sunlardir; Zhou ve Chen (2001b)’in arastirmasinda c¢apraz baglama
uyguladiklari B-Gal’in optimum sicaklik degerinin 40°dan 50 °C’ye yiikseldigi, Giileg
(2009)’in immobilizasyon uygulamasinin da ayni sonucu verdigi, Zhang ve ark.
(2008)’nin  B-Gal’i, manyetik kompozit mikrokiireciklere immobilize etmesiyle
optimum ¢alisma sicakliginin 37°den 42 °C’ye yiikseldigi bildirilmistir. Literatiirdeki bu
sonuclarin ¢alismamizdaki c¢apraz bagli enzim sonucglarina benzerlik gosterdigi
saptanmistir. Bunlarin disinda Roy ve Gupta (2003), Lactozym’i seliilloz beadlere
immobilize ettiklerinde serbest ve immobilize enzim igin optimum ¢alisma sicakliginin
degismedigini ve bu sicakligin 50 °C oldugunu belirlemislerdir. Bu da Duolite
XAD761’e adsorbe enzim i¢in elde edilen sonuca benzerlik gostermektedir.

Enzimlere ait aktivasyon enerjilerinin (E,) belirlenmesi i¢in Arrhenius grafigi

(Sekil 4.16.) kullanilmistir. Elde edilen verilere gore serbest enzim i¢in E, 39 kj/mol



63

olarak bulunmusken, bu deger capraz bagli enzim i¢in 11.94 kj/mol, Duolite XAD761’¢
adsorbe enzim igin ise 24.27 kj/mol olarak saptanmustir. Immobilize enzimlerde E,

degerinin diistiigii goriilmiistiir.
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Sekil 4.16. Serbest ve immobilize enzimlere ait Arrhenius grafigi

Matioli ve ark. (2001), Lactozym ile yaptiklar1 bir aragtirmada enzimin E,’ni
39.81 kj/mol olarak saptamislardir. Neri ve ark. (2008), Kluyveromyces lactis kaynakli
B-Gal’1, polisiloksan-polivinil alkolle olusturduklar1 manyetik pargaciklara immobilize
etmislerdir. Immobilizasyonla birlikte E,’nin diistiigiinii saptamislardir. Serbest ve
immobilize enzim i¢in E;’ni sirastyla 32.6 £ 5.8 ve 25.5 + 8.7 kj/mol olarak
belirlemiglerdir. Jurado ve ark. (2002), Lactozym i¢in E,’ni 46.9 kj/mol olarak tespit
etmistir. Bu arastirma sonuglart bizim ¢alismamizin sonuglarina  benzerlik
gostermektedir. Yine benzer sekilde Giileg (2009), Lactozym’in serbest formu i¢in E,’ni
201, immobilize form igin ise 102 kj/mol bulmustur. immobilizasyonla birlikte diisiis
goriilmesine karsin E, degerleri ¢alismamizdaki sonuglarin ¢ok iistiindedir. Bunlarin
disinda baz1 aragtirmalarda immobilizasyonun E,’de artis meydana getirdigi
saptanmistir. Buna 6rnek olarak; nohutdan elde edilen B-Gal farkli sekilde modifikasyon
uygulanmis iki D202 recinesine immobilize edilmis ve serbest B-Gal icin E,, 41.6
kj/mol, immobilize B-Gal’lar i¢in ise 60.0 ve 71.02 kj/mol olarak hesaplanmistir (Tu ve

ark., 1999).
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Yiiksek E,’nin, kii¢iik bir sicaklik artisiyla reaksiyonda s6z konusu olan bilesigin
daha hizli iiriine déniismesine neden oldugu bildirilmektedir (Ozkan ve ark., 2010).
Immobilize enzimlerde elde edilen diisik E,’nin sicaklik artis1 karsisinda iiriin
olusumunun hizim1 pek artirmadigir Sekil 4.15.°de elde edilen genis egrilerden de
anlasilmaktadir. Immobilize edilen enzimlerde enzimle tastyici arasinda olusan baglarin
durumu enzim konformasyonunu stabil hale getirmektedir. Bdylece sicaklik
degisimlerine kars1 daha dayamkli bir yapr olusmaktadir (Telefoncu, 1997). Ozellikle
kimyasal baglanmanin gergeklestigi ¢apraz bagli enzimin konformasyonundaki stabilite
elde edilen sonuglar1 agiklamaktadir. Bunun yaninda Duolite XAD 761’e adsorbe edilen
enzim de ise fiziksel adsorbsiyon oldugu ve serbest enzime benzer sonuglarin alinmasi
da enzim konformasyonunu etkileyecek diizeyde kuvvetli bir kimyasal bag

olusmadigin1 gostermektedir.

4.2.5. Serbest ve Immobilize Enzimlerin Kinetik Katsayilari

Immobilizasyon sonucunda enzimin yapisinda ve etrafinda meydana gelen
degisiklikler kinetik davranislar iizerine etki etmektedirler. Elde edilecek olan V¢ ve
K degerleri immobilizasyonun ne sekilde etki gosterdigini belirtmesi bakimindan
onemlidir. Bu yiizden 0.4125 ile 26.4 mM ONPG konsantrasyonu araliginda Boliim
3.2.3.5.’de verilen yonteme gore serbest ve immobilize enzimlerin en yiiksek aktivite
verdikleri sicaklik ve pH ortaminda deneyler yapilmis ve Hanes-Woolf
dogrusallastirmasi kullanilarak kinetik katsayilar elde edilmistir. Enzimlere ait Hanes-

Woolf grafigi Sekil 4.17.’de, kinetik katsayilar ise Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Serbest ve immobilize enzimlere ait kinetik katsayilar

Serbest Capraz bagh Duolite XAD761’¢ adsorbe
enzim enzim enzim

Vinax * 97.08 9.46 9.04

Ky ** 3.15 32.07 19.83

* umol ONP/dk/mg enzim
ksk mM
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Sekil 4.17. Hanes-Woolf modeli ile aciklanan serbest ve immobilize enzimlerin kinetik
davranislar

Serbest enzimin Vy,.x degeri 97.08 pumol ONP/dk/mg enzim ve K, degeri 3.15
mM olarak bulunmustur. Immobilizasyonla birlikte ¢apraz bagl ve Duolite XAD761’e
adsorbe enzimlerde V.« degerleri yaklasik 10 katlik diisiis gostermis ve sirasiyla 9.46
ve 9.04 umol ONP/dk/mg enzim olarak saptanmistir. K;,, degerlerine bakildiginda ise
capraz baglh enzimde serbest enziminkine gore yaklasik 10 katlik bir artisla 32.07 mM,
Duolite XAD761’e adsorbe enzimde ise 6.3 katlik bir artisla 19.83 mM olarak
belirlenmistir.

Samoshina ve Samoshin (2005), laktoz ve ONPG ya da PNPG kulaniminin
Michealis sabiti ilizerine etkisini incelemistir. Bir¢ok arastirma sonucunu
degerlendirerek elde ettigit MCR (Michealis sabiti oran1) (K, laktoz / K, ONPG ya da
PNPG) sonuglarinda MCR’n1 fungal kaynakli B-Gal icin 35 + 3, maya kaynakli B-
Gal’lar i¢in ise 10 £+ 1.5 olarak tespit etmistir. Buradan goriildiigii tizere 6l¢lim yapilan
substratin, K, degeri iizerine etkisi oldugu anlagilmaktadir. Enzim kaynaklar1 ve analiz
sartlarindan kaynaklanan faklar da hesaba katildiginda K, degerinin karsilagtirilmasinda
benzer mikroorganizma kaynaginin kullanilmasi ve substratin ONPG oldugu literatiiriin
kullaniminm1 gerektirmektedir. Buradan hareketle Kluyveromyces spp. kaynakl B-Gal’lar
icin elde edilmis K, degerleri belirli calismalarda 1.61-2.0 mM araliginda (Dickson ve
ark., 1979; Cavaille ve Combes, 1995; Giacomini ve ark., 1998; Giacomini ve ark.,
2001; Zhou ve Chen, 2001a; Zhou ve Chen, 2001b; Roy ve Gupta, 2003), bazi
calismalarda da 3.6 ve 4.0 mM olarak (Uwajima ve ark., 1972; Mateo ve ark., 2004)
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tespit edilmistir. Arastirmamizda serbest -Gal igin tespit ettigimiz K, degeri literatiire
uygunluk gostermektedir. Yine, Samoshina ve Samoshin (2005), Kluyveromyces spp.
kaynakli B-Gal’lar i¢in K, degerlerini 1.18-5.0 mM olarak vermistir. Vax degeri bir cok
arastirmada 77.5 pmol ONP/dk/mg enzim (Cavaille ve Combes, 1995; Zhou ve Chen,
2001a; Zhou ve Chen, 2001b; Roy ve Gupta, 2003) olarak belirlenmig, bunlarin diginda
bazi arastirmalarda bizim calismamiza benzer sekilde 91 umol ONP/dk/mg enzim
(Giacomini ve ark., 1998; Giacomini ve ark., 2001) olarak tespit edilmistir.
Immobilizasyon uygulamasiyla enzime ait kinetik parametrelerde degisme
saptanmayan arastirma sonuglart da mevcuttur (Mateo ve ark., 2004; Zhang ve ark.,
2008; Neri ve ark., 2008). Bunlarin aksine, bazi arastirmalarda genel olarak
immobilizasyon sonrasinda V. degerinde azalma (1.4-8850 kat) K, degerinde ise artis
(1.9-6.5 kat) belirlenmistir (Giacomini ve ark., 1998; Giacomini ve ark., 2001; Zhou ve
Chen, 2001a; Zhou ve Chen, 2001b; Roy ve Gupta, 2003; Bayramoglu ve ark., 2007;
Giileg, 2009). K, degeri, enzimin substratina ne kadar ilgisi oldugunu gostermektedir.
Ky, degerinin artmasi enzimin substratina olan ilgisinin azalmasi anlamina gelmektedir.
Bu durumda V.« degerinin azalmasi kaginilmazdir. Immobilizasyonla birlikte enzim ve
substrat arasindaki etkilesimler ve difiizyondaki sinirlamalar nedeniyle K,,’de artis
meydana gelebilmektedir. Difilizyon sinirlamasi dis ve i¢ difiizyon olarak ele alinmakta
ve dis difiizyon siirlamasi immobilize enzimin disindaki hareketsiz tabakadan (Nerst
tabakas1) kaynaklanmaktadir ve karistirma ile kismen azaltilabilir. Fakat matriks bir ag
icindeki immobilize enzimlerde i¢ diflizyon sinirlamast problem yaratmaktadir
(Telefoncu, 1997; Giacomini ve ark., 2001; Zhou ve Chen, 2001a). Zhou ve Chen
(2001Db), benzer etkiyle karsilasmislar ve ilk olarak difiizyon sorunu nedeniyle substratin
enzime ulagsmasindaki giicliiklere dikkat c¢ekmiglerdir. Coziim olarak substrat
konsantrasyonunun artirtlmasinin uygun olacagint bildirmiglerdir. Bu etkinin ikinci
nedeni olarak c¢apraz baglamayla enzimin aktif bolgesinin bloke olmasim
gostermislerdir. Ayrica Bayramoglu (2007), manyetik beadlere immobilize ettigi B-Gal
icin benzer sonuglar elde etmis ve bunun sebeplerinin tasiyicinin  enzim
konformasyonunu degistirmis olmasindan ya da yapisal engelleme olmasindan
kaynaklanabilecegini bildirmistir. Capraz bagh enzimin K, degerinin ¢ok yiiksek
c¢ikmasi bu sekilde agiklanabilir. Duolite XAD761’e¢ adsorbe enzimde de benzer

etkilerin goriildiigii diistiniilmektedir.
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4.2.6. Serbest ve Immobilize Enzimlerin pH Stabilitesi

Boliim 3.2.3.6.’da verilen yonteme gore 4-10 pH araligindaki tamponlarda oda
sicakliginda 18 saat bekletilen serbest ve immobilize enzimlerin kalan aktiviteleri
Olciilerek pH stabilitesi belirlenmistir. Sekil 4.18’de serbest ve Duolite XAD761’e
adsorbe enzimin nétr pH’ya kadar benzer bir dayanim gosterdigi, fakat serbest enzimin
maksimum dayanim gdésterdigi pH’ nin 7.0 olmasina karsin Duolite XAD761’e adsorbe
enzimde bu pH’nin 8.0 oldugu goriilmektedir. Serbest ve immobilize enzimlerin asidik
pH’larda stabilitesinin genelde diisiik oldugu, fakat ¢apraz bagl enzimin digerlerine
gore asidik kosullara daha dayanikli oldugu ve en yiiksek dayaniminin pH 7.0°da ortaya
ciktig1 Sekil 4.18.’de goriilmektedir. Serbest enzimle kiyaslandiginda stabilite a¢isindan
bazik ortamlarin immobilize enzimler i¢in daha uygun oldugu ortaya ¢ikmistir. Serbest
enzimde pH 9.0’dan sonra stabilite biiyiik oranda azalmis ve relatif aktivite %36.4’e

diigmiistiir. Immobilize enzimlerde pH 8.0’dan sonra cok fazla bir degisim

goriilmemistir.
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Sekil 4.18. Serbest ve immobilize enzimlerin pH stabilitesi

Giile¢ (2009), modifikasyona ugratilan seliiloz asetat tiizerine Lactozym’i
polietilenimin ile tutukladig1 ¢aligmasinda serbest ve immobilize enzim i¢in pH stabilite

degerlerini bizim serbest ve capraz bagli B-Gal i¢in buldugumuz sonuglara benzer



68

olarak 7.0 pH seklinde gozlemlemistir. Yalniz 7.0 pH’dan sonra aktivite kaybinin hizlh
oldugu goze carpmaktadir. Tu ve ark. (1999), nohuttan (Cicer arietinum) elde etikleri -
Gal’1 iki farkli bi¢imde immobilize ettikleri calismada, pH stabilitesi denemelerinde
serbest enzimin 3.5-6.5 pH araliginda stabil oldugunu, birinci immobilizasyon isleminin
diger immobilizasyon metoduna gore daha iyi bir stabilite ortaya koyarak 3.0-7.0 pH
araliginda dayanikli oldugunu ve ikinci immobilizasyon metondunda ise bu araliin
digerlerine nazaran daha bazik bdlgeye kayarak immobilize enzimin 6.0-10.0 pH
araliginda dayaniklilbik kazandigini belirtmislerdir. Batra ve ark. (2005), Bacillus
coagulans’dan elde edilen B-Gal’t hem DEAE ile hem de kalsiyum aljinat jeli ile
immobilize etmisler ve pH stabilitesini incelediklerinde kalsiyum aljinat ile immobilize
etikleri B-Gal’in 6.0-12.0 pH araliginda yiliksek dayanim gosterdigini tespit etmislerdir.
Diger B-Gal’lar i¢in sonuglart incelediklerinde serbest B-Gal’in 6.0-10.0 araliginda
stabil kaldigini, fakat DEAE ile immobilize edilen B-Gal’in 6.0-7.0 araliinda
stabilitesini korudugunu ve bazik bolgeye dogru stabilitede ¢ok hizli bir kayip oldugunu
fark etmislerdir.

Capraz baghh enzimde nétr pH’dan bazik bolgeye geciste meydana gelen
yaklasik %25-27’lik stabilite kaybi, enzimin g¢apraz bag ile olusturulan ag yapisini

degistirmesinden kaynaklanabilecegi tahmin edilmektedir.

4.2.7. Serbest ve Immobilize Enzimlerin Isil Stabilitesi

Serbest ve immobilize enzimlerin 1s1l stabilitesini belirlemek i¢in 40-60 °C’ler
arasindaki sicakliklarda Boliim 3.2.3.7. ve 3.2.4.5.”de verilen yontemlere uygun olarak
analizleri gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.19.’da gosterilmistir.

