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OZET

POLI(AKRILAMIT-KO-AKRILIK ASIT)
HIDROJELLERINE LAKKAZ ENZIMi IMMOBILIZASYONU

SAHIN, Goknil
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Kimya Anabilim Dali, Yuksek Lisans Tezi
Danigman: Dr. Ogretim Uyesi Haydar ALTINOK
Ekim 2018, 124 Sayfa

Bu calismada, Lakkaz enzimi (EC 1.10.3.2), poli(akrilamit-ko-akrilik asit)
hidrojellerine, epiklorhidrin (ECH), N-hidroksisuksinimit (NHS) ve karbodiimit
(CDI) ile aktiflegtirilerek kovalent baglanma yontemiyle (P(AAm-ko-
AAC)/ECH, P(AAm-ko-AAc)/CDI ve P(AAm-ko-AAc)/NHS) seklinde
immobilize edilmistir. Serbest enzim i¢in Michaelis-Menten sabiti (Km) ve
maksimum tepkime hizi (Vmak) degerleri sirasi ile 8,69x103 mM, 7,19x103
mM.dak! olarak bulundu. immobilize enzimler (P(AAm-ko-AAC)/ECH,
P(AAm-ko-AACc)/NHS ve P(AAm-ko-AAc)/CDI igin ise Km degerleri 0,50x103
mM, 1,17x10° mM ve 7,35x10°3 mM, Vmak dederleri 0,85 x10°3 mM.dak
11,43x10° mM.dak?, 4,65x10° mM.dak? olarak bulundu. Serbest enzim ve
immobilize enzimler (P(AAm-ko-AAc)/ECH, P(AAm-ko-AAc)/CDI ve P(AAm-
ko-AAC)/NHS) icin optimum pH degerleri sirasiyla 5,0-5,0-5,5 ve 5,5 ve
optimum sicaklik degerleri serbest enzim ve immobilize enzimler (P(AAm-ko-
AAC)/ECH, P(AAm-ko-AAc)/CDI ve P(AAmM-ko-AAC)/NHS) icin sirasiyla 40°C
ve 45°C olarak bulundu. Serbest enzim 64 giin sonunda 4 °C’ da aktifliginin
%29’ unu korudugu gozlendi. P(AAm-ko-AAc)/ECH, P(AAm-ko-AAc)/CDI ve
P(AAmM-ko-AAc)/NHS hidrojellerine immobilize edilen lakkaz i¢in sirasiyla 35.
gunde %51’ ini, 38. gunde %66’ sini, 37. ginde %69’ unu korudugu gozlendi.
immobilize enzimlerin 5 kez kullanim sonunda ve enzim aktifliklerini %17-52
araliginda korudugu bulundu. P(AAm-ko-AAc)/CDI ve P(AAm-ko-AAC)/NHS



hidrojellerine immobilize edilen lakkazlar i¢in 40°C ve 50°C’ da inaktivasyon
sabitleri sirasiyla 0,0108-0,0165, 0,0190-0,0252 olarak bulundu. Serbest
lakkazin 30°C’ da 6 saat sonunda metil oranjin baslangi¢c rengini %31
oraninda giderdigi go6zlendi. P(AAm-ko-AAc)/ECH, P(AAm-ko-AAc)/CDI,
P(AAmM-ko-AAC)/NHS hidrojellerine immobilize edilen lakkazin ise sirasiyla

%21, %29 ve %32 oraninda giderdigi gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Lakkaz, poli(akrilamit-ko-akrilik asit), epiklorhidrin,
karbodiimit, N-Hidroksistuksinimit, enzim

immobilizasyonu, kovalent baglanma.



ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF LACCASE ONTO POLY(ACRYLAMIDE-CO-ACRYLIC
ACID) HYDROGELS

SAHIN, Goknil
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry, M.Sc. Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Haydar ALTINOK
October 2018, 124 pages

In this study, Laccase (E.C 1.10.3.2) was covalently immobilized onto
poly(acrylamide-co-acrylic acid) hydrogels by activating with epichlorohydrin
(ECH), N-hydroxysuccinimide (NHS) and carbodiimide (CDI). Michaelis-
Menten constant (Km) and maximum reaction rate (Vmax) values were found
as 8,69x10% mM, 7,19x10° mM.dak™ for free enzyme, respectively. Km and
Vmax values were found as 0,50x103 mM, 1,17x103 mM, 7,35x10* mM and
0,85 x10° mM.dak*,1,43x10° mM.dak™?, 4,65x10° mM.dak™* for immobilized
enzymes, respectively. Optimum pH were observed as 5,0 for free enzyme
and 5,0-5,5 and 5,5 for P(AAm-co-AAc)/ECH, P(AAm-co-AAc)/CDI, P(AAm-
co-AAC)/NHS immobilized enzymes. Optimum temperature were observed as
40°C and 45°C for free enzyme and immobilized enzymes, respectively. After
64 days of storage at 4°C free enzyme retained 29% of its original activity
and immobilized enzymes, P(AAm-co-AAc)/ECH, P(AAm-co-AAc)/CDlI,
P(AAm-co-AAC)/NHS, were retained 51-69% of their original activities, after
35-37 days of storage at 4°C. immobilized enzymes were used repeatedly 5
times, were retained 17-52% of their original activities. Inactivation rate
constants (ki) of immobilized enzymes, P(AAm-co-AAc)/CDI and P(AAm-co-
AAC)/NHS, 0,0108-0,0165 mint, 0,0190-0,0252 min. Percent decolorization

of methyl orange by free enyzme and enyzmes immobilized in P(AAm-co-



AAc)/ECH, P(AAm-co-AAc)/CDI, P(AAm-co-AAC)/NHS were found as 31%
and 21%, 29%, 32%.

Key Words: Laccase, poly(acrylamide-co-acrylic acid), epichlorohydrin, N-
hydroxysuccinimide, carbodiimide, enzyme immobilization,

covalent bonding.



TESEKKUR

Calismalarimin her asamasinda degerli bilgilerini benimle paylasan,
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arkadasim, esim Kenan SAHiN’e

Surekli gcalismama izin verdigi igin, evimizin mutluluk kaynagi can oglum
Osman Furkan SAHIN’e
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1.GIRIS

1.1. HIDROJELLER

Hidrojeller, su ortaminda ¢6zinmeye ihtiyag duymadan sisebilen, capraz-
bagli sisteme sahip polimerik ag yapilarinin G¢ boyutlusudur [1]. Hidrojelin
¢bzinmemesi, yapisindaki kimyasal ya da fiziksel c¢apraz baglarin
sonucudur. Yapisina ¢ok miktarda su almasiysa, suyu seven(hidrofilik)
karakteri ve ag seklindeki yapisindan kaynaklanir [2]. Hidrojeller jelatin, agar
ve aljinatlar gibi hem dogal hem de sentetik polimerleri kapsamaktadir. Suda
bir denge hacmine kadar siserler fakat sekillerini korurlar. Hidrojellerin
absorpladigl su miktari olduk¢a buyuktur ve hatta kendi agirhginin 1000
katina kadar ulasabilir. Bu nedenle son yillarda c¢ok cesitli alanlarda

kullaniimaktadirlar [3].

Hidrojel Kullanim Alanlari:

1. Karbon nanotip muhteva eden hidrojeller sinyal iletimi saglayan iginde
nitréz oksit bulunan énemli biyosensorlerin Gretiminde kullanilir.

2. Capraz bag yapmis nanosellloz hidrojeller bakterilere karsi direng
goOsterdigi ve bunun yaninda sitotoksisite ve biyouyumlu karakter
sergiledigi icin Uretiminin ilk asamasinda yara pansumani tedavisinde
kullanilir.

3. Yaralari enfeksiyonlara karsi korur ve eder yara nemli ise iyilesmesine
olanak saglar.

4. PHEMA (Polihidroksietil Metakrilat), eczacilikta, kontrolli ilag salim

sistemlerde kullanihr [3].



Vicutta Hidrojel Kullanimini Saglayan Etmenler:

e VUcut sivilarina karsi az ya da ¢ok gecirgen olduklarindan besinler, oksijen
gibi yararli maddelerin gecigsine engel olusturmazlar.

e Cevredeki dokulara surtiinmesi azdir.

e Yumusaktir.

e Mukoza zari ve dokularla dusuk yapisma gosterirler.

e Kuru hidrojeller bazi yollarla belli miktarda su absorplayabilirler. Bu asiri
miktardaki vucut sivilarinin atilmasinda kullaniimaktadir.

e Sismis hidrojeldeki suyun bir kismi polimer yapida belli bUyuklikteki
molekduller (ilaglar igin gibi) i¢in difuzyon yollari saglar.

e Polimerik yapi blyuk molekuller hiucreler ve bakteriler icin bariyer gibi

davranmaktadir [2].

1.1.1. Hidrojel Siniflandiriimasi

Polimerik hidrojeller, hazirlama metodlarina, fiziksel yapilarina, iyonik
yuklerine ve g¢apraz baglanma durumlarina, kaynaklarina, su igerigine ve
kimyasal araliklarina bagli olarak siniflandirilabilirler [4].
eHazirlanma metodlarina gore

Homopolimer H.

Kopolimer H.

Goklu polimer H.

eFiziksel yapilarina gére
Amorf H.
Yari-kristalik H.
Hidrojen bagh H.

eiyonik olma durumlarina gére
Notr (iyonik olmayan) H.
iyonik (anyonik, katyonik, amfoterik) H.



eCapraz baglanma durumlarina gére
Fiziksel H.
Kimyasal H.
eKaynaklarina gore
Dogal H.
Sentetik H.

eSu muhtevasina gore
Duslk sisme dereceli (20-50 %)
Orta sisme dereceli (50-90 %)
Yuksek sisme dereceli (90-99,5 %)
Slper absorbant (99,5 %)

eKimyasal araliklarina gore
Biyobozunur

Biyobozunmayan

Homopolimer Hidrojeller

Tek tip monomerden olusurlar. Ornek olarak; Poli(2-hidroksi etil
metakrilat)(PHEMA), poli(gliseril metakrilat), poli(3-hidroksi propil metakrilat)
hidrojelleri verilebilir. Yumusak kontak lens yapimi ve kontrollu ilag salim

aparatlari gibi bazi uygulama alanlari vardir.

Kopolimer Hidrojeller

Iki komonomerin g¢apraz baglanmasi sonucu meydana gelirler. Fakat en az
bir tane monomer hidrofilik yapida olmalidir. Kopolimerik hidrojellerde ¢apraz

baglanma kovalent ya da iyonik olarak gergeklesebilir.



Coklu Polimer Hidrojeller

Monomer sayisi i¢ ya da daha fazla olan yapilardir. Ornek olarak sicaklik ve

pH’a duyarl poli(N-izopropilakrilamit-ko-AA-ko-HEMA) hidrojeli verilebilir.

lyonik olmayan hidrojeller

Homopolimerik ve kopolimerik noétr hidrojellerin yapilarinda yuklu gruplar
mevcut degildir. Bu tur polimerler ortamdaki ¢ozucunun ozmotik basinci yan
zincirin gerilme enerjisi ile denge anina ulastiginda bu degere kadar siserler.
Cevre sicakligi bu hidrojellerin sisme ve buzusme durumlarini etkileyen bir

faktorddr.

Iyonik hidrojeller

lyon halindeki monomerler kullanilarak polielektrolit hidrojeller elde edilir. Bu
Katyonik ya da anyonik olma durumlari monomer yuklerinin pozitif ve negatif
yiklenmesine baglidir. Iyonik hidrojel ana zincirinde yiiklenmis yapilarin

bulunmasi dig tepkilere baghhgr artirir.

Anyonik hidrojeller

Negatif ylUklenmis asit Ozellik gosteren veya anyonik monomerlerin
homopolimer yapilarindan ya da bir anyonik monomerle bir nétr monomerin
kopolimer yapisindan meydana gelirler. Bu polimerlerin, denge sisme

haraketlerinde ani degisiklikler olusmasina dig ortam pH’s1 neden olur.

Katyonik hidrojeller

Pozitif yUklenmis baz Ozellik gosteren veya katyonik monomerlerin
homopolimer yapilarindan ya da bir katyonik monomerle bir nétr monomerin

kopolimer yapisindan meydana gelirler. Bu polimerlerin tUretiminde genelde



kullanilan monomerlerden bazilari aminoetil metakrilat ve turevleri, 4-vinil

piridindir.

1.2. Enzimler

1.2.1. Enzimlerin Kimyasal Dogasi

Protein yapilarin 6zellikle biyolojik yénden énemli bir kismi ferment olarak
adlandirilan enzimlerdir. Enzimler, dodal olarak sadece canlilar tarafindan
sentezlenebilen ve yasayan metabolizmalarda katalizor etkisi yapan biyolojik
yapilardir. Enzim etkisiyle dontsime ugratilan maddelere substrat adi verilir
[5,6].

Enzimlerin genel 6zellikleri asagida belirtilmistir [7].

e Tepkime suresince tukenmezler veya degisime ugramazlar.

e Klguk miktarlari reaksiyon aktifligi icin yeterlidir.

eBir kimyasal tepkimenin denge anina ulasmasini hizlandirirlar, denge
sabitini etkilemezler.

Enzimler substrattan uretilen Grin miktarini degistirmeden tepkime hizini
aktiflik enerjisini duslrerek arttirirlar. Bunu enzimler substrata baglanarak

Enzim-Sustrat (ES) kompleksi olusturarak yaparlar.

eGenellikle protein yapisindadirlar. Kimileri, protein grubuna ek olarak

kofaktorlere sahiptirler.

eUrlin olusum hizini hiicrenin ihtiyaglarina goére ayarlamak icin enzim

aktivitesi dizenlenebilir.

e Enzimlerin ¢cogu, hicre iginde 6zel organellerde yerlesmistir.



Tepkime substrati veya urunleri, diger tepkimelerden ayrilmig ve reaksiyon

icin uygun ortam ayarlanmig olur.

1.2.2. Enzim Adlandirmasi ve Siniflandirmasi

Uluslararasi Biyokimya Birligi (IUB)' ne gbre enzimler kataliz ettigi kimyasal
reaksiyon turine ve reaksiyon metabolizmasina dayanilarak adlandirma ve

siniflandirma yapilmaktadir.

IUB sisteminin ozellikleri agagida verilmistir:

e Reaksiyon ve onlari kataliz eden enzimler 6 sinifa boltnarler:
1.Oksidoreduktazlar
2. Transferazlar
3.Hidrolazlar
4. Liyazlar
5.izomerazlar

6.Ligazlar

e Enzim isminin iki parcasi vardir. ilki substrat veya substratlarin adidir; “-az”
ile sonlanan ikincisi katalize olunan reaksiyon tarunu gosterir.

e Calisilan reaksiyonun yapisina i1sik tutmak igin ek bilgi gerektigi durumlarda
parantez i¢inde verilebilir.

e Enzimlerin timinde bir kod numarasi (EC) vardir; bu numarada tepkime
turinu 1. sayi, vericinin etkiledigi grubu 2. sayi, alici olarak yararlanilan grubu

3. sayi ve adlandirilan enzimi 4. say! belirlemektedir [7,8].

1.2.3. Enzimatik Tepkimenin Hizini Etkileyen Faktorler

Enzim aktifligi, 6nceden belirlenmis zaman ve baslangi¢ kosullarinda enzimin

belirlenmis miktarinin etkisi ile degisime ugrayan substratin miktariyla olgulur.



Enzim aktivitesi asagidaki faktorlerle degisir: [9,10].

Sicaklik

pH

Enzim konsantrasyonu
Substrat konsantrasyonu
Zaman

Aktivatorlerin etkisi
inhibitérlerin Etkisi

N o gk~ wbd R

Sicaklik:

Enzimlerin timinde en iyi ¢alistiklar bir spesifik sicaklik derecesi mevcuttur.
Bu enzimin Optimum Sicakhk Derecesidir. Optimum sicakligin Ustinde
enzimatik tepkimenin hizi azalir ve genellikle 60 °C' ye gelindiginde

enzimlerin gogunda 3 boyutlu yapi bozulur.

pH:

Enzimlerin timande en iyi ¢alistiklari bir spesifik pH derecesi vardir. Bu pH
nin altinda ve Ustinde tepkime hizi diser ve enzim denatlre olur. Sicaklik ve
substrat derigsimine bagl olarak pH derecesi de degisim gosterir. Enzimin

maksimum aktiflik gosterdigi pH’ ya o enzimin optimum pH ’si ad verilir.

Enzim Konsantrasyonu:

Sabit tutulan substrat derisimine bagli olarak, enzim derisimi arttinldiginda
tepkime hizi da orantili olarak artar. Cunku enzim tanecikleri birbirinden
bagimsiz olarak galismaktadir.

Substrat Konsantrasyonu:

Sabit enzim derisiminde, enzimatik tepkimenin hizi belirli bir noktaya kadar

lineer olarak substrat konsantrasyonu ile artar. Enzim substratina karsi



doygunluga ulastiginda tepkime hizi degismeden devam eder (Sekil 1.1). Bu
durumda enzim maksimum hiz ile galisiyor demektir. Maksimum hiz Vmak ile
gosterilir. Enzim maksimum hiz ile galisirken enzim molekullerinin yarisina
badli substrat derisimine  Michaelis-Menten  sabiti (Km) denilmektedir.

Enzimin substratina ilgisi ne kadar fazla ise Km degeri o kadar kiguktar.

Yo Vmak

v

Km S

Sekil 1.1. Enzimatik tepkimenin hizina substrat derigiminin etkisi

Zamanin etkisi:

Enzimatik reaksiyonun hizi belirli bir zamanda uretilen Granan miktar ile
belirlenmektedir. Bir tepkimenin hizi kataliz edilen tepkime surerken giderek
duser. Buna sebep reaksiyon devam ederken meydana gelen Urlnlerin
aralarinda birleserek aksi yonde bir reaksiyon olusturmalari, enzimin zamanla
aktifligini kaybetmesi, tepkimeyi Onleyen maddelerin ortaya c¢ikmasi ve
substratin  bitmesi gibi faktorlerdir. Bu faktorlerin etkilerinin ortadan
kaldiriimasi i¢in enzim g¢alismalari genellikle substratin yaklasik % 10" unun

kullanildigi reaksiyonun baglangi¢ kisminda gerceklestirilir.



