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OZET

Bu calismada, lakkaz enzimi, poli(akrilamit-krotonik asit)/sodyum
aljinat, P(AAm-CrA)/Alj, poli(akrilamit-krotonik asit)/K-karragenan,
P(AAm-CrA)/K-kar, poli(akrilamit-sitrakonik  asit)/sodyum aljinat,
P(AAm-CA)/Alj, poli(akrilamit-sitrakonik asit)/K-karragenan, P(AAm-
CA)/K-kar yari ic ice gecmis ag yapili polimerlerinde (semi-IPN’ler),
hapsetme yontemi ile immobilize edildi. Serbest lakkaz ve immobilize
lakkazlar icin optimum pH degerlerinin 5,0-6,0 araliginda degistigi
gozlendi. Serbest lakkaz ve immobilize lakkazlar icin optimum sicakhk
40 °C - 50 °C araliginda degistigi gozlendi. Serbest lakkaz ve P(AAm-
CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/Alj, P(AAm-CA)/K-kar
hidrojellerinde immobilize edilen lakkazlar 4 °C’ da 42 giin
depolandiklarinda, baslangic aktifliklerinin sirasiyla %55 ve %71, %70,
%73, %68 sini koruduklari goézlendi. P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-
kar, P(AAm-CA)/Alj, P(AAm-CA)/K-kar hidrojellerinde immobilize edilen
lakkazlarin 10 kez kullanimlari sonucunda baslangi¢c aktifliklerinin
sirasiyla %62, %56, %53 ve %50’ sini koruduklari bulundu.



Serbest lakkaz, P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/Alj,
P(AAm-CA)/K-kar hidrojellerinde immobilize edilen lakkazlar icin K,
degerleri sirasiyla 6,70x102 mM , 7,90x10° mM, 8,40x10° mM, 7,00x103
mM, 1,02x102 mM, V.« degerleri sirasiyla 1,80x10° mM.dak™, 3,70x10®
mM.dak™”, 3,50x10° mM.dak”, 8,01x10* mM.dak™, 1,01x10? mM.dak
olarak bulundu. immobilize lakkazin 30 °C ve 50 °C de inaktivasyon
sabitleri 0,0013 — 0,0085 ve 0,0036 — 0,0201 araliginda oldugu bulundu.
Metil oranjin renginin giderilmesinde, serbest ve P(AAm-CrA)/Alj,
P(AAm-CrA)/K-kar, hidrojellerinde immobilize edilen lakkazlar icin renk
giderme yuzdeleri sirasiyla %63 ve %38, %45, oldugu bulundu.
Mediyator kullanildiginda ise serbest lakkaz icin renk giderme yuzdesi
%73 ve P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, hidrojellerinde immobilize
edilen lakkazlar icin renk giderme ylzdeleri %72 oldugu bulundu.

Bilim Kodu :405.1.117

Anahtar Kelimeler : Hapsetme, enzim immobilizasyonu, aljinat,
K-Karragenan, lakkaz
Sayfa Adedi : 140

Tez Yoneticisi : Prof. Dr. Serpil AKSOY
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ABSTRACT

In this study, laccase enzyme was immobilized using entrapment
method in poly(acrylamide-crotonic acid)/sodium alginate, P(AAm-
CrA)/Alj, poly(acrylamide-crotonic acid)/K-carrageenan, P(AAm-CrA)/K-
kar, poly(acrylamide-citraconic acid)/sodium alginate, P(AAm-CA)/Alj,
poly(acrylamide-citraconic  acid)/K-Carrageenan,  P(AAm-CA)/K-kar
semi-interpenetrating network (semi-IPNs). Optimum pH was
determined between 5,0-6,0 for free laccase and immobilized laccases.
Optimum temperature was determined between 40 °C - 50 °C for free
laccase and immobilized laccases. After 42 days of storage at 4 °C, free
laccase and P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/Alj,
P(AAm-CA)/K-kar immobilized enzymes retained %55 and % 71, % 70,
% 73, % 68 of their original activities, respectively. P(AAm-CrA)/Alj,
P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/Alj, P(AAm-CA)/K-kar immobilized
enzymes used repeatedly 10 times in a day and they were retained %62,
% 56 % 53, %50 of their original activities, respectively. Ky, and Vyax
were calculated for free laccase as K value is 6,70x10° mM, Vmax value
is 1,80x10° mM.min" and for P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar,



vii

P(AAm-CA)/Alj, P(AAm-CA)/K-kar immobilized laccases K, values are
7,90x10° mM, 8,40x10° mM, 7,00x10° mM and 1,02x10% mM and Vmax
values are 3,70x10° mM.min", 3,50x10° mM.min"', 8,01x10"* mM.min"
and 1,01x102 mM.min", respectively. Inactivation rate constants (k;) of
immobilized laccases at 30 °C and 50 °C were found between 0,0013
min~-0,0085 min™' and 0,0036 min™-0,0201 min™'. Percent decolorization
of methyl orange by free enyzme and enyzmes immobilized in P(AAm-
CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, were found as %63 and %38, %45. Percent
decolorization of methyl orange in the presence of mediator by free
enyzme was found %73 and enyzmes immobilized in P(AAm-CrA)/Alj,

P(AAm-CrA)/K-kar, were found as %72.

Science Code :405.1.117

Key Words :Entrapment, enzyme immobilization, K-Carrageenan,
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Page Number : 140
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1.GiRiS

Tam dinyada karsilagilan ¢evre Kkirliligi sorunu dogada sure gelen dengeleri
bozar duruma gelmistir. GinimUzde sanayilesmenin hizla gelismesi cevre
kirliligine karsi daha duyarli olmayi gerektirmektedir. Doga kendi iginde
ekolojik dengesi ile bu Kirliligi belli 6lcide yok edebilmektedir. Ancak
sanayilesmenin hizla blyUimesi, ntfisun hizla artmasi dodanin ¢cok daha
hizli kilenmesine sebep olmaktadir.

Gevre kirleticileri, fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak siniflandirilabilir. Gevre
Kirliliginin bir cok nedeni vardir. Bunlar endUstriyel kati, sivi, gaz atiklari, yer
alti suyunun kirlenmesine yol agan gibreleme atiklari, agir metallerin topragi
kirletmesi olarak sayilabilir. EndUstrinin meydana getirdigi tehlikeli atiklar
endustriyel dretimle dogru orantili olarak blylmektedir. Aritma tesislerinin
yetersizligi, atiklarin bosaltiminin gelisi glizel yapiimasi insan saghgi igin gok
ciddi tehlikeler olusturmaktadir. Dogadaki mikro organizmalar bazi atiklan
karbon ve enerji kaynadi olarak kullanarak zararl etkilerini azaltmaktadir.
Fakat bu atiklar mikro organizmalarin 6zimleyecegi kapasitenin Uzerine

¢ikarsa ekolojik denge olumsuz yénde etkilenir.

Son yillarda atiklarin olusturacagr problemleri énlemek igin, depolama ve
aritma sistemleri Gzerinde cahgiimistir. Fakat bu yéntemler tim atiklar icin
uygulanabilir bir ¢6zim degildir. Ginimuzde yapilan ¢alismalarda biyolojik
aritim yéntemleri Gzerinde durulmus ve bdylece enzim Uretimi ve ydntemleri
ile ilgili bir cok calisma yapilmistir. Biyoteknoloji, organizmalarin biyolojik
sistemlerini ve bunlarin sureglerinin pratik ve ticari amagclar i¢in kullaniimasi
olarak  tanimlanabilir.  Biyoteknolojik  teknikler, enzim  teknolojisi,
fermantasyon, hicre dokusu ve kultirQ teknikleri gibi aktiviteleri igermektedir
[1]. Enzim teknolojisi, mikrobiyal iglemler, enzimlerin fermantasyon yoluyla
dretilmesi, katalitik etkinligin arttinlmasi ve immobilizasyon c¢alismalarini

kapsar.



Enzimlerin hemen hepsi protein yapisinda olan dogal olarak sadece canlilar
tarafindan  sentezlenir  biyokimyasal tepkimelerin ilerlemesini ve
dizenlemesini saglar. Biyolojik katalizér olarak goOrev yaparak kimyasal
tepkimelerin aktivasyon enerjilerini dusararler.  Hlcrelerde ¢ok 6nemli
metabolik gorevleri olan bir ¢cok enzim pH’ si 5 den kigik 9 dan bulylk
cozeltilerde ve 40 °C nin (izerinde aktifliklerini kaybederler. Enzimler 2 °C —
5 °C da muhafaza edildiklerinde aktifliklerini uzun siire koruyabilirler.
Enzimlerin kullanildigi proseslerde enzim kaynagi olarak
mikroorganizmalarin kullaniimasiyla birlikte diger yéntemlerde kullanilabilir.
Bu yoéntemlerde havalandirma, c¢oktirme tanklari gibi proseslere ihtiyac
olmayacag! igin yatinm masraflari azdir. Enzimler secici ve aktif
biomolekullerdir. Genig pH ve sicaklik araliklarinda  aktiflik
gOstermelerinden dolayr mikro organizmalara goére kullanim alanlan daha
genistir. Sanayide, enzim bir destek Uzerine immobilize edilerek kullaniimasi,
mikroorganizmalara ve serbest enzime gbre daha genis pH ve sicaklik
araliginda c¢aligilabilmesi, katalitik proseslerde aktifliklerini koruyarak tekrar
tekrar kullanilabilmesi, tepkime ortaminda bulunan tepken veya Urdnlerin
ayrilmasi zorlugunun ortadan kalkmasi ve ydntemin maliyetinin distrtlmesi

icin oldukga 6nemli avantajlardandir.