Enzimlerin 1s1l stabiliteleri 40 °C sicaklikta degerlendirildiginde serbest ve
immobilize B-Gal’larin 30 dakikalik siirede benzer bir dayaniklik gdosterdigi
goriilmektedir. Bu sicaklikta enzim formlarmin dayanimlari siralandiginda serbest
enzim dayaniminin en yiiksek oldugu ve bunu Duolite XAD761’e adsorbe ve capraz
bagli enzimin izledigi ve siire sonunda relatif aktivitelerin sirasityla %83.3, %81.6 ve
%79.5’e distiigli goriilmektedir. Isil stabilite incelemesinde 50 °C’lik sicaklik
uygulamasinda enzimlerin dayanimlar1 arasinda farklilik olustugu belirlenmistir. Capraz
bagli enzimin bu sicaklikta gozle goriiliir bir bigimde daha stabil oldugu ve 30 dakikalik
islem sonunda baslangi¢ aktivitesinin %33.2’sini korudugu goriilmektedir. Serbest ve

Duolite XAD761’e adsorbe enzimlerde ilk 10 dakika i¢inde relatif aktivitenin ¢ok hizl
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bir bicimde diistiigii ve sonrasinda diisiis hizinin yavagladigi ve yataya yakin bir seyir
izledigi goriilmiistiir. Bunun yaninda 30. dakikada serbest enzimde relatif aktivite %6.1,
Duolite XAD761’e adsorbe enzimde ise %]1.2 olarak saptanmustir. Isil stabilite
denemelerinde uygulanan 60 °C sicakhigin tim enzim formlar tizerinde ¢ok hizli
aktivite kaybi yarattifi gozlenmistir. Deneylerde 5 dakikalik siirecte relatif aktivite
degerleri, capraz bagli enzimde %2, serbest enzimde %0.6, Duolite XAD761’e adsorbe
enzimde ise ise %0.2 olarak bulunmustur. En hizli aktivite kayb1 Duolite XAD761’e

adsorbe enzimde kaydedilmistir.
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Sekil 4.19. Serbest ve immobilize enzimlerin 1s1l stabilitesi

Uwajima ve ark. (1972), Saccharomyces (Kluyveromyces) fragilis ten B-Gal’1
saflagtirmislardir. B-Gal’a 10 dakika farkli sicakliklarda 1sil islem uyguladiktan sonra

enzimin kalan aktivitesini Olcerek 1s1l stabiliteyi belirlemislerdir. Bu ¢aligma sartlarinda
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B-Gal’in 40 °C sicakliga kadar stabil oldugunu, bu sicakliktan sonra stabilitenin
azaldigini ve 52 °C civarinda aktivitenin sifirlandigini belirlemislerdir. Matioli ve ark.
(2001), Lactozym’in serbest formu ile yaptiklari ¢alismada 20-40 °C’ler arasinda 1sil
stabilitenin ¢ok fazla etkilenmedigini, fakat 45 °C’den 55 °C’ye kadar olan aralikta
sicaklik artigina gore hizli bir stabilite kayb1 goriildiigiinii saptamiglardir. Bu sonuglar
calismamizdaki serbest enzim sonuclarina benzerlik gostermektedir. Giileg (2009), 1s1l
stabilite agisindan yliksek sicakliklarda immobilize enzimin serbest enzime gore daha
dayanikli oldugunu saptamistir. Fakat, Giacomini ve ark. (1998), Kluyveromyces lactis
kaynakli PB-Gal’t iki farkli sekilde immobilize etmigler, serbest ve immobilize
enzimlerin 1s1l stabilitelerini 21, 40 ve 50 °C’lerde &l¢miislerdir. Immobilize edilen
enzimlerden birinin serbest enzime gore daha stabil olmasmna karsin digerinin bu
konuda daha zayif kaldigin1 gormiislerdir. 30 dakika sonunda, 50 °C’de serbest enzimde
%26, immobilize enzimlerde de %7 ve %34 aktivite saptamiglardir. Bu veriler
calismamizda elde edilen sonuglara benzerlik gostermektedir.

Capraz bagl enzimin 1s1l stabilite acisindan daha iyi olmasi immobilizasyon
sonucunda enzim konformasyonunun kimyasal baglarin olusmasi nedeniyle stabil hale
geldigini gostermektedir. Duolite XAD761’e adsorbe enzimde ise fiziksel adsorbsiyon
olusumu nedeniyle immobilize enzimin serbest enzime benzer bir tutum sergiledigi
gbozlenmektedir. Yiksek sicakliklarda serbest enzime gore daha diisiik stabilite
gostermesinin nedeni olarak tastyici reginenin 1si1l iletiminin diisikk olmasi
diisiiniilmektedir. Bu durum enzime uygulanan sicaklik etkisini kontrol etmede giicliik
yaratacag1 ya da en azindan daha fazla enerji gereksinimine neden olabilecegi sonucunu

ortaya koymaktadir.

4.3. GOS Sentezi Sonuclari

Model laktoz cozeltilerinin B-Gal ile reaksiyonu sonucunda olusturduklar
karbonhidratlara ait 6rnek bir kromatogram Sekil 4.20.’de verilmistir. Kromatogram,
serbest enzim ile 6.5 pH’da, %25 laktoz konsantrasyonunda ve 50 °C’de 2 saatlik
reaksiyon sonunda elde edilen firiine aittir. HPLC sisteminde karbonhidrat analizi 70/30
asetonitril/su karisimindan olusan mobil fazin 1.5 mL/dakika akis hizinda verilmesiyle,
toplam analiz siiresi 23 dakika olacak sekilde gergeklestirilmistir. Kromatogramda elde

edilen piklerin karsilastirilmasinda karbonhidrat standartlar1 kullanilmigtir. Standartlarin
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alikonma siireleri ile literatlirde verilen referans alikonma siirelerine ait degerler Cizelge
4.2.°de goriilmektedir.

Buna gore kromatogramdaki 2, 3 ve 5 nolu pikler sirasiyla glikoz, galaktoz ve
laktoz olarak saptanmistir. Kromatogramdaki 1 nolu pik ise ¢oziicii (su) piki olarak
belirlenmistir. Elde edilen GOS’lerin belirlenmesi amaciyla kullanilan maltotrioz (DP3)
ve maltotetroz (DP4) karbonhidratlarinin alikonma stireleri ile GOS’lere ait piklerin
alikonma siireleri ayni olmadigindan sonuglarin degerlendirilmesinde literatiirden

faydalanilmustir.

Thtectar A
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Sekil 4.20. Serbest B-Galaktosidaz enzimiyle laktozun hidrolizi sonucu olusan
karbonhidrat profiline ait 6rnek bir HPLC kromatogrami (Inertsil NH, 5 pm 4.6 x 250
mm kolon) (Piker; 1-su, 2-glikoz, 3-galaktoz, 4-GOS2, 5-laktoz, 6, 7 ve 8-GOS2, 9 ve
10-GOS3)

Cizelge 4.2. Karbonhidrat standartlar ile literatiirde verilen refarans alikonma siireleri

Karbonhidrat standartlarinin Literatiirdeki (Jeon ve Mantha, 1985)
Standart Alikonma stiresi (dk) Refarans alikonma stiresi (dk)
Su 2.495 2.0
Glikoz 6.211 5.0
Galaktoz 6.613 5.5
GOS2 - 7.7
Laktoz 9.907 8.9
GOS2 - 9.7
GOS2 - 10.6
GOS2 - 11.5
Maltotrioz (DP3) 12.992 -
GOS3 - 16.0

Maltotetroz (DP4) 17.884 -
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Sekil 4.21°de Jeon ve Mantha (1985)’nin K. /actis kaynakli B-Gal ile %20 laktoz
konsantrasyonunda 37 °C’de 1 saat sonunda elde ettikleri Uriine ait kromatogram
goriilmektedir. Mobil fazin 75/25 asetonitril/su, kolonun Amino Spheri-5, detektoriin ise
refraktif indeks detektorii oldugu belirtilmistir. Kromatogramda (Sekil 4.21.) elde
edilmig pikler ((1) ¢oziicii, (2) bilinmeyen madde, (3) glikoz, (4) galaktoz, (6) laktoz, (5,
7, 8, 9) GOS2 ve (10) GOS3 ve alikonma siireleri bizim elde ettigimiz kromatogramla
(Sekil 4.20) benzerlik gostermektedir. Martinez-Villaluenga ve ark. (2008) da Lactozym
3000 L HPG kullanarak yaptiklari ¢alismada 60 °C sicaklikta enzimin sadece trisakkarit
(6' galaktosil-laktoz) olusturdugunu bildirmislerdir. Caligmamizda sicakligin GOS
liretimine etkisi incelenitken 60 °C sicaklik uygulamasinda GOS olarak tanimlanan
piklerden (Sekil 4.20.) 9 nolu pik baskin bir sekilde elde edilmistir. Cheng ve ark.
(2006a), benzer HPLC sartlar ile elde ettikleri kromatogramda laktozdan hemen 6nce
gelen piki GOS olarak tanimlamiglardir. K. lactis kaynakli B-Gal’in temelde GOS2 ve
GOS3 iirettigini belirtmislerdir. Maugard ve ark. (2003) ise K. lactis kaynakli B-Gal ile
gerceklestirdikleri calismada asetonitril/su (80/20) ile olusturduklari mobil fazi 2
mL/dakika akis hizinda kullanmuslar ve sicakligi 70 °C’ye ayarlamiglardir. Topladiklar
pik fraksiyonlarint MS analizine gore degerlendirmislerdir. Laktozdan hemen sonra
gelen piki GOS2 ve laktozdan 2.5 ve 5 dakika sonra gelen pikleri GOS3 olarak

belirlemislerdir.

e LA

[=—RI 64X —=|

RI [6X— =

"
-+

0 4 8 12 16 20
Time (min)

Sekil 4.21. K. lactis kaynakli B-Gal kullanilarak elde edilen iirline ait kromatogram
(Jeon ve Mantha, 1985)
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Ayrica Cizelge 4.2.°de verilen maltotriozun (DP3) alikonma siiresi 12.992,
maltotetrozun (DP4) ise 17.884 dakikadir. Bu siireler arasinda gelen piklerin trisakkarit
olmas1 muhtemeldir.

Bu literatiir bilgileri ve HPLC sonuglart dikkate alindiginda Sekil 4.20.’de
verilen kromatogramda 4, 6, 7 ve 8 nolu pikler disakkarit yani GOS2, 9 ve 10 nolu
pikler ise trisakkarit yani GOS3 olarak degerlendirilmis ve sonucglar buna gore

hesaplanmastir.

4.3.1. Laktoz Konsantrasyonunun GOS Uretimine Etkisi

GOS iiretiminde reaksiyon ortamindaki ¢ozeltide bulunan laktoz miktari iiretilen
GOS miktarim1 etkilemektedir. Cozeltideki laktoz konsantrasyonu arttikca GOS
tiretiminin artti§1 pek c¢ok arastirict tarafindan tespit edilmistir (Mahoney, 1998;
Hansson ve Adlercreutz, 2001; Albayrak ve Yang, 2002a; Maugard ve ark., 2003; Cruz-
Guerrero ve ark., 2006; Splechtna ve ark., 2006; Valero, 2009).

Sekil 4.22.’de serbest enzimle ¢esitli laktoz konsantrasyonlarinda (%25, %35,
%¢45) elde edilen GOS miktarlar1 goriilmektedir. GOS miktar1 toplam sekerdeki % GOS
olarak verilmistir. Burada laktoz konsantrasyonu artistyla %35 laktoz konsatrasyonuna
kadar GOS iiretiminde artis goOriilmiis ve sonrasinda iiretimde artis durmustur.
Maksimum GOS iiretimleri %25 laktoz konsantrasyonu i¢in 210. dakikada %727.26,
%35 laktoz konsantrasyonu i¢in 120. dakikada %32.3 ve %45 laktoz konsantrasyonu
icin ise 60. dakikada %31.96’dir. Laktoz konsantrasyonunun yiiksek olmasi reaksiyon
hizinin artigin1 beraberinde getirmekte ve daha kisa siirede maksimum GOS iiretimine
ulagildig1 belirlenmistir. Yine goriildiigii tizere, en yiiksek GOS miktarmin bulundugu
noktalardan sonra GOS miktarlarinda azalma dikkati ¢ekmektedir. Uzun reaksiyon
stirelerinde meydana gelen maksimum GOS miktarindaki diisiis rehidrolizasyon olarak
adlandirilmaktadir (Foda ve Lopez-Leiva, 2000).

Capraz bagl enzimde baslangic laktoz konsatrasyonunun GOS iiretimi {izerine
etkisi Sekil 4.23.’de goriilmektedir. En yiiksek GOS firetimleri degerlendirildiginde,
%25, %35 ve %45 baslangi¢ laktoz konsantrasyonu ig¢in sonuglar sirastyla %15.41,
%18.34 ve %16.28 olarak bulunmustur. Reaksiyonun 60. dakikasinda %25 laktoz
konsantrasyonu i¢in, 120. dakikasindan sonra ise %35 ve %45 laktoz konsantrasyonlari

i¢in rehidrolizasyonun basladig: goriilmektedir.
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Sekil 4.22. Serbest enzim ortaminda laktoz konsantrasyonunun GOS olusumuna etkisi
(pH 6.5 ve 50 °C sicaklikta)
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Sekil 4.23. Capraz bagli enzim ortaminda laktoz konsantrasyonunun GOS olusumuna
etkisi (pH 6.5 ve 50 °C sicaklikta)
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Baslangi¢ laktoz konsantrasyonunun Duolite XAD761’e adsorbe enzimle GOS
iretimine etkisi inclendiginde biitiin laktoz konsantrasyonlarinda GOS {iretim
miktarlarinin birbirine yakin seyrettigi belirlenmistir (Sekil 4.24.). Baslangi¢ laktoz
konsantrasyonu %35 iken, maksimum GOS {iretimi %28.7 olarak belirlenmis, bunu
%45 laktoz konsantrasyonu (%27.52 GOS) ve %25 laktoz konsantrasyonu (%27.4
GOS) izlemistir. Burada gegen 300 dakikalik siire igerisinde rehidrolizasyon c¢ok etkili
bir sekilde olusmamistir. Bunun sebebi olarak analiz ortaminda mL laktoz ¢ozeltisi
basina 0.4 EU kadar enzim kullanilmas1 gosterilebilir. Ayrica enzimde denaturasyon
olugmasi ihtimali de diisiiniilmektedir. Enzim miktarinin az olmasi reaksiyon hizinin
yavaslamasina neden olmus, fakat 300 dakikalik siire igerisinde maksimum GOS
tiretimine ulasilabilmistir. Baslangi¢ laktoz konsantrasyonlar1 %35 ve %45 iken 210.
dakikadan sonra GOS miktarinda azalma baslamistir. Reaksiyonun 120. dakikasindan

sonra %25 laktoz konsantrasyonu i¢in GOS iiretim hiz1 sabitlenmistir.
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Sekil 4.24. Duolite XAD761°¢ adsorbe enzim ortaminda laktoz konsantrasyonunun
GOS olusumuna etkisi (pH 6.5 ve 50 °C sicaklikta)