Aktivatorlerin Etkisi:

Baglica metal iyonlari ( Ca**, Fe*™, Mo™, Mg*', Mn** ve Cu**) nin az
miktarlari bazi enzim aktivasyonlari igin gereklidir. Metal iyonlari enzimler ile
bir kompleks meydana getirir ve bu kompleks diyalizle klguk partikullere
ayrilabilir. Bunun sonucunda enzim aktivitesi kaybolur. Yukarida sayilan
iyonlar ortama ilave edilirse enzim yeniden aktive olur ve tepkime devam

eder.

inhibitorlerin Etkisi:

Bu maddeler, enzimatik reaksiyonlarin hizini azaltir veya yok ederler.
inhibitér maddeler substratin enzimin aktif bélgesine baglanmasini ve bunun

sonucunda enzim-substrat kompleksinin olugsmasini engeller.

1.2.4. Enzimlerin Etki Mekanizmasi

Enzim etkisi iki sekilde incelenir. Birincisi reaksiyon boyunca gerceklesen
enerji degisimlerinin, digeri ise kataliz esnasinda aktif kisimda yapisal

degisimlerin incelenmesine baghdir.

Aktivasyon Enerjisi:

Tanecikler arasinda tepkime gercgeklesebilmesi igin dis kaynakli enerjiye
ihtiyag duyulur. Kimyasal reaksiyonlarin tuminde aktivasyon enerjisi olarak
bir enerji basamaginin atlaniimasi gerekmektedir. Tepkime hizini belirleyen
en oOnemli etken aktivasyon enerjisi, Ea ihtiyacinin buyuklugudir. Eneriji
basamagi arttikga birim zamanda bu basamagi asan taneciklerin sayisi da o
oranda azalacaktir. Tepkime hizini artirabilmek igin ortama kimyasal veya
biyolojik bir katalizor eklenebilir. Boylece katalizor substrat ile ES kompleksi

olusturarak aktivasyon enerjisi asagi cekilir.



ES kompleksinin meydana gelmesi ile aktivasyon enerji basamagini asan
substrat miktari daha fazladir, reaksiyon hizinin artigina bagli olarak birim
zamanda olusan Uran miktari artmaktadir. Tepkime bitiminde serbest kalan
enzim ortamdaki diger substrat taneciklerine baglanarak onlarin da

aktivasyon enerjisini asagi ¢eker ve onlarin da urun olusum hizini arttirir.

Dusuk aktivasyon enerjisi gerektiren alternatif yollar olusturarak enzimler
hicre ortaminda tepkimelerin gerceklesmesini saglamaktadir. Enzimle
katalizlenen tepkimelerin gogu katalizlenmeyen tepkimelere goére 103 ve 108
arasinda daha hizli olarak meydana gelir. Bir enzim tanecigi saniyede 100-

1.000 substrat tanecigini urtine cevirebilmektedir [11].

Enzimlerin Aktif Merkezi:

Enzimler buydk molekuler vyapidayken substratlar tam tersi kiguk
molekullerdir. Enzimin ktg¢uk bir bolgesi substrat ile ES kompleksinin olusuna
izin veren kisim yani aktif merkezdir. Enzimlerde kofaktor ve koenzimlerin de
bulundugu substrat baglandigi enzim etkisiyle degisiklige ugratildigi ve yeni
bir bilesige donusturuldugu kisma Aktif Merkez denir.

Aktif merkez, bir enzimin substrata etki ettigi bolge, bir de kataliz olayinin

meydana geldigi bolge (katalitik alan) olmak Utzere iki bélimden olusur.

Substrat ve aktif merkez bir anahtar-kilit uyumu gosterirler. Enzim substrat ile
kargilastiktan sonra 06zel bir durum almakta ve substrat aktif bolgeye
baglanmaktadir. Bu olaya induklenmig-uyum hipotezi denir. Anahtar-kilit ve

induklenmig-uyum hipotezini anlatan model sekil 1.2 de verilmigtir [12,13,14].
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m SUBSTRAT

Aktif Merkez

ES Kompleksi

A-JAnahtar Kilit
Modeli

ENZiM Enzi m-Substrat
Kompleksi

B-) Indiklenmis
Uyma Modeli

Enzim-Substrat
Kompleksi

Sekil 1.2. Enzime substrat baglanmasinda anahtar-kilit ve indiklenmis uyum

hipotezi

1.2.5. Enzimlerin Kullanim Alanlari

Enzimler 6zel olmalari ve en ufak konsantrasyonlarda bile substrat
reaksiyonlarini aktive etmelerinden dolayl sanayide kullanimi genis bir

sahaya yayilmigtir.

Endustride enzimlerin neredeyse %30-35’i deterjan sanayisinde kullanilir.
Kiyafetelerden protein kirlerinin yok edilmesinde proteazlar, inat¢l nisasta
kirlerinin temizlenmesinde amilazlar, yag sokucu olarak lipazlar, gamasgirlari

yumusatmada selulazlar kullaniimaktadir.
Enzimlerden ilag, ¢evre, gida, kagit, tekstil, tarim, hayvancilik gibi birgok

alanda faydalaniimaktadir. Biyoteknolojik gelismeler enzimlerin uygulama

alani arttirmistir.
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Enzimlerin yaklasik %20-25'i nisasta sektdriinde kullanilir. Bebekler igin
tripsin, amilaz, glikoz, nigastadan glikoz ve g¢esitli suruplar eldesinde

kullanilir.

Enzimlerin yaklasik %20’si sut sektorinde kullaniimaktadir. Peynir
uretiminde rennin, mavi kufli rokfor peynirinin Uretimi suUrecinde peynirin
olgunlasmasinda lipazlar, laktozdan glukoz ve galaktoz eldesinde laktaz

kullantlir.

Berraklastirma islemi sirasinda meyve suyu sanayide selUlazlar ve

pektinazlar kullanilir.
Unlu mamuller yapiminda fungal alfa-amilaz enzimleri kullanilir.

Biyoyakit sektorunde, selllazlar selllozik etanol elde etmek ve selllozu

fermente edilebilir sekerlere indirgemek icin kullantlir.
Kagit sanayisinde, amilaz, ksilanaz, seltlaz ve ligninazlar kullanilir.

Genetik, farmakoloji, tarim ve tipta restriksiyon enzimleri, DNA ligaz ve

polimerazlar DNA'nin manipulasyonu igin kullanilir.

Tekstilde dokumadan 6nce nisasta suyuna batirilan ipliklerden nigastanin

giderilmesinde bakteriyel amilaz kullanilir.

Tipta, tripsin kan pihtilarinin yok edilmesinde ve yara dezenfeksiyonunda
kullaniimaktadirlar [15,16]

1.3. Enzim immobilizasyonu ve immobilizasyon Metodlari
Enzimlerin, reaksiyonlari 6zel ve hizli bir sekilde aktiflestirmeleri bilim
adamlarinda onlari canli ortam diginda da kullanilabilir digtncesi uyandirdi.

Bu alanda 1926 yilinda Sumner tarafindan treaz enzimi kristal halde elde

edilerek ilk calisma yapilmistir. Devam eden suregte birgok enzim cesitli
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kaynaklardan elde edilmis ve olduk¢a saf preparatlar seklinde ve c¢ogu

kristalize bir sekilde piyasaya surulmuastur.

Bazi 6zel ve maliyeti yluksek teknikler ile ancak enzimler saflastirilabildigi icin
oldukca pahaliya mal olmaktadir. Serbest haldeki enzimin inaktif olmadan
istenildigi anda tepkimeden giderilmesi de oldukga gugctir. Boylece pahall
enzimler tekrar tekrar kullanilamaz hale gelir. Bu tar ekonomik sikintilardan
dolayl serbest enzim yerine hapsedilmis enzim aktiflestiriimesinin daha
uygun olacagi disunulmius ve bu amagla hapsedilmis enzim mekanizmalari

hazirlanmis ve teknolojide kullanimi dnemli hale gelmistir [17].

immobilizasyon, "hapsedilmis,kisitll haraket sistemine sahip, ¢6ziinmez hale
getirilmis " demektir. Enzimlerin ve mikroorganizmalarin fiziksel ve kimyasal
metodlarla kataliz yetenegdini koruyarak, devamli ve bozunmadan kullanimini
saglamak amaciyla organik veya anorganik tasiyicilara tutturulmasidir
[17,18].

Sulu ortamda ¢ozunemeyen bir matrikse baglandiklarinda enzimler, matriksin
icine hapsedildiklerinde veya kataliz yetenekleri yok olmadan birbirlerine
baglandiklarinda immobilizasyon gerceklesir. Kullanilan ybdnteme ve

matriksin yapisina bagli olarak immobilize enzimlerin ozellikleri degisebilir.
Immobilizasyon ile:
Enzimin optimum pH* sI degisebilir.

Km degeri islemden etkilenebilir.

Enzimin optimum sicakhgdinda artis meydana gelebilir.

r WO N F

. Matriks enzim i¢in yeni bir ortam olusturdugunda enzimin aktif kismi
degisiklige ugrama veya matriks substratin hareketini engelleme durumlari

meydana gelebilir [19].
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Enzim Taneciklerinin Hapsedilme islemi :

1. Sulu ortamda ¢6zinmeyen polimere enzimin kovalent bag yapmasi

2. Su igerisinde ¢b6zinmeyen organik veya anorganik desteklerde
adsorpsiyonu

3. Su igerisinde ¢ozunmeden kalan jel matriksler veya yari gegirgen
mikrokapsuller iginde hapsedilerek yapilmaktadir. Her kosulda enzimin

yer edinebilmesi icin suda ¢bzinmeyen bir materyal gereklidir [19].

immobilizasyon teknigi son zamanlarda énemli hale gelmis ve uygulanabilrlik
alani artmigtir. Bu alanlar igerisinde ilag, protein, mikroorganizma, bitki ya da
hayvan hucrelerinde yuksek duzeylerde hapsedilip yapay organ sistemleri
biyosensor ve reaktor uygulamalari ile kontrollu ilag salinim sistemleri

sayilabilir.

ilk immobilizasyon calismasi adsorpsiyon ydéntemi ile gerceklestirilerek 1916
yihinda Nelson ve Griftin tarafindan tarihe gecmistir. Modern ¢agda ise ilk
calisma bazi immobilize enzim turevleri hazirlanarak kinetik parametrelerin
incelenmesi Grubhofer ve Schleith tarafindan 1954 yilinda yapilmitir.
ilerleyen zamanlarda ise bu immobilizasyon yéntemi tinlenerek uygulanmaya

devam edilmistir [13].

Modifiye enzimlerin isimlendiriimesi 1971 yilinda yapilan 3.Biyoteknoloji
Biyomuhendislik Sempozyumu ve 1.Enzim Muhendisligi Konferansinda
“immobilize enzim“ kavrami éne siriilerek kabul edilmistir. Immobilize enzim
genel bir isim olup hepsini ifade ederken “hapsedilmig®, “cozinemeyen®, “bag
yapmis“ gibi kavramlar sadece alt bir immobilizasyon seklini belirtmektedir

[19].

Enzim immobilizasyonu sirasinda aktif merkezin iglemden etki gormemesi
gerekmektedir. Aktif merkezdeki bulunan bdlgelerden biri katalitik merkez
digeri ise substrat dzelligi saglayan kisimdir.immobilizasyon isleminin etkili

bir sekilde gerceklesmesi igin enzimin yapisinin ¢ok iyi bilinmesi gerekir.
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Enzim ile destek arasinda bir etkilesim varsa, bu etkinin aktif merkez
uzerinde gerceklesmeyecegdi destekler secilmeli veya immobilizasyon iglemi
sirasinda aktif merkez korunmalidir. Koruma goérevi bazen kompetitif inhibitor
tarafindan saglanir. immobilizasyon isleminin gereceklestigi kosullar iliman
olamlidir. Basincin yuksek olmasi, kuvvetli asidik veya bazik ortam, organik
¢Ozuculer veya yuksek tuz derisimi ile gergeklesen islemlerde denatirasyona

ve aktiflik kaybina neden olur [19].

immobilizasyon Metodu Segiminde :

eGuvenilir olmasi

eEnzim aktifliginin korunmasi
eMaliyet

eimmobilize enzimin kararlihg

dikkat edilmesi gereken 4 ana husustur.

Destek seciminde ise, immobilizasyon ydntemi, birim hacimdeki aktiflik ve
istenen mekanik dzelliklere dikkat edilir. Iyonik veya kovalent baglanma ile
meydana gelen immobilizasyon iglemlerinde destegin fonksiyonel gruplar
icermesi mecburidir. YUklenmis destek materyallerin kullaniimasi enzimin
optimum pH’ sinin 1-2  birim, Km degerinin ise 10 kati kadar degisimine
neden olabilir. Substrat blylkse hapsetme metodu ve pordéz destekler
secilmemelidir. Gozeneksiz destekler icin enzim aktifligi, destek taneciginin

dig yuzeyi ile orantihdir [20].

immobilize Enzimlerin Avantajlari: [19,21].

immobilize Enzimler;

1. Reaksiyon ortamindan kolaylikla giderilebilirler. (sizme, santriflijleme
gibi) ve urunlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz.

2. Dis ortamin etkilerine (pH, sicaklik vb.) karsi dayaniklidir.

3. Uzun sure ve tekrar tekrar kullanilabilirler.

4. Dogal enzimlere gore daha kararhdirlar.
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Uriin eldesi kontrol altinda tutulabilir.
Birbirini izleyen ¢ok adimli tepkimeler igin uygundurlar.

Bazen serbest enzimden daha yuksek bir aktiflik gosterebilirler.

© N o O

Kendi kendini pargalama etkisi nadiren gosterirler.

Immobilize Enzimin Dezavantajlari: [22].

eimmobilizasyon islemi slresince enzim etkinligi azalabilir veya kaybolabilir.
eCok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim kararlihdi sinirhdir.

eEnzim destek materyalinin maliyeti yuksektir.

Immobilizasyon isleminde enzimlere uygun destek materyalinin segimi ciddi
onem tasir.Destek seciminde tanecik buyUkligu, toplam ylzey, hidrofilik
gruplarin hidrofobik gruplara orani ve destek materyalin kimyasal yapisi gibi
noktalar esas alinir. Enzimin baglanma yuzdesini ve immobilizasyon islemi
sonrasinda enzimin aktifligi destegin yapisina baglidir. Genel olarak destegin
hidrofilik 6zelligi ve etki ylzeyinde artis oldukga birim destede disen enzim

miktarinda da artis olur.

Immobilizasyon islemnide kullanilan en yaygin destek materyalleri Cizelge

1.1.'de verilmistir.
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Cizelge 1.1. Yaygin olarak kullanilan destek materyalleri

inorganik Dogal Polimerler Sentetik Polimerler

Kil, cam Sellloz Polistiren turevleri

Silikajel Nisasta Poliakrilamitler

Bentonit Dekstran Naylonlar

Hidroksiapatit Agar ve agaroz Vinil ve alil
polimerleri

Titandioksit Karragenan Oksiranlar

Zirkonyumdioksit Kollojen Metakrilat
polimerleri

Nikeloksit Kitin ve kitosan fyon degistirici
regineler

Ponza tasi Jelatin Maleik anhidrit
polimerleri

Aktif karbon AlbUmin

Metaller ipek

Metal oksitler Aljinat

Enzimlerin immobilizasyonunda dogal veya yapay bir¢ok organik ve inorganik
maddeler kullaniimaktadir. Destek membran, sulu ortamda ¢6zUnmeden

kalan kati veya polimer olabilir.

Destek materyalde olmasi gereken 6zellikler asagida verilmistir: [21,23].

e Hidrofilik 6zellik

e Suda ¢dézunmeme

e Gozenekli (pordz) yapi

e Mekanik kararlilik ve uygun partikul formu
e Kimyasal ve termal kararlilik

e Mikroorganizmalara kargsi direnglilik
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e Zehirsizlik

e Rejenere olabilme

1.4. Enzim immobilizasyon Metodlari

Enzimlerin  immobilizasyonu

degisik yontemler kullanilarak yapilir.

immobilizasyon semasi ve metodlari Sekil 1.3’ de ve Sekil 1.4’ de verilmistir.

Kimyasal ve fiziksel olarak immobilizasyon yéntemleri siniflandirilabilir.

OO0
.O.'.O'QZOC?O:
COTO0.O
Destek + enzim
cozeltisi

b)

Destek

Calkalama

Enzim c¢cozeltisi —

50000
0000

y
Sie

[

Yl kama %G cloi®
)

immobilize enzim

Sekil 1.3. immobilizasyon semasi
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Mikrokapsil ile Kovalent baglanma
hapsetme

s

=R
e

Kafes tipi hapsetme Adsorpsiyon

%

Sekil 1.4. immobilizasyon metodu

1.4.1. Kimyasal Metodlar

Su icerisinde ¢ézUnmeden aktif hale getirilmis materyal ile enzim arasinda
kovalent baglanma veya enzim tanecikleri arasinda ¢apraz baglanma ile
kimyasal immobilizasyon gergeklesir.  Kimyasal islemler genelde
tersinmezdir. Serbest enzim immobilizasyon sonunda tekrar olusturulamaz
[24,25]. Bu yontemde immobilize olmus enzim kararli olma, destek maddesi
dayanikli olma gibi artilari vardir. immobilizasyon islem veriminin sinirda
kalmasi, reaksiyon kosullarinin énemli olmasi, kimyasal yonden inaktif olan
destek materyaline uygulanamamasi gibi bazi eksileri de vardir [26].
Kimyasal metodlar kovalent ve ¢apraz baglanma ile immobilizasyon olarak iki

gruba ayrilir.
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Kovalent Baglanma

Sik kullanilan bir yontem olan Kovalent Baglanma, enzim ile su icinde
¢bzinmeden aktif hale getiriimis destek materyali arasinda olur. Bdylece
enzim cegitleri daha kararli olur ve enzim ¢ozelti ortamina gegemez [25].
Enzimin i¢ yapisi ve fonksiyonel gruplari belli oldugu durumlarda kullanilan
baglanma yontemidir. Enzimin karakteri, aktif ug¢ yapisi, pH, sicaklik ve

organik ¢ozuculer gibi faktorlerin etkisi altinda bir ydntemdir [27,28].

Taslyicl maddenin sekil ve hacmine, aktiffesme metoduna, enzim yapisina
ve tepkime esnasindaki 0zel kosullara baglidir. Kovalent baglanma ile
immobilizasyon iki basamakta meydana gelir. Birinci basamak destek
materyalinin aktif hale getirilmesi, ikinci basamak enzimin kovalent bag
yapmasidir (Sekil 1.5.). Destek materyali; hidroksil, karboksil, amino, tiyol gibi

fonksiyonel gruplar icermelidir [29].