Bu tez calismasinda, lakkaz enzimi  P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar,
P(AAm-CA)/K-kar, P(AAm-CA)/K-kar hidrojellerine hapsetme ydntemiyle
immobilize edildi. Serbest ve immobilize lakkazin aktifligine, pH, sicaklik,
depolama slresi, substrat derisimi gibi parametrelerin etkisi arastirildi.
Termal Kkararlilik, kinetik parametreler, termal inaktivasyon, immobilize
enzimin tekrar kullanabilirligi ve hidrojellerin sisme kapasiteleri incelendi.

Ayrica metil oranj boyasina lakkaz enziminin etkisi arastirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hidrojeller

Hidrojeller, suda sisebilen, yapilarina ¢6zlicl alabilen ve ¢bdzich alma
kapasitesi yuksek olan ag yapisina sahip ¢apraz bagh polimerlere denir. Bir
ya da daha ¢ok sayida monomerin polimerizasyon tepkimesi ile hazirlanirlar.
Ana zincirler arasinda hidrojen baglari veya van der Waals etkilesimleri gibi
baglanmalar mevcuttur. Bu nedenle ¢bzinmezler [2]. Su igerigi kendi
kltlesinin % 100’ Un den fazla olan hidrojellere de stiper absorbant denilir [3].
Hidrojellerin (¢ boyutlu yapisi kimyasal baglar, iyonik etkilesme, hidrojen bagi
veya hidrofobik etkilesimler gibi kohezyon kuvvetleri araciligiyla gerceklesir.
Hidrofobik etkilesimler, fiziksel ¢apraz bag benzeri etkilesimler oldugundan
jelin sisme davranisini dogrudan etkilemektedir [4].

Hidrojeller genellikle gbzenekli singerimsi yapida ve g0zeneksiz jeller
halinde, optikce gecirgen filmler seklinde ya da sivi olarak elde edildikien
sonra cesitli biyomateryallere ylzeyden kaplanmak suretiyle degisik

boyutlarda hazirlanabilmektedir [5].

2.1.1. Hidrojellerin siniflandiriimasi

Polimerik hidrojeller hazirlanma yéntemlerine, iyonik yUklerine, icerdikleri
yan gruplarina, fiziksel yapilarina ve c¢apraz baglanma durumlarina bagli
olarak siniflandirlabilir [6].

Hazirlama y6ntemine gbre

e Coklu Polimer Hidrojeller
e |pn Hidrojeller
e Homopolimer Hidrojeller

e Kopolimer Hidrojeller



Fiziksel yapilarina gére
e Poliamfolitik Hidrojeller
e Amorf Hidrojeller

e Yari-Kristalin Hidrojeller

icerdikleri yan gruplara gére

Noétral Hidrojeller

lyonik Hidrojeller

Anyonik Hidrojeller

Katyonik Hidrojeller

Poliamfolitik Hidrojeller

Su iceriklerine goére

Dlsuk Sisme Dereceli (20-50 %)
Orta Sisme Dereceli (50-90%)
YUksek Sisme Dereceli (90-99,5%)
Slper Absorbant (>99,5 %)

Kaynaklarina gére

e Dogal Hidrojeller

e Sentetik Hidrojeller

Kimyasal kararliliklarina gére

e Biobozunur

e Biobozunmayan



Capraz baglanma durumlarina gére

e Fiziksel Hidrojeller

e Kimyasal Hidrojeller

Homopolimer hidrojeller

Tek tir monomerden olusturulan hidrojellerdir. Poli(2-hidroksi etil metakrilat)
(PHEMA), poli(gliseril metakrilat), poli(3-hidroksi propil metakrilat) lar bu
hidrojellere 6rnek olarak verilebilir [6]. Yumusak kontak lens yapimi ve
kontrollU ilag sahm aparatlari gibi Gnemli uygulama alanlari vardir [7].

Kopolimer hidrojeller

iki komonomerin capraz baglanmasi ile hazirlanirlar; ancak monomerlerden
en az bir tanesi hidrofilik yapida olmalidir. Kopolimerik hidrojellerde ¢apraz
baglanma kovalent ya da iyonik olarak gergeklesebilir [3].

Coklu polimer hidrojeller

Ug ya da daha fazla monomerden olusan yapilardir [8]. Bu tiir hidrojellere,
hem pH ya hem de sicakliga duyarli olan poli(N-izopropilakrilamit-ko-AA-ko-
HEMA) érnek olarak verilebilir [9].

IPN veva ic ice gecmis polimerik ag yapili hidrojeller

Capraz bagl iki polimerik 6rginin fiziksel olarak birlesmesi ile olusur. Bu
yapilardan en az biri digerinin varliginda sentezlenir ve/veya c¢apraz baglanir
[10]. IPN’ yi olusturan iki polimerik érginin birbiriyle uyumlu olmasi IPN
olusumunu artirir, faz olusumunu engeller. Ayrica IPN’ yi olusturan polimerler
arasinda kimyasal bag bulunmadigindan her iki bilesen de kendi 6zelliklerini

korur ve aranan sartlara sahip bir yapi olusumunu saglayabilir [3,6]. Yari-IPN



tipi hidrojellerde polimerlerden biri capraz bag icerirken digeri icermez. Bu tlr
polimerlerde misafir polimer zincirleri, ev sahibi ag yapinin iginde kovalent

bagll veya kovalent bagsiz olarak yer alabilirler [3].

Iyonik olmayan hidrojeller

Yapilarinda yUkli guruplar bulundurmayan homopolimerik veya kopolimerik
nétr hidrojellerdir. C6zlcinldn ozmotik basinci yan zincirin gerilme enerjisi ile
dengelendigi zaman denge degerine kadar siserler. Bu hidrojellerin sisme ve
blzisme durumlarn genellikle c¢evre sicakhigindaki degisimin bir sonucu
olarak meydana gelir [6].

iyonik hidrojeller

Polielektrolitler olarak da bilinen iyonik hidrojeller, iyonik yUkIG
monomerlerden hazirlanirlar. Bu hidrojeller monomer ylklerinin pozitif yada
negatif olmasina gore katyonik ya da anyonik hidrojeller olarak adlandirilir.
iyonik hidrojellerin ana zincirinde yUkIi guruplarin  bulunmasi uyarilara

duyarhliklarr artirir [9].

Anyonik hidrojeller

Anyonik hidrojeller, genellikle negatif yikli asidik veya anyonik monomerlerin
homopolimerlerden ya da bir anyonik monomerle bir nétr monomerin
kopolimerinden olusur. Bunlar dis ortam pH’ sina bagh olarak denge sisme
davraniglarinda ani degisimler gosterir [9].

Katyonik hidrojeller

Katyonik hidrojeller, pozitif yOkli bazik veya katyonik monomerlerin
homopolimerlerinden ya da bir katyonik monomerle bir nétr monomerin

kopolimerinden olusurlar. Katyonik hidrojellerin hazirlanmasinda yaygin



olarak kullanilan monomerlerden bazilari aminoetil metakrilat ve tirevleri,
4-vinil piridindir [6].

2.2. Enzimler

Enzimler, protein yapisinda olup ve dogal olarak yalniz canlilar tarafindan
sentezlenebilirler. Enzimler tepkimenin kinetigini etkiler. Buna karsilik
tepkimenin termodinamigi Gzerinde etkisi yoktur. Enzimler diger katalizbrler
gibi katalizledikleri tepkimenin aktivasyon enerjisini (Ea) dusurtrler ve hiicre
icerisinde meydana gelen binlerce tepkimenin hizini ve 6zgulligunu
dazenlerler [10].

Enzimlerle birlikte katalitik tepkimelere giren ve yapisal degisiklige ugrayan
maddelere substrat denir. Enzimatik tepkimeler kimyasal kinetikte oldugu gibi
tek, iki ya da daha fazla substrath olabilirler. Enzimatik tepkimelerinin hizi,
ortamin sicakhgdina, pH’ sina, iyon siddetine, hidrolik basincina, inhibitér ve

aktivatortn varhgina bagl olarak buyik 6lgtide degismektedir [5].

Enzimi olusturan amino asitlerin sayisi, sirasi, dizilisi ve molekillerin yapisi
belirli bir dizen igindedir ve bu dizen enzimin substrati i¢in segicilik saglar.
Kofaktérll ile birlesmis ve aktif halde bulunan enzimlere “haloenzim” adi
verilmektedir. Haloenzimin protein kismina ise “apoenzim” denilir.
Apoenzimlerin protein yapisindaki aminoasit tirleri ve diziligleri her enzimde
farkliik géstermektedir. Bu nedenle enzimin &zelligini ve 6zgulligind
belirleyen kisim apoenzimdir. Apoenzimler tek baslarina aktiflik
gbsteremezler, ancak koenzimle birlikteyken katalitik aktiflik kazanirlar
[11,12].