Valero (2009), K. lactis kaynakli B-Gal ile laktoz konsantrasyonunun GOS
olusumu tizerine etkisini %5-50 laktoz konsantrasyonu araliginda calismistir. Laktoz

konsantrasyonu %5 iken %14 GOS, %50 iken ise %32.3 GOS iiretmigler ve laktoz
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konsantrasyonu artisinin GOS iiretimini artirdigimi belirlemislerdir. Calismamizda
serbest B-Gal ile elde ettigimiz maksimum GOS miktar1 %32.3 ile Valero (2009) nun
sonucuna benzerlik gostermis, fakat daha diislik laktoz konsantrasyonunda (%35 laktoz)
bu sonuca ulagilmistir. Yine benzer sekilde Martinez-Villaluenga ve ark. (2008),
Lactozym kullanarak yaptiklar1 calismada serbest enzim ile 150, 250 ve 350 mg/mL
konsantrasyonlarindaki laktoz ¢dzeltileri ile GOS sentezlemisler ve 250 mg/mL’lik
laktoz konsantrasyonunda reaksiyonun 120. dakikasinda maksimum (%30) GOS {iretimi
elde etmislerdir. Laktoz konsantrasyonu 350 mg/mL’ye ¢iktiginda ise GOS iiretiminde
artis belirlememislerdir. Bu sonug arastirmamizda elde edilen GOS iiretim miktarina
benzerlik gostermis, fakat yiiksek miktarda GOS f{iretilen laktoz konsantrasyonu
calismamizdakinden diisiik bulunmustur. Hsu ve ark. (2007), Bifidobacterium longum
BCRC 15708’dan elde ettikleri B-Gal ile GOS sentezlemislerdir. Baglangic laktoz
konsantrasyonunun etkisini incelemek igin %5-50 laktoz konsantrasyonu araliginda
calismislar ve %5°den %40’a kadar GOS iiretim miktarinin arttigin (%32.5 GOS) ve bu
noktadan sonra GOS firetiminin azaldigim1 saptamislardir. Hansson ve Adlercreutz
(2001), hipertermofilik mikroorganizma kaynakli B-Gal ile %10-90 laktoz
konsantrasyonu araliginda calismislar ve %70 laktoz konsantrasyonuna kadar GOS
iiretiminde artis oldugunu bu noktadan sonra artisin durdugunu belirlemislerdir. Cruz-
Guerrero ve ark. (2006), hipertermofilik B-Glikosidaz kullanarak GOS iiretimi iizerine
su aktivitesinin etkisini incelemiglerdir. Su aktivitesini aseton kullanarak
ayarlamiglardir. En yiiksek su aktivitesi degerinde (a,=0.61) GOS iiretiminin az
oldugunu bunun yerine hidrolizin baskin oldugunu, sonrasinda su aktivitesinin
diismesiyle GOS iretiminin arttigini fakat en diigiik su aktivitesi degerinde (a,,=0.24)
GOS firetiminin tekrar azaldigin1 ve hidrolizin arttigin1 gormiislerdir. Bunu; diisiik su
aktivitesi degerlerinde enzimin daha sert (rigid) olmasi nedeniyle reaksiyon esnasinda
hidroksil grubu olarak su gibi daha kii¢lik molekiillerin kullanilabilecegi, buna karsin su
aktivitesinin artmasiyla enzimin esneklestigi ve hidroksil grubu olarak karbonhidratlar
gibi daha biiylik molekiilleri kullanabilcegi seklinde agiklamislardir. Bu c¢alismalara
benzer olarak calismamizda laktoz konsantrasyonunun en yiiksek oldugu noktalardaki
GOS iiretiminin diisiik olmasi laktoz konsantrasyonu artisiyla ortaya ¢ikan a,, diisiisiiniin
kullandigimiz enzimi olumsuz yodnde etkiledigini, enzimin esnekligini azalttigini

diistindiirmektedir. Baslangi¢ laktoz konsantrasyonu artisiyla GOS iiretiminin arttigini
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gosteren serbest enzimlerle yapilmis bir ¢ok calisma mevcuttur (Boon ve ark., 2000;
Cruz ve ark., 1999a; Splechtna ve ark., 2006).

Immobilize B-Gal’lar ile yapilan g¢aligmalara bakildiginda Maugard ve ark.
(2003), Lactozym’i regineye adsorbe etmisler ve laktoz konsantrasyonu artisinin GOS
tiretimini arttirdigin1 ve 318 g/L’lik laktoz konsantrasyonunda %28,3’liik maksimum
GOS miktarina ulastiklarin1  bildirmislerdir. Bu sonug¢ c¢alismamizdaki Duolite
XAD761’e adsorbe enzimle elde ettigimiz sonuca (%28.7) olduk¢a yakindir. Neri ve
ark. (2009), serbest ve manyetik polisiloksan-polivinil alkol iizerine baglanmis
Aspergillus oryzae kaynakl B-Gal ile GOS sentezi iizerine bir ¢alisma yapmuslardir.
Baslangi¢ laktoz konsantrasyonunun etkisini, serbest ve immobilize enzimle denemisler
ve her ikisininde benzer sonuglar verdigini ve %50 laktoz konsantrasyonunda %26
civarinda GOS {iretimi elde edildigini bildirmislerdir. Zheng ve ark. (2006), Aspergillus
candidus kaynakli rekombinant B-Gal’1 D113 recinesine adsorbe ettikten sonra sodyum
aljinat ile tutuklama uygulamiglar ve stabilizasyon i¢in glutaraldehit ile muamele
etmislerdir. Immobilize ettikleri enzimin 150 g/L laktoz konsantrasyonun altinda GOS
tiretmedigini, 200 g/L’den sonra {iretimin arttigin1 ve 400 g/L laktoz konsantrasyonunda
%21.75 GOS iiretiminin saglandigini belirtmislerdir. Nakkharat ve Haltrich (2007),
Talaromyces thermophilus’dan elde edilen B-Gal’1 Eupergit C’ye adsorbe etmisler ve
50, 100, 200 g/L laktoz ¢ozeltilerinde GOS {iiretimini test etmislerdir. Elde ettikleri GOS
tiretim miktarlarinin sirasiyla %24, %39 ve %40 oldugunu bildirmislerdir. Albayrak ve
Yang (2002a), pamuklu bez iizerine immobilize ettikleri 4. oryzae kaynakli B-Gal ile
laktozdan GOS firetimi iizerine ¢alismislar ve %5-50 laktoz konsantrasyonu araligini
denemislerdir. Baslangic laktoz konsantrasyonunun GOS {iretimini arttirdigini
belirlemisler ve maksimum GOS iiretimini %50 laktoz konsantrasyonunda %27 olarak
tespit etmislerdir.

Serbest enzim kullanilarak farkli laktoz konsantrasyonlarinda iiretilen GOS’ler
disakkarit (GOS2) ve trisakkarit (GOS3) olarak incelendiginde, GOS2 {iretiminin daha
baskin oldugu goriilmektedir (Sekil 4.25.). Maksimum GOS2 ve GOS3 iiretimleri
acisindan serbest enzimin sonuglari incelendiginde, baslangi¢ laktoz konsantrasyonu
%25 iken 210. dakikada %15.13 GOS2, %12.13 GOS3 iiretimi gerceklesmistir. Laktoz
konsantrasyonu %35’e ¢iktiginda GOS2 %19.4, GOS3 9%13.95 olarak tespit edilmisken
%45 laktoz konsantrasyonunda %18.44 GOS2 ve %13.52 GOS3 elde edilmistir.
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Sekil 4.25. Serbest enzim ortaminda laktoz konsantrasyonunun GOS2 ve GOS3
olusumuna etkisi (pH 6.5 ve 50 °C sicaklikta)

Sekil 4.26.’da capraz bagli enzimin ¢esitli baslangi¢ laktoz konsantrasyonlarinda
olusturduklar1 GOS2 ve GOS3 miktarlarina ait grafik goriilmektedir. Maksimum GOS2
ve GOS3 miktarlarina %25 laktoz konsantrasyonu icin 60. dakikada, diger laktoz
konsantrasyonlar1 i¢in ise 120. dakikada ulasilmistir. Bu siirelerde elde edilen GOS2 ve
GOS3 miktarlari sirastyla %25 laktoz konsantrasyonu i¢in %10.5 ve %4.15, %35 laktoz
konsantrasyonu i¢in %12.31 ve %4.34, %45 laktoz konsantrasyonu i¢in %11.78 ve
%4.18 olarak belirlenmistir.

Farkli laktoz konsantrasyonlarinda maksimum GOS2 ve GOS3 firetimleri
acisindan Duolite XAD761’e adsorbe enzim sonuclart incelendiginde %25 laktoz
konsantrasyonunda %15.41 GOS2, %11.37 GOS3, %35 laktoz konsantrasyonunda
%15.26 GOS2, %10.93 GOS3 ve %45 laktoz konsantrasyonunda ise %15.22 GOS2,
%11.1 GOS3 elde edilmistir (Sekil 4.27.).
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Sekil 4.26. Capraz bagli enzim ortaminda laktoz konsantrasyonunun GOS2 ve GOS3
olusumuna etkisi (pH 6.5 ve 50 °C sicaklikta)
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Sekil 4.27. Duolite XAD761’e adsorbe enzim ortaminda laktoz konsantrasyonunun
GOS2 ve GOS3 olusumuna etkisi (pH 6.5 ve 50 °C sicaklikta)
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Serbest ve immobilize enzimlerde maksimum GOS2 ve GOS3 iiretimlerinin
gerceklestigi noktalardan elde edilen GOS2/GOS3 oranlar1 karsilastirildiginda serbest
enzim i¢in bu oranin ortalama 1.30, Duolite XAD761’e adsorbe enzim i¢in ortalama
1.38 ve ¢apraz bagli enzim igin ise ortalama 2.72 oldugu saptanmis ve capraz baglh
enzimin kendi iiretimi i¢cinde GOS2’yi GOS3’e gore daha baskin bir sekilde iirettigi
belirlenmistir.

Boon ve ark. (2000), yaptiklar1 arastirmada Kluyveromyces spp. kaynakl [-
Gal’lar ile elde edilen GOS’leri trisakkarit ve tetrasakkarit olarak degerlendirmisler,
GOS2 sonuglarina bakmamislardir. Buna gore K. lactis ve K. fragilis’in temel olarak
trisakkarit Uirettigini bildirmislerdir. Martinez-Villaluenga ve ark. (2008), Lactozym ile
sentezledikleri GOS’lerin  sonuglarim1  disakkaritler (galaktobioz+allolaktoz) ve
trisakkarit (6' galaktosil-laktoz) olarak vermislerdir. Bu 6l¢iim yontemine gore elde
ettikleri sonuglarda trisakkarit miktarinin disakkaritlerden daha fazla oldugunu tespit
etmiglerdir. Laktoz konsantrasyonlarina gore olusan trisakkarit miktarlarin1 150 mg/mL
konsantrasyon icin %14.8, 250 mg/mL konsantrasyon i¢in %17.1, 350 mg/mL
konsantrasyon i¢in %15.9, disakkarit miktarlarini ise verilen konsantrasyon siralamasina
gore %13, %13 ve %15.2 olarak bulmuslardir. Cheng ve ark. (2006a) ise 4. oryzae,
K. lactis ve Bacillus spp. kaynakli B-Gal’larla gergeklestirdikleri calismada K. lactis
kaynakli B-Gal’in laktozdan olusturdugu GOS’lerin GOS2 ve GOS3 oldugu ve
Martinez-Villaluenga ve ark. (2008)’nin aksine GOS2’lerin baskin sekilde olustugunu
bildirmiglerdir. Arastirmamizda elde edilen sonuglar Cheng ve ark. (2006a)nin
sonuglarina benzerlik géstermektedir.

Sekil 4.28.°de serbest enzim ortaminda laktoz konsantrasyonunun laktoz
miktarma, glikoz ve galaktoz olusumuna etkisi goriilmektedir. Ilk 30 dakikada tiim
laktoz konsantrasyonlari i¢in reaksiyon hizinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu
noktadan sonra laktoz hidrolizi ile glikoz ve galaktoz olusum hizinda yavaglama
goriilmiistiir. Reaksiyonun bitirildigi 300. dakika sonunda par¢alanmadan kalan laktoz
miktarlari, %45 laktoz konsantrasyonu i¢in %1.9, %35 laktoz konsantrasyonu ig¢in
%3.26 ve %25 laktoz konsantrasyonu igin %21.23 olarak bulunmustur. Glikoz ve
galaktoz miktarlar1 agisindan sonuglara bakildiginda 300 dakikalik reaksiyon sonunda
glikoz miktarlart %33.11 (%25 laktoz) - %49.61 (%45 laktoz) arasinda, galaktoz
miktarlart ise %16.11 (%25 laktoz) - %32.81 (%45 laktoz) arasinda degisim

gostermistir.



81

120
——@——  Laktoz %25 Laktoz
— O — Laktoz %35 Laktoz
woe e @ ... Laktoz %45 Laktoz
: ——A——  Glikoz %25 Laktoz
;\? \ _— A — Glikoz %35 Laktoz
~ g0 A \ ------- A Glikoz %45 Laktoz
% ' —I+——  Galaktoz %25 Laktoz
B0 \ — 0 — Galaktoz %35 Laktoz
ol R a----- Galaktoz %45 Laktoz
i
9]
=
2
o)
4
9]
>

Siire (dk)

Sekil 4.28. Serbest enzim ortaminda laktoz konsantrasyonunun laktoz miktarina, glikoz
ve galaktoz olusumuna etkisi (pH 6.5 ve 50 °C sicaklikta)

Capraz bagl enzim i¢in farkli laktoz konsantrasyonlarindaki reaksiyonlarda elde
edilen laktoz, glikoz ve galaktoz miktarlar1 Sekil 4.29.’da verilmistir. Reaksiyonun
sonunda biitlin laktoz konsantrasyonlari i¢in laktozun iyi hidroliz edildigi goriilmiis ve
kalan laktoz miktarlart %25 laktoz konsantrasyonu icin %0.62, %35 laktoz
konsantrasyonu i¢in %1.27 ve %45 laktoz konsantrasyonu ig¢in ise %3.43 olarak
bulunmustur. Laktoz konsantrasyonu %45 iken laktozun hidroliz hizinin diger
konsantrasyondakilere gore yavas oldugu fakat reaksiyon sonunda digerlerine yaklastigi
goriilmektedir. Bunun c¢apraz baglamada olusan ag yapisinin difiizyon sinirlamasi
olusturmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Ayrica reaksiyon sonunda elde edilen
glikoz ve galaktoz miktarlarina bakildiginda glikozun %45.81 (%45 laktoz)-%50 (%25
laktoz) araliginda, galaktoz miktarlarinin ise %40.07 (%35 laktoz) - %42.89 (%25

laktoz) araliginda degistigi goriilmektedir.
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Sekil 4.29. Capraz baglh enzim ortaminda laktoz konsantrasyonunun laktoz miktarina,
glikoz ve galaktoz olusumuna etkisi (pH 6.5 ve 50 °C sicaklikta)

Duolite XAD761’e adsorbe enzimin farkli laktoz konsantrasyonlarinda
olusturdugu laktoz, glikoz ve galaktoz miktarlar1 Sekil 4.30.°da goriilmektedir.
Immobilize enzimle laktozun reaksiyonu sonunda 300. dakikada ortamda reaksiyona
giremeyen laktoz miktarlar1 %25 laktoz konsantrasyonu igin %15.84, %35 laktoz
konsantrasyonu i¢in %10.31 ve %45 laktoz konsantrasyonu i¢in %6.88 olarak tespit
edilmistir. Serbest enzime benzer sekilde ilk 30 dakikada reaksiyonun hizinin yiiksek
oldugu goriilmektedir. Laktozun hidroliziyle agiga ¢ikan glikoz ve galaktoz miktarlarina
bakildiginda olusan glikoz miktarlarinin galaktoz miktalarinin yaklasik iki kat1 oldugu
goriilmektedir. Reaksiyonun sonlandirildigi noktada ortamda bulunan glikoz miktarlar
%39.1 (%25 laktoz) - %42.24 (%45 laktoz) arasinda, galaktoz miktarlari ise %17.62
(%25 laktoz) - %24.72 (%45 laktoz) arasinda saptanmistir.
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Sekil 4.30. Duolite XAD761’e adsorbe enzim ortaminda laktoz konsantrasyonunun
laktoz miktarina, glikoz ve galaktoz olusumuna etkisi (pH 6.5 ve 50 °C sicaklikta)

Capraz bagli enzimde elde edilen galaktoz miktarinin serbest ve Duolite
XAD761’e adsorbe enzim sonuglarina gore yiiksek oldugu goriilmektedir. Capraz bagl
enzimin hidrolitik aktivitesinin yiliksek olmasi, ayrica daha kii¢iik molekiil boyutlarina
sahip GOS2 iiretiminin baskin sekilde gergeklesmesi ve toplam GOS iiretiminin diigiik
olmasi, hem diflizyon sinirlamasiyla hemde ¢apraz baglarla olusan ag yapist icinde
enzimin biiyiik molekiil (GOS) iiretebilecek yeterli alan1 bulamadigini ya da ag yapisi
icinde meydana gelen enzim konformasyonunun bu reaksiyona izin vermedigini
distindiirmektedir.