__ — X —@
—  Aktiflestirme —X Enzim b
_ _ B —_— > _ e
— X e
__ — X —@®
Destek Aktiflesmis Enzim bagll
destek destek

Sekil 1.5. Kovalent baglanma ile immobilizasyon

Metodun en buyuk artisi, olusan baglarin kuvvetli olmasi sebebiyle gesitli
ortamda kullanilmasi ve enzim destek maddesi Uzerinde yer aldigindan
substrat ile temasinin kolay olmasidir. Metodun eksisi ise destek maddesi ile

enzimde siki etkilesimin enzimin dogal yapisini bozmasidir.
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Capraz Baglanma

Enzim taneciklerinde herhangi bir destek materyaline ihtiya¢c duyulmadan
kendi aralarinda molekuller arasinda capraz bag yaparak immobilizyon
gercgeklesir. Metod U¢ boyutlu capraz bag yapmig enzim olusum temeline
dayanir [30]. Enzim etkinligi, reaksiyon zamani, sicaklik, iyon giddeti, pH,
capraz bag yapici madde ve enzim konsantrayonu gibi faktorlere ve
aralarindaki dengeye dayanir. Bu yodntemin artisi, bir seferde enzim
immobilizasyonu i¢in iki ya da dafa fazla fonksiyonlu materyalin
kullaniimasina izin vermesidir. Bu yontemin eksisi ise yuksek etkinlik
goOsteren immobilize olmus enzimin eldesi i¢cin molekuller arasi ¢apraz bag
tepkimesinin kontrolindeki zorluklardir. Diazobenzidin, 1,5-diflor-2-4-dinitro
benzen, glutaraldehit, triklor-s-triazin, hekzametilen diizosiyanat ve 2,4-
diizotiyosiyanotoluen ¢apraz bag vyapici madde olarak enzim

immobilizasyonunda kullanilan ¢ok fonksiyonlu maddelerdir [31].

Cozunmu$ enzim

Capraz baglayict

(a) N (c) (d)
e

Sekil 1.6. Capraz baglanma ile immobilizasyon
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1.4.2. Fiziksel Metodlar

Kovalent baglanmaya ihtiyag duymadan enzimin belirli bir yere tutturulmasi
ile gerceklesen yontemlerdir. Enzim immobilizasyonu elektrostatik, protein-
protein etkilesmesi, iyonik baglarin olusumu gibi bazi fiziksel kuvvetlerin
etkilesmesi sonucu enzimin destek materyalindeki mikrokisimlar i¢inde veya
gbzenekli membranlarda tutturulmasi ile gergeklesir. Temelde fiziksel
metodlar tamamen tersinirdir. Ancak bazi 6zel durumlarda tersinmez bag
olusumlari da meydana gelir.

Fiziksel metodlar adsorpsiyon ve hapsetme ile immobilizasyon olarak iki

gruba ayrilir.

Adsorpsiyon Metodu

Adsorpsiyon metodu hem basit hem de tarihi eskiye dayanan bir
immobilizasyon metodudur [26,32]. Bu yontemde enzim immobilizasyonu kati
matriks Uzerinde enzimin fiziksel adsorpsiyonuna veya iyonik baglanmasi ile
gerceklesir. Hidrojen baglari, Van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik
etkilesmeler fiziksel adsorpsiyon yodnteminde immobilizasyon isleminden
sorumlu kuvvetlerdir [33]. Iyonik baglanmada proteinin iyon kisimlari ile
destek maddesinin zit ylkleri arasindaki gekimden olusan kuvvetlere dayanir.
Enzimin su igerisinde ¢d6zinmeden kalan maddelerde adsorpsiyonu ise pH,
¢Ozucu Ozellikleri, iyon gsiddeti, protein ve adsorbanin konsantrasyonu,
sicaklik gibi deneysel sartlara dayanir. Yontemin tersinir olmasi destek

materyalinin ve enzimin tekrar kullanimina olanak saglar [34].

Hapsetme Metodu

Enzimin polimerik matriks igerisine ya da yari gegirgen membranlarda
hapsedilmesi ile gerceklesir [35]. Enzim sulu monomer veya polimer
¢Ozeltisinde ¢ozulur. Hidrofilik polimer igerisine ¢apraz baglanma, gama 1sini

veya UV isinlariyla baslatilan tepkime ile enzim hapsedilir [35,36]. Genelde

22



bu metod ile her tirlG enzim, baska biyokatalizérler, tim hucreler ve irili-

ufakli mikroorganizmalar hapsedilebilir [29].

1.5. immobilizasyon Metodunun Belirlenmesi

Enzimin bag yapacagi destek maddesinin yapisi immobilizasyon metodunun

belirlenmesinde énemlidir [37].

Etkin bir immobilizasyon gereceklesmesi icin su faktorlere dikkat edilmelidir:
[38].

1. Destedin mekanik spesifikligi ve kararlihdi, fiziksel sekli uygun
secilmelidir.
Reaksiyon kosullarinda enzim aktif olmalidir.

3. Capraz bag yapan aktiflestiriciler, enzimin aktif bdlgesi ile reaksiyon
vermemelidir.

4. Enzimin etkin ucu koruma altina alinmalidir.
Immobilizasyon sirasinda, bag yapmamis enzimleri ortamdan yok etmek
icin yapilan yikama enzime zarar vermemelidir.

6. immobilize enzim, kimyasal reaksiyonlarda artik katalizér olarak
kullanilmaya devam edilecekse immobilizasyon metodu segilirken

tepkimenin kimligine de dikkat etmek gerekir.
1.6. Deneysel Calismada Kullanilan Enzim, Substrat ve Destek
Materyalinin Ozellikleri
Calisma suresince lakkaz enzimi, siringaldazin sustrati, yari-ag yapili hidrojel

(yari-IPN) destek materyali ve renk gideriminde metil oranj boyasi

kullaniimistir.

23



1.6.1. Lakkaz Enzimi ve Ozellikleri

Polyporaceae grubuna, Trametes versicolor veya Coriolus versicolor, ait
mantarlar lakkaz enziminin Uretiminde aktiftirler. Polyporaceae grubu
mantarlarin ince tlylu ylUzeyleri vardir ve ¢evrenin durumuna gore farkl renk
alirlar. ilkbahar ve sonbaharda adac kiitiiklerinde g¢ikan bu mantarlar hindi
kuyruguna benzer yapida olup dinya ¢apinda odun ¢uraticusudurler. (Sekil
1.7) [39].

Sekil 1.7. Lakkaz Ureten Trametes versicolor mantari

Rengi beyaz olan ¢urukgul mantarlardan, Trametes versicolor E.C.1.10.3.2.,
elde edilen lakkaz, her molekulinde doért bakir iyonu olan bir cesit
oksidoreduktazdir. Yapisinda 500’ e yakin amino asit olup ¢ogunun 55-85
kDa molekuler agirligi vardir. Bilinen en eski enzimlerden biri olan lakkaz,
1883 yilinda Yoshida tarafindan, Rhus vernicifera’nin 6zsuyundan ilk defa

izole edilmistir. 3,0-7,5 arasinda optimum pH ve 40-80°C arasinda optimum
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sicaklik degerlerine sahiptir. Lakkazin sahip oldugu optimum pH degeri
calismadaki substrat c¢esitine gobre degismektedir. Lakkaz redoks

mekanizmalarindaki enzim siniflarinin bir altinda yer alir [40,41].

Lakkaz enziminin Uretimi bakteri, bocek, yuksek yapida bitkiler ve
mantarlardan yapilmaktadir.

Enzim kaynagina bagli olarak, mol kutlesi, maksimum pH, substrat
spesifikligi ¢esitlendiriimis tlurler elde edilebilir. Lakkaz enzimi, yapi olarak
glikoproteindir. Enzimde karbonhidrat agirlikga %15-45 arasindadir. Lakkaz
heksozamin, glikoz, mannoz, galaktoz, friktoz ve arabinoz karbonhidratlarini
ihtiva eder [41,42]. Lakkaz enzimi, oksijen molekulinin suya indirgenmesini
katalizlerken aromatik substrati da ayni zamanda oksitler (Sekil 1.8.) [43].
Lakkazin etkin kisminda hidratlanmig elektron, oksijen ve ¢esitli turlerde bakir

atomlari vardir.

Syl‘.]k Eind O,
Lakkaz
Sind Eyuk H20

Sekil 1.8. Lakkazin indirgenme-yukseltgenme mekanizmasi

Substrat cgesitleri olarak siringaldazin, 4-benzendiol, naftol, diklorofenol,
metoksifenol, askorbat, pirogallol, kresol, vb. tlrevleri lakkaz enzimi ile
reaksiyon vermektedir [44]. Lakkaz enzimi ile oksitlenebilen diger substrat
gruplari olarak fenoller, amino fenoller ve aromatik diaminler verilebilir [45].
Asagida Sekil 1.9’ da lakkaz enzimi ile siringaldazinin verdidi reaksiyon ve
artnler verilmigtir [46]. Sekil 1.10° da Trametes versicolor’dan X-isinlari

kristalografisiyle Uretilen lakkazin Gg boyutlu yapisi verilmistitr [47].
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H3C' o) Siringaldazin O- CH3 H3C' 'e) Uriin O- CH3
HO@7=N-N=4Q’OH %& O=C>=N=N\=<:§=O

HsC-O O-CHs HsC-O 0O-CHj

Sekil 1.9. Lakkaz ve siringaldazin tepkimesi

Sekil 1.10. Lakkaz enziminin Gg boyutlu yapisi

1.6.2. Siringaldazin

Molekul  kutlesi 360,3 g/mol olan siringaldazin  (4-Hidroksi-3,5-
dimetoksibenzaldehit azin) CisH20N206 kapali formuline sahiptir. Genelde
fenoller, amino fenoller ve aromatik diaminler ile yapisal 6zellik bakimindan

benzedigi lakkaz enzimi ile oksitlenmesi oldukg¢a kolaydir [45].

1.6.3. Destek materyali

Yapay veya dogal iki bilesenin en az birinin digeri varhginda g¢apraz bagh
oldugu IPN’ler ilk kez Millar tarafindan ortaya atilan i¢ ice gegcmis ag yapili
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(interpenetrating network, IPN) sistemlerdir [48]. Polimer bilesenlerin
aralarindaki uyumun derecesini arttirmak igin mukemmel bir yoldur.
Uygulamada makromolekuler yapidaki benzerine gore bir IPN daha fazla

performansa sahiptir [49].

Basamaklar halinde gergeklesen IPN Ureteiminin ilk asamasinda, birinci
monomer c¢apraz baglanir ve devaminda g¢apraz baglanmis yapi; ikinci
monomer, monomer baslaticisi ve ¢apraz baglayicisi esliginde siserken ikinci
monomer polimerlesir. Ayni zamanl meydana gelen IPN sentezinde ise;
monomerler, bu monomerlere ait olan polimerizasyon baslaticilari ve ¢apraz
baglayicilari esliginde c¢esitli yapay yontemlerle ayni zamanli olarak
polimerlesirler. iki polimerin de ayni oldugu kosullarda her iki ydntem de

kullanilarak, homo-IPN’ler hazirlanabilir [50].

Destek materyali ile enzim molekulinin baglanmasinda enzimin protein
yapisindan faydalanilir. Enzim taneciginin igerdigi fonksiyonel gruplar
baglanmada etkilidir [51].

1.7. Azo boyalari

Azo boyalarini iki bélumde inceleyebiliriz.

eMonoazo boyalari

Boyalarin bu gesiti hem asit karakterde olup hem de kromofor grubu azo (-
N=N- ) bagd ile benzen halkasina baglanmistir. Halkada OH ve NH:
gruplarinin katilmasi sirasiyla asidik ve bazik karakter meydana getirir. Bordo

kirmizisi, fast sarisi, janus yesili-B, metil oranj, metil kirmizisi, oranj-G

boyalarin 6rnek verilebilir.
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e Diazo ve poliazo boyalari

Eger molekll icinde fazla sayida azo grubu varsa bu ¢esit boyalar elde edilir.
Azo mavisi, bismark braun-Y, brillant purpurin-R, klorazol siyahi-E, kongo
kirmizisi, sudan siyahi -B, sudan kirmizisi -7B, tripan mavisi boyalari 6érnek
verilebilir [52].

Metil Oranj

Su icerisinde ¢dzlinebilen monoazo boyalardan biri olan metil oranjin, tekstil,
kagit, ilag, baski, gida endustrisinde genis kullanim alani bulunmaktadir.
Metil oranjin sulu c¢oOzeltisi zayif asit karakterinde oldugu icin asit-baz
indikatorl olarak analitik kimya calismalarinda kullaniimaktadir [53]. Metil
oranjda baz o6zelligin karsiligi kirmizi renk asit ozelligin karsihgl ise sari

renktir. 3,1 - 4,4 arasinda pH gecisi saglar.

(CHg)N 7 \‘*—N= N / \_ SO;Na
N/ N/

Sekil 1.11. Metil Oranj

1.8. Enzimatik Renk Giderme

Enzimatik renksizlestirme tepkimeleri endustrinin  gesitli  kollarinda
kullaniimaktadir [54]. Tekstil, kagit, kozmetik, sentetik boyalar ve ilag
sektorleri ornek olarak verilebilir. Boyalarin reaksiyon sonunda meydana
gelen atiklarinin ¢ogunlugunun tabiatta pargalanma sorunlari oldugu igin
cevre kirliligine sebeb olurken insan sagligini tehdit eder konuma gelir [55].
Boya atiklarinin giderilmesi igin renksizlestirme calismalari cesitli fiziksel ve
kimyasal yontemlerle yapilabilir. Adsorpsiyon, koagulasyon-flokulasyon, iyon

degistirme, ylUkseltgenme bu yontemler arasinda sayilabilir. Uygulanan
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yontemlerin ylksek maliyeteleri onlarin kullanimlarina bir sinir koydugu igin
boya atiklarinin biyolojik bozunmasinin enzimatik olarak meydana gelmesi

icin ekstra bir ydontem olarak ortaya ¢ikmaktadir [54].

Enzimatik renk giderme sayesinde bozunmaya karsi direng gosteren atiklarin
giderilmesi, atik derisimlerinin yuksek ve dusuk aralikta olabilmesi ve pH ve
sicaklik skalasinin genig bir yelpazede olmasi arti yonleridir. Avantajlari
arasinda ayrica serbest enzimle beraber immobilize enzimin kullaniimasi
katalitik islemlerde aktifliklerini koruyarak tekrar tekrar kullanilabilmesi ve
yontemin maliyetinin olduk¢ca dusuk olmasi sayilabilir. Oksidoreduktaz
Ozellikte olan lakkaz enzimi boyalarin giderilmesinde kullanilmasi son

zamanlarda arastirmacilarin dikkatini geker hale gelmistir [56].

Serbest lakkaz ve immobilize lakkaz, azo, triaril metan, antrakinon ve indigo
boya cesitlerinin renk gideriimesinde yararlanilir [57]. Ornek olarak, metil
oranj (Acid Orange 52) azo boyasinin renginin lakkazla giderilmesi Sekil
1.12° de verilmigtir. Sekil 1.12° deki sistemde metil oranjin bozunma
mekanizmasinin ilk asamasi, lakkaz igindeki Cu*? iyonunun 1 elektron alarak
Cu*' e indirgenmesi gercgeklesirken, metil oranjin Gglincil amin grubunun
iminyum katyonuna yukseltgenmesidir. Sonu¢ olarak katyon hidrolizi ile
sistemden formaldehit uzaklastirilarak bu iyon ikincil amin grubuna dénusur.
Devaminda lakkaz ikincil amin grubunu yukseltgeyerek karbonyum iyonunun
olusumunu saglar. Sonraki asamalarda meydana gelen hidroliz ile 3-diazenil-
benzensulfonik asit (1) ve 4-metilimino-siklohekza-2,5- dienon (Il) olusur. |
numaral Grandn oksijenle yukseltgenmesi ve bir N2 moleklli kaybetmesiyle
benzensilfonik asit radikali meydana gelir. Olusan radikalin hidrojen radikali
ile biraraya gelmesiyle de benzen sulfonik asit (lll) olustugu gorilmektedir.
Mekanizmanin aktif bir sekilde isliyor olmasi halinde zehirli aromatik
aminlerin olusumu engellenir ve bu sayede ¢evre kirliliginin énlenmesinde

fazlasiyla yarar saglanmig olur [58].
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1.9. Lakkaz Enzimi immobilizasyon Galismalari

1995 yilinda Rogalski ve arkadaglari lakkaz enzimini Phlebia radiata’dan elde
ederek a—aminopropil-trietoksisilan ile aktifleslesmesini sagladiktan sonra
gbzenekli cam  Uzerinde kovalent bag ile immobilizasyonunu
gerceklestirmislerdir. Enzim baglama kapasitesini %98 ve immobilize edilmis
enzim aktifligini %96 hesapladilar. 4°C’da iki hafta boyunca depolandiginda
immobilize enzimin aktifligini %100 korudugunu buldular [59].

1998 yilinda Luterek ve arkadaslari Cerrena unicolor'dan urettikleri lakkaz
enzimini siringaldazin substrati kullanarak gozenekli cam kureler Gzerinde
immobilizasyonunu gergeklestirmisler ve enzimin bagd kapasitesini %94,
immobilize edilmis enzimin aktifligini %100 bulmuslardir. immobilizasyon
sonunda optimum pH’nin 5,5den 5,7 degerine degistigini gozlemlediler.
4°C’da 7 ay suresince saklanan immobilize enzimin aktifligini %95, serbest

enzim aktifligi %40 korundugunu bulmuslardir [60].

1999 yilinda D’Annibale ve arkadaglari Lentinula edodes’ten Urettikleri lakkaz
enzimini zeytinyad: Uretiminde fabrika atik sularinda mevcut olan fenol
bilesiklerinin giderilmesi konusunda glutaraldehit ile gapraz bag yaparak ve
adsorpsiyon yontemi kullanilarak  kitosan Uzerine immobilizasyonu
gerceklestirmislerdir. DMP (2,6-dimetoksifenol) substrat olarak kullaniimigtir.
Serbest ve immobilize enzim igin optimum pH degeri 4,0, optimum
sicakliklari ise sirasiyla 50°C ve 60°C, Km degerlerini 77 pyM ve 256 uM
bulunmustur [61].