Kofaktorler; inorganik iyonlar ve koenzimler olarak gruplandirilabilirler. Bazi
enzimler tek bagslarina da aktiflik gdsterebilirken blylk bir ¢cogunlugunun
aktiflik gOsterebilmesi igin baska molekillerle kompleks olusturmasi

gerekmektedir. Bu maddelere “koenzim”denir. Koenzimler metal iyonlari



veya vitamin yapisinda, veya bu yapiya benzeyen organik molekdller olabilir.
Koenzimler; tepkime sirasinda enzimin aktif merkezine gevsek olarak
baglanirlar ve aktiflik sonunda enzim molekdlinden ayrilirlar [13,14].
EnduUstriyel boyutta Gretimi ve kullanimi giderek 6énem kazanan enzimler,
glnimizde Dbitkisel ve hayvansal dokulardan ve genel olarak
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bununla beraber, daha hizl
cogalmalari, gelisme kosullarinin kontrolindn kolay olmasi ve Uretimlerinin
mevsimlere bagli olmamasi vb. nedenlerle mikroorganizmalar ticari

enzimlerin Uretiminde tercih edilen énemli kaynaklardir [15].

2.2.1. Enzimlerin siniflandiriimasi

Enzimler baglica alti sinifa ayrilir. Bunlar kisaca sunlardir:

1. Oksidorediktazlar: Oksidasyon-rediiksiyon yani ylkseltgenme-indirgen-
me tepkimelerini katalize eden enzimler bu siniftandir.

2. Transferazlar: Fonksiyonel bir grubun transfer tepkimesini katalize eden
enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Cesitli baglarin hidrolizini yani hidrolitik tepkimeleri katalize
eden enzimlerdir.

4. Liyazlar: Bu enzimler C-C, C-O ve C-N arasindaki baglarini hidrolizden ve
oksidasyondan farkh bir yolla kirarlar veya bu atomlar arasina bir ¢ift bag
ilave ederler .

5. Izomerazlar: Bir molekiil icindeki geometrik ve yapisal degisiklikleri yani
izomerirasyon tepkimelerini katalize ederler.

6. Ligazlar (Sentetazlar): C-O, C-S, C-N ve C-C arasinda bir bag olugsmasini

saglayan enzimlerdir [11].

2.2.2. Enzimlerin etkisi

Enzimler genellikle sustratlardan daha buytk molekdllerdir. Enzim molekali

Uzerindeki kofaktér ve koenzimlerin yer aldigi, enzim-substrat kompleksinin



sekillendigi dar bir bodlge aktif merkezi tegkil eder. Enzimlerin etki
mekanizmas! iki farkli agidan ele alinabilir. Bunlardan birincisi tepkime
suresince gerceklesen enerji degisikliklerinin, digeri ise kataliz sirasinda aktif

bdlgedeki yapisal degisikliklerin incelenmesi ile iligkilidir.

Aktivasyon enerijisi

Molekullerin birbirleri ile tepkimeye girebilmeleri i¢in disaridan enerji almalari
gereklidir. BUtin kimyasal tepkimelerde aktivasyon enerjisi olarak bir eneriji
engelinin asilmasi gerekmektedir. Tepkimenin hizini belirleyen en dnemli
faktér aktivasyon enerjisi (Ez) denilen bu enerji ihtiyacinin bayUklGgadur.
Enerji engeli ne kadar ylUksek olursa birim zaman igerisinde bu engeli asan
molekullerin sayisi da o oranda az olacaktir. Tepkime hizini artirabilmek igin
sisteme kimyasal veya biyolojik bir katalizér ilave edilebilir. Bu durumda
katalizdr substrat ile (ES) kompleksi yaparak aktivasyon enerjisini asagilara

cekebilir.

ES kompleksinin olusmasi ile daha ¢ok substrat aktivasyon enerji engelini
asabilmekte, tepkime hizi artmakta ve birim zamanda olugan GrGn miktar
artmaktadir. Tepkime sonunda serbest kalan enzim ortamdaki diger substrat
molekullerine baglanarak onlarin da aktivasyon enerjisini disutrecek ve

onlarin da triine dénlsimind hizlandiracaktir.

Hlcresel kosullarda enzimler daha disik aktivasyon enerjisi gerektiren
alternatif yollar olusturarak tepkimelerin gerceklesmesini saglamaktadir.
Enzimle katalizlenen tepkimelerin codu katalizienmeyen tepkimelere gére 10°
ile 10® kere daha hizli olarak gerceklesir. Tipik olarak bir enzim molekili
saniyede 100 -1.000 substrat molekuliinU UrGine ¢evirme yetenegine sahiptir.
Enzim basina disen Grine cevrilmis substrat molekdli sayisina “Turnover

sayisI” denir [12,13].
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Aktif bélgedeki degisiklikler

Aktif yerler bir serit, yarik, ¢atlak, oyuklardir ve kataliz icin gerekli temel polar
artiklar da icerirler. Yapilari bilinen enzimlerin hepsinde, substrat molekilleri
suyun ayrilmasi ile yarik veya catlaklara baglanirlar. Aktif yerler bir enzimin

toplam hacmine oranla kiguk bir kismini olusturur.

Aktif merkez, bir enzimin substrata yapistigi bdlge, bir de kataliz olayinin
gerceklestirildigi boélge (katalitik yer) olmak Uzere 2 kisimdan olusur. Bir
enzimin yapisindaki amino asit artiklarinin ¢odu subtratla temas halinde
degildir. Birgok enzimde katalitik yerde serin, sistin, histidin, tirozin ve lisin
bulunur.

Aktif merkez substrata uyumlu olan Ug-boyutlu bir ylizey olusturan aminoasit
yan zincirleri igerir. Aktif merkez ile substrat, bir anahtar ile kilit gibi birbirine
uygunluk gosterir. Bu sekil Emil-Fischer'in tarif ettigi “anahtar ve Kkilit”
durumuna uyar (Sekil 2.1). Ancak substrat ile bulustuktan sonra enzim 6zel
yapisini almakta ve substrat aktif bdlgeye baglanmaktadir. Bu dinamik
tanima olayina “indiklenmis uyum” veya “sonradan olma uyum” denir
[10,13,16].

Enzim molekilt 6zel bir cep igerir. Aktif taraf olarak tanimlanan bu bdlge
substrati baglayarak enzim-substrat kompleksi olusturur. Enzim (riln
yapisina cevrilir ve sonra Urinden enzim ayrilir. Bir enzimatik tepkime su
sekilde gerceklesmektedir.

E+S<+«—> ES—>E+U

Bu tepkimeye gbére enzim (E), substrati (S) ile birleserek bir enzim-substrat
kompleksi (ES) kompleksi olusturmakta, daha sonra da bu ES
kompleksinden UrGn olusmakta, enzim ise tepkime ortaminda tekrar serbest
hale gegmektedir [17].
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mSubstrat
ES Kompleksi

Aktif Merkez

A) Anahtar Kilit
Modeli

Enzim - Substrat
Kompleksi

B) Induklenmis
Uyum Modeli

Kompleksi

Sekil 2.1. Substratin enzime baglanmasinda anahtar-kilit ve indiklenmis
uyum hipotezinin sematik modeli

Aktif merkezin bazi 6zelikleri:

- Aktif merkez enzimin protein kisminda yer alir.

- Aktif merkez belirli ¢esit, sayi ve diziliste aminoasitlerden olugsmustur.

- Substrat aktif merkeze H-baglari, van-der Waals ve elektrostatik glclerle
cok zayif olarak baglanmaktadir.

- Bazi enzimlerin birden fazla aktif merkezi olabilmektedir.

- Aktif merkez enzimin toplam hacminin ¢ok kiguk bir b&lumunU olugturmak-
tadir [14].
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2.2.3. Enzimlerin uygulama alanlari

Enzimler; bitkisel, hayvansal kaynaklardan ve mikroorganizmalardan elde
edilmektedir. Enzim kaynagi olarak mikroorganizmalar; kolay ¢ogalabilmeleri,
enzim olusumunun kolay kontrol edilebilmesi gibi nedenlerden dolay! bugin
tip, eczacilik, tarim, hayvancilik, cevre, gida, kagit, tekstil, deterjan vb. bircok
alanda enzimler kullaniimaktadir. Son yillarda biyoteknoloji alaninda
gelismelerle elde edilen enzimlerin kullaniminin en fazla oldugu alan gida
endustrisi ve eczaciliktir. Enzim kullaniminin en fazla oldugu alanlardan biri
de deterjan endustrisidir.  Deri  endUstrisinde de  enzimlerden
yararlaniimaktadir. Yapilan pek ¢ok arastirma sonucunda, enzimlerin kullanim

alanlarinin giderek arttigi gériimektedir.

Endustride kullanilan enzimlerin yaklasik % 30-35’ i deterjan sanayiinde, %
20-25’ i nisasta ile ilgili alanlarda, % 20’ si sUt ve sUt GrUnleri sanayiinde
kullaniimaktadir. Bira, meyve ve sarap, unlu mamuller, tekstil, kagit, deri ve
yem sanayisinde kullanilan enzimler i¢in her alanin yaklagik %1- 5 arasinda
bir pay! bulunmaktadir [18].