Serbest ve immobilize enzimlerle olusturulan model sitemlerde laktoz
konsantrasyonuna bagli olarak GOS {iretimleri belirlenmistir. Bu iiretimler i¢inde en
yiksek GOS miktarim1 saglayan laktoz konsantrasyonlart GOS {iretimi i¢in
gerceklestirilecek reaksiyonlarda parametre olarak kullanilacaktir. Bu sebeple serbest
B-Gal, capraz bagli B-Gal ve Duolite XAD761’e adsorbe B-Gal icin %35 laktoz

konsatrasyonunun kullanilmasina karar verilmistir.
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4.3.2. pH’nin GOS Uretimine Etkisi

Serbest enzimde pH’nin GOS iiretimine etkisi 5.5, 6.5 ve 7.5 pH’l1 tamponlarla
hazirlanan %35’lik laktoz ¢ozeltilerinde gergeklestirilmistir. Serbest enzimin notr
bolgeye yakin pH’larda aktivite gostererek GOS iirettigi Sekil 4.31.’de goriilmektedir.
pH’nin 5.5 oldugu durumda serbest enzim ile GOS elde edilememistir. Daha 6nce
ONPG kullanilarak elde edilen aktivite iizerine pH’ nin etkisi incelemesinde de (Sekil
4.14) pH 5.5°de serbest enzimin inaktif oldugu ve aktivite gosteremedigi belirlenmistir.
GOS tretimi i¢in laktoz ile gergeklestirilen bu boliimde de ayni sonugla karsilagilmasi
normal kabul edilmektedir. Maksimum GOS iiretimleri 6.5 pH’da 120. dakikada %32.3,
7.5 pH’da ise 210. dakikada %33.11 olarak elde edilmistir. Uretilen GOS miktarlari
acisindan 6.5 ve 7.5 pH uygulamalarinda sonuglar biribirine yakin olmasina karsin

reaksiyon hizinin 6.5 pH’da daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.31. Serbest enzim ortaminda pH’nin GOS olusumuna etkisi (%35 laktoz ve 50
°C sicaklikta)

Capraz bagl enzim ortaminda pH’nin GOS iiretimine etkisi Sekil 4.32.°de
verilmigtir. Capraz bagli enzimde serbest enzimin aksine tiim pH uygulamalarinda GOS
tiretiminin gergeklestigi goriilmiistiir. pH 5.5’de 60. dakikada %5.62 olan GOS miktar1

bu noktadan sonra degisim gdstermemistir. Bu pH’da immobilize enzim aktivitesini 60
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dakika boyunca korumus, fakat bu siireden sonra inaktive olmustur. Bu durum hem elde
edilen GOS miktarinda azalma olmamasi yani rehidrolizasyonun goriilmemesi, hem de
Sekil 4.38.’de goriilecegi lizere 5.5 pH’da laktoz hidrolizasyonunun 60. dakikada
durmastyla agiklanabilir. pH 6.5’de {iretilen maksimum GOS miktar1 %18.34 ile 120.
dakikada saglanmistir. pH 7.5’de ise maksimum GOS {iretimi % 15.37 olarak elde
edilmistir. pH 6.5 ve 7.5’de 120. dakikadan sonra rehidrolizasyon baslamistir. Capraz
bagli enzimle GOS iiretiminde pH’nin hem reaksiyon hizina hem de iiretilen GOS

miktarlarina etkisi belirlenmistir.
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Sekil 4.32. Capraz bagli enzim ortaminda pH’ nin GOS olusumuna etkisi (%35 laktoz ve
50 °C sicaklikta)

Sekil 4.33.°de Duolite XAD761’e adsorbe enzim ortaminda pH’nin GOS
olusumuna etkisi goriilmektedir. pH’ya bagli olarak GOS iiretiminin farklilik gdsterdigi
saptanmig ve 5.5 pH’da enzim ilk 30 dakika i¢inde ¢ok az bir aktivite gostererek %0.68
GOS diretmis ve bundan sonra immobilize enzimin inaktif olmasi nedeniyle GOS
miktarinin ayn1 seviyede kaldigi saptanmistir. pH’nin 6.5’e¢ ¢ikmasiyla Duolite
XAD761°e adsorbe enzimde iiretilen GOS miktar1 maksimuma ¢ikmis ve reaksiyonun

210. dakikasinda %28.7 olmustur. pH’nin 7.5’e ¢ikmasiyla, iiretilen GOS miktarinda bir
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miktar diislis goriilmiis ve baglangigta ortamda bulunan laktozun %27.22’si GOS’lere

doniigsmiistir.
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Sekil 4.33. Duolite XAD761 e adsorbe enzim ortaminda pH’ nin GOS olusumuna etkisi
(%35 laktoz ve 50 °C sicaklikta)

Martinez-Villaluenga ve ark. (2008), Lactozym ile yaptiklari arastirmada pH’ nin
GOS fdiretimi iizerine etkisini incelemisler ve 5.5 pH’da enzimin inaktive oldugunu,
K. lactis kaynakli B-Gal ile optimal GOS firetimi i¢in pH degerinin 6.5-7.5 arasinda
olmas1 gerektigini bildirmislerdir. Valero (2009), Bacillus circulans, Aspergillus oryzae
ve Kluyveromyces lactis kaynakli [B-Gal’larin  serbest formlarimi kullanarak
gergeklestirdigi calismada pH’nin GOS {iretimine etkisini incelemistir. B. circulans
kaynakli B-Gal i¢in 4.5-7.5 pH araligim, 4. oryzae kaynakl B-Gal i¢in 3.5-6.0 pH
araligin1 ve K. lactis i¢in de 5.0-8.0 pH araligin1 test etmis ve B. circulans ve A. oryzae
kaynakli B-Gal’larin GOS {iretim miktarlar1 tizerine pH’ nin etkisi olmadigin1 sadece
reaksiyon hizlariin bu durumdan etkilendigini bildirmistir. Bunlardan farkli olarak
bizim g¢alismamiza benzer bir sekilde K. lactis kaynakli B-Gal’in GOS iiretiminin
pH’dan etkilendigini ve 5.0 pH’da enzimin inaktive olmasi nedeniyle GOS

olusmadigini tespit etmistir. Hsu ve ark. (2007), Bifidobacterium longum kaynakli B-
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Gal’in serbest formuyla GOS {iretmisler ve pH’nin {iiretilen GOS miktar1 {izerine etki
ettigini saptamiglardir. Maksimum GOS {iretimini 6.8 pH’da elde etmisler ve bu pH’nin
altinda ve ozellikle iistiindeki pH degerlerinde GOS iiretiminin azaldigini gormiislerdir.
Cruz ve ark. (1999a), Penicillium simplicissimum kaynakli serbest B-Gal ile tirettikleri
GOS miktarmin pH artisiyla 6.5 pH’ya kadar arttigin1 ve sonrasinda da azaldigini
belirlemislerdir. Rustom ve ark. (1998), 4. oryzae, K. lactis ve K. fragilis kaynakl1 B-
Gal’lar ile GOS iretmislerdir. pH nin yiikselmesiyle 4. oryzae kaynakli B-Gal ile
tiretilen GOS miktarinda diisiis, diger B-Gal’lar ile elde edilen GOS miktarlarinda ise
artis saptamislardir.

Neri ve ark. (2009), yaptiklar1 calismada serbest ve immobilize enzimlerde
pH’nin 3.5-5.5 arasinda degismesinin GOS iiretimini etkilemedigini bildirmiglerdir.
Yine benzer sekilde Albayrak ve Yang (2002a), A. oryzae kaynakli immobilize B-Gal ile
yaptig1 ¢alismada 4.5-6.0 pH araliginda gergeklestirdigi GOS denemelerinde GOS
tiretim miktarinin pH’dan etkilenmedigini saptamiglardir.

Tiim bu ¢aligmalardan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde GOS iiretiminin
pH’dan etkilenme durumunun, genellikle enzim kaynagiyla iliskili oldugu sdylenebilir.
Ozellikle 4. oryzae kaynakli B-Gal ile GOS iiretiminin pH degisiminden etkilenmedigi
goze carpmaktadir. Kluyveromyces spp. kaynakli B-Gal’larin  kullamildigt GOS
tiretimleri pH degisiminden etkilenmekte 6zellikle 5.5 pH degerinin altinda meydana
gelen inaktivasyon nedeniyle GOS elde edilememektedir.

Serbest B-Gal’in iirettigi GOS2 ve GOS3 miktarlar1 lizerine pH’ nin etkisi Sekil
4.34.°de verilmistir. Serbest enzimin 5.5 pH’da inaktif oldugu bu analizde de kendini
gostermis ve GOS2 ve GOS3 iiretimi saptanamamustir. pH 6.5°de %19.4 GOS2, %13.95
GOS3 iiretimi elde edilirken, pH 7.5’de ise %19.07 GOS2, %14.88 GOS3 iiretimi
saglanmistir. Uretilen GOS2 ve GOS3 miktarlarinin pH degisimi tarafindan etkilendigi
belirlenmis, 6.5 pH’da GOS2’nin, 7.5 pH’da da GOS3’iin daha fazla miktarda
tiretiminin gergeklestigi goriilmiistiir.

Sekil 4.35.’de capraz bagli enzim ortaminda pH’ya bagli olarak GOS2 ve GOS3
olusumunun grafigi goriilmektedir. Capraz bagl enzimin pH stabilitesinin (Sekil 4.18.)
ve aktif oldugu pH araliginin serbest enzime gore genis olmasi (Sekil 4.14.) nedeniyle
laktozla gerceklestirilen GOS firetimi deneylerinde de secilen tiim pH degerlerinde
GOS2 ve GOS3 iiretimi saglanmistir. pH 5.5°de ilk 60 dakika boyunca hizli bir {iretim

sergileyen immobilize enzimin bu siireden sonra iiretim miktarlarinin neredeyse
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sabitlendigi goriilmektedir. Bu pH’da %4.17 GOS2, %1.72 GOS3 iiretiminin oldugu
goriilmiistir. pH 6.5 ve 7.5 iken immobilize enzimin maksimum GOS2 ve GOS3
tiretimlerini  120. dakikada olusturdugu dikkati c¢ekmektedir. Bu siireden sonra
rehidrolizasyonun bagladig: tespit edilmistir. Diger pH degerlerine gore kiyaslandiginda
6.5 pH’da GOS2 ve GOS3 fiiretimlerinin daha yiiksek oldugu ve bu pH’da %12.31
GOS2, %4.34 GOS3 iiretildigi, 7.5 pH’da ise %11.48 GOS2, %3.9 GOS3 iiretildigi
goriilmektedir.

Duolite XAD761’e adsorbe B-Gal ile farkli pH’larda iiretilen GOS2 ve GOS3
miktarlarina ait grafik Sekil 4.36.’da goriilmektedir. Burada immobilize enzimin serbest
enzime gore pH 5.5’de inaktive olmasi gecikmis ve bunun sonucunda az da olsa GOS3
tretimi  (%0.68) gerceklesmistir. Sonrasinda enzimin inaktive oldugu ve GOS3
miktarinin sabitlendigi belirlenmistir. Enzimin inaktif olana kadar sadece GOS3
tiretmesi laktozun pargalanmaya baglamasi agamasinda ortamda ¢ok miktarda serbest
glikoz ve galaktoz olmamasi nedeniyle hidroksil grubu olarak laktozun 6ne ¢ikarak
trisakkarit olusumunu oncelikli olarak gerceklestirdigini gostermektedir. pH 6.5’te

maksimum GOS2 iiretimi 300. dakikada %15.26 olarak yine GOS3 iiretimi de ayni
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Sekil 4.36. Duolite XAD761’e adsorbe enzim ortaminda pH’nin GOS2 ve GOS3
olusumuna etkisi (%35 laktoz ve 50 °C sicaklikta)
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siirede %10.93 olarak tespit edilmistir. pH 7.5’e ¢iktiginda GOS2 %14.1, GOS3 ise
%11.39 olarak saptanmistir. Serbest enziminkine benzer sekilde pH 6.5°de GOS2, pH
7.5°de ise GOS3 daha fazla {iretilmistir.

Serbest ve immobilize enzimlerde GOS2/GOS3 oranlarma pH’in etkisi
acisindan bakildiginda serbest enzim i¢in bu oranin ortalama 1.34, Duolite XAD761’e
adsorbe enzim icin ortalama 1.35 ve ¢apraz baglh enzim igin ise ortalama 2.73 oldugu
saptanmistir. Bu sonuglar laktoz konsantrasyonuna gore elde edilen sonuglarla benzer
cikmistir. Capraz bagli enzimin digerlerine gore GOS3’li daha az miktarda {rettiSi
belirlenmistir.

Sekil 4.37°de serbest enzim ortaminda pH’ya gore reaksiyon boyunca laktoz
miktarlar1 ve olusan glikoz, galaktoz miktarlar1 goriilmektedir. pH’nin 5.5 oldugu
durumda B-Gal’in inaktive olmasi sebebiyle laktoz miktarinda degisim olmamis, bunun
yaninda glikoz ve galaktoz da olugsmamistir. Ortam pH’nin 6.5’e ¢ikmasiyla ilk 30
dakikada laktoz miktar1 %40’1n altina inmistir. pH 7.5 iken reaksiyon hizi daha yavas
seyretmis ve reaksiyonun 60. dakikasinda laktoz miktar1 %40’ altina inmistir.
Reaksiyonun bitirildigi 300. dakikada laktoz miktarlar1 pH 6.5 i¢in %3.26, pH 7.5 i¢in
%4.8 olmustur. Yine ayn1 noktadaki glikoz miktarlart pH 6.5 i¢in %46.69, pH 7.5 igin
%42.57, galaktoz miktarlar1 pH 6.5 icin %27.77, pH 7.5 i¢in ise %21.66’dir. Laktozun
pargalanmasi agisindan 6.5 pH’l1 ortamin daha etkin oldugu goriilmiistir.

Capraz bagli enzimde laktoz miktar1, glikoz ve galaktoz olusumu agisindan
pH’nin etkisi incelendiginde B-Gal’in immobilizasyonuyla gelisen pH dayanimi ve
caligma aralig1 etkisiyle calismada sec¢ilen tiim pH degerlerinde laktozun hidroliz
edildigi saptanmistir (Sekil 4.38.). pH 5.5’de az olan laktoz hidrolizi (%78.42 300.
dakikada) pH degerinin yiikselmesiyle artis gdstermistir. Reaksiyonun 300. dakikasinda
pH 6.5’de %1.27 laktoz kalmigsken, pH 7.5’de reaksiyon ortaminda %1.18 laktoz
bulunmustur. Reaksiyon sonunda pH 6.5’de galaktoz miktarinin (%40.07) pH 7.5°de ise
glikoz miktarinin (%50) fazla oldugu belirlenmistir. Glikoz olusum hiz1 120. dakikaya

kadar sabit bir hizla devam etmis ve sonrasinda yavaslamaya baglamstir.
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Sekil 4.37. Serbest enzim ortaminda pH’nin laktoz miktarina, glikoz ve galaktoz
olusumuna etkisi (%35 laktoz ve 50 °C sicaklikta)
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Duolite XAD761’e adsorbe enzim ortaminda pH’nin laktoz miktarina, glikoz ve
galaktoz olusumuna etkisi Sekil 4.39.°da goriilmektedir. Immobilize B-Gal’in 5.5
pH’daki laktoz hidrolizi serbest enzime gore bir miktar fazla olsa da enzim
inaktivasyonu oldugu goézlenmis ve hidroliz 30. dakikadan sonra durmustur.
Reaksiyonun 30. dakikasinda pH 5.5°de ortamda %96.75 laktoz bulunmustur. ilk 120
dakikada pH 6.5 ve 7.5 i¢in glikoz olusum hizinin yiiksek oldugu bu noktadan sonra
reaksiyon hizinin yavaslamaya basladig: tespit edilmistir. Reaksiyon sonunda ortamda
pH 6.5 i¢in %42.22 glikoz, %18.94 galaktoz ve % 10.31 laktoz, pH 7.5 i¢in ise %50
glikoz, %22.19 galaktoz ve %4.26 laktoz saptanmustir.
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Sekil 4.39. Duolite XAD761’e adsorbe enzim ortaminda pH’nin laktoz miktarina,
glikoz ve galaktoz olusumuna etkisi (%35 laktoz ve 50 °C sicaklikta)

Ortam pH’smin laktoz hidrolizine yonelik etkisi incelendiginde muhtemel
inaktivasyon ve enzim konformasyonunu zorlamasi nedeniyle pH 5.5’in serbest ve
immobilize enzimlerde hidroliz diizeyinin diisiik olmasima yol actigi goriilmektedir.
Serbest enzimde 6.5 pH’nin, bunun tam aksine Duolite XAD761’e adsorbe enzimde ise

7.5 pH’nin, hidroliz miktar1 ve olusan glikoz, galaktoz miktarlarini yiikselttigi dikkati
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cekmistir. Capraz bagl enzimde ise pH 6.5’de galaktoz miktarinin, pH 7.5’de ise glikoz
miktariin ytiksek oldugu saptanmustir.