2000 yilinda Lante ve arkadaslari Plerotus ostreatus’dan urettikleri lakkaz
enzimini atik su igindeki c¢estli fenol bilesiklerinin giderilmesi Uzerinde
yaptiklari arastirmada adsorpsiyon yontemi ile polietersilfon membrana
immobilizasyonunu  gergeklestirmiglerdir.  Siringaldazin  substratininin
kullanildigi bu c¢alisma sonunda serbest enzim igin optimum pH 6,3
immobilize enzim igin ise pH 6,6, optimum sicaklik serbest enzim icin 40°C,

immobilize enzim igin ise 35°C olarak bulmuslardir. Enzim baglanma
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kapasitesi %40 ve 32°C’da immobilize enzimin serbest enzime gére %18

daha etkin oldugunu tespit etmiglerdir [62].

2001 yilinda Freire ve arkadaslari Trametes versicolor'dan Uretilen lakkaz
enzimini adsorpsiyon ve kovalent baglanma metodu ile aktive edilmis karbon
fiber mikro elektrotlar Gzerinde immobilizasyon saglamiglardir. Katekol
substrat olarak kullaniimig ve optimum pH’si 5,0 olarak tespit edilmistir. 2 ay

sonunda immobilize lakkazin hala aktifligini korudugunu bulmuslardir [63].

2002 yihinda Al-Adhami ve arkadaslari ug¢ farkli beyaz ¢lrikgil mantardan
(Trametes versicolor, Cerrena unicolor ve Heterobasidin annosun) urettikleri
lakkaz enziminin DEAE-Granocel 500, CM-Granocel ve akrilik tasiyicilara
kovalent baglanma ydntemi ile immobilizasyonunu gergeklestirmislerdir.
Sustrat olarak siringaldazin kullanildiginda Cerrena unicolordan uretilen
lakkaz icin optimum pH 5,2, DEAE-Granocel Uzerine immobilize edilmis
lakkaz igin optimum pH 5,0, optimum sicakligi ise serbest enzim igin 40°C ve
immobilize enzim icin 55°C olarak tespit etmislerdir. immobilize lakkazin
4°C’da 4 ay suresince saklanmasi sonucunda aktifliginin %90’inini korudugu

bulunmustur [64].

2003 yilinda Zille ve arkadaslari Trametes villosa’dan Urettikleri lakkaz
enzimini alimina yuzeyine immobilizasyonunu saglayarak tekstilde kullanilan

Reactive Black 5 boyasinin renginin giderilmesini saglamislardir [65].

2004 yilinda Dodor ve arkadaslari Trametes versicolor’dan Uretilen lakkaz
enzimi kaolinit Uzerinde immobilize ederek polisiklik aromatik hidrokarbonlar;
piren, benzopiren, benzoantrasen maddelerinin ortamdan giderilmesi icin
calismiglardir. immobilize edilmis enzim icin optimum pH degerini 4,5
bulmuslardir. Asidik ortamda serbest enzimin aktifliginin %97’den fazlasini
kaybettigini, immobilize enzimin aktifliginin ise %40’ iIndan fazlasinin
korundugunu ve serbest enziminin optimum sicakliginin 40°C, immobilize
enzimin ise 60°C olarak tespit etmiglerdir. 4°C'da 4 ay suresince

saklandiginda serbest enzimin aktifliginin %90’inini korudugunu, immobilize
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enzimde ise 4°C'da 90 gun slresince saklandiginda aktifliinde kayip
olmadigini tespit  etmiglerdir.  ABTS  substrati (2.2’-azinobis-3-
metilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) kullanilarak Km degerini serbest enzim igin

0,262 mM, immobilize enzim i¢in 0,165 mM olarak tespit etmislerdir [66].

2004 yihinda Quan ve arkadaslarn lakkaz enziminin aktive edilmis platin
elektrot Uzerine kovalent baglanmasi yontemi ile immobilize etmigler,
biyosensor olarak kullanarak karakterize etmislerdir. Platin ylUzeyinde

immobilizasyonu saglanmis lakkazin Km sabiti 85uM bulunmustur [67].

2005 yilinda Dominguez ve arkadaslari Trametes hirsuda’dan elde edilen
lakkaz ~ enziminin  aljinat klrelerine immobilize ederek boyalarin

renksizlestirilmesini arastirmiglardir [68].

2006 yihinda Zawisza hidrofilik silika filmler Uzerinde immobilizasyonu
gerceklestirilen lakkaz enziminin biyolojisinin ve fizikokimyasinin serbest
lakkazla bir oldugunu bulduklari arastirmada altin elektrotlar Gzerinde
biriktirilen terametoksilan’dan meydana gelen ince hidrofilik silika jelde
mikrokapsulleme yontemi ile Cerrena unicolor'dan uretilen lakkaz enzimi
immobilize etmislerdir. immobilize enzimin optimum pH arahigi 4,2 — 5,2,

optimum sicakldi ise 40 — 50°C olarak tespit etmiglerdir [69].

2007 yihnda Dominguez ve arkadaslar aljinat kurelerinde immobilizasyonu
geregeklestirilen Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkazin degisik

indUkleyiciler kullanarak aktivitesi arastirmiglardir [70].

2007 yilinda Champagne ve arkadaslari Trametes versicolor'dan Uuretilen
lakkaz enziminin silika kurelerine immobilize edilerek bir antrakinon boyasi

Reactive blue 19’un renk giderme konusunda ¢alismiglardir [71].
2008 yilinda Niladevi ve arkadaslari Streptomyces psammoticus’dan

urettikleri lakkazin immobilizasyonu ve dolgulu biyoreaktor kullanimi ile fenol

bilesiklerinin giderilmesi konusunda ¢alismiglardir [72].
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2009 yihinda Fang ve arkadaslari lakkaz enzimini manyetik kitosan
nanopartikulleri hazirladiktan sonra gluteraldehitle ¢arpraz bag ile
immobilizasyon kosullari, immobilize enzim karakter tayini ve biyosensor

seklinde kullanimi Gzerinde arastirma yapmislardir [73].

2012 yilinda Gokgoz, M. ve Altinok, H. Agoricus bisperusdan elde edilen
lakkazi kullanarak poliakrilamit ve poliakrilamit/K-Karejenan ile hazirlanmig
kismi kismi i¢ ice gegmis polimer aglari Uzerine immobilize etmislerdir.
Optimum pH serbest lakkaz icin 6,0, pAAm-L, PAAmM/K-car (0,05)-L ve
pAAm/K-car (0,1)-L icin sirayla 8,0, 8,5 ve 9,0 bulmuslardir. Optimum
sicaklik serbest lakkaz igin 45°C, tum immobilize lakkazlar i¢in 60°C olarak
bulmuslardir. 4°C’da 27 gun depolama sonunda serbest lakkaz baglangig
aktivitesinin  tamamini  kaybederken immobilize enzimlerin %56-%80
oraninda baslangic aktifliklerini korudugunu bulmuslardir. immobilize
ornekler 35 kez kullanim sonrasinda %28 ve %58 oraninda baslangi¢
aktifliklerini korumuslardir. Sringaldazin substrati kullanarak Linear_BurK
grafigine gore Kmepp) serbest lakkaz, PAAmM-L, PAAmKk-car (0,05-L ve
PAAmM/K-car (0,1)-L icin sirayla 0,088, 0,139, 0,133 ve 0,131 mM olarak
hesaplanirken Vmax degerleri sirayla 2,83x103, 4,51x103, 4,76x10° ve
4,97x10° mM.min! olarak bulmuslardir [74].

2013 yilinda Sanlier, S.H. ve arkadaslari biyoteknolojik uygulamalar igin
belirli kosullarda aljinat kurelerine lakkaz immobilizasyonu yapmiglardir.
Asidik kosullarda serbest lakkaz ve immobilize lakkaz karsilastirildiginda
%30 daha blyuk sonug elde edildi. pH 9-10 araliginda immobilize lakkaz
yaklasik %20 oraninda daha fazla aktivite gostermistir. Serbest lakkaza
oranla immobilizasyon sonra pH kararliliginin arttigini bulmuslardir. 60°C
Uzerinde kire yapilari bozulmaya basladigi sonucunu buldular. 60°C’da
serbest lakkaz baslangi¢ aktifliginin %45’ini korumustur. immobilize
lakkazin ise%85 oraninda korudugunu buldular. 4°C’da 10 gunluk
depolama sonrasinda serbest lakkaz ve immobilize lakkaz sirasiyla
baslangi¢ aktifliginin %8,08 ve %80,83’Unu korudugunu tespit etmislerdir.

4 kez kullanim sonunda immobilize lakkazun baslangi¢ aktifliginin %80’ini
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korudugunu buldular. immobilize lakkaz icin optimum sicaklik 45°C’ da
Direct Red 23 boyasinin renk giderme yuzdesini en yuksek oranda
buldular. Renk giderme yuUzdeleri serbest lakkaz i¢in 25°C‘ da %50, aljnat
kireler icin %16 ve 25°C’ da immobilize lakkaz icin %59, 45°C’ da

immobilize edilen lakkaz i¢in %86 olarak buldular [75].

2014 yihnda Patel, S. K. S. ve arkadaslari serbest lakkazdaki kararlilik ve
tekrar kullanilabilme 6zellikleriyle iliskili problemlerin Ustesinden gelmek
amaciyla T.versicolor’dan elde edilen lakkazi SiO2 nanopartikulleri Gzerine
immobilize etmiglerdir. Optimum pH ve sicakligi immobilize lakkaz igin 35-
45°C olarak buldular. ABTS substrati kullanarak Michaelis-Menten Esitligi
ile analiz edilen kinetik parametreler Vmax ve Km serbest lakkaz icin 1,890
mMmm? ve 29,3 mM. immobilizasyon sonrasi Km degeri 46,5 mM’ e
ylkselirken Vmax degeri yavasga 1,630 mMmm™ a inmistir. Termal
deaktivasyon sabiti (kd) immobilize lakkaz igin 0,02 olarak buldular. Bu
degeri serbest lakkazdan 18 kat daha asagidadir. 4 saat sonunda
immobilize lakkaz ic¢in yarilanma 6mru ti2, 30°C, 40°C, 45°C, 50°c ve
60°C icin sirayla 76,9, 64,8, 40,3, 24,6 olarak buldular. Bu degerler
serbest lakkaz igin var olan degerlerden 8,3, 8,8, 10,9, 11,2, ve 8,1 daha
yuksektir. 5 ve 10 kez kullanim sonrasinda immobilize lakkazin baslangi¢
aktivasyonu sirasiyla %93,7 ve %82,5 oraninda korundugunu buldular
[76].

2015 yilinda Ramirez-Montaya, L.A. ve arkadaslar yaptiklari ¢alismada
Trametes versicolor'dan elde edilen lakkazin immobilizasyonu ve farkli
molekullerle beraber renklerinin giderilmesi Uzerine galigtilar. Asit oranj 7
(AQ7), Asit Mavi 74 (AB74), Reaktif kirmizi (RB2) ve Reaktif Siyah 5
(RB5) boyalarini ¢alismalarinda kullanmiglardir. Calisma sonunda asit
boyalari (AO7 ve AB74) kullanildiginda biyokataliz renk giderme
yuzdelerinin diger reaktif boyalarin renk gideriimesinden %90 daha fazla
etkili oldugunu buldular [77].
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2015 yilinda Sun, H. ve arkadaslari boya Kkirleticilerinin enzimatik
gideriimesinde gelismig dayaniklilik igin Trametes versicolordan temin
edilen lakkazi sungerimsi yapida olan c¢itosana enjekte edilmis
poliakrilamit hidrojellerine immobilizasyonunu gerceklestirdiler. 48 saatlik
inklbasyon sonunda immobilize lakkazin aktiviteleri serbest lakkaza
oranla azalmistir. Asidik ortam pH 3,0 iken immobilize lakkaz Lac-PAM-
CTS baslangi¢ aktivitesinin %75’ini korumustur. Serbest lakkaz ise %4,3
koruyabilmigtir. 65°C' da termal deaktivasyon hizi serbest lakkaza oranla
daha azdir. Yarilanma omru (t 12) serbest lakkaz ve immobilize lakkaz igin
sirasiyla 0,3 ve 4,1' dir. Termal deaktivasyon sabitleri (kd) ABTS substrati
kullanarak  Michaelis-Menten  Esgitligine gore hesaplanan kinetik
parametreler Km serbest lakkaz ve immobilize lakkaz Lac-PAM-CTS igin
siraslyla 0,156x103 mM ve 1,680x10° mM, Vmax ise 2,15 mMmm- ve 3,91
mMmm?* olarak buldular. Lac-PAM-CTS ile farkli iki boya A07-MG
Uzerinde renk giderilmesi igin galistilar. AO7’ nin renk giderilmesinde Lac-
PAM-CTS delac-PAM-CTS' ye oranla daha basarili bulundu. delac-PAM-
CTS ile renk giderilme sadece iyonik AO7' nin katyon destekli matrise
adsorpisyonu ile olur. MG renk giderilmesi sadece enzimatik olarak
saglanabilir. Lac-PAM-CTS 6 kez kullanim sonrasi renk giderebilmektedir.
Ayni 6zelligi serbest lakkaz da gostermektedir. Serbest lakkaz ile MG renk
giderilmesi Lac-PAM-CTS’nin giderilmesinin yarisi kadardir. Kullanim

devam ettikge daha etkili sonuglar elde edilir [78].

2016 yilinda Zhilin, L. ve arkadaslari Agaricus Bisporuz lakkaz enzimini
capraz baglama ayiraci gluteraldehit kullanarak seramik-gitosan kompozit
destek meteryali Uzerine immobilize ettiler. Yagh atik su iyilestirme
potansiyelini inceledikleri c¢alismalarinda immobilizosyon kosullari ve
enzim immobilizasyonu Uzerine galistilar. immobilize lakkaz igin optimum
pH 3,0 ve optimum sicakliklar 25°C, 50°C olarak buldular. ABTS substrati
kullanarak hesapladiklari kinetik parametreler Km sebest lakkaz ve
immobilize lakkaz icin sirasiyla 34,41 mmol/L ve 66,64 mmol/L olarak
buldular. Vmax deg@erlerini ise 0,223 mmol/L.min ve 0,036 mmol/Lmin olarak

buldular. 10 kez kullanim sonunda immobilize lakkaz baslangi¢ aktifliginin
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%90,6" sini korumustur. 4°C’ da 30 gun depoloma sonunda immobilize
lakkaz baglangi¢ aktifliginin %5,4’e dustugund buldular. Ayni kosullarda
serbest lakkaz aktifliginin 30 giin sonunda %94,2’ nin altinda oldugunu
buldular [79].

2016 yilinda Dai, J. ve arkadaslari azo boyalarinin renk giderilmesine
yonelik yaptiklari ¢calismada Pleurotus astrestus’dan elde edilen lakkazin
baglama ayiraci gluteraldehit kullanarak Fes304/SiO2 nanopartikillerine
immobilize ettiler. (Nanodlgekte gdzeneksiz Fe304/SiO2 nanoportrkillerine
yapilan bu immobilizosyon c¢alismasi ilktir.) Procian Kirmizisi MX-3
substrati kullanildigina 4°C’ da 5 ay depolama sonrasinda tUm enzimlerin
aktifligini korudugunu buldular. 1 saat sonunda immobilize lakkazin renk
gideriime ylUzdesini %96 olarak buldular. ABTS substrati kullanarak
immobilize lakkaz ve serbest lakkaz icin kinetik parametreler Km sirasiyla
7,4,x,10°° mmol ve 1,3,x10° mmol, Vmax ise 0,051 mmol/min ve 0,022
mmol/min olarak buldular [80].

2017 yilinda Taheran, M. ve arkadaslari ev yapimi poliakrilonitril-biyolojik
komur kompozit nanolifli membranlar Uzerine lakkaz immobilizasyonu
yaparak sulu ortamda bulunan formasoétik bilesikler klortetrasiklini giderme
uzerine galismiglardir. Optimum pH immobilize lakkaz igin 4,5 ve serbest
lakkaz igin 4,0 olarak buldular. Optimum sicaklik ise sirasiyla serbest
lakkaz i¢in 30°C-40°C araligi immobilize lakkaz igin 40°C -50°C tespit
ettiler. 4°C ve 25°C’ da 1 ay depolama sonunda immobilize lakkaz
baslangi¢c aktivetisinin sirasiyla %71-%31" ini korudugunu buldular.
Serbest lakkaz ise %37-%2 oraninda baslangi¢ aktivesini koruyabilmigtir.
7 kez art arda kullanim sonunda immobilize lakkaz baslangi¢ aktifliginin
%32,7’ sini korudugunu buldular [81].

2017 yihinda Apriceno, A, ve arkadaslari Antraseni metana donusturerek
yok etmek amaciyla gitosan mikrokurelerine Trometes versicolor lakkazini
gluteraldehit aktivasyonu ile kovalent olarak immboilize ettiler. Biyoreaktor

sistemde ABTS substrati kullanarak kinetik prometre Km ve Vmax serbest
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lakkaz ve immobilize lakkaz i¢in sirasiyla 0,041-0,013 mM ve 0,002-
0,0011 mmol/min.mg olarak buldular. Sicaklik c¢alismalarinda 55°C’da
immobilize lakkaz baslangic¢ aktifliginin %83’ G4nu korumustur. 40°C’ da
serbest lakkaz ise 1sI deneterasyonuna ugramis baslangi¢ aktifliginin %80’
ini kaybetmistir. Serbest lakkaz icin 25°C U(zeri tepkime igin uygun
olmadigint  buldular. Eger gluteraldehit konsentrasyonu %1.25e
dugurulirse immobilize lakkazin 3. kullaniminda bozunma meydana

gelmiyorsa enzim kararlidir [82].

2017 yihinda Naghdi, M. ve arkadaglari karbamazepin giderilmesinde
mineral asit iyilestirme amacli nanobiyolojik kdmdurlerin oksitlenmelerinin
etkisini ve pyrolsis biyokutlesi tarafindan kabonlu maddeler Gretimi Uzerine
yaptiklari ¢aligmada HCI, H2SOs, HNOs ve bunlarin karigimlarini
kullanarak lakkaz immobilizasyonu yaptilar. Optimum pH hem serbest hem
de immobilize lakkaz i¢in ayni deger olup 4,0’ dur. Optimum sicaklik ise
ikisi icinde 30°C’ dir. Oda sicakliginda 30 gin depolama suresinde
nanobiyolojik komur immobilize lakkaz sistemi serbest lakkaza oranla
daha verimli sonuglar vermigtir. 5 gun boyunca depolandiginda immobilize
lakkazin baglangi¢ aktifliginin %31’ini kaybettigini ancak serbest lakkazin
%58’ ini kaybettigini buldular. 30 gunudn sonunda ise serbest lakkaz tim
aktifligini kaybederken immobilize lakkaz baslangic aktifliginin %15’ini
korumustur [83].