2.3. Enzim immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonu, katalitik proseslerde enzim molekdillerinin kinetik
etkisini kaybetmeden aktifligini koruyarak tekrar ve sirekli kullanimini
saglamak amaciyla bir destek maddesine yerlestirilerek veya hapsedilerek

fiziksel ve kimyasal baglanmasi olarak tanimlanabilir [19].

Tarihte ilk enzim immobilizasyonu 1916 yilinda Nelson ve Giriftin tarafindan
adsorpsiyon yéntemiyle yapilmistir. Nelson ve Griftin sakkarozu hidroliz
etmek icin maya invertazini mangal k&émurine adsorbe etmislerdir.
immobilize enzim sistemlerinin pratik olarak ilk kullanimi ise Grobhofer ve
Scheilth (1954) tarafindan yapilmistir. Arastirmalarinda; karboksipeptidaz,
diastaz, pepsin ve ribontkleaz enzimlerini poliaminostiren reginesine
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kovalent baglanma ile immobilize etmigler ve bu immobilize enzim
tirevlerinin  kinetik parametrelerini incelemiglerdir. Daha sonra da
immobilizasyon calismalari dinyanin her tarafinda yayginlasmis ve cesitli
enzimler degisik amagclarla immobilize edilmistir [16].

Protein yapilarindan dolayi enzimler sicaklik, i1sik, basing, kuvvetli asit ve baz
etkisi ile bozunurlar. Aslinda her enzimin kendine 6zgu sicaklik, pH ve basing
kosullari bulunmakla beraber etkinlik optimumu 40 °C dolaylarindadir.
Endustriyel uygulamalarin ¢odu sulu c¢b6zeltilerde gerceklestirildiginden
kataliz6r olarak kullanilan serbest enzimin, aktifligini yitirmeden geri
kazanilmasi olduk¢a zor ve pahali bir proses gerektirir. Serbest enzim,
tepkime ortamindan istenilen anda uzaklastirilamadigindan tepkimenin
kontroll ¢cok guctlr. Tepkimenin istenilen anda durdurulmasi icin inhibitér
katilmasi dusUnulebilir. Ancak serbest enzim tarafindan Kkirletiimis olan
tepkime driinlerine bdylece yeni bir kirlilik unsuru eklenmis olacaktir. Ur(in
veya Urunlerin bu kirlilik unsurlarindan aritilmasi maliyeti ¢cok arttirmaktadir.
Katalizér olarak kullanilan serbest enzimi tepkime ortamindan aktifligini
yitirmeden ¢ikarabilmek zor oldugundan enzimin yeniden kullaniimasi da s6z
konusu degildir. Bu ise enzimlerin ¢ok spesifik ama o 6lgide pahali katalizér
olmalari nedeniyle maliyeti yUkselten 6nemli bir etkendir. Ayrica serbest
enzimler surekli Uretim sistemlerine de uygulanamazlar [14,20,21].

Bilim adamlari tim bu sorunlari olumlu yénde ¢6zimleyebilmek, enzimleri
endustriyel ve biyoteknolojik alanda daha cekici hale getirmek icin, daha
ekonomik ve kullanigh hale getiriilme olanaklarinin arastiriimasina
ybnelmiglerdir. Béylece enzimlerin 1sisal, mekanik ve kimyasal kararliliklarini
arttirma ve birgok kez kullanilabilme dislincesi immobilize enzim olgusunu
dogurmustur. Ozellikle son yillarda gida ve ilag sanayilerinde, analitik kimya
uygulamalarinda saf Orin elde etmek amaciyla katalizér olarak kullanilan
enzimlerin immobilize edilerek teknolojide de kullaniimalari bliyik 6nem
kazanmistir. Ozellikle son 30 vyilda enzim immobilizasyonu (Uzerine
arastirmalar yogunlasmis olup bu alanda yapilan yayinlarin sayisi yildan yila

artmaktadir. Enzimler suda c¢6zinmeyen bir matrikse baglandiklarinda,
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matriksin iginde tutuklandiklarinda veya Kkatalitik etkileri kaybolmadan
birbirlerine baglandiklarinda immobilize olurlar. immobilize enzimlerin

Ozelikleri kullanilan metoda ve matriksin yapisina bagl olarak degisebilir.

immobilizasyon iglemi ile:

1. iImmobilize enzimin optimum pH’ si degisehbilir.

2. Ky, degeri immobilizasyondan etkilenebilir.

3. Enzimin optimum sicakliginda artislar olabilir.

4. Matriks enzim icin yeni bir ortam olusturarak enzimin aktifligini degisik
yollardan etkiler. Enzimin aktif bdlgesi degisiklige ugrayabilir veya matriks
substratin hareketini engelleyebilir [14]. Matriks enzim icin yeni bir ortam
olusturarak enzimin aktifligini degisik yollarla etkiler. Kelime anlami olarak
hareketi sinirlandirma anlamina gelen “immobilizasyon” tutuklanmis enzim

molekdllerinin strekli bir islemde kullaniimasidir.
Enzim molekdllerinin tutuklanma islemi :

1. Enzimin suda ¢6ziinmeyen polimere kovalent olarak baglanmasi

2. Suda ¢dziinmeyen organik veya inorganik desteklerde adsorpsiyonu

3. Suda ¢6zinmeyen jel matriksler veya yari gecirgen mikrokapsdller i¢inde
tutulmasi suretiyle yapilmaktadir. Her durumda enzimin yerlesmesi icin suda

¢6zUnmeyen bir materyal gereklidir [14].

Enzim immobilizasyonunda dikkat edilmesi gereken hususlar; enzim
immobilize edilirken aktif merkezin bu igslemlerden kesinlikle etkilenmemesi
gerekir. Aktif merkezde iki bolge vardir. Bunlardan biri katalitik merkez digeri
ise substrat spesifikligi saglayan merkezdir. Aktif merkezdeki amino asitler
veya merkezin U¢ boyutlu yapisi degisirse katalitik aktiflik diser ve substrat
spesifikligi degisir. immobilizasyonun saglikli olabilmesi icin enzimin yapisinin
cok iyi bilinmesi gerekir. Enzim ile destek arasinda herhangi bir baglanma séz

konusu ise bu baglanmanin aktif merkez Uzerinde gergceklesmeyecedi
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destekler secilmeli veya immobilizasyon islemi sirasinda aktif merkez
korunmalidir. Bu koruma goérevi bazen kompetitif inklbatdr tarafindan
saglanir. immobilizasyon islemi iliman kosullarda gerceklestiriimelidir. Yiiksek
basing, kuvvetli asidik veya bazik ortam, organik ¢dzUculer veya yUksek tuz
konsatrasyonu ile muamele denatlrasyona dolayisiyla aktiflik kaybina neden
olur [14].

immobilizasyon yéntemi seciminde :

e  Gulvenirlik,

e Enzim aktifliginin korunmasi,

e Maliyet,

e immobilize enzimin kararhhg:

dikkat edilmesi gereken 4 ana husustur.

Enzimatik aktifliginin korunmasi ¢ok énemli olup, 6zellikle kovalent baglanma
ile immobilizasyonda enzim ile destek arasinda olusan baglarin aktifligi ve
kararliigi dogrudan etkiledigi g6z 6ndnde bulundurulmahdir. Destek
seciminde ise, immobilizasyon ydntemi birim hacimdeki aktiflik ve istenen
mekanik 6zellikler Uzerinde durulur. fyonik veya kovalent baglanma ile
gerceklestirilen immobilizasyonda destegin fonksiyonel gruplar icermesi
zorunludur. YUKIO desteklerin kullaniimasi enzimin optimum pH’ sinin 1-2
birim, K, degerinin ise 10 kati kadar degisimine sebep olabilir. Substrat blylk
ise tutuklanma yoéntemleri ve pordz destekler uygun degildir. Gézeneksiz

destekler igin enzim aktifligi, destek partikilin dis yUzeyi ile orantilidir.

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak olan destek materyalinin 6nemi
blydktir. Uygun olarak secilen bir destek materyali, Gzerine immobilize
edilen enzimin aktifligini korumasini saglar ve islemsel kararhligini artirir
[22,23]. lyi bir destek materyali biylik ylizeysel alan, gegirgenlik, hidrofilik
karakter, ¢6zinmezlik, kimyasal, mekanik ve termal kararllik, yUksek

tutuculuk, uygun bicim ve parca buyukligut, mikrobiyolojik saldirilara karsi
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direng gibi 6zelliklere sahip olmalidir. Destek maddesi; organik ve inorganik

olarak kullanilirlar.

Organik destekler; dogal polimerler, proteinler, aktif karbon ve sentetik
polimerler olmak Uzere siniflandinlabilir. Organik desteklere oldukca fazla
sayida ve cesitli fonksiyonel gruplar katilabildigi icin ticari olarak kullanilan
pek cok immobilize enzim sistemi bu desteklerle hazirlanir [24]. Yaygin
olarak kullanilan polisakkarit desteklerinden olan yosunlar ve selllozlar
(agaroz, dekstran, sellloz turevleri) enzimleri baglamada ve aljinat ile
karregenan ise hapsetme amaciyla kullanilir [25,26]. Enzimlerin
immobilizasyonunda kullanilan polisakkarit turevlerinin en blylk avantaj
hidroksil gruplarina sahip olmasidir. Polisakkarit desteklerde hidroksil gruplari
enzimlerin elektrofilik gruplari ile etkileserek enzim immobilizasyonu saglar.
Bununla birlikte polisakkarit desteklerin nukleofilik dzelliklerinin zayif olmasi
nedeni ile aktivasyonu alifatik veya aromatik, karboksil veya tiyol gruplari

ilavesi ile saglanir.