Tiim bu pH’ya bagli sonuglar incelendiginde en yiiksek GOS iiretimini saglayan
pH degerleri GOS reaksiyonlari i¢in kullanilacaktir. Boylece serbest enzim icin pH 7.5,
capraz bagli enzim ve Duolite XAD761’e adsorbe enzimde ise pH 6.5 degerinin

kullanilmasina karar verilmistir.

4.3.3. Sicakhgin GOS Uretimine Etkisi

Sicakligin GOS {iretimi {izerine etkisini incelemek i¢in 6.5 pH’l1 50 mM fosfat
tamponuyla hazirlanmis %35°lik laktoz ¢ozeltileri kullanilarak 40, 50 ve 60 °C
sicakliklarda kesikli tip karistirmali tank reaktdriinde reaksiyonlar gergeklestirilmistir.
Serbest enzimin farkli sicaklik sartlarinda meydana getirdigi GOS miktarlart Sekil
4.40.’da goriilmektedir. Sicakligin 40 ve 50 °C oldugu durumda 120. dakikaya kadar
GOS iiretim miktarlarmin arttign goriilmektedir. Maksimum GOS iiretimi 50 °C’de
%32.3 olarak elde edilmis, bunu 40 °C sicaklikta %29.62°lik iiretim takip etmistir.
Serbest enzimin 60 °C’de sicaklikta denaturasyona ugramasi nedeniyle ilk 30 dakika
icinde sadece %1.7’lik GOS iiretimi gerceklesmis ve 300. dakikada GOS miktart %1.47

olarak saptanmistir.
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Sekil 4.40. Serbest enzim ortaminda sicakligin GOS olusumuna etkisi (%35 laktoz ve
pH 6.5°de)
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Capraz bagl enzim kullanilarak gerceklestirilen sicakliga bagimli GOS {iretim
miktarlar1 Sekil 4.41.°de verilmistir. Burada immobilizasyon sonucunda enzimde
meydana gelen 1s1l dayanimdaki artigin etkisi goriilmiis ve kullanilan biitiin sicaklik
sartlarinda GOS olusumu gozlenmistir. Ik 30 dakikada 50 ve 60 °C sicakliklarda GOS
iretim hiz1 olduk¢a yiiksek olmasma karsin bu siireden sonra 60 °C sicaklik
uygulamasinda reaksiyon hizinda azalma goze ¢arpmistir. Sicakliklara gére maksimum
GOS iiretimleri siralanacak olursa 40 °C i¢in %14.24, 50 °C i¢in %18.34 ve 60 °C i¢gin
ise %13.57 GOS elde edilmistir. Rehidrolizasyon 50 °C igin 120. dakikadan sonra, 40

ve 60 °C’ler i¢in ise 210. dakikadan sonra baslamistir.
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Sekil 4.41. Capraz bagli enzim ortaminda sicakligin GOS olusumuna etkisi (%35 laktoz
ve pH 6.5°de)

Sekil 4.42.°de Duolite XAD761’e adsorbe enzim ortaminda sicakligin GOS
olusumuna etkisi goriilmektedir. Sicaklik 40 °C iken reaksiyonun 210. dakikasinda
%27.35 GOS iiretimi elde edilmistir. Laktoz ¢ozeltisinin sicakligi 50 °C’ye ¢iktiginda
yine 210. dakikada %28.7’lik GOS {iretimi elde edilmistir. Sicaklik 60 °C’ye ¢iktiginda
ise serbest enzimde oldugu gibi muhtemelen denaturasyon etkisi nedeniyle 30. dakikaya

kadar elde edilen %2.46’lik GOS iiretimi reaksiyon sliresince sabit kalmistir.
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Sekil 4.42. Duolite XAD761’e adsorbe enzim ortaminda sicakligin GOS olusumuna
etkisi (%35 laktoz ve pH 6.5°de)

Serbest ve immobilize B-Gal’lar ile ger¢eklestirilen reaksiyonlarda sicakliklarin
40 °C’den 50 °C’ye cikmasiyla GOS firetiminin arttigi ve sicakhigin 60 °C oldugu
durumda ise GOS iiretiminin ¢ok diistiigli goriilmiistiir. Tiim enzim formlarinda GOS
tiretiminin sicakliktan etkilendigi goriilmektedir. K/uyveromyces spp. kaynakli olmayan
serbest B-Gal’lar ile yapilan bazi aragtirmalarda reaksiyon sicakliginin degisimiyle GOS
tiretiminin etkilenmedigi bildirilmistir (Boon ve ark., 2000; Chen ve ark., 2003;
Splechtna ve ark., 2006). Immobilize B-Gal’larin kullanildig1 benzer bazi arastirmalarda
sicaklik degisiminden GOS {iretiminin etkilenmedigi, fakat reaksiyon hizilarinin
etkilendigi belirtilmistir (Albayrak ve Yang, 2002a; Neri ve ark., 2009). Bunlarin aksine
Hsu ve ark. (2007), Bifidobacterium longum kaynakli B-Gal’in serbest formunu
kullanarak GOS {iretmisler ve farkli sicakliklardaki (25, 35, 45, 55, 65 °C) GOS
tiretimlerini degerlendirmislerdir. Reaksiyon sicaklignin 25 °C’den 45 °C’ye ¢ikmasiyla
GOS iiretiminin %13’den %32.5’e yiikseldigini ve 55 ve 65 °C’lerde GOS iiretiminde
biiylik bir diisiis oldugunu saptamislardir. Zheng ve ark. (2006), Aspergillus candidus
kaynakli rekombinant B-Gal’t imobilize ederek GOS {iretimi gerceklestirmisler ve

sicaklik degisminin GOS iiretimine etkisini 5 °C’lik artiglar olacak sekilde 25-45 °C
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sicakliklar arasinda denemislerdir. Sicaklik artistyla GOS {iretiminin yavas bir sekilde
artis gosterdigini, GOS iiretimi i¢in optimum sicakligin 35-45 °C’ler arasinda oldugunu
ve bu aralikta yaklasik %16.5 GOS firetiminin elde edildigini bildirmislerdir. Yine bu
calismalara ve c¢alismamiza benzer olarak belirli bir sicaklik artisina kadar GOS
tiretiminin arttigi ve daha yiiksek sicakliklarda GOS firetiminin azaldigi1 pek ¢ok
arastirmada belirlenmistir (Rustom ve ark., 1998; Cruz ve ark., 1999a; Hansson ve
Adlercreutz, 2001; Cruz-Guerrero ve ark., 2006).

Sekil 4.43.’de serbest enzim ile olusturulan reaksiyonda sicakligin, olusan GOS2
ve GOS3 miktarlarina etkisi goriilmektedir. Sicaklik 60 °C iken sadece GOS3 olustugu
tespit edilmis ve ilk 30 dakikada olusan %1.69’luk GOS3 miktar1 bu silireden sonra sabit
kalmistir. Bu sicaklikta serbest B-Gal denature olmustur. Reaksiyon ortaminin sicakligi
50 °C’ye diistigiinde 120. dakikada %19.4 GOS2, 60. dakikada ise %13.95 GOS3
tiretildigi tespit edilmistir. Sicaklik 40 °C’ye diistiigiinde reaksiyonun 120. dakikasinda
%17.95 GOS2, %11.67 GOS3 olustugu goriilmiistiir. Reaksiyon ortami sicakliginin 60
°C oldugu durum hari¢ olmak tizere diger sicakliklarda maksimum GOS2 ve GOS3 elde

edilen siirelerden sonra rehidrolizasyon hizlarinin benzer oldugu dikkati cekmektedir.
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Sekil 4.43. Serbest enzim ortaminda sicakligin GOS2 ve GOS3 olusumuna etkisi (%35
laktoz ve pH 6.5°de)
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Capraz bagh B-Gal ile reaksiyon sonucu olusan GOS2 ve GOS3 miktarlar
tizerine sicakligin etkisi Sekil 4.44.’de goriilmektedir. Isil dayanimi yiiksek olan bu
immobilize B-Gal ile 60 °C sicaklikta 210. dakikada %7.27 GOS2, %6.04 GOS3
tiretimine ulagilmigtir. Reaksiyon sicakligi 50 °C iken maksimum GOS2 ve GOS3
tiretimleri sirasiyla %12.31 ve %4.34 olarak 120. dakikada elde edilmistir. Reaksiyonun
120. dakikasindan sonra GOS2’nin rehidrolizasyon hizinin ¢ok arttigir goriilmektedir.
Ortam sicakligi 40 °C’ye indiginde 210. dakikada %11.06 GOS2, 120. dakikada da
%3.23 GOS3 iiretimi gorilmiistiir.

20
—&—— 40°CGOS2
—4A——  50°C GOS2
—0—— 60°C GOS2
15 - — —* — 40 °C GOS3
— A& — 50 °C GOS3
— 40 — 60 °C GOS3

Toplam Sekerdeki GOS2 ve GOS3 Orani (%)

0 30 60 120 210 300

Siire (dk)
Sekil 4.44. Capraz bagli enzim ortaminda sicakligin GOS2 ve GOS3 olusumuna etkisi
(%35 laktoz ve pH 6.5°de)

Diger immobilizasyon yonteminde Duolite XAD761’e adsorbe edilen B-Gal ile
tiretilen GOS2 ve GOS3 miktarlar tlizerine sicakligin etkisi Sekil 4.45.’de verilmistir.
Sicakligin 40 °C oldugu reaksiyon kosullarinda iiretilen maksimum GOS2 ve GOS3
miktarlar1 sirasiyla %15.29 ve %10.33 olmustur. Sicakhk 50 °C’ye ¢iktiginda
maksimum GOS2 miktarinin (%15.26) 40 °C’ninkine ¢ok yakin oldugu saptanmustir.
Maksimum GOS3 miktar ise 300. dakikada %10.93 olarak tespit edilmistir. Reaksiyon

ortaminin sicakligi 60 °C’ye ¢iktigida immobilize enzimin ozellikle ilk 30 dakika iginde
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aktivite vererek %0.2 GOS2 {irettigi, ayrica 60. dakikada %2.15 GOS3 olusturdugu
belirlenmistir. Bu siirelerden sonra GOS2 ve GOS3 miktarlarinda pek fazla bir degisim

olmamustir.
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Sekil 4.45. Duolite XAD761’e adsorbe enzim ortaminda sicakligin GOS2 ve GOS3
olusumuna etkisi (%35 laktoz ve pH 6.5’de)

Serbest ve immobilize enzimlerde sicakligin GOS2 ve GOS3 iiretimi iizerine
etkisi incelendiginde yliksek sicaklikta GOS3 {iretiminin arttigt gdze c¢arpmaktadir.
Cruz-Guerrero ve ark. (2006), hipertermofilik B-Glikosidazla organik ¢oziicii ortaminda
olusturduklar1 model sistemlerde GOS sentezlemislerdir. Reaksiyon sicakliginin 50
°C’den 90 °C’ye ¢ikmasiyla GOS3 iiretiminin arttigini gozlemlemislerdir. Martinez-
Villaluenga ve ark. (2008), Lactozym kullanarak yaptiklar1 GOS iiretiminde sicakligin
etkisini de incelemislerdir. Sicaklik 40 ve 50 °C iken 6'-galaktosil laktoz (GOS3)
miktarinin yaklasik %16 civarinda birbirine ¢ok yakin ¢iktigini tespit etmislerdir.
Galaktobioz + allolaktoz (GOS2) iiretiminin 40 °C de yaklasik %12, 50 °C’de ise
yaklasik %14 oldugunu saptamuglardir. Sicaklik 60 °C’ye ¢iktiginda %6 civarinda
GOS3 iiretimi gergeklestigini, GOS2 iiretiminin ise goriilmedigini belirtmislerdir. Bu

sonuglar serbest enzim sonuglarimiza benzerlik gostermekte, fakat GOS3 iiretim
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miktarimiz (%1.69) bu degerin altinda kalmistir. Ayrica ¢alismamizda GOS2 {iretim
miktarinin GOS3 iiretiminden fazla oldugu tespit edilmistir. Diger arastirmacilardan
farkli olarak Chen ve ark. (2003), E. coli kaynakli B-Gal ile gergeklestirdigi caligmada
sicakhigin 37 °C’den 45 °C’ye ¢ikmasiyla toplam GOS sentezinin degismedigini fakat
allolaktoz (GOS2) tiretiminin %31°den %45’e ¢iktigin1 gérmiislerdir.

GOS reaksiyonlarinda sicakliga bagli olarak reaksiyon boyunca ortamda
bulunan laktoz miktarlari, olusan glikoz ve galaktoz miktarlar1 da incelenmistir. Serbest
B-Gal i¢in elde edilen laktoz, glikoz ve galaktoz miktarlar Sekil 4.46.’da goriilmektedir.
Serbest enzimde 60 °C’lik sicaklik uygulamasiyla ilk 30 dakikada ortamda bulunan
laktoz miktar1 %100°den %95.15’e diismiis ve bu noktadan itibaren denaturasyon
sebebiyle laktoz miktarinda degisim olmamistir. Bu esnada reaksiyon ortamindaki
glikoz miktar1 %2.2, galaktoz miktar1 ise %1 civarinda kalmustir. Sicakligin 40 ve 50 °C
oldugu durumda ise reaksiyon hizlar1 farkli olsa da 300 dakikalik reaksiyon sonucunda
hemen hemen birbirine yakin sonuglar elde edilmistir. Ortamda bulunan laktoz
miktarlar1 40 °C’de %3.37, 50 °C’de %3.26 iken, glikoz miktarlar1 40 °C’de %47.85, 50
°C’de %46.69 ve galaktoz miktalart da 40 °C’de %27.56, 50 °C’de %27.77 olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.46. Serbest enzim ortaminda sicakligin laktoz miktarina, glikoz ve galaktoz
olusumuna etkisi (%35 laktoz ve pH 6.5°de)
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GOS reaksiyonunda c¢apraz baglhh B-Gal kullanildiginda sicakligin laktoz
miktarina, glikoz ve galaktoz olusumuna etkisi Sekil 4.47.’de verilmistir. Reaksiyon
sicakligi 40 °C iken laktozun hidroliz hizinin yavas oldugu gézlenmistir. Reaksiyonun
sonunda (300. dakikada) ortamdaki laktoz miktar1 9%5.47, olusan glikoz ve galaktoz
miktarlar1 ise sirasiyla %48.73 ve %33.55 olmustur. Sicaklik 50 °C’ye ¢iktiginda
hidroliz hizinin arttif1 reaksiyonun sonunda ortamda %1.27 laktoz, %50 glikoz ve
%40.1 galaktoz oldugu belirlenmistir. Capraz bagh B-Gal’in diger B-Gal formlarina
gore 1s1l dayanimimin fazla olmasi nedeniyle 60 °C sicaklikta da laktozun hidrolizi
gerceklesmistir. Immobilize enzimin, reaksiyonun 120. dakikasina kadar aktivite
gosterdigi saptanmis ve 120. dakikada ortamdaki laktoz miktarinit %63.82 seviyesine
indirdigi, %15.24 glikoz, %9.47 galaktoz olusturdugu goriilmiistiir. Bu noktadan sonra

ise elde edilen degerler denaturasyon sebebiyle sabit seyretmistir.