2017 yiinda Li, G. ve arkadaslar bakteriyel sellloz/TiO:2 iglevli kompozit
membranlara lakkaz immobilize ederek biyokatalizor boya ve 1sin
giderilmesini degerlendirdiler. Lakkazin kovalent immobilizasyonunda BC’
nin hidroksil gruplari, aldenit gruplari i¢ine basarilari bir sekilde
oksitlenmistir. Optimum pH serbest lakkaz, 0BC-lac ve OBC/TIO2 -lac igin
sirayla 3,5, 3,0, 2,5 olarak buldular. Optimum sicaklik da sirayla 55°C,
50°C olarak tespit ettiler. 6 kez kullanim sonunda OBC-lac ve OBC/TiO2-
lac %50 ve %70 baslangi¢ aktifliklerini koruyabildiklerini buldular. 10 kez
kullanim sonunda ise %40-%57 oranlarinda aktifliklerini korumusglardir.

ABTS substrati kullanarak hesaplanan kiretik parametre Km ve Vmax
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serbest lakkaz, OBC-lac ve OBC/TiOz-lac igin sirayla 0,12 mM/L, 1,65
mM/L, 0.91 mM/L ve 59,52 mol/L.min 10,28 mol/L.min, 4,29 mol/L.min
olarak buldular. 1 saat sonunda boya giderilmesi %70 olarak bulunurken 3

saat sonunda degerde artis oluyor ve %82 olarak buluyorlar [84].

2017 yilinda Asgher, M. ve arkadaslari Trametes versicolor |BL-04
lakkazinin cesitli o6zellikleri uzun doénem kararlilik, tekrar kullanilabilirlik
kataliz yeterliliginin arttinilmasi amaciyla agar-agar poliakrilamit ve jelatin
destek mataryallerine immobilizasyonunu yaptilar. Optimum pH serbest
lakkaz, agar-agar/lakkaz, poliakrilamit/lakkaz ve jelatin/lakkaz igin sirasiyla
5,0, 7,0, 3,0 ve 6,0 bulundu. Optimum sicaklik 45°C, 55°C, 60°C, 60°C
olarak bulundu. ABTS kullanarak Km ve Vmax degerleri incelenirken Km
degerlerinin immobilize sistemlerde artarken Vmax degerlerinin dugtugunt
buldular. 4°C’ da 6 hafta boyunca depolama sonunda 42. glinde serbest
lakkaz, agar-agar/lakkaz, poliakrilamit/lakkaz ve jelatin lakkaz icin sirasiyla
%18,04, %59,96, %44,6, %38,1 baslangi¢c aktivitelerini koruduklarini
buldular. 3 kez art arda kullanim sonunda agar-agar/lak %76,5,
poliakrilamit/lak  %81,72 ve jelatin/lak %71,3 oraninda baslangi¢
aktifliklerini korurken 8.kez ABTS oksidasyonu sonunda %24,8, %28,3,
%22,8 oraninda aktifliklerini koruduklarini buldular [85].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kimyasallar

Lakkaz : (Trametes versicolor (EC 1.10.3.2. 12,9 U/mg) : Sigma (Almanya)

firmasindan temin edildi.

Siringaldazin : (4-Hidroksi-3,5-dimetoksibenzaldehit azin) :
(C18H20N20s6, MA: 360,3 g/mol) Sigma (Almanya) firmasindan temin edildi.

OCH, _OCH;
[ N\ o- e /N on

OH— ~C=N—N=C—
>/ <

OCHj OCH;

1-Etil-3-(3-Dimetilaminopropil) Karbodiimit Hidroklor(ir :

(CsH17Ns . HCI, MA: 191,7 g/mol) Sigma (Almanya) firmasindan temin edildi.
P CHs

CH, —CH,—CH,—/N HCI

N

/
CHs

N=—cC=N
/
CHs—CH,

Etil alkol (Mutlak) : (C2HsOH, MA : 46,06 g/mol) Sigma-Aldrich firmasindan

temin edildi.

N-Hidrokisiiksinimit : (C4HsNOs, MA: 115,09 g/mol) Fluka (Almanya)

firmasindan temin edildi.
OH

|
~
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Epiklorhidrin : ( CsHsCIO, MA: 92,53 g/mol ve d= 1,183 g/cm?) Fluka, Aldrich

(Almanya) firmalarindan temin edildi.

Cl

O

N,N’-Metilen-bis-akrilamit : (C7H1o0N202, MA:154,16 g/mol) Aldrich (Almanya)

firmasindan temin edildi.

H, O H:
EH— &—NH—CH5NH— E—EH

Fosforik asit : (HsPOs4, MA:98,0 g/mol) Riedel-de Haen (Almanya)

firmasindan temin edildi.

Sitrik asit : (CeHsO7, MA:192,13 g/mol) Sigma- Aldrich (Almanya) firmasindan
temin edildi.

Sodyum hidroksit : (NaOH, MA:40,0 g/mol) Sigma- Aldrich (Almanya)

firmasindan temin edildi.

N,N,N’N’-Tetrametiletilendiamin (TEMED) : (CeHisN2, MA: 116,21 g/mol)

Sigma (Almanya) firmasindan temin edildi.

H

H
N C
me” TN
H H

CH3

CHs
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Akrilamit : (H2C=CHCONHz, MA: 71,0 g/mol) Merck (Almanya) firmasindan
temin edildi.

O
CH,= GH—(“}—NHE

Akrilik asit : (CsH302, MA: 72,06 g/mol) Aldrich (Almanya) firmasindan temin
edildi.
O
CH,= CH—%—OH

Metil Oranj : (Ci4H14N3NaOsS, MA : 327,33 g/mol, C.l. 13025) Fisher

(Amerika) firmasindan temin edildi.

8]
4 _o
—( )
\\\:\, ‘@7:{'4{/# D ™~ O Na™

y

Amonyum persiilfat : ((NH2)2S20s, MA:228,19 g/mol) Analar  ( ingiltere )

firmasindan temin edildi.

I I

"NH, O —ﬁ—O — 0 — S — O NH,*
|
o) o)

Asetik asit: (CHsCOOH), MA: 60,05 g/mol ve d=1,05 g/cm?3) Sigma-Aldrich

(Alman) firmasindan temin edildi.

H @)

| /
H—?—C\

H O—H
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Na- Asetat trihidrat : (C2HsNaO2.3H20, MA : 136,03 g/mol) Sigma-Aldrich

(Alman) firmasindan temin edildi.

0
HsC”~ “ONa .3H:0

2.2. Cihazlar

Spektrofotometre: SHIMADZU UV / Vis-1800 Spektrofotometre

pH metre: Orion pH metre 420 A + Thermo electron corp.

Calkalamali su banyosu: JEIOTECH/BS-21

Terazi: Sartorius CP224S

Isiticl: IKA-RH basic

2.3. Cozeltilerin Hazirlanigi

2.3.1. Sodyum Hidroksit Cozeltisi

8,0 g sodyum hidroksit maddesi saf su igerisinde ¢ozuldukten sonra hacim
100 mL’ ye tamamlandi (2,0 M).
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2.3.2. Siringaldazin Gozeltisi

0,00360 g siringaldazin maddesi mutlak etil alkol igerisinde ¢ozuldikten

sonra hacim 100 mL’ ye tamamlandi (0,1 mM).

2.3.3. Sitrat Tamponu

2,104 g sitrik asit saf su igerisinde ¢ozuldikten sonra hacim 250 mL’ ye

tamamlandi. 2,0 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH 5,3’e ayarlandi (0,04 M,

pH: 5,3).

2.3.4. Fosfat Tamponu

1,35 mL fosforik asit saf su igerisinde ¢dzuldukten sonra hacim 500 mL’ ye

tamamlandi. 2,0 M NaOH c¢ozeltisi ile pH 6,5’e ayarlandi.

2.3.5. Lakkaz Cozeltileri

2.3.5.1. Lakkaz Cozeltisi (a)

0,0100 g lakkaz enzimi tartilip Uzerine fosfat tamponu (0,04 M pH: 6,5)

eklenerek hacim 100 mL’ ye tamamlandi. Hazirladigimiz enzim ¢ozeltisinden

25 mL alip Uzerine fosfat tamponu (0,04 M pH: 6,5) ekleyerek hacmi 50 mL’

ye tamamlandi (0,01 mg/mL) .

2.3.5.2 Lakkaz Cozeltisi (b)

4 mg lakkaz enzimi tartilip Uzerine Na-asetat tamponu (0,1 M, pH : 4,5)

eklenerek hacim 10 mL’ ye tamamlandi (0,4 mg/mL).
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2.3.5.3. Lakkaz Cozeltisi (c)

0,01 g lakkaz enzimi tartihp Uzerine fosfat tamponu (0,04 M, pH : 6,5)

eklenerek hacim 5 mL’ ye tamamlandi.

2.3.5.4. Lakkaz Cozeltisi (d)

0,2 g lakkaz enzimi tartihp Uzerine fosfat tamponu (0,04 M, pH : 6,5)

eklenerek hacim 100 mL’ye tamamlandi.

2.3.6. Sodyum Asetat Tamponu

4,8 g sodyum asetat—trihidrat ve 3,6 mL asetik asit alinip saf su igerisinde
¢OzuldUkten sonra hacim 1 L’ ye tamamlandi. 2,0 M NaOH c¢ozeltisi ile pH'’ si
4,5 olarak ayarlandi (0,1M, pH: 4,5).

2.3.7. Metil Oranj Cozeltisi

3,0 x 10°° M’ ik metil oranj ¢ozeltisi sodyum asetat tamponunda (0,1M, pH :
4,5) hazirlandi.

2.3.8. Karbodiimit Gozeltisi

100 mg karbodiimit 100 mL saf su igerisinde ¢6zuldu.

2.3.9. N-Hidroksisuiksinimit Cozeltisi

100 mg N-Hidroksistksinimit 100 mL saf su icerisinde ¢ozuldu.
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2.4, Siringaldazin Kalibrasyon Egrisi ve Hazirlanigi

Siringaldazin  kalibrasyon egrisini elde etmek amaciyla c¢esitli
konsantrasyonlarda (0,100 mM, 0,075 mM, 0,050 mM, 0,025 mM)
siringaldazin ¢ozeltileri hazirladiktan sonra tepkime balonuna 9 mL sitrat
tamponu (0,04 M, pH: 5,3) ve gesitli konsantrasyonlardaki 1 mL siringaldazin
cOzeltisi eklendi. Cozeltilere 0,1 mL Lakkaz enzimi (0,01mg/mL) eklendikten
ktrofotometresi (SHIMADZU UV/Vis1800) yardimiyla 530 nm dalga boyunda
absorbanslari okunarak kaydedildi. Siringaldazin konsantrasyonlarina karsilik
gelen absorbans degerleri grafije gecirilerek kalibrasyon grafigi hazirlandi
(Cizelge 2.1, Sekil 2.1) .

Cizelge 2.1. Siringaldazin derigimi ile absorbansin degisimi

Siringaldazin Derisimi Absorbans
(x10° mM) (As30)
0,0 0,000
2,5 0,230
5,0 0,474
7,5 0,623
10,0 0,810
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0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
Siringaldazin Derisimi(x103 mM)

Sekil 2.1. Siringaldazinin kalibrasyon grafigi

2.5. Kovalent Baglanma Ydntemiyle Enzim immobilizasyonu

2.5.1. Epiklorhidrin Kullanarak Enzim immobilizasyonu

Monomer olarak 2,85 g Akrilamit (AAm), 2 mL Akrilik asit (AAc), capraz
baglayici olarak 0,15 g N,N-metilenbisakrilamit (BAAm) ve baslatici olarak 10
mg Amonyum persulfat (APS) sirasiyla eklendikten sonra Gzerine 20 mL saf
su ilave edildi. Coziunme tam gergeklesip homojen bir karisim elde edilene
kadar manyetik karistiricida karistirildi. Homojen bir ¢ozelti olustugunda igine
lakkaz ¢ozeltisi (0,01 g / 5 mL) ilave edilerek karistirma islemine devam
edildi. Homojen karigim bir petri kabina dokuldu. Petri kabi buz dolu bir kap
icerisine yerlestirildi. Petri kabi igerisindeki homojen karisim Uzerine
hizlandirici olarak yaklasik 2,5 mL N,N,N’N’-tetrametilendiamin (TEMED)
damla damla ve her bir noktaya temas edecek sekilde eklendi.Destek
materyali olarak kullanilan AAm ve AAc monomerleri BAAm ve APS ile
kargilagtiklarinda TEMED, polimerlesme hizlandirici maddesinin  de
eklenmesi ile monomerlerin ¢apraz baglanmasi ile kopolimerlesme

gerceklesti. AAc yapisindaki karboksil gruplari ile monomerin hidrofilik ve
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iyonik hidrojel Uretimi ile suda c¢6ziinmeyen poli (akrilamit-co-akrilik asit)
(P(AAm-co-AAc)) kopolimerik hidrojelleri elde edildi. Polimerlesme sonrasi
hidrojeller yaklasik 5x5x5 mm boyutunda kup seklinde kesildi. Jel kupleri bir
saat saf su igerisinde 4 'C’' da buzdolabinda bekletildi. Buzdolabindan

cikartilan kupler 3 kez saf su ile yikanip stzuldd.

Yuzey aktiflestirme iglemi Epiklorhidrin (ECH) ile su sekilde gercgeklestirildi.
P(AAm-co-AAc) polimerik kupleri Uzerine yaklagik 80 mL ECH eklendi. ECH
(99%) ilave edildikten sonra 40 ‘C’'da 12 saat calkalamali su banyosunda
bekletilerek aktiflestirildi. ECH suzulerek ortamdan uzaklastirildi. Saf su ile 3
kez yikandiktan sonra ECH ile baglanmis kupler Uzerine lakkaz ¢ozeltisi (0,2
g lakkaz 100 mL (0,04 M, pH= 6,5) fosfat tamponunda ¢ozulerek hazirlandi.)
ilave edilerek 4 saat calkalamali su banyosunda oda sicakliginda
calkalanarak enzim immobilizasyonu gercgeklestirildi. YUuzeye adsorbe olan
enzimleri uzaklastirmak icin 3 kez saf su ile yikandi. Daha sonra kullaniimak
Uzere 4 'C da buzdolabinda bekletildi. ECH karboksil grubu tasiyan
matriksleri aktif hale getirip enzimlerin immobilizasyonunda kullaniimasini

sadlar.

2.5.2. Karbodiimit Kullanarak Enzim immobilizasyonu

Monomer olarak 2,85 g AAm, 2 mL AAc, c¢apraz baglayici olarak 0,15 g
BAAmM ve baslatici olarak 10 mg APS sirasiyla eklendikten sonra tzerine 20
mL saf su ilave edildi. C6zinme tam gergeklesip homojen bir karisim elde
edilene kadar manyetik karistiricida karistirildi. Homojen bir ¢ozelti
olustugunda icine lakkaz ¢ozeltisi (0,01 g / 5 mL) ilave edilerek karistirma
islemine devam edildi. Homojen karisim bir petri kabina dokaldu. Petri kabi
buz dolu bir kap icerisine yerlestirildi. Petri kabi icerisindeki homojen karigim
uzerine hizlandirici olarak yaklasik 2,5 mL TEMED damla damla ve her bir
noktaya temas edecek sekilde eklendi. Destek materyali olarak kullanilan
AAm ve AAc monomerleri BAAm ve APS ile karsilastiklarinda TEMED,

polimerlesme hizlandirici maddesinin de eklenmesi ile monomerlerin ¢apraz
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baglanmasi ile kopolimerlesme gerceklesti. AAc yapisindaki karboksil
gruplari ile monomerin hidrofilik ve iyonik hidrojel Uretimi ile suda
¢ozunmeyen P(AAm-co-AAc) kopolimerik  hidrojelleri  elde  edildi.
Polimerlesme sonrasi hidrojeller yaklasik 5x5x5 mm boyutunda kup seklinde
kesildi. Jel kiipleri bir saat saf su igerisinde 4 'C’da buzdolabinda bekletildi.

Buzdolabindan c¢ikartilan kipler 3 kez saf su ile yikanip stzuldd.

Yuzey aktiflestirme islemi Karbodiimit (CDI) ile su sekilde gerceklestirildi.
P(AAm-co-AAc) polimerik kipleri CDI ¢ozeltisi (0,5 mM) igine ilave edildikten
sonra 40 °C’ da 12 saat calkalamali su banyosunda bekletilerek aktiflestirildi.
CDI ¢ozeltisi suzulerek ortamdan uzaklastirildi. Saf su ile 3 kez yikandiktan
sonra CDI ile baglanmis kupler Uzerine lakkaz ¢ozeltisi (0,2 g lakkaz 100 mL
(0,04 M, pH= 6,5) fosfat tamponunda ¢ozllerek hazirlandi) ilave edilerek 4
saat calkalamali su banyosunda oda sicakhginda calkalanarak enzim
immobilizasyonu  gergeklestirildi. YuUzeye adsorbe olan enzimleri
uzaklastirmak icin 3 kez saf su ile yikandi. Daha sonra kullaniimak Uzere 4
°C’da buzdolabinda bekletildi. CDI karboksil grubu tasiyan matriksleri aktif

hale getirip enzimlerin immobilizasyonunda kullaniimasini saglar.

2.5.3. N-hidroksisiiksinimit Kullanarak Enzim immobilizasyonu

Monomer olarak 2,85 g AAm,2 mL AAc, capraz baglayici olarak 0,15 g
BAAmM ve baslatici olarak 10 mg APS sirasiyla eklendikten sonra tzerine 20
mL saf su ilave edildi. C6zinme tam gergeklesip homojen bir karisim elde
edilene kadar manyetik karistiricida karnigtirildi.  Homojen bir ¢ozelti
olustugunda icine lakkaz ¢ozeltisi (0,01 g / 5 mL) ilave edilerek karistirma
islemine devam edildi. Homojen karigim bir petri kabina dokuldd. Petri kabi
buz dolu bir kap igerisine yerlestirildi. Petri kabi i¢erisindeki homojen karisim
uzerine hizlandirici olarak yaklasik 2,5 mL TEMED damla damla ve her bir
noktaya temas edecek sekilde eklendi. Destek materyali olarak kullanilan
AAm ve AAc monomerleri BAAm ve APS ile karsilastiklarinda TEMED,

polimerlesme hizlandirici maddesinin de eklenmesi ile monomerlerin ¢apraz
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baglanmasi ile kopolimerlesme gerceklesti. AAc yapisindaki karboksil
gruplart ile monomerin hidrofilik ve iyonik hidrojel Uuretimi ile suda
¢ozunmeyen P(AAm-co-AAc) kopolimerik  hidrojelleri  elde  edildi.
Polimerlesme sonrasi hidrojeller yaklasik 5x5x5 mm boyutunda kup seklinde
kesildi. Jel kiipleri bir saat saf su icerisinde 4 °C’ da buzdolabinda bekletildi.