Sentetik polimerler fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinden dolayr enzim
immobilizasyonunda destek materyali olarak c¢ok kullanilirlar. Sentetik
polimerler mikroorganizmalarin saldirilarina karsi direncglidirler ve safliklarini
korurlar. Yaygin olarak kullanilan sentetik tasiyicilar polistiren, vinil ve allil
polimerler, poliamitler, poliakrilatlar, polimetakrilatlar ve bunlarin trevleridir.
Akrilik polimerleri enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan asidik sentetik
polimerlerdir. Bu polimerler, enzim hapsetme veya kovalent baglama
amaciyla kullaniimigtir. Poliakrilat ve polihidroksi alkil metakrilat ve bunlarin
trevlerinin ticari olarak bulunmasi, enzim immobilizasyonu amaciyla
kullanilmasina olanak saglamistir. Poliakrilat ve polimetakrilat, akrilik asit ve
metakrilik asitlerin polimerizasyonuyla elde edilir. Akrilatlar esas olarak daha
hidrofobik veya negatif yOkliO matriksler hazirlanmasinda diger organik
bilesiklerle kopolimer olusturmak amaciyla kullanilmigtir. Polihidroksialkil
metakrilatlar, hidrofilik organik matriks olarak hidroksil gruplarinin sayisina

g6re gelistiriimis mekanik Ozelliklere sahiptirler ve biyolojik direngleri



17

yuksektir. Enzim baglanmasinda bu tip matriksler daha cok c¢ézunlr
karbodiimitlerle aktiflenir. Makrog6zenekli tasiyicilar, bir ¢capraz baglayici
reaktif ve hidroksialkil metakrilatin radikalik sispansiyon kopolimerlesmesi ile

kiresel formda hazirlanirlar [27].
Enzim immobilizasyonunda destek olarak dogal ve sentetik bircok organik ve
anorganik materyal kullaniimaktadir [28]. Cizelge 2.1° de enzim

immobilizasyonunda kullanilan bazi destek materyalleri verilmigtir.

Cizelge 2.1. Enzim immobilizasyonunda kullanilan bazi destek materyalleri

Dogal Polimer Sentetik Polimer Anorganik
Seliloz Stiren esasli polimerler Kil
Nisasta Akrilamit esasli polimerler | Cam
Aljinat Naylon Silikajel
Karragenan Vinil ve allil polimerler Ponza tasi
Kollagen Akrilat esasli polimerler Aktif karbon
Jelatin Iyon degistirici regineler Metaller
Alblmin Maleik anhidrit polimerleri | Metal oksitler
ipek Oksiranlar Bentonit
Agar ve Agaroz Titandioksit
Kitin ve Kitosan Hidroksiapatit
Nikeloksit

Enzimlerin immobilizasyonu sirasinda aktif gruplar korunmali ve enzim
aktifligini yitirmemelidir. Enzimlerin gesitli ydntemlerle inert ve genellikle kati
polimerik desteklere tutturularak immobilize edilmesi halen pek ¢ok bilim

adaminin ilgilendigi arastirma alanlarindan birini olugturmaktadir. Belli destek
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malzemesi Uzerinde tutuklanan enzimler immobilizasyon sirasinda gerekli
olan fizikokimyasal 6zelliklere sahip olmalidir. Her uygulama igin gegerli
olabilen dogal makromolekillerden hazirlanacak destek materyali bulmak
kolay degildir. Ayrica, gerekli 0&zelliklere sahip destek materyallerini

hazirlamak igin protein ve polisakkaritleri modifiye etmek oldukca zordur.

Destek materyaline baglanmada enzim molekdlinin protein yapisindan
yararlanilir. Enzim molekill Gzerindeki fonksiyonel gruplar baglanmada
etkilidir.  Bunlarin  yaninda immobilizasyonda  kullanilacak  destek
materyallerinde bazi ézellikler de aranir, bunlar su sekilde siralanabilir [23].

1. Hidrofilik karakter

2. Suda ¢6zinmeme

3. Gdzenekli yapi

4. Mekanik dayaniklilik ve uygun partikl bayUkluga
5. Kimyasal ve termal dayaniklilk

6. Mikroorganizmalara karsi direngli olma

7. Ucuzluk

8. Zehirsizlik

immobilizasyon sirasinda enzim molekilleri konformasyonel degisiklige
ugrayabilir. Immobilize enzimin zincir hareketleri cesitli faktorlere baglidir.
Bunlar asagida verilmigtir.

e immobilizasyonda kullanilan kimyasallarin tipi

e Destek ile enzimin karsilikl etkilesmesi

o Aktiflestirici veya ¢apraz baglayici kimyasallar ile enzimin etkilesmesi
gibi. Enzimler iginde bulunduklari ¢evre tarafindan etkilenirler. Enzimin kati

destek (zerinde immobilizasyonu enzimin etrafindaki mikro c¢evreyi
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etkileyebilir. Bu da enzmin gbriinen davraniglari tzerinde bazi degisiklikler

olusturur [29].

—_

. Bblme etkisi
DifGzyon sinirlamasi
Yapisal degisiklikler

Sterik sinirlamalar

o & 0D

inaktivasyon

Bélme etkisi: Poliiyonik destek kullanildiginda iyonik yapiya sahip substrat,
tepkime ortaminda homojen olarak dagilmaz ve enzim cevresinde farkli
derisimde bulunabilir. Olgiillen derisim degerleri genellikle kitle fazindan
yapilir. Bélme etkisi cok g6zlenen bir durumdur. Ayrica, ¢dzinen madde ile
polimerik destek arasinda hidrofobik etkilesmeler de olabilir.

Difdzyon sinirlamasi: Diflzyonel sinirlama, fiziksel blyUklik ile ilgilidir. Eger

polimer desteginin gbzenek c¢api substrat molekilinden kiglk ise
substratin destek i¢ine diflzlenmesi ve enzim ile temasa gegmesi engellenir

ve bunun sonucu olarak da herhangi bir tepkime meydana gelmez.

Yapisal degisiklikler: Enzim immobilizasyonunda, enzim yapisinin belli bir

pozisyonda uzun sire korunmasi ile enzim ve destek materyali arasinda ¢ok
sayida baglanma olusabilir. Enzimin katalitik aktifligi yapisal degismelere
bagll oldugundan K, ve/veya Vna degerlerinde de farkliliklar, enzim
aktifliginde azalmalar olabilir.

Sterik sinirlamalar: Eger immobilize enzimin aktif uglar substrat molekilinin

yaklagsmasina elverigli pozisyonda degil ise sterik problemler ortaya c¢ikar.
Ornegin enzimin aktif guruplari destek maddesine déniik ise substratin aktif
merkeze yaklasmasi engellenir. Enzim polimerik kafeste hapsedildiginde,
substrat molekdllerinin enzime yaklagip direk temasa gegmesi matriks

tarafindan engellenebilir.
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Inaktivasyon: Zor tepkime sartlarinda (6rnegin yiksek pH, ortamda serbest
radikallerin, oksitleyici reaktiflerin varlidi gibi) gerceklesen immobilizasyon
islemleri enzimin bir kKisminin veya tamaminin aktifligini yitirmesine sebep
olabilir. Bdylece immobilize edilmis enzimin spesifik aktifligi, serbest enzimin
aktifliginden olduk¢a disUk olabilir. Enzim herhangi bir konformasyonel

degisim olmaksizin aktifligini kaybedebilir [30].
immobilize enzimlerin en 6nemli avantajlari su sekilde siralanabilir [14,31,32)].

1. iImmobilize enzimler tepkime ortamindan kolayca uzaklastirlabilir (sizme,
santrifijleme gibi ) ve Urlnlerin enzim tarafindan kirletiimesi gibi bir problem
yaratmaz.

2. immobilize enzimler, gevre kosullarina (pH, sicaklik vb.) karsi dayaniklidir.
3. immobilize enzimler birgok kez ve uzun sire kullanilabilir.

4. immobilize enzimler dogal enzime gére daha kararldir.

5. immobilize enzimlerde (riin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

6. immobilize enzimler, birbirini izleyen ¢cok adimli tepkimeler icin uygundur.
7. immobilize enzimler bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir
aktiflik gbsterebilirler.

8. immobilize enzimlerde kendi kendini pargcalama olasiligi azdir.

Enzimin immobilize edilmesinin bazi dezavantajlari da vardir. Bunlarin

baslicalar asagida 6zetlenmistir.

1. Immobilizasyon iglemi boyunca enzim aktifligi azalabilir veya kaybolabilir.
2. Gok basamakli immobilizasyon iglemlerinde enzim kararliligi sinirhdir.

3. Enzim desteklerinin maliyeti yiksektir [33].
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2.4. immobilizasyonun Enzim Aktifligine Etkisi

Teorik olarak immobilizasyondan sonra enzimin spesifik aktifliginde disme
beklenir. Fakat hi¢ degismedigi veya arttigi O6rneklere de literatirde
rastlanmaktadir. Enzim aktifligindeki dismenin baglica sebepleri Sekil 2.2’ de
verilmistir.