100 —@—— Laktoz 40 °C
— @ —  Laktoz 50 °C
....... @ ----. Laktoz 60 °C
—A—— Glikoz 40 °C
80 1 — —& —  Glikoz 50 °C
T Aeeen.. Glikoz 60 OC
O ——O——  Galaktoz 40 °C
60 - — 40 — Galaktoz 50 °C
....... Oeeeee- Galaktoz 60 OC

40

Sekerlerdeki Degisim (%)

20 -

e — o

0 {-' T T T T T
0 30 60 120 210 300
Stire (dk)

Sekil 4.47. Capraz bagl enzim ortaminda sicakligin laktoz miktarina, glikoz ve galaktoz
olusumuna etkisi (%35 laktoz ve pH 6.5’de)

Sekil 4.48.’de Duolite XAD761’e adsorbe enzim ortaminda sicakligin laktoz
miktarina, glikoz ve galaktoz olusumuna etkisi goriilmektedir. Reaksiyonun 120.

dakikasina kadar laktoz hidrolizi, glikoz ve galaktoz olusum hizi bakimindan 50 °C
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sicaklik uygulamasinin énde oldugu bu noktadan sonra ise 40 °C sicaklik uygulamasinin
One gectigi goriilmektedir. Reaksiyonun bittigi 300. dakika itibariyle 40 °C sicaklikta
%35 laktoz, %46.33 glikoz ve %24.03 galaktoz tespit edilmisken, 50 °C’de %10.31
laktoz, %42.22 glikoz ve %18.94 galaktoz bulunmustur. Sicaklik 60 °C iken ilk 30
dakikada denaturasyon goriilmiis ve %92 civarinda laktoz, %3.5 civarinda glikoz ve %2

civarinda galaktoz tiretmistir.
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Sekil 4.48. Duolite XAD761’e adsorbe enzim ortaminda sicakligin laktoz miktarina,
glikoz ve galaktoz olusumuna etkisi (%35 laktoz ve pH 6.5’de)

Serbest ve immobilize B-Gal’larin maksimum GOS {irettigi sicaklik degerlerinin
50 °C oldugu goriilmiistir. Bu sicaklik degerinde 1sil stabilitenin diisiik oldugu
bilinmesine ragmen ($ekil 4.19.) laktoz c¢ozeltilerinde elde edilen reaksiyon sonuglarina
gore 50 °C sicakligin GOS iiretimi denemelerinde kullanilmasina karar verilmistir. Bu
boliimde GOS2 iiretimininin yine baskin sekilde gerceklestigi fakat yiiksek sicakliklarda

GOS3 iiretiminin arttig1 gozlenmistir.
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4.3.4. Serbest ve Immobilize Enzimlerin GOS Uretim ve Verimlerinin

Karsilastirilmasi

Serbest ve immobilize B-Gal’larin en yiiksek GOS iiretimlerini sagladig laktoz
konsantrasyonlari, pH degerleri ve sicakliklar boliim 4.3.1., boliim 4.3.2. ve boliim
4.3.3’de elde edilmis olan sonuglara gore belirlenmistir. Bu sonuglara gore tiim B-Gal
formlar1 i¢in %35 laktoz konsantrasyonu ve 50 °C sicakligin uygun oldugu, pH
degerleri i¢in ise capraz bagli B-Gal ve Duolite XAD761’e adsorbe B-Gal’da pH 6.5,
serbest B-Gal icin ise pH 7.5 olacak sekilde reaksiyon kosullari hazirlanmagtir.

Sekil 4.49.’da serbest ve immobilize enzimlerin laktoz ¢ozeltilerinden iirettikleri
GOS miktarlar1 goriilmektedir. Serbest enzim i¢in 360 dakikada gergeklesen
reaksiyonda 13 noktada alinan orneklerden elde edilen sonuglar incelendiginde siire
sonunda baslangicta reaksiyon ortaminda bulunan laktozun %97’sinin kullanildig:
belirlenmistir. Serbest B-Gal ile maksimum GOS {iretimine %90.27 laktoz dontigiimii
noktasinda ulagilmis ve tiretim miktar1 %31.44 olmustur. Bu noktadan sonra meydana
gelen rehidrolizasyon (degradasyon) nedeniyle %97.07’lik laktoz doniisiim noktasinda
ortamdaki GOS miktar1 %22.54’e diigmiistiir. Duolite XAD761’e adsorbe B-Gal da ise
600 dakika siiren reaksiyonda 16 noktadan O6rnek alinmis ve sonuglar bu sekilde elde
edilmistir. Fakat gecen uzun silireye nazaran kullanmilan laktoz miktar1 %92.09°da
kalmistir. Kullanilan laktoz miktar1 %23’e kadar serbest enzimin GOS iiretim hizina
yakin olan, immobilize enzimin GOS iiretim hizi bu noktadan sonra biraz yavaslamistir.
Immobilizasyonda kullamilan destek materyalinin difiizyon sinirlamasi nedeniyle oldugu
diisiiniilen reaksiyon hizindaki azalma Duolite XAD761°e adsorbe B-Gal’in maksimum
GOS iiretiminin %28.76’ya kadar ¢ikmasina izin vermistir. Maksimum GOS iiretimine
%90.96’l1k laktoz kullanim miktarinda ulasilmig ve bu noktadan sonra rehidrolizasyon
baslamistir. Capraz bagh B-Gal ile gergeklestirilen reaksiyon 300 dakika siirmiis ve 12
noktadan alinan orneklerle elde edilen sonuglar incelenmistir. Reaksiyon sonunda
%94.54’1iik laktoz kullanimi1 s6z konusudur. Maksimum GOS iiretimi %86.36’lik laktoz
kullaniminda 9%17.95 olarak belirlenmistir. Kullanilan laktoz miktart %86.36’dan
%94.54’e ¢iktiginda rehidrolizasyon sonucunda reaksiyon ortamindaki GOS miktari
%13.69’a diigmiistiir. Capraz bagh B-Gal’itn GOS iiretim hiz1 %15 laktoz kullanimi
seviyesine kadar, serbest enzim ve Duolite XAD761’ adsorbe enzim ile hemen hemen
paralellik gostermis, fakat bu noktadan itibaren gozle goriiliir bir sekilde reaksiyon

hizinda azalma meydana gelmistir. Bu azalmanin immobilizasyon esnasinda olusan
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capraz bagli polimer yapi1 igerisine laktoz molekiilleri girisinin gii¢liigli, capraz
baglamayla enzim konformasyonunun stabil hale gelmesi ve c¢apraz baglamayla f-

Gal’1n aktif bolgesinin baglanmasi gibi sorunlardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.49. Serbest ve immobilize enzimlerin GOS iiretimleri (50 °C sicaklik, %35
laktoz ve serbest enzim i¢in pH 7.5, immobilize enzimler i¢in pH 6.5)

Farkli mikroorganizma kaynakli B-Gal’lar ile elde edilen GOS iiretim miktarlar
Cizelge 2.10°da verilmis ve iiretilen GOS miktarlar1 %10-55 arasinda degisim
gostermistir. Calismamizdaki sonuclarin irdelenmesi bakimindan Kluyveromyces spp.
kaynakli B-Gal’lar ile yapilan arastirma sonuglarinin goz oniine alinmas1 gerekmektedir.

Serbest B-Gal’larin kullanildig1 ¢caligmalarda su sonuglar alinmistir. Boon ve ark.
(2000), B. circulans, A. oryzae, K. lactis ve K. fragilis kaynakli B-Gal’lar ile yaptiklari
calismada GOS iiretimlerinin B. circulans kaynakli enzimde yiiksek oldugunu,
A. oryzae kaynakli enzimde daha diisiik, K. lactis ve K. fragilis kaynakl1 B-Gal’larda ise
en diisiik GOS iiretimlerinin elde edildigini bildirmislerdir. Bu ¢alismadan farkli sekilde
Cheng ve ark. (2006a), yaptiklar1 arastirmada Bacillus spp., A. oryzae, ve K. lactis
kaynakli enzimler kullanmiglar ve iirettikleri maksimum GOS miktarlarini sirasiyla

%34, %21 ve %35 olarak bulmuslardir. Valero (2009) da yaptig1 calismada enzimleri
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serbest sekilde kullanmis ve K. lactis kaynakh B-Gal ile %31, A. oryzae kaynakli B-Gal
ile %27, B. circulans kaynakli B-Gal ile %40 GOS iiretmistir. Rustom ve ark. (1998),
benzer bir arastirmada peynir alt1 suyu tozu ile olusturduklar1 %14 ve %23 laktoz igeren
cozeltileri ultrafiltrasyon sistemlerinde A. oryzae, K. lactis ve K. fragilis kaynakli -
Gal’lar ile reaksiyona sokarak GOS firetimi gerceklestirmislerdir. A. oryzae kaynakli B-
Gal’in %14 laktoz konsantrasyonunda %17.9 GOS iirettigini, K. lactis ve K. fragilis
kaynakli B-Gal’lar i¢in %23 laktoz konsantrasyonunda sirasiyla %22.2 ve %23.5 GOS
sentezlediklerini bildirmislerdir. Chockchaisawasdee ve ark. (2005), K. lactis kaynakl
B-Gal ile kesikli karigtirmali tank reaktoriinde model laktoz ¢ozeltisinden yaklasik %26
GOS ftirettiklerini bildirmislerdir. Martinez-Villaluenga ve ark. (2008), serbest formda
Lactozym 3000 L HPG ile gergeklestirdikleri GOS reaksiyonlarinda 40 °C’de, 7.5
pH’da, 250 mg/mL laktoz konsantrasyonunda ve 3 U/mL enzim konsantrasyonunda
%30 GOS iiretimi gerceklestirmislerdir. Serbest enzimle elde ettigimiz GOS sonuglari
bir ¢ok arastirmanin sonuclarindan yiiksek ¢ikmis sadece Cheng ve ark. (2006a)’nin
GOS sonucundan diisiik bulunmustur.

B-Gal’larin immobilize edilerek g¢aligildig1 arastirmalarda ise su sonuglar elde
edilmistir. Giile¢ (2009), Lactozym ile gergeklestirdigi GOS sentezi ¢aligmasinda
erlende calkalamali diizenekte serbest enzimin %50 laktoz kullanim oraninda %12
GOS, serbest formdaki enzimin plazma modifiye membranla kullanilmas1 durumunda
%70 laktoz kullanim diizeyindeyken %19 GOS, dogal membran ile serbest enzim
kullanildiginda %60 laktoz kullanim diizeyinde yaklasik %3 GOS ve modifiye
membrana immobilize edilen enzimle ise %1.75 GOS iirettigini bildirmistir. Modifiye
membrana immobilizasyon isleminde kullanilan polietileniminin enzimin aktif bolgesini
bloke etmesi nedeniyle GOS iiretiminin diisiik oldugunu bildirmistir. Foda ve Lopez-
Leiva (2000), Maxilact 2000 L kullanarak membran reaktorde GOS iiretimi
gergeklestirmislerdir. Kesikli sitemde %23 laktoz konsantrasyonu, pH 7.0 ve 45 °C
sicaklik sartlarinda %22.2 GOS, pilot isletmede siirekli sistemde ise %20 laktoz
konsantrasyonu, pH 7.0 ve 45 °C sicaklik sartlarinda %31 GOS {iretimi elde etmiglerdir.
Maugard ve ark. (2003), Lactozym’i Duolite A568’c¢ adsorbe ederek %70 v/v
konsantrasyonda ¢oziiciiler ile hazirlanmis laktoz c¢ozeltileriyle (159 g/L
konsantrasyonunda) GOS sentezlemislerdir. Coziicii kullanilmadigi durumda %22,
hekzanol kullanildiginda %21, hekzadienol kullanildiginda %2, dietilen glikol dietileter
(DEGDE) kullanildiginda %26 ve gliserol kullanildiginda ise %2 GOS {iretimi elde
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etmiglerdir. Calismamizda o6zellikle Duolite XAD761’e¢ adsorbe B-Gal icin elde
ettigimiz GOS iretimi Foda ve Lopez-Leiva (2000)’ninki hari¢ diger arastirma
sonuglarindan yiiksek cikmistir. Capraz bagli f-Gal da ise GOS iiretimi literatiire
uygunluk gdstermektedir.

Immobilize B-Gal’larla (Kluyveromyces spp. kaynagi disindaki) elde edilen GOS
miktarlarinin ayni enzimlerin serbest formlarna goére daha diisilk miktarda GOS
rettigini bildiren c¢aligmalar bulunmaktadir (Cheng ve ark., 2006b; Nakkharat ve
Haltrich, 2007). Gaur ve ark. (2006) ise bunlarin aksine immobilizasyonla GOS
tiretiminde artig saptamislardir.

GOS verimleri agisindan serbest ve immobilize B-Gal’lar karsilastirildiginda
serbest ve Duolite XAD761’e adsorbe B-Gal’larin GOS verimlerinin birbirine yakin
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.50.).

Serbest B-Gal i¢in kullanilan laktoz miktar1 %45.8 iken %40.2°1ik verim, Duolite
XAD761’e adsorbe B-Gal i¢in kullanilan laktoz miktar1 %23.05 iken %39.66 verim elde
edilmistir. Capraz bagli B-Gal i¢in ise kullanilan laktoz miktar1 %15.19 iken % 35.4’°likk
GOS verimine ulagilmistir. Tiim bu B-Gal formlarinda, kullanilan laktoz miktar1 artisi
karsisinda GOS verimlerinin diistiigli goézlenmistir. Bu durum, GOS olusum hizinin
laktoz hidroliz hizindan diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir. Yapilan arastirmalarin
cogunda verimin diistiigli gozlenmistir (Albayrak ve Yang, 2002a; Giileg, 2009; Neri ve
ark., 2009). Sadece Valero (2009)’nun yaptig1 ¢alismada A. oryzae ve K. lactis kaynakli
B-Gal’lar i¢in GOS veriminin diisiis gosterdigi fakat B. circulans kaynakl B-Gal igin
%10-60 laktoz kullanim1 seviyelerinde GOS veriminin %65-70 bandinda yatay
seyrettigi bildirilmistir.