Buzdolabindan c¢ikartilan kiupler 3 kez saf su ile yikanip stzuldd.

Yuzey aktiflestirme islemi N-Hidroksisiksinimit (NHS) ile su sekilde
gerceklestirildi. P(AAm-co-AAc) polimerik kupleri NHS c¢oézeltisi igine ilave
edildikten sonra 40 'C’ da12 saat galkalamali su banyosunda bekletilerek
aktiflestirildi. NHS ¢ozeltisi suzulerek ortamdan uzaklastirildi. Saf su ile 3 kez
yikandiktan sonra NHS ile baglanmis kupler Gzerine lakkaz ¢ozeltisi (0,2 g
lakkaz 100 mL (0,04 M, pH= 6,5) fosfat tamponunda ¢o6zllerek hazirlandi.)
ilave edilerek 4 saat calkalamali su banyosunda oda sicakliginda
calkalanarak enzim immobilizasyonu gerceklestirildi. Ylzeye adsorbe olan
enzimleri uzaklastirmak i¢in 3 kez saf su ile yikandi. Daha sonra kullaniimak
uzere 4 °C’ da buzdolabinda bekletildi. NHS karboksil grubu tasiyan
matriksleri aktif hale getirip enzimlerin immobilizasyonunda kullaniimasini

saglar.
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2.6. Aktiflik Tayini

2.6.1. Serbest Enzim Aktiflik Tayini

Serbest lakkazin aktifligini tayin ederken Leonowicz ve Grzywnowicz
tarafindan verilen yontem kullanildi. Aktiflik tayini i¢in tepkime 9 mL sitrat
tamponuna (0,04 M, pH: 5,3) ilave olarak 1 mL siringaldazin ¢ozeltisi (0,1
mM) ve 0,1 mL lakkaz c¢ozeltisi (0,01 mg/mL) katilarak baslatildi. Cozelti
calkalamali su banyosunda 25°C’ da 10 dakika bekletildi ve 12. dakikada 530
nm de absorbans degeri Olgulerek kaydedildi. Asagidaki baginti kullanilarak
tepkime hizi, Olgulen absorbans degerleri ve kalibrasyon egrisinin de egimi
(AAs30/AC) ile hesaplandi.

AC AAs30 AC
Hz (V)= —— = X (2.1)
At At AAs30
AC 1
= (2.2)
AAs30 egim

Yukaridaki esitlikte AC mM olarak siringaldazin derisimi, AAsz (Ao-At)

absorbanstaki, At zamandaki degisimi belirtir.

2.6.2. immobilize Enzim Aktiflik Tayini

immobilize lakkazin aktifligini tayin ederken 1,0 g ECH, CDI ve NHS ile
aktiflestirilmis P(AAM-ko-AAc) hidrojellerine immobilize edilmig lakkaz enzimi
hazirlanip Uzerine 9 mL sitrat tamponu (0,04 M, pH: 5,3), 1 mL siringaldazin
cozeltisi (0,1 mM) ilave edildi. Karisimin ¢alkalamali su banyosunda 25°C’da

10 dakika calkalanmasi saglandi ve 12. dakikada absorbans degerleri
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dlgullip kaydedildi. Olgiilen absorbans degerlerinden aktiflikler Bolim 2.6.1°
de anlatildigi sekilde hesaplandi.

2.7. Enzim Aktifligine pH Etkisi

2.7.1. Serbest Enzim Aktifligine pH Etkisi

Serbest lakkaz aktifligine pH’ nin etkisini incelemek amaciyla farkli pH’ larda
(3,0; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0) fosfat tamponlari hazirlandi.
Her bir pH’daki aktiflik tayini Bolum 3.6.1° de anlatilan yonteme gore yapildi.
Tepkime esnasinda, sicakhk (25°C) ve siringaldazin baslangi¢

konsantrasyonu (0,1 mM) sabit tutuldu.

2.7.2. immobilize Enzim Aktifligine pH Etkisi

immobilize lakkaz aktifligine pH’nin etkisini incelemek amaci ile 1,0 g
Epiklorhidrinle  aktiflestiriimis  poli(akrilamit-ko-akrilik asit) (P(AAM-co-
AAC)/ECH) , Karbodiimitle aktiflestiriimis poli(akrilamit-ko-akrilik asit) (P(AAM-
ko-AAc)/CDI ve N-hidroksisiksinimitle aktiflestiriimis poli(akrilamit-ko-akrilik
asit) (P(AAM-co-AAC)/NHS hidrojellerine immobilize edilen lakkaz enzimi ve
farkh pH’ larda (3,0; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0) fosfat tamponlari
hazirlanarak, her bir pH’da aktiflik tayini Bolim 3.6.2’de anlatilan yonteme
gbre vyapildi. Tepkime esnasinda, sicaklik (25°C) ve siringaldazin

konsantrasyonu (0,1 mM) sabit tutuldu.
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2.8. Enzim Aktifligine Sicaklik Etkisi

2.8.1. Serbest Enzim Aktifligine Sicaklik Etkisi

Serbest lakkazin aktifligine sicaklik etkisi farkli sicakliklarda ( 25°C, 30°C,
35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C) arastirildi. Her bir sicaklik i¢in aktiflik
tayini Bolum 2.6.1° de anlatilan yonteme gore yapildi. Tepkime esnasinda,

pH (5,3) ve siringaldazin konsantrasyonu (0,1 mM) sabit tutuldu.

2.8.2. immobilize Enzim Aktifligine Sicaklik Etkisi

immobilize lakkazin aktifliine sicaklik etkisi incelemek amaci ile1,0 g
P(AAM-ko-AAC)/ECH, P(AAM-ko-AAc)/CDI ve  P(AAM-ko-AAC)/NHS
hidrojellerine immobilize edilen lakkaz enzimi hazirlanarak farkli sicakliklarda
( 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C ) aktiflik tayini Bélum
2.6.2’de anlatilan ydonteme gore yapildi. Tepkime esnasinda, pH (5,3) ve

siringaldazin konsantrasyonu (0,1 mM) sabit tutuldu.

2.9. Enzim Aktifligine Substrat Derisimi Etkisi

2.9.1. Serbest Enzim Aktifligine Substrat Derigimi Etkisi

Serbest lakkazin aktifligine substrat konsantrasyonu etkisini incelemek icin 4
farkli konsantrasyonlarda (0,025 mM, 0,050 mM, 0,075 mM, ve 0,100 mM)
siringaldazin c¢ozeltileri hazirlanarak, enzim aktiflik tayini Bolum 2.6.1.'de

anlatilan yonteme gore vyapildi. Tepkime esnasinda pH (5,3), lakkaz

konsantrasyonu (0,01 mg/mL) ve sicaklik (25°C) sabit tutuldu.
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2.9.2. immobilize Enzim Aktifligine Substrat Derigimi Etkisi

Immobilize lakkazin aktifliine substrat konsantrasyonu etkisini incelemek igin
1,0 g P(AAM-ko-AAC)/ECH, P(AAM-ko-AAc)/CDI ve P(AAM-ko-AAC)/NHS
hidrojellerine immobilize edilen lakkaz enzimi ve 4 farkli konsantrasyonlarda
(0,025 mM, 0,050 mM, 0,075 mM, 0,100 mM) siringaldazin c¢ozeltileri
hazirlanarak, enzim aktiflik tayini Bolium 2.6.2" de anlatilan yonteme gore

yapildi. Tepkime esnasinda, pH (5,3) ve sicaklik (25°C) sabit tutuldu.

2.10. Enzim Aktifligine Depolama Suresinin Etkisi

2.10.1. Serbest Enzim Aktifligine Depolama Siiresinin Etkisi

Serbest lakkazin aktifligine depolama suresi etkisini incelemek igin 0,04 M,
pH 6,5 fosfat tamponunda, 0,01 mg/mL konsantrasyonda enzim ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu ¢ozelti buzdolabinda 4°C’da saklandi ve bu ¢oézeltiden belirli
aralklarla (0., 7., 15., 21., 24., 28., 35., 42., 50., 56., 64. gin) 0,1 mL 6rnek
alinarak Bolum 2.6.1.’de anlatilan yonteme gore aktiflik tayini yapildi.
Tepkime esnasinda, pH (5,3), siringaldazin derisimi (0,1 mM) ve sicaklik
(25°C) sabit tutuldu.

2.10.2. immobilize Enzim Aktifligine Depolama Siiresinin Etkisi

immobilize lakkazin aktifligine depolama siiresi etkisini incelemek amaciyla
hazirlanan P(AAM-ko-AAc)/ECH, P(AAM-ko-AAc)/CDI ve P(AAM-ko-
AAC)/NHS hidrojellerine immobilize edilen lakkaz enzimi buzdolabinda
4°C’da saklandi. Bu hidrojellerden belirli araliklarla (0., 6., 10., 17., 24., 31.,
35. gun) 1,0 g ornek alinarak Bolum 2.6.2.’de anlatilan yonteme gore aktiflik
tayini yapildi. Tepkime esnasinda, pH (5,3), siringaldazin konsantrasyonu
(0,1 mM) ve sicaklik (25°C) sabit tutuldu.
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2.11. immobilize Enzim Aktifliginin Kullanim Sayisi ile Degigimi

immobilize lakkazin tekrar kullanilabilirligini incelemek amaciyla 1 giinde 5
kez tekrar kullanimi saglandi. Bu amacgla 5,0 g P(AAM-koo-AAc)/ECH,
P(AAM-ko-AAC)/CDI ve P(AAM-ko-AAC)/NHS hidrojellerine immobilize edilen
lakkaz alinarak Bolim 2.6.2° de anlatilan yonteme gore aktiflik tayini yapildi.
Tepkime suresince, pH (5,3), siringaldazin konsantrasyonu (0,1 mM) ve
sicaklik (25°C) sabit tutuldu.

2.12. Enzim Aktifligine Termal inaktivasyon Etkisi

2.12.1. immobilize Enzim Aktifligine Termal inaktivasyon Etkisi

P(AAM-ko-AAC)/ECH, P(AAM-ko-AAc)/CDI ve P(AAM-ko-AAc)/NHS
hidrojellerine immobilize edilen lakkaz enziminin termal inaktivasyonu
incelenmesi amaciyla iki farkh sicaklikta (40°C’ da ve 50°C’ da) ve farkl
zaman arliklarinda (15- 75 dak.) immobilize lakkazin aktiflikleri B6lum 2.6.2’
de anlatilan yonteme gore tayin edildi. Tepkime sirasinda, pH (5,3),
siringaldazin konsantrasyonu (0,1 mM) ve sicaklik (25°C) sabit tutuldu.

ki, Birinci dereceden inaktivasyon sabitleri, esitlik 2.3, 2.4 yardimiyla

hesaplandi.

2.13. Enzim AKktifligi ile Metil Oranjin Renginin Giderilmesi

2.13.1. Serbest Enzim ile Metil Oranjin Renginin Giderilmesi

81 mL metil oranj ¢ozeltisine (3,0x10°> M) 9 mL lakkaz ¢ozeltisi , SL, (0,4
mg/mL) katilarak manyetik karigtiricida dusuk hizda 30°C’ da bekletildi. 0.,

15., 30., 45., 60. dakikalarda ve sonra birer saat araliklarla 6 saat boyunca

tepkime ortamindan ornekler alinarak UV-goérinar bdlge

55



spektrofotometresinde 466 nm’ de absorbans degerlerlerinin  dlgimu

saglandi.

Serbest lakkaz igin metil oranj renk giderme yuzdeleri asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplandi.

AI] - A'_
Renk Giderme (%) = x 100 (2.6)
Ag

Ao : t= 0 anindaki absorbans degeri

At : t anindaki absorbans degeri

2.13.2. immobilize Enzim ile Metil Oranj Renginin Giderilmesi

81 mL metil oranj ¢ozeltisine (3,0x10° M) 9,0 g P(AAM-ko-AAc)/ECH,
P(AAM-ko-AAc)/CDI ve P(AAM-ko-AAC)/NHS hidrojellerine immobilize edilen
lakkaz eklenerek manyetik karistiricida disik hizda 30°C’ da bekletildi. 0.,
15., 30., 45., 60. dakikalarda ve sonra birer saat araliklarla 6 saat boyunca
tepkime ortamindan ornekler alinarak UV-gorunur bdlge

spektrofotometresinde 466 nm’ de absorbans degerlerinin 6lgimu saglandi.

immobilize lakkazin metil oranj renk giderme yiizdeleri esitlik 2.6 kullanilarak

hesaplandi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Serbest Enzim Aktifligine pH Etkisi

Serbest lakkaz aktifligine pH’ nin etkisi incelenmek amaciyla gesitli pH’ larda
Bolum 2.7.1° de anlatildigi sekilde deneyler yapildi. Elde edilen absorbans
degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 3.1’ de verildi. Serbest lakkaz enzimi
icin optimum pH 5,0 olarak bulundu ve maksimum aktifligin pH ile degisimi
Sekil 3.1’ de gosterildi.

Cizelge 3.1. Serbest lakkazin aktifligine pH etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum
pH (As30) (x104 mM.dak?) Aktiflik (%)
3,0 0,002 0,02 0,29
4,0 0,004 0,04 0,58
4,5 0,467 4,64 67,74
5,0 0,689 6,85 100,00
5,5 0,684 6,80 99,27
6,0 0,383 3,80 55,47
6,5 0,010 0,10 1,46
7,0 0,004 0,04 0,58
7,5 0,002 0,02 0,29
8,0 0,001 0,001 0,15
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Sekil 3.1. Serbest lakkazin maksimum aktifliginin pH ile degisimi

Literatlrde siringaldazin substrati kullanarak Agoricus bisperus i¢in optimum

pH 6 ve Trametes versicolor iginse optimum pH 5 olarak bulunmustur [74,86].

3.2. immobilize Enzim Aktifligine pH Etkisi

3.2.1. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/Epiklorhidrin Hidrojeline
immobilize Edilen Lakkaz Aktifligine pH Etkisi

P(AAm-ko-AAC)/ECH hidrojeline immobilize edilen lakkaz enzimi aktifligine
pH’nin etkisi incelenmek amaciyla Bolim 2.7.2’de anlatildigi gibi deneyler
yapildi. Elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 3.2’de
verildi. P(AAm-ko-AAc)/ECH hidrojeline immobilize edilen lakkaz enzimi igin
optimum pH 5,5 olarak bulundu ve maksimum aktifliginin pH ile degisimi Sekil
3.2’de gosterildi
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Cizelge 3.2. P(AAm-ko-AAc)/ECH hidrojeline immobilize edilen
lakkazin aktifligine pH etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum
pH (As30) (x10* mM.dak™?) Aktiflik (%)
3,0 0,007 0,26 1,71
4.0 0,416 6,12 40,34
45 0,676 9,63 63,42
5,0 0,723 12,14 79,99
6,0 0,623 14,14 93,13
6,5 0,112 15,18 100,00
7,0 0,034 10,28 67,76
7,5 0,021 1,94 12,80
8,0 0,015 0,24 1,60
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Sekil 3.2. P(AAm-ko-AAC)/ECH hidrojeline immobilize edilen lakkaz

enziminin maksimum aktifliginin pH ile degisimi
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3.2.2. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/Karbodiimit Hidrojeline immobilize
Edilen Lakkaz Aktifligine pH Etkisi

P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize lakkaz enzimi aktifligine pH’nin
etkisi incelenmek amaciyla Bolum 2.7.2° de anlatildigi gibi deneyler yapildi.
Elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 3.3’ de verildi.
P(AAmM-co-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen lakkaz enzimi igin optimum
pH 5,5 olarak bulundu ve maksimum aktifliginin pH ile degisimi Sekil 3.3’de

verilmigtir.

Cizelge 3.3. P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen lakkazin
aktifligine pH etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum
pH (As30) (x104 mM.dak™?) Aktiflik (%)
3,0 0,011 0,11 2,30
4,0 0,127 1,26 26,36
4,5 0,261 2,59 54,18
50 0,444 4,41 92,26
55 0,481 4,78 100,00
6,0 0,419 4,16 87,03
6,5 0,283 2,81 58,79
7,0 0,058 0,58 12,13
7,5 0,038 0,38 7,95
8,0 0,035 0,35 7,32
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Sekil 3.3. P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen lakkaz

enziminin maksimum aktifliginin pH ile degisimi

3.2.3. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/N-Hidroksisliksinimit Hidrojeline
immobilize Edilen Lakkaz Aktifligine pH Etkisi

P(AAmM-ko-AAC)/NHS hidrojeline immobilize edilen lakkaz enzimi aktifligine
pH’nin etkisi incelenmek amaciyla Bolim 2.7.2’de anlatildigi gibi deneyler
yapildi. Elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 3.4’de
verildi. P(AAm-ko-AAc)/NHS hidrojeline immobilize edilen lakkaz enzimi igin
optimum pH 5,5 olarak bulundu ve maksimum aktifliginin pH ile degigimi
Sekil 3.4’de gosterildi.
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Cizelge 3.4. P(AAm-ko-AAc)/NHS hidrojeline immobilize edilen
lakkazin aktifligine pH etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum
pH (As30) (x10* mM.dak?) | Aktiflik (%)
3,0 0,022 0,21 2,86
4.0 0,186 1,85 25,20
45 0,229 2,28 31,06
5,0 0,375 3,73 50,82
55 0, 738 7,34 100,00
6,0 0,511 5,08 69,21
6,5 0,185 1,84 25,07
7,0 0,045 0,45 6,13
7,5 0,020 0,20 2,72
8,0 0,014 0,14 1,91
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Sekil 3.4. P(AAm-ko-AACc)/NHS hidrojeline immobilize edilen lakkaz

enziminin maksimum aktifliginin pH ile degisimi
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3.3. Serbest Enzim Aktifligine Sicaklik Etkisi

Serbest lakkaz aktifligine sicaklik etkisi incelenmek amaciyla Boélim 2.8.1°de
anlatildigi gibi deneyler yapildi, elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik
degerleri Cizelge 3.5°de verildi ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile degisimi
Sekil 3.5’de gosterildi.