Enzim immobilizasyonunun verimi aktifligi hakkinda fikir vermez. Bagh
enzimin ne oranda aktif enzim moleklll icerdigi ancak “aktif merkez tayini’ ile
belirlenebilir [34].

Enzim <Substrat

v
/\W Etki yok
1-Enzimin immabilizasyon
M 19 sirasinda denature olmasi

2-Aktif merkez (zerinden baglanma

/\/\/D 2 sebebiyle denaturasyon

3-Taswyiciya bagh enzim molekdlinin
13 yanlis yonlenmesi

e
::;D :

(]
1 4

-

Sekil 2.2. immobilizasyonun enzim aktifligine etkisi
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2.5. Enzim immobilizasyon Yéntemleri

immobilizasyon enzim molekiillerinin hareketini veya serbest difiizyonunu
sinirlayan bir proses olarak tanimlanabilir. Genellikle bu proses enzimin suda

¢b6zlnmeyen bir destege baglanmasi ile gerceklesir.

e Calkalama G lelaE]
a) c}:c%% 6} X8 ja; 0053‘
leleisisxe] = OGO
Destek + enzim Immaobilize enzim
cozeltisi
b)

Enzim cozeltisi

o Destek O] Ykama

o8 - |58l —— BT

O Sle) {?GDG

o ole] : . .

oL oS Immobilize enzim
-

Sekil 2.3. immobilizasyon prosesi

1960°h  yillardan bu yana enzimlerin immobilizasyonu i¢in birgcok
immobilizasyon  ybéntemleri  gelistiriimistir.  Genel olarak enzimlerin

immobilizasyon yéntemleri Sekil 2.3’ de verilmistir [14,35].



Enzim

immobilizasyon
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Yoéntemleri
Kimyasal Fiziksel
(Baglama) (Tutuklama)
CGapraz Enzim Taslyiclya Jelde Mikro Lipozom
baglama kopolime- baglama tutuklama kapsulleme teknigi
rizasyonu
Fiziksel Adsorpsiyon iyonik selat Kovalent Biyospesifik
adsorpsi- ve gapraz baglama baglama baglama baglama
yon baglama

Sekil 2.4. immobilizasyon metotlarinin sematik gdsterimi

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak yéntemi segerken, immobilizasyon

sirasinda veya immobilizasyondan sonra enzim aktif merkezinin zarar

gbrmeyecegdi bir yéntem olmasina dikkat edilmelidir.

Boyle bir secim

yaparken enzimin yapisi ¢ok iyi bilinmelidir. Enzim ile destek arasinda

herhangi bir baglanma s6z konusu ise ya bu baglanmanin aktif merkez

Uzerinden gerceklesmeyecedi destekler secilmeli ya da immobilizasyon

islemi sirasinda aktif merkez korunmalidir [36].

Enzim immobilizasyon ydntemleri ¢cok farkli kaynaklarda degdisik sekillerde

siniflandiriimalarina karsin fiziksel ve kimyasal olmak Uzere iki ana bashk

altinda toplanabilir.
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1) Kimyasal yontemler

a) Kovalent baglama

b) Capraz baglama

2) Fiziksel yontemler

a) Adsorpsiyon ile immobilizasyon
b) Hapsetme ile immobilizasyon
-Mikrokapsul ile hapsetme yéntemi
-Kafes tipi hapsetme yéntemi

2.5.1. Kimyasal yontemler

Kimyasal immobilizasyon yo6ntemleri, suda ¢6zinmeyen aktiflestiriimis
polimer ile enzim arasinda kovalent bag olusumu veya birden fazla enzim
molekUlU arasinda c¢apraz bag olusumunu gerektirir. Kimyasal yéntemler
¢ogunlukla tersinmezdir. Serbest enzimin yeniden geri kazanilmasi mimkuin
degildir [23,37]. Kimyasal baglanma ile immobilizasyon yéntemlerinin,
immobilize enzimin ¢ok kararli olmasi, destek maddesinin dayanikli olmasi
gibi 6nemli avantajlar vardir. Bunun yaninda immobilizasyon veriminin sinirli
olmasi, tepkime sartlarinin ¢ok 6zel olmasi, kimyasal olarak inert olan destek
maddelerine uygulanamamasi gibi bazi dezavantajlari da vardir [38].
Kimyasal yontemler kovalent ve ¢apraz baglanma ile immobilizasyon olmak

Uzere iki gruba ayrilir.

Kovalent baglanma

Enzim ile suda c¢bézinmeyen aktiflestiriimis destek arasinda kovalent bag
olusumu enzimlerin immobilizasyonu igin oldukg¢a sik kullanilan bir tekniktir.
Bu teknik enzim tlrevlerinin kararli olmasini saglar ve enzimin ¢ozeltiye
gecmesini engeller [37]. Kovalent baglanma, genellikle enzimin yapisinin ve
fonksiyonel gruplarinin bilindigi durumlarda kullantlir. Enzim

immobilizasyonunda, enzimin &zellikleri, aktif ucunun yapisi, pH, sicaklik ve
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organik ¢oziculler gibi faktérlerden dolayr sinirli sayida yontem kullanilabilir
[39,40].

Kovalent bagll destek-enzim kompleksinin aktifligi dogal enziminkinden farkl
olabilir. Bu farkin bOyUklGgl tasiyici materyalin bigim ve buyukligane,
etkilesme yonteminin dogasina, tasiyici materyalin bilesimine, enzim

yapisina ve tepkime sirasindaki spesifik sartlara baghdir [22].

Kovalent baglanma ile immobilizasyon iki basamakta gergeklestirilir. Birinci
basamak destek maddesinin aktiflestiriimesi, ikinci basamak enzimin
kovalent baglanmasi seklindedir (Sekil 2.5). Destek maddesi; hidroksil,
karboksil, amino, tiyol gibi fonksiyonel gruplar tagimalidir. Bu fonksiyonel
gruplarin yapisina bagli olarak siyanojen bromur, epiklorhidrin, glutaraldehit,
karbodiimit, siyanurik klorlr gibi gesitli aktifleyici maddeler kullanilabilir.

Aktiflestirme _x Enzim

sbbadd

Destek Aktiflesmis Enzim bagl
destek destek

Sekil 2.5. Kovalent baglanma ile immobilizasyon

Capraz baglanma

Enzim molekuilleri baska bir destek maddesi olmadan, kendi aralarinda
molekul i¢i veya molekdller arasi ¢apraz baglanarak immobilize olabilirler. Bu
yéntem U¢ boyutlu ¢capraz baglanmis enzim olusumu esasina dayanmaktadir.
CGapraz baglanma ile enzimlerin immobilizasyonu ¢ok basit olmasina ragmen
enzimlerdeki 6zel fonksiyonel gruplarin capraz baglayici olarak
kullanilabilmesi icin gereken sartlarin segimi ve kurulumu zordur [39]. Enzim
aktifligi, tepkime sdresi, sicaklik, iyonik siddet, pH, ¢apraz baglayici madde
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ve enzim derigimi gibi faktérlere ve bunlar arasindaki dengeye baghdir. Bu
ybntemin en dnemli avantaji, tek bir islemde enzimleri immobilize etmek igin
iki ya da cok fonksiyonlu maddelerin kullanilabilmesidir. Bu y&ntemin
dezavantajl ise ylUksek aktiflik gésteren immobilize enzim elde etmek icin
molekiller arasi capraz baglanma tepkimesinin kontrol edilmesindeki
zorluklardir. Capraz baglayici olarak enzim immobilizasyonunda kullanilan
¢ok fonksiyonlu maddeler, diazobenzidin, 1,5-diflor-2-4-dinitro benzen,
glutaraldenhit, triklor-s-triazin, hekzametilen diizosiyanat, 2,4-

diizotiyosiyanotoluendir [41].

2.5.2. Fiziksel yontemler

Fiziksel yontemler kovalent bag olusumuna bagl olmadan, enzimin belirli bir
yere tutturulmasini igerir. Enzimlerin immobilizasyonu bazi fiziksel kuvvetlerin
etkilesmesiyle (elektrostatik, protein-protein etkilesmesi, iyonik baglarin
olusumu, v.b) enzimin destek maddesindeki mikrobdlmeler icerisinde veya
g6zenekli membranlarda tutturulmasiyla saglanir. Esas itibariyle fiziksel
immobilizasyon ydntemleri tamamen tersinirdir. Bununla birlikte ¢ogu 6zel
orneklerde g6z ardi edilemeyecek kadar tersinmez bag olusumlari da
g06zlenir. Fiziksel ydntemler adsorpsiyon ve hapsetme ile immobilizasyon

olmak Gzere iki gruba ayrilir.