Calismamizda iiretilen GOS miktarlarinin maksimum oldugu noktalarda GOS
verimleri serbest enzimde %34.83, Duolite XAD761’e adsorbe enzimde %31.62 ve

capraz bagli enzimde ise %20.79 olmustur.
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Sekil 4.50. Serbest ve immobilize enzimlerin GOS verimleri (50 °C sicaklik, %35 laktoz
ve serbest enzim i¢in pH 7.5, immobilize enzimler i¢in pH 6.5)

Valero (2009), yaptig1 calismada li¢ farkli mikroorganizma kaynakli B-Gal ile
GOS sentezlemis ve GOS verimlerini enzim kaynaklarina gore su sekilde elde etmistir.
A. oryzae kaynakli B-Gal i¢in %60.36, B. circulans kaynakli B-Gal igin %68.54 ve
K. lactis kaynakli B-Gal i¢in ise %50.98 GOS verimine ulasmistir. Giileg (2009) ise
Lactozym ile gergeklestirdigi arastirmada serbest enzim ile %39-40 civarinda, UF
sitemindeki serbest enzimde %7, modifiye membran ile serbest formda ise %34-35
civarinda GOS verimi elde etmistir. Albayrak ve Yang (2002a), 4. oryzae kaynakl B-
Gal’1t pamuklu beze immobilize ettikleri ¢alismada GOS veriminin %65 civarinda
oldugunu saptamislardir. Neri ve ark. (2009), serbest ve manyetik polisiloksan-polivinil
alkol tlizerine baglanmis Aspergillus oryzae kaynakli B-Gal ile GOS sentezlemisler ve
GOS verimini serbest enzim ig¢in %64.1, immobilize enzim i¢in %62.6 olarak
bulmuslardir. Burada oldugu gibi ¢alismamizda da serbest ve Duolite XAD761’e

adsorbe B-Gal’larin GOS verimleri biribirine yakin bulunmustur.
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Serbest ve immobilize p-Gal’lar kullanilarak laktoz  c¢ozeltileriyle
gerceklestirilen reaksiyonlarda laktoz disinda meydana gelen disakkaritler GOS2 olarak
adlandirilmigtir. Bunlar TD (transgalaktosile disakkarit) olarak bildirilmistir (Sako ve
ark., 1999). Serbest ve immobilize enzimlerle laktozdan elde edilen GOS2 miktarlari
Sekil 4.51.’de verilmistir. Kullanilan laktoz miktar1 %80 civarmna kadar tiim enzim
formlarinda GOS2 miktarlar birbirine yakin seyretmistir. Bu noktada (%80 kullanilan
laktoz) yaklasik %14 civarinda GOS2 iiretimi saglandigi goriilmektedir. Kullanilan
laktoz miktar1 %80°1 gectikten sonra ¢apraz bagli enzimin GOS2 iiretim hiz1 yavaslamis
ve ardindan diisiise gecmistir. Capraz bagli enzimin maksimum GOS2 iiretimine
(%13.92) %86.36 laktoz kullanim miktarinda ulagilmistir. Serbest ve Duolite
XAD761’e adsorbe enzimde maksimum GOS2 iiretimlerinin birbirine ¢ok yakin oldugu
saptanmis ve kullanilan laktoz miktar1 %90.27 iken serbest enzimde %17.79 GOS2,
kullanilan laktoz miktar1 %90.96 iken Duolite XAD761’e adsorbe enzim igin %17.56
GOS?2 iiretimi elde edilmistir.
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Sekil 4.51. Serbest ve immobilize enzimlerin GOS2 iiretimleri (50 °C sicaklik, %35
laktoz ve serbest enzim i¢in pH 7.5, immobilize enzimler i¢in pH 6.5)
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Laktoz hidrolizi ile olusan monosakkaritler kullanilarak GOS2’ler elde
edilmektedir. Molekiil boyutu kii¢iik olan monosakkaritlerin difiizyon sinirlamasindan
daha az etkilendigi, serbest ve Duolite XAD761’e adsorbe enzim sonuglarindan
anlagilmaktadir. Capraz bagl enzimde de GOS2 miktarinin diger enzim formlariminkine
yakin ¢ikmasi difiizyon sinirlamasi etkisinin azaldigin1 ama ¢apraz bagla olusan yapi
icinde enzim konformasyonu kisitlamast nedeniyle benzer miktarda GOS2
tiretilemedigini diisiindiirmektedir.

Martinez-Villaluenga ve ark. (2008), Laztozym ile yaptikar1 arastirmada
maksimum GOS?2 iiretimini 50 °C sicaklikta, 250 mg/mL laktoz konsantrasyonunda, pH
6.5’de ve 3 U/mL enzim konsantrasyonunda 300 dakikalik reaksiyon sonucunda %15.5
olarak saptamislardir. Bu sonug serbest ve Duolite XAD761’e adsorbe B-Gal’larla elde
ettigimiz GOS2 sonuglardan diisiiktiir. Bunun disinda Cheng ve ark. (2006a) da K. lactis
kaynakli B-Gal kullanarak gergeklestirdikleri 50 °C’de, 330 g/L laktoz
konsantrasyonunda, 3 saatlik GOS reaksiyonda %22.48 GOS2 elde etmislerdir.

Olusturulan reaksiyon sartlarinda serbest, ¢apraz bagli ve Duolite XAD761’e
adsorbe enzimlerle GOS3 olusumlart Sekil 4.52.’de gortilmektedir.
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Sekil 4.52. Serbest ve immobilize enzimlerin GOS3 iiretimleri (50 °C sicaklik, %35
laktoz ve serbest enzim i¢in pH 7.5, immobilize enzimler i¢in pH 6.5)
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GOS3 sentezleme yetenegi bakimindan serbest enzimin ©Onde oldugu
belirlenmistir. Serbest enzimde %75-90 laktoz kullanim degerleri arasi, GOS3
miktarlariin en yiiksek oldugu bolgedir. Laktoz kullanim1 %81.61 iken serbest enzim
%14.02 GOS3 iiretmistir. Duolite XAD761’e adsorbe enzimin %60-90 laktoz kullanimi
seviyelerinde GOS3 iiretiminin yatay seyrettigi goriilmektedir. Maksimum GOS3
tretimi laktoz kullanimi %74.69 iken %11.83 olarak gerceklesmistir. Capraz bagh
enzimde kullanilan laktoz miktar1 %60-85 araliginda iken GOS3 {iiretiminin sabit kaldig1
ve en yiikksek GOS3 iiretimini (%4.03) %86.36 laktoz kullanim miktarinda olusturdugu
gorilmiistiir.

Reaksiyon ortaminda serbest olarak bulunan B-Gal’in daha etkin sekilde biiytik
GOS molekiilleri olugturmasi laktozun enzime kolay ulagmasiyla saglanmaktadir.
Immobilize enzimlerde laktozun Duolite XAD761’de i¢ kesimlere difiizyonunun
zorlugu GOS3 iiretiminde azalmaya sebep olmustur. Capraz bagli enzimde capraz
baglanmada kullanilan BSA’nin da etkisiyle, olusan ag yapist hem difiizyonu hem de
enzim konformasyonunu etkileyerek GOS3 olusumunda cok biiyiikk diisiise neden
olmustur. Diflizyon acisindan Duolite XAD761’in ¢apraz bagla olusan ag yapisina gore
daha rahat substrat gegisi sagladigi goriilmiistiir. Ayrica Duolite XAD761’e adsorbe
enzimde GOS3 iiretiminin ¢apraz bagli enziminkinden fazla olmasi yiizeye tutunan
enzim konformasyonunun serbest enzime yakin oldugunu gdstermektedir. Difiizyon
sinirlamasi rehidrolizasyon hizlarmin farkliligindan da anlasilmaktadir. Serbest enzimde
kullanilan laktoz miktar1 %90°1 gegtikten sonra rehidrolizasyon hizinin ¢ok fazla arttig
goriilmektedir. Immobilize enzimlerde rehidrolizasyonun daha yavas gerceklestigi
goriilmektedir.

Martinez-Villaluenga ve ark. (2008), Lactozym’in serbest formuyla
gergeklestirdikleri GOS reaksiyonunda 40 °C, 7.5 pH, 250 mg/mL laktoz
konsantrasyonu ve 3 U/mL enzim konsantrasyonu sartlarinda maksimum GOS3 (6'-
galaktosil laktoz) miktarina (%17) ulagsmiglardir. Cheng ve ark. (2006a) da K. lactis
kaynakli B-Gal ile GOS3 iiretimini %12.49 olarak gerceklestirmislerdir. Serbest enzim
ve Duolite XAD761’¢ adsorbe enzim sonuglarimiz bu ¢alismalarin sonuglarina
uygunluk gosterirken c¢apraz bagli enzim sonug¢larimiz ise bu sonuglardan diisiik
cikmistir. Gaur ve ark. (2006), 4. oryzae kaynakl B-Gal ile ¢alismislardir. Enzimi,
Kitosan’a kovalent bagli ve glutaraldehitle ¢apraz bagli agregat seklinde immobilize

etmisler ve serbest formda da kullanmiglardir. Olusturduklart GOS reaksiyonlarinda
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serbest, Kitosan’a kovalent bagli ve glutaraldehitle ¢apraz bagli enzimlerin GOS3
tiretimlerini 2 saatlik reaksiyon sonunda sirasiyla %10.0, %17.3 ve %4.6, 12 saatlik
reaksiyon sonucunda ise sirasiyla %22.6, %25.5 ve %1.4 olarak tespit etmislerdir.
Burada serbest enzime gore ¢apraz baglamayla GOS3 iiretiminin bizim ¢alismamiza
benzer sekilde (¢capraz bagli enzim i¢in) diistiigii belirtilmektedir.

Sekil 4.53.’de serbest ve immobilize f-Gal’larin laktozdan iirettikleri glikoz ve

galaktoz miktarlarina ait grafik goriilmektedir.

60
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Sekil 4.53. Serbest ve immobilize enzimlerin glikoz ve galaktoz iiretimleri (50 °C
sicaklik, %35 laktoz ve serbest enzim i¢in pH 7.5, immobilize enzimler i¢in pH 6.5)

Grafige bakildiginda galaktoz miktarlarinin glikoz miktarlarindan diisiik oldugu
goriilmektedir. B-Gal enziminin laktoz hidrolizi reaksiyonunda (Sekil 2.4.) enzimin
laktozla birlesmesinden sonra olusan enzim-galaktoz-glikoz kompleksinden 6ncelikle
glikoz ayrilip reaksiyon ortamina ge¢mektedir. Geriye kalan enzim-galaktosil
kompleksi hidroksil grup igeren alici molekiile aktarilmaktadir. Bu molekiil su olursa

sonugta galaktoz, karbonhidrat olursa bir GOS olusmaktadir (Mahoney, 1998).



111

Galaktozun bu reaksiyonda GOS olusumu i¢in kullanilmasindan dolay1 ortamdaki
serbest galaktoz miktar1 glikoz miktarindan daha diisiik olmaktadir.

Kullanilan laktoz miktarindaki artigla beraber serbest ve immobilize B-Gal’larin
olusturdugu galaktoz miktarlar1 birbirine yakin olmakla beraber serbest f-Gal i¢in bu
degerlerin  (%60-90 kullanilan laktoz miktarlar1 arasinda) biraz diisik oldugu
goriilmektedir. Bu da serbest enzimin GOS iiretim miktarlarinin digerlerine nazaran
yiiksek olmasini teyit etmektedir. Galaktoz miktarlar1 serbest enzimde kullanilan laktoz
orant %97.02 iken %31.46, Duolite XAD761’e adsorbe enzimde kullanilan laktoz
miktart %92.09 iken %26.06 ve capraz bagli enzimde ise kullanilan laktoz miktari
%94.54 iken %30.58 olarak belirlenmistir.

Glikoz miktarlar1 acgisindan serbest ve Duolite XAD761°¢ adsorbe enzimlerde
benzer bir artis goriilmektedir. Capraz bagli enzim de ise glikoz miktarinin yiiksekligi
dikkati ¢cekmektedir. GOS2’ler i¢inde glikozun ve galaktozun birlesmesiyle olusan
allolaktoz gibi sekerler bulunabilmekte, bunun yaninda sadece galaktoz birimlerinden
olusan galaktobioz gibi sekerler de olusmaktadir. Burada da glikoz miktarinin yiiksek
olmast GOS2 olusumunda glikoz yerine galaktozun baskin sekilde kullanildigini
diisiindiirmektedir. Gaur ve ark. (2006), A. oryzae kaynakli B-Gal ile serbest ve
immobilize formlarda gergeklestirdigi GOS reaksiyonlarinda olusan toplam
monosakkarit miktarlarin1 2 saatlik reaksiyon sonunda serbest enzim icin %4.9,
Kitosan’a kovalent bagli enzim icin %7.7 ve glutaraldehitle ¢apraz bagl enzim i¢in
%50.3 olarak, 12 saatlik reaksiyon sonunda ise sirasiyla %6.9, %15.9 ve %78 olarak
bulmuslardir. Capraz bagli enzimin diger enzim formlarma gore daha fazla
monosakkarit olusturdugunu yani c¢apraz bagli enzimin laktoz hidrolizine yatkin
oldugunu belirlemislerdir. Calismamizdaki ¢apraz bagli enzim sonuglar1 bu sonuglara

benzerlik gostermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Calismanin ilk asamasinda enzim immobilizasyon parametrelerinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bunun i¢in ¢apraz baglama ve adsorbsiyona yonelik etkili parametreler
denenerek sonuglar elde edilmistir.

B-Gal’in ¢apraz baglanmasi i¢in yapilan deneylerde elde edilen immobilizasyon
parametreleri %20 BSA, %1.2 glutaraldehit, 1100 EU/mL enzim konsantrasyonu, 4 cm”
pamuklu bez yiizey alani ve pH 7.0 olarak belirlenmistir.

Duolite XAD761°¢ adsorbsiyon uygulamasinda B-Gal’in etkin aktivite ve
baglanma sagladigi immobilizasyon parametreleri de pH 8.0, 30 °C sicaklik, 110
EU/mL enzim konsantrasyonu ve 60 dakika immobilizasyon siiresi olarak tespit
edilmistir. Bu sekilde B-Gal’mm immobilizasyon uygulamalart i¢in uygun sartlar
belirlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda serbest ve immobilize enzimlerin ¢alisma
kosullart ve kinetikleri belirlenmistir. Bu amagla ONPG kullanilmistir. Ayrica laktoz
kullanilarak GOS firetiminde etkili olan laktoz konsantrasyonu, pH ve sicaklik gibi
cesitli karakteristiklerin GOS {iretimini nasil etkiledigi ¢aligilmigtir.

Karakterizasyon = deneylerine  Oncelikle  tampon  konsantrasyonunun
belirlenmesiyle baglanmistir. Bu amagla serbest $-Gal ile potasyum fosfat tamponunun
cesitli konsantrasyonlart1 denenmis ve en yliksek aktivitenin elde edildigi tampon
konsantrasyonu 50 mM olarak tespit edilmistir.

Calismada kullandigimiz p-Gal Kluyveromyces lactis kaynakli oldugundan Mg*"
iyon istegi bulunmaktadir. Bu nedenle Mg®" ihtiyacinin karsilanmasi igin gesitli
konsantrasyonlarda MgCl, reaksiyon ortamina ilave edilerek, uygun MgCl,
konsantrasyonu belirlenmeye c¢alisilmistir. Cozeltide MgCl, bulunmadigi durumda
enzimin aktivitesinde cok fazla kayip meydana geldigi (%5.41 relatif aktivite)
belirlenmis, 1-2 mM konsantrasyonlar1 arasindaki MgCl, tin $-Gal’in relatif aktivitesini
%090’1n Ustiine ¢ikardig1 goriilmistiir. Reaksiyonlarda kullanmak tizere 1.5 mM MgCl,
konsantrasyonunun uygun oldugu belirlenmistir.

Immobilizasyonla birlikte enzimin ¢esitli ozelliklerinde degisiklerin olmasi
beklenmektedir. Bu yiizden Oncelikle serbest ve immobilize B-Gal’larin optimum
pH’larindaki degisim incelenmistir. Serbest -Gal i¢in 6.6 olan optimum pH degeri,
Duolite XAD761’e adsorbe ve ¢apraz bagl B-Gal’da 7.0 pH’ya kaymustir. izoelektrik
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noktaya yaklasan pH degerinde (pH 5.5) serbest enzimin inaktif oldugu, fakat
immobilize enzimlerin bu pH degerinde ve hatta daha diisiik pH’da (pH 5.0) bile
aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Ozellikle ¢apraz bagli enzimin pH’ya bagh ¢alisma
aralig1 diger enzim formlarindan iyi ¢ikmuigtir.

Enzim karakterizasyonunda, reaksiyon hizina ve enzim aktivitesine etki eden
sicakligin, serbest ve immobilize B-Gal’lar {izerine davranisi incelenmistir. Serbest 3-
Gal i¢in optimum ¢alisma sicakliginin 40-45 °C arasinda oldugu saptanmigtir. Duolite
XAD761’e adsorbe edilen B-Gal i¢in optimum caligsma sicakligi serbest B-Gal’inki ile
ayni bulunmustur. Capraz bagl enzimde ise optimum c¢alisma sicakliginin 5 °C
yiikselerek 50 °C’ye ¢iktig1 gozlenmistir. Immobilizasyon ile enzimlerin E,’leri de
degisim gostermistir. Serbest enzimde 39 kj/mol olan E, degeri, immobilizasyon
uygulamasiyla diismiis ve Duolite XAD761’e adsorbe enzim i¢in 24.27 kj/mol, ¢apraz
bagli enzim i¢in 11.94 kj/mol olarak bulunmustur.