Serbest lakkaz enzimi i¢in optimum sicaklik 40°C bulundu. 40°C’in altindaki

ve Ustundeki calisilan sicakliklarda enzim aktifliginde azalmalar meydana

geldi.

Cizelge 3.5. Serbest lakkazin aktifligine sicaklik etkisi

Sicaklik Absorbans Aktiflik Maksimum
(°C) (As30) (x10% mM.dak?) | Aktiflik (%)
25 0,463 4,60 76,03

30 0,547 5,44 89,92

35 0,578 5,75 95,04

40 0,609 6,05 100,00
45 0,607 6,03 99,67

50 0,551 5,48 90,58

55 0,460 4,57 75,54

60 0,296 2,94 48,60
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Sekil 3.5. Serbest lakkazin maksimum aktifliginin sicaklik ile degisimi

Literatirde Agoricus bisperus’dan elde edilen lakkazin siringaldazin sustrati
kullanarak optimum sicakligi 45 °C ve Trametes versicolor'dan elde edilen
lakkazin ABTS substrati kullanarak optimum sicakhgr 40 °C bulunmustur
[74,87].

3.4. immobilize Enzim Aktifligine Sicaklik Etkisi

3.4.1. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/Epiklorhidrin Hidrojeline
immobilize Edilen Lakkazin Aktifligine Sicaklik Etkisi

P(AAm-ko-AAC)/ECH hidrojeline immobilize edilen lakkaz enziminin
aktifligine sicaklik etkisi incelenmek amaciyla Bolum 2.8.2’de anlatildigi gibi
deneyler yapildi. Elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri
Cizelge 3.6’da verildi. P(AAm-ko-AAC)/ECH hidrojeline immobilize edilen
lakkaz igin optimum sicaklik 45°C olarak bulundu ve maksimum aktifliklerin

sicaklik ile degisimi Sekil 3.6’ da gdsterildi.

64



Cizelge 3.6. P(AAm-ko-AAc)/ECH hidrojeline immobilize edilen
lakkazin aktifligine sicaklk etkisi

Sicaklik Absorbans Aktiflik Maksimum
(°C) (As30) (x10* mM.dak™?) Aktiflik (%)
25 0,526 5,23 85,60
35 0,553 5,50 90,02
40 0,568 5,65 92,47
45 0,615 6,11 100,00
50 0,559 5,26 86,09
55 0,524 5,21 85,27
60 0,475 472 77,25
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Sekil 3.6. P(AAm-ko-AAc)/ECH hidrojeline immobilize edilen lakkazin

aktifliginin sicaklik ile degisimi
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3.4.2. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/Karbodiimit Hidrojeline immobilize
Edilen Lakkazin Aktifligine Sicaklik Etkisi

P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen lakkazin aktifligine sicaklik
etkisi incelenmek amaciyla Bolum 2.8.2°de anlatildigi gibi deneyler yapildi.
Elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 3.7’ de verildi.
P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen lakkaz igin optimum
sicaklik 45°C olarak bulundu ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile degigimi
Sekil 3.7’ de gosterildi.

Cizelge 3.7. P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen

lakkazin aktifligine sicaklk etkisi

Sicaklik Absorbans Aktiflik Maksimum
(°C) (As30) (x104 mM.dak?) | Aktiflik (%)
25 0,506 5,03 83,69

30 0,573 5,70 94,84

35 0,581 5,78 96,17

40 0,599 5,95 99,00

45 0,605 6,01 100,00

50 0,593 5,90 98,17

55 0,507 5,04 83,86

60 0,316 3,14 52,25
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Sekil 3.7. P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen

lakkazin maksimum aktifliginin sicaklik ile degisimi

3.4.3. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/N-Hidroksisiiksinimit Hidrojeline
immobilize Edilen Lakkazin Aktifligine Sicaklik Etkisi

P(AAm-ko-AAC)/NHS hidrojeline immobilize edilen lakkazin aktifligine
sicakhgik etkisi incelenmek amaciyla Bolum 2.8.2’de anlatildigi gibi deneyler
yapildi. Elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degderleri Cizelge 3.8'de
verildi. P(AAm-ko-AAC)/NHS hidrojeline  immobilize edilen lakkaz igin
optimum sicaklik 45°C olarak bulundu ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile

degisimi Sekil 3.8’de gosterildi.
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Cizelge 3.8. P(AAm-ko-AAc)/NHS hidrojeline immobilize edilen
lakkazin aktifligine sicaklk etkisi

Sicaklik Absorbans Aktiflik Maksimum
(°C) (As30) (x10* mM.dak™?) Aktiflik (%)
25 0,504 5,01 86,08
30 0,525 5,22 89,69
35 0,556 5,53 95,02
40 0,570 5,67 97,42
45 0,585 5,82 100,00
50 0,535 5,32 91,41
55 0,470 4.67 80,24
60 0,275 2,73 46,91
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Sekil 3.8. P(AAm-ko-AAC)/NHS hidrojeline immobilize edilen lakkazin

maksimum aktifliginin sicaklik ile degigimi
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3.5. Serbest Enzim Aktifligine Substrat Derigimi Etkisi

Enzim ve substratarasindaki reaksiyon mekanizmasi asagidaki sekilde ifade

edilir.
k1 ks

E+S ——>» ES — E+U
ko

Bu esitlikte; E enzimi, S substrati, ES enzim — substrat kompleksini, U Grinu

gosterir. Enzim tepkime hizini Michaelis — Menten Esitligi ile hesaplanir.

Vmak X S
Vo=— (3.1)

Km+S

Bu mekanizmaya gore Michaelis-Menten sabiti asagida verilmistir.

ko + k3
Ko = (3.2)

k1

Vo: Baslangi¢ hizi
Vmak: Maksimum hiz
Km: Michaelis-Menten sabiti

S: Substrat derigimi

Michaelis-Menten Esitliginin dizenlenmesi ile Lineweaver-Burk Esitligi elde

edilir:
1 Km 1 1
= X + (3.3)
V Vmak S Vmak
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Lineweaver- Burk Esitligine gore, 1/S’ nin 1/’ ye karsi cizilen grafigi bir
dogru verir. Bu dogrunun y- kaymasi 1/Vmak degerini verir ve maksimum hiz
hesaplanir. Maksimum hiz bulunduktan sonra egimden (egim=Km/Vmak) veya

X- kaymasindan Km hesaplanir.

Serbest lakkaz aktifliginde substrat derigiminin etkisi incelenmek amaciyla 4
farkh derisimde (0,100-0,025 mM) siringaldazin c¢ozeltileri hazirlanarak,
enzim aktiflik tayini Bolim 2.9.1°de anlatilan yonteme gore yapildi. Tepkime
suresi (12 dakika), pH (5,3), lakkaz derisimi (0,01 mg/mL) ve sicaklik (25°C)
sabit tutuldu. Cizelge 3.9’ da verilen 1/S ve 1/V degerlerinin grafige
gegirilmesi ile serbest enzim igin Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi (Sekil 3.9).
Serbest enzimin Km degeri 8,69x10° mM ve Vmak dederi 7,19x10°* mM.dak*

olarak bulundu.

Cizelge 3.9. Serbest lakkazin aktifligine substrat derigimi etkisi

S 1/S Absorbans | Aktiflik (V) v

(x103 mM) |(x10°mM1) | (As30) (x10* mM.dak?) |(x10? dak.mM-
1)

10 1,0 0,798 7,93 12,61

7,5 1,3 0,565 5,62 17,70

5 2,0 0,386 3,84 26,04

2,5 4,0 0,203 2,02 49,50
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Sekil 3.9. Serbest lakkaz i¢in Lineweaver-Burk grafigi

Literatirde Agoricus bisperus’ dan elde edilenlakkaz igin siringaldazin
substrati kullanarak serbest lakkazin Km ve Vmax de@erleri sirasiyla 0,088 mM
ve 2,83x10°2 mM.min? olarak bulunurken Cerrena unicolor’ dan elde edilen
lakkaz icin ABTS subatrati kullanarak serbest lakkazin Km ve Vmax degerleri

sirasiyla 25,9 mM ve 123,0 mM.min! olarak bulunmustur [87].

3.6. immobilize Enzim Aktifligine Substrat Derisimi Etkisi

3.6.1. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/Epiklorhidrin Hidrojeline immobilize
Edilen Lakkazin Aktifligine Substrat Derigimi Etkisi

P(AAm-ko-AAC)/ECH hidrojeline immobilize edilen lakkazin  aktifligine
substrat dereisimi etkisini incelemek i¢in Bolum 2.9.2° de anlatildigi gibi
deneyler yapildi. Tepkime suresi (12 dakika), pH (5,3), lakkaz
konsantrasyonu (0,01 mg/mL) ve sicaklk (25°C) sabit tutuldu. Cizelge 3.10°
da verilen 1/S ve 1/V degerlerinin grafige geciriimesi ile P(AAm-ko-AAc)/ECH

hidrojeline immobilize edilen lakkaz enzimi igin Lineweaver-Burk grafigi
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cizildi (Sekil 3.10). P(AAm-ko-AACc)/ECH hidrojeline immobilize edilen lakkaz
Km degeri 0,50x10° mM ve Vmak dederi 0,85x103 mM.dak™*

enzimi igin

olarak bulundu.

Cizelge 3.10. P(AAm-ko-AAc)/ECH hidrojeline immobilize edilen lakkazin
aktifliginde substrat derisimi etkisi

S 1/S Absorbans | Aktiflik (V) 1V
(x103 mM) |[(x10? mM1) | (As3o) (x10% mM.dak?) | (x10? dak.mM-
Y
10,0 1,0 0,565 5,62 17,81
7,5 1,3 0,501 4,98 20,08
5,0 2,0 0,451 4,48 22,32
2,5 4,0 0,283 2,81 35,55
40
y = 5,8623x + 11,776
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>
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Sekil 3.10. P(AAm-ko-AAc)/ECH hidrojeline immobilize edilen

lakkazin Lineweaver-Burk grafigi
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3.6.2. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/Karbodiimit Hidrojeline immobilize
Edilen Lakkazin Aktifligine Substrat Derigimi Etkisi

P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen lakkazin aktifliine substrat
derisimi etkisi incelenmek amaciyla Bolum 2.9.2" de anlatildigi gibi deneyler
yapildi. Tepkime suresi (12 dakika), pH (5,3), lakkaz derisimi (0,01 mg/mL)
ve sicaklik (25°C) sabit tutuldu. Cizelge 3.11°de verilen 1/S ve 1/V
degerlerinin grafige gecirilmesi ile P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize
edilen lakkaz icin Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 3.11). P(AAm-co-
AAC)/CDI hidrojeline immobilize edilen lakkaz enzimi igin, Km degeri
7,35x10° mM ve Vmak dederi 4,65x103 mM.dak? olarak bulundu.

Cizelge 3.11. P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen

lakkazin aktifligine substrat derisimi etkisi

S 1/S Absorbans | Aktiflik (V) v

(x10° mM) | (x102 mM1) | (Asso) (x104 mM.dak?) | (x10? dak.mM1)
10,0 1,0 0,561 5,58 17,92

7,5 1,3 0,400 3,98 25,13

5,0 2,0 0,329 3,27 30,58

2,5 4,0 0,152 1,51 66,23
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Sekil 3.11. P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen lakkazin

Lineweaver-Burk grafigi

3.6.3. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/N-Hidroksisliksinimit Hidrojeline
immobilize Edilen Lakkazin Aktifligine Substrat Derigimi Etkisi

P(AAm-ko-AAc)/NHS hidrojeline immobilize edilen lakkazin aktifligine
substrat derigimi etkisi incelenmek amaciyla Bolum 2.9.2'de anlatildigi gibi
deneyler yapildi. Tepkime suresi (12 dakika), pH (5,3), lakkaz derisimi (0,01
mg/mL) ve sicaklik (25°C) sabit tutuldu. Cizelge 3.12’de verilen 1/S ve 1/V
degerlerinin grafige gecirilmesi ile P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize
edilen lakkaz enzimi igin Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 3.12). P(AAm-
ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen lakkaz igin, Km degeri 1,17x103
mM ve Vmak dederi 1,43x103 mM.dak* olarak bulundu.
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Cizelge 3.12. P(AAm-ko-AAC)/NHS hidrojeline immobilize edilen
lakkazin aktifligine substrat derisimi etkisi

S 1/S Absorbans Aktiflik (V) v
(x103 (x10%? mM- | degisimi (x10* mM.dak | (x10? dak.mM-
mM) 1 (AAs30) 1 1
10,0 1,0 0,742 7,38 13,55
7,5 1,3 0,555 5,52 18,11
5,0 2,0 0,400 3,98 25,12
2,5 4,0 0,258 2,56 39,06
45
20 y = 8,1765x + 6,9938
T % R® = 0,98
% 30 ’
X 25
©
o 20
i
= 15
2
— 10
-'.5.‘.
P 0
-2 -1 1 2 3 4 5

1/S (x102.mM2)

Sekil 3.12. P(AAm-ko-AAc)/NHS hidrojeline immobilize edilen

lakkazin Lineweaver-Burk grafigi

Serbest ve immobilize edilmis lakkaz enzimleri icin Km ve Vmak verilerinin

tamami Cizelge 3.13’ de verilmistir.
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Cizelge 3.13. Serbest lakkaz ve immobilize lakkazlar igin Km ve Vmak

degerleri
Serbest ve immobilize | Km Vmak
lakkaz (x10° mM) (x103mM.dak™?)
Serbest lakkaz 8,69 7,19
P(AAm-ko-AAc)/CDI 7,35 4.65
P(AAmM-ko-AAC)/NHS 1,17 1,43
P(AAm-ko-AAc)/ECH 0,50 0,85

Literatirde Trametes versicolor'dan elde edilen lakkazin kataliz 6zelliginin
arttinlmasi  amaciyla gluteraldehit aktihlestiricisi  kullanarak gitosan
mikrokureleri Uzerine yaptiklari immobilizasyonda ABTS substrati kullanarak
Km ve Vmak parametrelerine bakildiginda Km depgerelerinin serbest lakkaza

oranla dustugu ancak Vmax de@erinin arttigi sonucuna ulagsildi [88].

3.7. Serbest Enzimin Aktifligine Depolama Siresinin Etkisi

Serbest lakkaz aktifliginde depolama suresinin etkisi incelenmek igin, 4°C’

da saklanan lakkaz ¢dzeltilerinin 31 giin boyunca Bolim 2.10.1’de anlatildigi

gibi deneyler yapildi. Serbest enzimin maksimum aktifliginin depolama

suresiyle degisimi Cizelge 3.14 ve Sekil 3.13’de gosterildi.
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Cizelge 3.14. Serbest lakkaz aktifliine depolama suresinin etkisi

Zaman Absorbans Aktiflik Maksimum
(glin) (As30) (x10* mM.dak™?) |Aktiflik (%)
0 0,662 6,58 100,00
7 0,655 6,51 98,94
15 0,570 5,67 86,17
21 0,542 5,39 81,91
24 0,504 5,01 76,14
28 0,447 4,44 67,48
35 0,427 4,24 64,44
42 0,384 3,82 58,05
50 0,228 2,27 34,50
56 0,216 2,15 32,67
64 0,194 1,93 29,33
100

< 90
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= 80
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Sekil 3.13. Serbest lakkaz maksimum aktifliginin depolama suresi ile

Degisimi
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4°C’da depolama suresinin 35. guninde serbest enzimin baslangi¢
aktifliginin sadece %64.44’ 4unu korudugu gozlendi. Literatirde Agoricus
bisperus’dan elde edilen lakkazin 4°C’da 27 gun depolama sonunda serbest
lakkaz baslangi¢ aktivitesini tamamen kaybederken Trametes versicolor/ BL-
04’ den elde edilen lakkazin 4°C’da 30 gun depolanmasi sonucunda
aktifliginin% 46,5’ini korudugunu bulmuslardir [74,88].

3.8. immobilize Enzim Aktifligine Depolama Siiresinin Etkisi

3.8.1. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/Epiklorhidrin Hidrojeline immobilize

Edilen Lakkazin Aktifligine Depolama Suresinin Etkisi

P(AAm-ko-AAC)/ECH hidrojeline immobilize edilen lakkazin  aktifligine
depolama suresinin etkisi incelenmek amaciyla, 4°C’da saklanan immobilize
enzimin belirli araliklarla 35 gun boyunca Boélim 2.10.2’de anlatildigi gibi
deneyler yapildi. P(AAm-ko-AAc)/ECH hidrojeline immobilize edilen lakkazin
aktifligine depolama suresiyle degisimi Cizelge 3.15 ve S$ekil 3.14’de

gosterildi.
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Cizelge 3.15. P(AAm-ko-AAc)/ECH hidrojeline immobilize edilen lakkazin
aktifligine depolama suresinin etkisi

Zaman Absorbans Aktiflik Maksimum
(gun) (As30) (x10* mM.dak™?) | Aktiflik (%)
0 0,632 6,28 100,00
0,600 5,96 94,90
10 0,529 5,26 83,76
17 0,503 5,00 79,62
24 0,468 4,65 74,04
31 0,445 4 37 69,59
100
< 90
==
= 80
E
£ 70
= |
£ 60
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Sekil 3.14. P(AAm-ko-AAc)/ECH hidrojeline immobilize edilen

lakkazin aktifligine depolama stresi ile degisimi

4°C’da depolama siresinin 31. giinlinde immobilize enzimin baslangic

aktifliginin % 69,59’ unu korudugu gézlendi.
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3.8.2. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/Karbodiimit Hidrojeline immobilize

Edilen Lakkazin Aktifligine Depolama Siiresinin Etkisi

P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen lakkazin aktifligine
depolama suresinin etkisi incelenmek amaciyla, 4°C’da saklanan immobilize
enzimin belirli araliklarla 38 gun boyunca Bolum 3.10.2" de anlatildigi gibi
deneyler yapildi. P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen lakkazin
aktifligine depolama suresiyle degisimi Cizelge 3.16 ve Sekil 3.15 de

gOsterildi.

Cizelge 3.16. P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen

lakkazin aktifligine depolama suresinin etkisi

Zaman Absorbans Aktiflik Maksimum
(gin) (As30) (x10* mM.dak™?) Aktiflik (%)
0,736 7,32 100,00
0,695 6,91 96,40
11 0,660 6,56 86,62
18 0,614 6,10 83,33
25 0,583 5,80 79,23
31 0,542 5.39 73,63
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Sekil 3.15. P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen

lakkaz aktifliginin depolama suresi ile degisimi

4°C’da depolama suresinde 31. gununde immobilize enzimin baslangi¢

aktifliginin % 73,63’ inu korudugu gozlendi.