Adsorpsiyon ile immobilizasyon

Adsorpsiyon ydntemi en eski ve basit bir immobilizasyon yontemidir [38,42].
Adsorpsiyon ydntemi ile enzimin immobilizasyonu kati matriks (Uzerinde
enzimin fiziksel adsorpsiyonuna veya iyonik baglanmasina dayanir. Fiziksel
adsorpsiyonda immobilizasyondan sorumlu kuvvetler hidrojen baglari, van
der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilesmelerdir [24]. Iyonik baglanma ile
immobilizasyon, proteinin ylakla gruplar ile destek materyalinin karsit yukleri
arasindaki ¢ekim kuvvetlerine dayanir. Enzimin suda ¢6zinmeyen

materyallerde adsorpsiyonu, pH, ¢dzlcl karekteri, iyonik kuvvet, protein ve
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adsorbanin derigimi, sicaklik gibi deney kosullarina baglidir. Enzim ile destek
maddesi arasindaki zayif baglardan dolayr adsorblanan enzim kullanim
esnasinda tasiyicidan uzaklasabilir ve bu da yéntemin bir dezavantajidir.
Adsorpsiyonla immobilizasyon yéntemi basit oldugu, cesitli yukll tasiyicilar
secilebildigi ve tastyicilar farkl fiziksel sekillerde kullanilabildigi icin
avantajlidir. Ayrica bu ydntemde enzim, akitifligini blylk Olcide veya
tamamiyla korur. Bu ydntem tersinirdir ve bu da destek maddesinin ve
enzimin baska amagclarda tekrar kullanimini saglar [43]. Cesitli aktif ylzeyli
malzemeler enzim-adsorpsiyon komplekslerinin hazirlanmasinda
kullanilmigtir. En ¢ok kullanilanlardan bazilari anyon ve katyon degistiricili
recineler, sentetik polimerler, aktif karbon, silikajel, diatomik topraklar ve

killer, alumina, gbzenekli camlar ve seramiklerdir [25].

Hapsetme ile immobilizasyon

Bu ydntem polimerik matriks yapisinda veya yarl gecirgen membranlarda
enzimin hapsedilmesine dayanir [44]. Enzim sulu monomer veya polimer
¢Ozeltisinde ¢bzullr. Polimer olusumu ve/veya ¢apraz baglanma isiyla, gama
radyasyonu veya UV isinlariyla baslatilir ve olusan hidrofilik polimer igcinde
enzim hapsedilir [44,45]. Polimerik matriks yapisinin, substrat ve Grindn
difizyonuna izin verirken proteinin difizyonunu engellemesi igin yeteri
derecede siki olmasi gerekir. Bu ybéntem her c¢esit enzimi, diger
biyokatalizérleri, butin hacreleri veya farkli c¢aptaki mikroorganizmalari
hapsetmek icin ¢ok genel kullanilabilir [22]. Hapsetme ydntemi mikrokapsul
ve kafes tipi olmak Gzere iki gruba ayrilr.

Mikrokapsiil ile hapsetme yontemi

Bu ydntemde enzim molekillleri 10-1000 pm ¢apli kUgUk yari gegirgen
membranlara hapsedilir. Yari gegirgen membran, bUyUk protein veya
enzimlerin mikrokapsul disina ¢ikmasina engel olurken, kiglUk substrat ve

arin  molekdllerinin  serbestce  giris-¢cikisina izin  verir.  Enzimlerin
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mikrokapsullenmesi igin iki yontem kullanilir. Bunlar faz ayrimi ve ara yizey

polimerizasyonudur.

Faz ayrimi yénteminde, enzim ve mikrokapsull olusturan ¢dzelti damlalar
seklinde ¢okturtcuye ilave edilir. Ara ylzey polimerizasyonun da ise enzimin
sudaki ¢ozeltisi, suyla karigmayan organik ¢ozelti icerisinde emdlsiye edilir.
Ortama eklenen polimer c¢o6zeltisi, enzim mikro damlalarinin etrafinda
membran olusturur. Béylece enzim polimerik membran tarafindan sarilarak

mikrokapsullenmis olur (Sekil 2.6).

Mikrokapsulleme yonteminde herhangi bir kimyasal baglanma olmadigindan
enzim aktifligi serbest enzim aktifligine yakindir. Bu yontem ile oldukca biyutk
ylzey-hacim oranina ulagilir [46] . Bu oraninin blyUk olmasi da mikrokapsul
icerisinde olusan enzim substrat tepkimesinin olasiligini arttirir. Bu yéntemde
mikrokapsil olusumu sirasinda ylUksek protein derisimine gerek olmasi ve
yuksek molekdl agirlikli substrat ve Grlnler gerektirmesi gibi dezavantajlar

sOz konusudur.
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Sekil 2.6. Mikrokapsulleme ile immobilizasyon yontemleri

Kafes tipi hapsetme yontemi

Kafes tipi hapsetme ybdntemi, suda ¢6zinmeyen g¢apraz bagli polimerlerin

bosluklari icinde enzimin tutulmasi esasina dayanir. Bu yéntemde enzim

iceren monomer veya polimer c¢ozeltilerine UV veya gama isinlari
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uygulayarak ylksek oranda capraz bagli bir polimer sebekesi olusturulur.
Enzim molekllleri fiziksel olarak polimer kafes icerisinde tutulur ve jel
matriksin disina ¢cikamaz, fakat substrat ve Grlin bu sebeke icerisine surekili
olarak girip ¢ikabilir (Sekil 2.7).

Polimer - enzim cozeltisi Jelicinde hapsedilmis enzim

Sekil 2.7. Kafes tipi hapsetme metodu ile immobilizasyon

Bu ydntemin sahip oldugu avantajlar asagida verilmistir.

1. Gapraz bag olusumunda kullanilan gama veya UV iginlari enzim yapisini
ve aktifligini kimyasal proseslerden daha az etkiler.

2. Ortamdaki capraz baglayici ve monomer derisimini degistirmek suretiyle
farkll boyUklUkte g6zenek iceren polimerik kafes Uretilebilir.

3. Polimerlesme genelde hem kolay hem de hizli bir sekilde gerceklestirilir
[37, 38, 46, 47].

Bu ybntemin dezavantajlari capraz bagli polimer sebekesinden enzimin
sizmasi, Yyalnizca kiguk hacimli substratlar i¢cin sinirh  olmasi ve
makromolekuler substratlar icin gcok disik aktiflik géstermesidir.

2.6. immobilizasyon Yénteminin Secimi

immobilizasyon ybnteminin segiminde éncelikle enzimin baglanacagi destek

materyalinin yapisi dikkate alinmalidir [48].

Basarii  bir immobilizasyon icin asagidaki faktérler gbézdninde
bulundurulmalidir [34].
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1. Destek materyalinin mekanik 6zellikleri, 6zellikle fiziksel formu ve mekanik
kararliligi géz éntinde bulundurulmahdir.

2. Enzim, tepkimenin yUratulecedi kosullarda kararli olmalidir.

3. Capraz baglayici reaktifler, enzimin aktif uglari ile tepkimeye girmemelidir
veya capraz baglayici reaktif, enzimin aktif ucuna nifuz etmemesi icin
olabildigince buytk olmalidir.

4. Mimkiinse enzimin aktif ucu bir sekilde korunmalidir. Ornegin siilfidril
enzimleri, glutatiyon veya sistein ile tepkimeye sokularak korunabilir ve daha
sonra enzim tekrar aktiflestirilebilir.

5. immobilizasyonda, baglanmamis enzimi uzaklastirmak icin uygulanan
ylkama iglemi enzimi etkilememelidir.

6. Immobilize enzim, bazi kimyasal tepkimelerde devaml katalizor olarak
kullanilacak ise immobilizasyon yéntemini secmeden énce tepkimenin dogdasi

g6z 6nlnde bulundurulmalidir.

2.7. Enzim immobilizasyon Yéntemlerinin Karsilastiriimasi

GUndmUze kadar birgok enzim igin bircok farkli immobilizasyon ydntemi
uygulanmig ve dnerilmistir. Ancak enzimlerin birbirlerinden ¢ok farkh kimyasal
karakteristikleri ve bilesenleri olmasi, ayrica kullanilan substrat ve Grinin
farkh kimyasal Ozellikleri olmasi nedeniyle bitin enzimler igin ve butin
sartlarda uygulanabilecek kesin bir yontem belirlemek mumkin dedgildir.
Ayrica her immobilizasyon ydnteminin uygulama sartlarina gére avantajlari
ve dezavantajlari vardir [49]. Bu nedenle immobilizasyon islemi sirasinda
veya immobilizasyondan sonra aktif merkezin zarar gérmeyecegi bir yéntem
secilmelidir. Bdyle bir se¢imin saglikli olabilmesi i¢in enzimin yapisinin ¢ok iyi
bilinmesi gerekir [43,49]. Cizelge 2.2° de immobilizasyon ydntemlerinin

kiyaslanmasi gosterilmistir.
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Karakteristik Kovalent Adsorbsiyon | Gapraz Tutuklama
Baglama Baglama
Destek Agaroz iyon Fonksiyonel Aljinat
Maddesi Sellloz degistirici olarak inert | Karageenan
PVC regine proteinler Kolojen
iyon  degistirici | Aktif kémir Poliakrilamit
regine Slika jel Jelatin
Gozenekli cam Kil Silikon kauguk
Gozenekli polidretan
cam
Baglanmanin Kimyasal Tersinir, Gluteraldehit Fiziksel
sekli baglanma pHya gobre | Bisizosiyanat hapsetme
degisken, Bisdiazobenzidin
iyonik ile capraz
siddetin baglanma
ylksek
olmasi ile
enzim
ayrilabilir
Hazirlama Zor Kolay Orta Zor
Enzim Aktifligi Yiksek Orta Disitk Distk
Substrat Degisebilir Degismez Degisebilir Degismez
Spesifikligi
Rejenerasyon MUmkiin degil MUmkiin MUmkan degil MUmkiin degil
Destegin  Tekrar | Nadiren MUmkin imkansiz imkansiz
Kullanilabilirligi
immobilizasyon Yiksek Disik Orta Orta
Maliyeti
Kararlihk Yiksek Dlsuk Yiksek Yiksek
Genel Orta Dusik Dusik Yiksek

Uygulanabilirlik
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2.8. Calismada Kullanilan Enzim, Substrat ve Destek Materyalinin
Ozellikleri

Bu calismada enzim olarak lakkaz, substrat olarak siringaldazin, destek
materyali olarak yari-ag yapili hidrojeller (yari-IPN), renk gideriminde boya

olarak metil oranj, ABTS mediyatdrt kullaniimistir.