Kinetik katsayilar enzimlerde reaksiyon hizlarinin nasil sekillendigi konusunda
fikir veren Onemli parametrelerdir. Genellikle immobilizasyon iglemlerinden sonra
enzimlerin kinetik katsayilarinda degisimler meydana gelmektedir. Kinetik katsayilarin
belirlenmesinde serbest ve immobilize B-Gal’larin en yiliksek aktivite verdikleri
reaksiyon sartlar1 belirlenmis ve her bir B-Gal formu i¢in bu sartlarda deneyler
gerceklestirimistir. ONPG  kullanarak elde edilen sonuglarda K, degerinin
immobilizasyonla arttig1, Vi, degerinin ise diistiigli saptanmustir. Serbest B-Gal igin
Viax degeri 97.08 umol ONP/dk/mg enzim, K, degeri 3.15 mM, Duolite XAD761’e
adsorbe B-Gal i¢in Vi, degeri 9.04 pmol ONP/dk/mg enzim, K, degeri 19.83 mM ve
capraz bagli B-Gal i¢in Ve degeri 9.46 umol ONP/dk/mg enzim, K, degeri 32.07 mM
olarak bulunmustur.

Serbest ve immobilize B-Gal’larin pH stabiliteleri incelendiginde bazik
ortamlarda immobilize B-Gal’larin daha dayanikli oldugu tespit edilmistir. Serbest ve
Duolite XAD761’e adsorbe B-Gal’larin nétr pH’ya kadar olan aralikta benzer stabilite
gosterdikleri belirlenmistir. Serbest ve ¢apraz bagli B-Gal’lar i¢in maksimum pH
stabilitesinin 7.0 pH’da, Duolite XAD761’e adsorbe B-Gal i¢in ise 8.0 pH’da saglandig1
gorilmiistiir.

Enzimlerde optimum sicaklik yaninda enzimin farkli sicakliklarda aktivitelerini
ne kadar korudugu da 6nem arz etmektedir. Bu amacla gergeklestirilen 1s1l stabilite

sonuglarina bakildiginda serbest enzimin 40 °C’de, 50 ve 60 °C’lerde ise ¢apraz bagh
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enzimin 1s1l stabilitesinin 1yi oldugu tespit edilmistir. Duolite XAD761’e adsorbe
enzimin 50 ve 60 °C sicakliklarda stabilitesinin diger enzim formlarina gore daha diisiik
oldugu belirlenmistir.

GOS iiretimininde en etkili parametrelerden biri olan laktoz konsantrasyonu
serbest ve immobilize enzimlerde %25-45 laktoz konsantrasyonu aralifinda denenmis
ve serbest enzim i¢in maksimum GOS ftretimi %35 laktoz konsantrasyonunda %32.3,
capraz bagli enzim i¢in %35 laktoz konsantrasyonunda %18.34 ve Duolite XAD761’¢e
adsorbe enzim igin ise yine %35 laktoz konsantrasyonunda %28.7 olarak belirlenmistir.
Daha yiiksek laktoz konsantrasyonuna ¢ikildiginda immobilize enzimlerde GOS iiretim
hizinin diistiigi goriilmiistir. GOS’ler GOS2 (disakkaritler) ve GOS3 (trisakkaritler)
olarak ayri ayr1 incelendiginde tiim enzim formlar i¢in %35 laktoz konsantrasyonunda
maksimum GOS2 ve GOS3 iretimlerinin gergeklestigi, sadece Duolite XAD761’e
adsorbe enzimde maksimum GOS3 iiretiminin %25 laktoz konsantrasyonunda olustugu
belirlenmistir. Burada GOS2/GOS3 oranlarmma bakildiginda serbest ve Duolite
XAD761’e adsorbe enzimde bu oranlarin sirastyla 1.30 ve 1.38, ¢apraz bagh enzimde
ise 2.72 oldugu belirlenmistir. Bu da ¢apraz bagli enzimin toplam GOS {iretimi i¢inde
GOS2 iiretiminin daha baskin oldugunu gostermektedir. Laktoz hidrolizi incelendiginde
serbest ve Duolite XAD761 e adsorbe enzimde laktoz konsantrasyonu artisinin hidroliz
hizim1 artirdigl, bunun aksine ¢apraz bagli enzimde ise hidroliz hizini azalttig1 tespit
edilmistir. Bu sonuglara gore en yiiksek GOS iiretimi icin tiim B-Gal formlarinda uygun
laktoz konsantrasyonunun %35 olmasi gerektigi belirlenmistir.

Serbest ve immobilize B-Gal’larla GOS iiretimi iizerine pH’nin etkisi de
belirlenmistir. Tlim B-Gal formlarinda 5.5 pH degrinde GOS iiretiminin diistligii, hatta
serbest enzimde hizli gelisen inaktivasyon nedeniyle hi¢ GOS iiretilemedigi
goriilmistiir. Bu pH degerinde en yiliksek GOS iiretimi (%5.62) capraz bagl enzimde
elde edilmistir. Notr bolgeye yakin pH degerlerinde tiim B-Gal formlarinda yiiksek GOS
tretimi saglanmigtir. Serbest enzimde 6.5 ve 7.5 pH degerlerinde GOS sonuglari
birbirine yakin bulunmus, fakat pH 6.5’de GOS iiretim hizinin daha yiiksek oldugu
saptanmistir. Bununla birlikte maksimum GOS iiretimine (%33.11) pH 7.5’de
ulagilmistir. Capraz bagli enzimde ise pH 6.5’de %18.34 ile maksimum GOS {iretimi
elde edilmistir. Duolite XAD761’e adsorbe enzimin ise 6.5 pH’da %28.7 GOS {irettigi
goriilmiistiir. Serbest B-Gal’in 6.5 pH’da GOS2’yi (%19.4), 7.5 pH’da ise GOS3’ii
(%14.88) fazla miktarda sentezledigi tespit edilmistir. Capraz baglh enzimde 6.5 pH’da
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maksimum GOS2 ve GOS3 iiretimleri elde edilmis ve {iretim miktarlar1 sirasiyla
%12.31 ve %4.34 olmustur. Duolite XAD761’e adsorbe enzimde 5.5 pH’da olusan
GOS’lerin GOS3 oldugu ve enzimin ilk 30 dakikada inaktive olmasi sebebiyle GOS3
miktariin %0.68’de kaldig1 belirlenmistir. Serbest enzimde oldugu gibi Duolite
XAD761’¢ adsorbe enzimde de pH 6.5°de GOS2 (%15.26), pH 7.5’de ise GOS3
(%11.39) daha fazla miktarda iiretilmistir. Serbest ve immobilize enzimlerde 5.5 pH’da
hidroliz diizeyinin diisiik oldugu ve hatta serbest enzimde reaksiyonun basinda enzimin
inaktivasyonu nedeniyle laktoz hidrolizinin ger¢eklesmedigi goriilmiistiir. Serbest
enzimde 6.5 pH’nin, Duolite XAD761’e adsorbe enzimde ise 7.5 pH’nin, hidroliz
miktarini ve olusan glikoz, galaktoz miktarlarini arttirdigi saptanmistir. Capraz bagh
enzimde ise pH 6.5’de galaktoz miktarinin, pH 7.5’de ise glikoz miktarinin fazla oldugu
goriilmiistiir. pH’nin etkisine yonelik yapilan calismalarda serbest enzim igin 7.5 pH,
capraz bagli ve Duolite XAD761’e adsorbe enzimerde ise 6.5 pH en yiiksek GOS
liretimi parametresi olarak belirlenmistir.

Sicakligin GOS iiretimine etkisi incelendiginde serbest enzimde maksimum
GOS iiretiminin (%32.3) 50 °C’de gergeklestigi belirlenmistir. Capraz bagli enzimde 50
°C’de %18.34 GOS elde edilmistir. Ayrica 60 °C’de ise %13.57 GOS iiretimi
gergeklesmistir. Tiim B-Gal formlar i¢inde 60 °C’de en yiiksek GOS iiretim miktari
capraz bagl enzimde kaydedilmistir. Duolite XAD761’e adsorbe enzimde ise 50 °C’de
%28.7’lik GOS fiiretimine ulasilmistir. GOS2 ve GOS3 sonuglara bakildiginda 60
°C’de gerceklesen reaksiyonlarda serbest ve Duolite XAD761’e adsorbe enzimde
denaturasyon sebebiyle ¢ok fazla iiriin olusamamistir. Fakat az miktarda olusan GOS’in
de GOS3 olmasi, ayrica ¢apraz bagl enziminde bu sicaklikta diger enzim formlara
gore oldukea yiiksek miktarda GOS2 ve GOS3 sentezlenmesi ve GOS2/GOS3 oraninin
1.20 olmas1 yani toplam GOS iiretimi iginde GOS3 oraninin artmasi, yliksek sicaklikta
GOS3 iiretiminin gerceklestigini gostermektedir. Fakat bu sicaklikta meydana gelen
denaturasyon iiriin miktarinin az olmasina neden olmustur. Serbest enzim igin
maksimum GOS2 ve GOS3 miktarlar1 sirasiyla %19.4 ve %13.95 olarak 50 °C
sicaklikta elde edilmistir. Capraz bagli enzimde 60 °C sicaklikta %7.27 GOS2, %6.04
GOS3 {iretimine ulasilmis fakat maksimum GOS2 ve GOS3 iiretimleri 50 °C sicaklikta
sirastyla %12.31 ve %4.34 olarak tespit edilmistir. Duolite XAD761’e adsorbe enzimde
maksimum GOS2 miktar1 40 °C’de %15.29, maksimum GOS3 miktar1 ise 50 °C’de
%10.93 olarak bulunmustur. Serbest ve Duolite XAD761’e adsorbe enzimlerde yiiksek
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sicakliklarda olusan denaturasyon laktoz hidrolizinin durmasiyla da belirlenmistir. Tim
B-Gal formlari i¢in maksimum GOS iiretimi saglayan sicakligin 50 °C oldugu goriilmiis
ve bu sicaklik degeri GOS firetiminde kullanilmistir.

Calismanin {glincli asamasinda, elde edilmis olan en 1iyi reaksiyon
parametrelerine gore GOS iiretimleri belirlenmistir.

Serbest, Duolite XAD761’e adsorbe ve capraz bagl B-Gal’lar ile elde edilen
maksimum GOS miktarlar1 sirasiyla %31.44, %28.76 ve %17.95 olmustur. GOS
verimlerinin serbest (%40.2) ve Duolite XAD761’e adsorbe enzim (%39.66) icin
reaksiyon baslangicinda birbirine yakin olduklari ve benzer bir egilim gosterdikleri
saptanmistir. Capraz bagli enzimde ise GOS veriminin daha diisiik oldugu (%35.4)
belirlenmistir. En iyi kosullarda olusan GOS2 miktarlar1 serbest enzim i¢in %17.79,
Duolite XAD761’e adsorbe enzim i¢in %17.56 ve ¢apraz bagli enzim igin ise %13.92
olarak elde edilmistir. Serbest, Duolite XAD761’e adsorbe ve ¢apraz bagli enzim i¢in
elde edilen GOS3 miktarlar sirasiyla %14.02, % 11.83 ve % 4.03 olarak bulunmustur.
Laktoz hidroliziyle olusan glikoz ve galaktoz miktarlar1 incelendiginde galaktozun GOS
olusumunda kullanilmas1 sebebiyle olusan galaktoz miktarlar1 glikoz miktarlarindan
diistik bulunmustur. Tiim enzim formlarinda galaktoz miktarlarinin birbirine yakin
oldugu fakat serbest enzimin iirettigi galaktoz miktarlarinin %60-90 laktoz kullanim
miktar1 araliginda biraz diisiik oldugu gozlenmistir. Bu durum serbest enzimin
calismadaki maksimum GOS iiretimini ag¢iklamaktadir. Glikoz miktarlar1 acisindan
serbest ve Duolite XAD761’e adsorbe enzimlerin benzer miktarda iiretim yaptiklar
saptanmis, fakat capraz bagli enzimde glikoz iiretiminin fazla oldugu goériilmiistiir.

Biitlin bu sonuglar incelendiginde GRAS statiisiinde olan Kluyveromyces lactis
kaynakli B-Gal’in serbest formundan elde edilen %31.44’lik GOS {iretim miktariyla
one ¢iktig1 gorilmektedir. Fakat GOS reaksiyonlarinda serbest enzim kullanimi her
islemde yeniden enzim harcanmasina neden olacagindan GOS {iretim maliyetine artis
getirecektir. Bu calismada kullanilan laktoz ¢ozeltileri model olarak belirli sartlarda
olusturulmaktadir, fakat endiistriyel liretimde ise laktoz kaynagi olarak peyniralt1 suyu
tercih edilmektedir. Serbest B-Gal’in pH’ya bagli calisma araliginin dar olmasi ve 5.5
pH degerinde inaktive olmasi, asidik karakterli peyniraltt suyu ile GOS iiretiminde
problem yaratmast ya da pH ayarlamasinda kullanilacak kimyasal sarfiyatinin

yiikselmesiyle yine liretim maliyetini arttirmasi s6z konusu olacaktir. Bu nedenle B-
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Gal’in kolay ve diisiik maliyetli immobilizasyon yontemleriyle immobilize edilerek
kullanilmas1 GOS iiretim maliyetini diisiirecektir.

GOS iretim miktar1 agisindan karsilastirma yapildiginda Duolite XAD761°e
adsorbe enzimin capraz bagli enzimden yaklasik %11 civarinda fazla GOS {irettigi ve
bu konuda etkili oldugu goriilmektedir. Ayrica Duolite XAD761’¢ adsorbe enzimde
immobilizasyon isleminin ¢apraz bagli enzime gore daha kolay gerceklestirilebilmesi de
avantaj yaratmaktadir. Capraz bagli enzimin ise daha genis pH bandinda c¢aligabilmesi,
yiiksek caligsma sicakligina sahip olmasi, 1s1l stabilite agisindan daha dayanikli olmasi
gibi olumlu 6zelliklere sahip oldugu goriilmektedir. Fakat ¢apraz bagli enzimin toplam
GOS iiretiminin az olmasi yaninda GOS iiretimi i¢cinde GOS3 oraninin diisiik olmasi
gibi dezavantajlar barindirmaktadir. Bu ¢aligmada hedefin yiiksek GOS iiretimi olmasi
nedeniyle Duolite XAD761’e adsorbe enzimin bu gorevi yerine getirdigi goriilmektedir.
Fakat bu immobilizasyon yontemi calisma kosullarina dayaniklilik agisindan iyi
sonuglar ortaya koymamastir.

Duolite XAD761’¢ adsorbe B-Gal’m 40 ve 50 °C’lerdeki GOS iiretim
miktarlarinin birbirine yakin olmasi nedeniyle GOS iiretiminde c¢alisma sicakliginin
diisiiriilmesi ve 1s1l stabilite sorununa karsi bdylece Onlem alinmasi gerekmektedir.
Bunun immobilize B-Gal’dan daha fazla yararlanmak i¢in gerekli oldugu
diistiniilmektedir.

Capraz bagl f-Gal’da ise ¢aligma sartlarina kars1 dayanikliligi ve yiiksek laktoz
hidroliz yetenegi nedeniyle GOS firetimi yerine laktozsuz siit iiretimi i¢in denenmesi
onerilebilir.

Caligmada B-Gal’in immobilizasyonuyla GOS {iretiminde meydana gelen
diistislin genellikle diflizyon sinirlamasindan kaynaklandigi gortilmistiir. Bu yiizden -
Gal immobilizasyonunda difiizyon sinirlamasi yaratmayan yontemlerin (porozitesi az
olan tasiyicilarin dis yiizeyine baglama, ultrafiltrasyon membranlar1 gibi uygulamalarla

¢oziinen formda immobilizasyon vb.) tercih edilmesi onerilebilir.
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