3.8.3. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/N-Hidroksisuksinimit Hidrojeline
immobilize Edilen Lakkazin Aktifligine Depolama

Siresinin Etkisi

P(AAm-ko-AAC)/NHS hidrojeline immobilize edilen lakkazin aktifligine
depolama suresinin etkisi incelenmek amaciyla, 4°C’ da saklanan immobilize
enzimin belirli araliklarla 31 gun boyunca B6lim 2.10.2’ de anlatilan yontem
ile aktiflikleri tayin edildi. P(AAm-ko-AAc)/NHS hidrojeline immobilize edilen
lakkazin aktifliginin depolama suresiyle degisimi Cizelge 3.17 ve Sekil 3.16°
da gosterildi.
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Cizelge 3.17. P(AAm-ko-AAC)/NHS hidrojeline immobilize edilen

lakkazin aktifligine depolama suresinin etkisi

Zaman Absorbans Aktiflik Maksimum
(gun) (As30) (x10* mM.dak™?) Aktiflik (%)
0 0,572 5,69 100,00
0,545 5,42 95,25
10 0,518 5,15 90,51
17 0,492 4. 89 85,94
24 0,458 455 79,96
31 0,417 4.15 72,93
100
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Sekil 3.16. P(AAm-ko-AAc)/NHS hidrojeline immobilize

edilen lakkazin aktifliginin depolama suresi ile degisimi

4°C’da depolama suresinin 31. gununde immobilize enzimin baslangi¢

aktifliginin yaklagik % 73’ Unu korudugu gozlendi.
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3.9. immobilize Enzim Aktifliginin Kullanim Sayisina Bagl Degisim

3.9.1. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/Epiklorhidrin Hidrojeline immobilize
Edilen Lakkaz Aktifliginin Kullanim Sayisi ile Degisimi

P(AAm-ko-AAC)/ECH hidrojeline immobilize edilen lakkaz 1 gun iginde 5 kez
kullanilarak Boélim 2.11° de anlatildigi gibi deneyler yapildi. iImmobilize
enzimin maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi Cizelge 3.18 ve
Sekil 3.17’ de gosterildi.

Cizelge 3.18. P(AAm-ko-AAc)/ECH hidrojeline immobilize edilen

lakkaz aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

Kullanim Absorbans Aktiflik Maksimum
sayisl (As30) (x10* mM.dak™?) | Aktiflik (%)
1 0,290 2,88 100,00
2 0,117 1,16 40,27
3 0,115 1,14 23,75
4 0,108 1,07 22,29
5 0,095 0,94 19,58
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Sekil 3.17. P(AAm-co-AAc)/ECH hidrojeline immobilize edilen

lakkazin maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

5 kez kullanim sonunda, P(AAm-ko-AAc)/ECH hidrojeline immobilize edilen

lakkazin baglangig aktifliginin %19 'unu korudugu gozlendi.

3.9.2. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/Karbodiimit Hidrojeline immobilize

Edilen Lakkaz Aktifliginin Kullanim Sayisi ile Degigimi

P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen lakkaz 1 gun iginde 5 kez
kullanilarak Bélim 2.11° de anlatildi§i gibi deneyler yapildi. immobilize
enzimin maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi Cizelge 3.19 ve
Sekil 3.18’ da gosterildi.
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Cizelge 3.19. P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen

lakkaz aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

Kullanim Absorbans Aktiflik Maksimum
sayisl (As30) (x10* mM.dak?) | Aktiflik (%)
1 0,304 3,02 100,00
2 0,295 2,93 97,02
3 0,263 2,61 86,42
4 0,187 1,86 61,59
5 0,161 1,60 52,98
100
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Sekil 3.18. P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen lakkazin

maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile degigimi

5 kez kullanim sonunda, P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen

lakkazin baglangi¢ aktifliginin %52’ sini korundugu gézlendi.
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3.9.3. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/N-Hidroksisuksinimit Hidrojeline
immobilize Edilen Lakkaz Aktifliginin Kullanim Sayisi ile

Degisimi

P(AAm-ko-AAC)/NHS hidrojeline immobilize edilen lakkaz 1 gun iginde 5 kez
kullanilarak Boélim 2.11° de anlatildi§i gibi deneyler yapildi. Immobilize
enzimin maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi Cizelge 3.20 ve
Sekil 3.19’ de gosterildi.

Cizelge 3.20. P(AAm-ko-AAC)/NHS hidrojeline immobilize edilen

lakkaz aktifliginin kullanim sayisi ile deg@isimi

Kullanim Absorbans Aktiflik Maksimum
sayisl (As30) (x10% mM.dak?) | Aktiflik (%)
1 0,459 4,56 100,00
2 0,443 4,40 96,49
3 0,345 3,43 75,22
4 0,156 1,55 33,99
5 0,078 0,78 17,11
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Sekil 3.19. P(AAm-ko-AACc)/NHS hidrojeline immobilize edilen lakkazin

maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

5 kez kullanim sonunda, P(AAm-ko-AAc)/NHS hidrojeline immobilize edilen

lakkazin baglangi¢ aktifliginin % 17’ sini korundugu gézlendi.

Literatirde bazi immobilize drneklerin 35 kez kullanim sonrasinda %28 ve
%58 oraninda bslangi¢ aktifliklerini korudugu, kristal moru iceren bazi
sentetik boyalarin renklerinin giderilmesi icin aljinat-jelatin jel karigimina
lakkaz immobilize edilmis ve 5 kez kullanimdan sonra aktivitesinin %85’ini

korudugu gozlendi [74,89].

3.10. immobilize Enzim Aktifligine Termal inaktivasyon Etkisi

P(AAM-ko-AAC)/ECH, P(AAM-ko-AAc)/CDI ve P(AAM-ko-AAC)/NHS
hidrojellerine immobilize edilen lakkaz enziminin termal inaktivasyonu
incelenmek amaciyla 2.12.1° de anlatildii gibi deneyler yapildi. Birinci
dereceden termal inaktivasyon sabitleri InA: — t grafiklerinin egiminden
hesaplandi. 40 °C’ da P(AAM-ko-AAc)/CDI, P(AAM-ko-AAC)/NHS
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immobilize lakkazlarin, ki degerlerini hesaplamak Uzere InA¢ nin t ile

degisimi sirasiyla Sekil 3.22, Sekil 3.23’ de gosterildi.

0
J) 20 40 60 80
-0,1

-0,2

-0,3

0,4
-0,5

y =-0,0108x
Rz =0,9916

InA;

-0,6
-0,7
-0,8

-0,9
Zaman (dak)

Sekil 3.20. 40 °C’ da P(AAM-ko-AAc)/CDI igin InAt— t grafigi

0
J) 20 40 60 80

y =-0,0165x
Rz =0,9753

Zaman (dak)

Sekil 3.21. 40 °C’ da P(AAM-ko-AAC)/NHS igin InAt— t grafigi
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50 °C’ daP(AAM-ko-AAc)/CDI, P(AAM-ko-AAC)/NHS  immobilize
lakkazlarin, ki degerlerini hesaplamak Uzere InA¢ nin t ile degisimi sirasiyla
Sekil 3.24, Sekil 3.25’ de gosterildi.

0
J) 20 40 60 80

-1,6 Zaman (dak)

Sekil 3.22. 50 °C’ da P(AAM-ko-AAc)/CDlI igin InAt— t grafigi

y =-0,0252x
Rz =0,951

InA;

Zaman (dak)

Sekil 3.23. 50 °C’ da P(AAM-ko-AAC)/NHS igin InA¢— t grafigi
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Serbest ve immobilize lakkazlar igcin 40 °C ve 50 °C’ da hesaplanan ki

degerleri Cizelge 3.21’ de verildi.

Cizelge 3.21. immobilize lakkazlar igin ki degerleri

ki

(dak?)
Immobilize lakkazlar [40°C 50°C
P(AAm-ko-AAC)/CDI | 0,0108 0,0190
P(AAm-ko-AAC)/NHS | 0,0165 0,0252

immobilize lakkazlarin sicaklik degerlerinin 40°C’ dan 50°C’ a dogru artis
géstermesi ile ki degerlerinin de arttigi tespit edildi. immobilize lakkazlarin
sicakhk artisina bagl olarak olusabilecek denatlrasyonlara kargi daha
direncli olabileceg@i kanitlanmis oldu. Literaturde Trametes versicolor'dan elde
edilen lakkazi ABTS substrati kullanirak Termal inaktivasyon sabiti
immobilize lakkaz i¢in 0,02 olarak bulundu. Bu degerin serbest lakkazdan 18

kat daha asagida olarak bulundu [76].

3.11. Serbest Enzim ile Metil Oranj Renginin Giderilmesi

Serbest lakkaz kullanilarak metil oranj renk giderilmesi incelenmek amaciyla
dusuk hizda 30°C’ da farkli zamanlarda Bolim 2.13.1° de anlatildi§i gibi

deneyler yaplildi, elde edilen absorbans degisimleri ve renk giderme yuzdeleri
Cizelge 3.22 ve Sekil 3.24° de gosterildi.

90



Cizelge 3.22. Serbest lakkaz ile metil oranjin renginin giderilme ytzdeleri

Zaman Absorbans Renk Giderme
(dak) (Aasss) (%)
0 0,514 0
15 0,502 2,33
30 0,491 4,47
45 0,481 6,42
60 0,471 8,37
120 0,423 17,70
180 0,403 24,59
240 0,384 25,29
300 0,372 27,63
360 0,353 31,32
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Sekil 3.24. Serbest lakkaz ile metil oranjin renginin giderilme yuzdelerinin

zamanla degisimi

91



Sekil 3.24’ de goéruldugu gibi 6 saat sonunda serbest lakkaz metil oranj
rengini %31 oraninda gidermigtir. Literatirde Trametes versicolor'dan elde
edilen lakkazin farkli molekullerle beraber renklerinin gideriimesinde asit
boyalari (AO7 ve AB74) kullanildiginda biyokataliz renk giderme yuzdelerinin
diger reaktif boyalarin renk gidermesinden %90 daha fazla etkili oldugu ve
Cerrena unicolor'dan elde edilen lakkazi Trifenilmetan boyasi malahit
(bakirtasi) yesili, MG’ nin 60 C’da renginin giderilmesi ¢alismalarinda serbest
lakkaz ile immobilize lakkaz karsilastirildiginda immobilize lakkazin édnmeli

derecede renk giderdigi sonucuna ulasildi [79,87].

3.12. immobilize Enzim ile Metil Oranj Renginin Giderilmesi

3.12.1. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/Epiklorhidrin Hidrojeline immobilize

Edilen Lakkaz ile Metil Oranj Renginin Giderilmesi

P(AAmM-ko-AAC)/ECH hidrojeline immobilize edilen lakkazin metil oranj renk
giderilmesi incelenmek igin disuk hizda 30°C’ da farkli zamanlarda Bolum
2.13.2’ de anlatildigi gibi deneyler yapildi, elde edilen absorbans degisimleri
ve renk giderme yuzdeleri Cizelge 3.23 ve Sekil 3.25’ de gdsterildi.
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Cizelge 3.23. P(AAm-ko-AAC)/ECH hidrojeline  immobilize
lakkaz ile metil oranjin renginin giderilme yuzdeleri
Zaman Absorbans Renk Giderme
(dak) (Ase6) (%)
0 0,529 0
15 0,523 1,13
30 0,516 2,46
45 0,504 4,73
60 0,491 8,70
120 0,472 10,78
180 0,466 11,91
240 0,460 13,04
300 0,454 14,18
360 0,413 21,93
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Sekil 3.25. P(AAm-ko-AAc)/ECH hidrojeline immobilize edilen lakkaz ile metil

oranjin renginin giderilme yuzdelerinin zamanla degigimi
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3.12.2. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/Karbodiimit Hidrojeline immobilize
Edilen Lakkaz ile Metil Oranj Renginin Giderilmesi

P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen lakkazin metil oranjin
renginin giderilmesi incelenmek igin disuk hizda 30°C’ da farkli zamanlarda
Bolim 2.13.2° de anlatildigi gibi deneyler yapildi, elde edilen absorbans
degisimleri ve renk giderme yuzdeleri Cizelge 3.24 ve Sekil 3.26' da

gOsterildi.

Cizelge 3.24. P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen

lakkaz ile metil oranjin renginin giderilme yuzdeleri

Zaman Absorbans Renk Giderme
(dak) (Aase) (%)

0 0,557 0

15 0,540 3,10
30 0,531 4,67
45 0,523 6,10
60 0,513 12,21
120 0,470 15,62
180 0,437 21,54
240 0,416 25,31
300 0,410 26,39
360 0,390 29,98
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Sekil 3.26. P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojeline immobilize edilen lakkaz ile metil

oranjin renginin giderilme yuzdelerinin zamanla degigimi

3.12.3. Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/N-Hidroksisuksinimit Hidrojeline

immobilize Edilen Lakkaz ile Metil Oranj Renginin Giderilmesi

P(AAmM-ko-AAC)/NHS hidrojeline immobilize edilen lakkazin metil oranjin
renginin giderilmesi incelenmek icin disuk hizda 30°C’ da farkli zamanlarda
Bolim 2.13.2° de anlatildigi gibi deneyler yapildi, elde edilen absorbans

degisimleri ve renk giderme vyuzdeleri Cizelge 3.25 ve Sekil 3.27’ de
gOsterildi.
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Cizelge 3.25. P(AAm-ko-AAC)/NHS hidrojeline immobilize edilen

lakkaz ile metil oranjin renginin giderilme yuzdeleri

Zaman Absorbans Renk Giderme
(dak) (Ase6) (%)
0 0,558 0
15 0,539 3,41
30 0,531 4.84
45 0,527 5,56
60 0,516 12,01
120 0,468 13,98
180 0,435 22,04
240 0,414 25,81
300 0,397 28,85
360 0,377 32,44
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Sekil 3.27. P(AAm-ko-AAc)/NHS hidrojeline immobilize edilen lakkaz ile metil

oranjin renginin giderilme ylUzdelerinin zamanla degisimi
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Sekil 3.25, 3.26 ve 3.27' de goéruldugu gibi 6 saat sonunda P(AAm-ko-
AAC)ECH, P(AAm-ko-AAc)CDI ve P(AAm-ko-AAC)NHS hidrojeline immobilize
edilen lakkazin metil oranjin rengini giderme yuzdeleri sirasiyla %21, %29 ve

%32 oraninda oldugu gdzlendi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez calismasinda serbest ve immobilize lakkaz enziminin aktivitesine etki
eden cesitli parametrelerin incelenmesiyle elde edilen sonuglar asagida

Ozetlenmistir.

1. Serbest lakkaz icin optimum pH degeri 5,0, P(AAm-ko-AAc)/ECH,
P(AAm-ko-AAc)/CDI ve P(AAm-ko-AAC)/NHS hidrojellerine immobilize
edilen lakkaz igin optimum optimum pH degerleri sirasiyla 5,0, 5,5 ve

5,5 olarak bulundu.

2. Serbest lakkaz icin optimum sicaklik 40°C, P(AAm-ko-AAc)/ECH,
P(AAmM-ko-AACc)/CDI ve P(AAmM-ko-AAC)/NHS hidrojellerine immobilize

edilen lakkaz igin optimum sicaklik degeri ise 45°C’ a yukselmigtir.

3. Serbest lakkaz igin Km degeri 8,69x103 mM, P(AAm-ko-AAc)/ECH,
P(AAmM-ko-AAC)/NHS ve P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojellerine immobilize
edilen lakkaz igin Km degerleri sirasiyla 0,50x10° mM, 1,17x10° mM
ve 7,35x10 mM olarak bulundu.

4. Serbest lakkaz igin Vmak degeri 7,19x10° mM.dak?', P(AAm-ko-
AAC)/ECH, P(AAm-ko-AAc)/NHS ve P(AAm-ko-AAc)/CDI hidrojellerine
immobilize edilen lakkaz igin ise Vmak degerleri sirasiyla 0,85 x103
mM.dak?,1,45x103 mM.dak™?, 4,65x103 mM.dak* olarak bulundu.

5. Serbest lakkazin, 4°C’ da depolamada 64. glinde baslangi¢ aktifliginin
yaklasik %29’ unu korudugu gdzlendi. P(AAm-ko-AAc)/ECH, P(AAm-
ko-AAc)/CDI ve P(AAm-ko-AAc)/NHS hidrojellerine immobilize edilen
lakkaz icin sirasiyla 35. gunde %51’ ini, 38. gunde %66’ sini, 37.

ginde %69’ unu korudugu gozlendi.
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6. P(AAm-ko-AAc)/ECH, P(AAm-ko-AAc)/CDI ve P(AAm-ko-AAC)/NHS
hidrojellerine immobilize edilen lakkaz i¢in 5 kez kullanimi sonunda
baslangi¢ aktifliklerinin sirasiyla %19 ’unu, %52’ sini, %17’ sini

korudugu bulundu.

7. P(AAm-ko-AAc)/CDI ve P(AAm-ko-AAc)/NHS immobilize lakkazlarin
40 ‘C’ da inaktivasyon sabitleri sirasiyla 0,0108, 0,0165 ve 50 °C’ da
inaktivasyon sabitleri sirasiyla 0,0190 ve 0,0252 olarak hesaplandi.
inaktivasyon sabitlerinin immobilize edilmis lakkazlar icin 40 ‘C’ dan

50 'C’ a cikildik¢a arttigi gozlenmistir.

8. Serbest lakkazin 30°C’ da 6 saat sonunda metil oranjin baslangi¢
rengini %31 oraninda giderdigi go6zlendi. P(AAm-ko-AAc)/ECH,
P(AAm-ko-AAc)/CDI, P(AAmM-ko-AACc)/NHS hidrojellerine immobilize
edilen lakkazin ise sirasiyla %21, %29 ve %32 oraninda giderdigi

go6zlendi.

Epiklorhidrin, karbodiimit ve N-hidroksistksinimit ile aktiflestiriimis
poli(akrilamit-ko-akrilik asit) hidrojellerine immobilize edilen lakkaz enzimi,
endustriyel ortamlarda meydana gelen atiklarin zehirsizlestiriimesinde ve
istenmeyen renklerin gideriimesinde, tekrar kullanimiyla ekonomik yonden

alternatif bir aritma yéntemi olarak kullanilabilir.
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