2.8.1. Lakkaz

Lakkaz (Trametes versicolordan elde edilen, E.C.1.10.3.2.) enzimi, her
molekUll doért bakir iyonu tasiyan bir oksidoredUktazdir. Lakkaz redoks
enzimlerinin bir alt smifidir. Karbohidraz ve proteazlar gibi hidrolitik
enzimlerinin substrat 6zgunligundn aksine redoks enzimlerinin substrat

6zgUnlagu oldukga azdir [50].

Lakkaz enzimi bilinen en eski enzimlerdendir, ilk olarak 1883 yilinda Yoshida
tarafindan, Rhus verniciferanin 6zsuyundan izole edilmigtir. Lakkaz enzimleri
bakteriler, bocekler, yuksek yapil bitkiler ve mantarlar olmak Gzere 4 canli
grubunda Uretilmektedir [51,52]. Lakkaz kaynagi olan mantarlara, Trametes
versicolor, Rhus vernicifera, Trametes hirsuta, Panus tigrinus, Flavodon
flavus, Agaricus bisporus 6rnek olarak verilebilir. Bunlardan beyaz c¢urikgul
mantarlar daha c¢ok kullaniimaktadir. Sekil 2.8.de beyaz c¢uriokegul

mantarlardan biri olan Trametes versicolor goérilmektedir.
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Sekil 2.8. Lakkaz Greten Trametes versicolor mantari

Lakkaz fungal lignolitik sistem icerisinde dnemli roli olan enzimlerden
birisidir. Lakkaz bir fenol oksidaz enzimidir ve serbest radikal sekilenmesi ile
bir hidroksil grubundan bir elektron ve bir proton uzaklastiriimasi sonucunda
orto ve para difenoller ve aromatik aminlerin tek elektron oksidasyonunu
katalizler. Oksidasyon aktifligi molekiler oksijenin su ile tepkimesiyle birlikte
gerceklesir (Sekil 2.9).

S yiik Eing 03
Lakkaz
Sind Eyuk H,0

Sekil 2.9. Lakkazin indirgenme-ylkseltgenme mekanizmasi
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Lakkaz enzimi, aromatik substrati oksitlerken, ayni zamanda oksijen
molekulinin suya indirgenmesini katalizler (Sekil 2.7.) [51,52]. Lakkazin
aktif bolgesinde hidratlasmis elektron, oksijen ve degisik tiplerde bakir
atomlar bulunur. Bu bakir atomlari enzimin katalitik aktifliginde énemli bir
role sahiptir. Bakir atomlari baglanma sekillerine gére T1,T2,T3 olmak tzere
3 grupta incelenebilirler. T1 tip bakir (mavi bakir) elektron transferini
katalizler. T2 tip bakir molekiler oksijeni aktive eder ve T3 tip bakir ise

oksijeni tutmadan sorumlu bir bakir dimeridir [53].

Bir lakkaz enzimi, kaynagindan molekil kotlesi, optimum pH, substrat
6zgulluga gibi 6zellikleri farkl olan, birkag tipte elde edilebilir. Lakkaz enzimi,
glikoprotein yapisindadir. Enzimin karbonhidrat miktari, agirlikga % 15-45 ini
olusturur. Enzim heksozamin, glukoz, mannoz, galaktoz, fruktoz ve arabinoz

gibi karbonhidratlari igerir [54].

Beyaz curUkcul mantarlardan elde edilen lakkazlarin cogu 55-85 kDa molekil
agirhgindadir, yaklagik 500 amino asitten olugsmaktadir. Lakkaz enziminin
optimum pH araligi 3,0-7,5, optimum sicaklik araligi ise 40-80 °C arasinda
degisiklik gostermektedir. Lakkaz enziminin optimum pH degeri kullanilan

substrata gore de degismektedir [52].

Lakkaz enziminin tepkime verdigi substratlar, genis bir aralkta
degismektedir. Bu substratlardan bazilari 4-benzendiol, siringaldazin, naftol,
diklorofenol, metoksifenol, askorbat, pirogallol, kresol, syringic asit vb.
tirevleridir [55]. Genel olarak fenoller, amino fenoller ve aromatik diaminler
ile benzer O&zellikler gbsteren substratlar, lakkaz enzimi tarafindan
oksitlenebilir [56] . Sekil 2.10" da siringaldazinin lakkaz ile verdigi tepkime ve

sonugta olusan Urtn goésterilmektedir [57].
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H,C-O Singaldazin O-CH, HsC-O Urtn O-CH;
H =N—N=—Q—OH _>$ > oﬁ\: —=—N=N—=< %=O
HsC-O O-Chy HsC-O O-CH,

Sekil 2.10. Siringaldazinin lakkaz ile verdigi tepkime

GUndmuzde enzimlerin 3 boyutlu yapilar ayrintili bir gsekilde X-iginlari
kristalografisiyle goérintlilenebilmektedir. Bu sekilde pek cok enzimin (¢
boyutlu yapisi aydinlatilabilmistir. Sekil 2.11’ de Trametes versicolor dan

elde edilen lakkaz enziminin U¢ boyutlu yapisi gértlmektedir [58].

Sekil 2.11. Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkaz enziminin tg¢ boyutlu
yapisi
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Lakkaz enziminin dnemi ve kullanildigi yerler:

Son yillarda yapilan pek cok biyoteknolojik calismada lakkaz enzimi 6nemli

bir yer tutmaktadir. Lakkazin biyoteknolojik olarak kullanim agamalari séyle

siralanabilir.

e  Endustriyel atik sularin biyolojik aritimi

o Biyolojik kagit hamuru yapimi ve biyolojik agartma islemlerinde yardimci
olarak

o Mesrubatlarin lezzetinin artirilmasinda ve berraklastiriimasi igin

o Kémarin sivilagtiriimasi igin [59].

2.8.2. Siringaldazin

4-Hidroksi-3,5-dimetoksibenzaldehit azin’nin molekul kutlesi 360,3 g/mol dr.
C1gH20N206 kapali formuliine sahip siringaldazin, yapisal &zelliklerinin
benzerliginden dolayr genel olarak fenoller, amino fenoller ve aromatik
diaminler ile benzer 6zellikler gosterir ve lakkaz enzimi tarafindan kolayca

oksitlenebilir.

2.8.3. Sodyum aljinat

Aljinik asit kahverengi alglerin hlcre duvarlarinda bulunan lineer asidik bir

polisakkarittir. Aljinik asidin elde edildigi belli bash algler asagida verilmigtir;

e Laminariales,

e  Fucales,

. Eisenia bicyclis,
o Ecklonia,

e Ascophyllum,

e L. Digitata,

o L. Cloustoni,

o Macrocysistis pyrifera,
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. Lessonia,

Bu yosunlardaki aljinik asit icerigi %20-40 arasinda degismekle birlikte, hiicre
zarinin temel bilesenini olusturur [60].

Aljinik asit 1881 yilinda, Stanford tarafindan kahverengi su yosunlarindan
ekstraksiyonla elde edilmigtir [60]. Aljinik asit; Gronik asidin iki tdrdnin
birlesmesiyle meydana gelen heteroblok bir kopolimerdir. Aljinik asit
genellikle sodyum, potasyum, amonyum tuzlarn ve propilen glikol esteri
seklinde bulunur (Sekil 2.12). Aljinik asit ve kalsiyum aljinatin sudaki
¢6zun0rligu son derece sinirli iken sodyum, potasyum, amonyum tuzlari ile
propilen glikol esteri suda kolaylikla ¢ézinebilirler. Sodyum aljinat, kokusuz

tatsiz bir toz olup suda ¢ézindigunde viskoz kolloidal bir ¢6zelti olusturur.

OH H
H Nat 00C C;/O
Nat "00C O//O 0 OHO O%,,
HO ) \
Nat 00C” H

Sekil 2.12.  Sodyum aljinat’in kimyasal yapisi

Aljinatin  yiksek molekll kuotlesi, suda ¢6zUnUrlGginin iyi olmasi ve
biyouyumlulugu nedeniyle birgok uygulama alani vardir. Gida enddistrisinde
stabilizatér ve koyulastirici olarak kullanildigi gibi, kozmetik, kagit, plastik ve

ilag endustrisinde sikg¢a kullaniimaktadir [61].
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2.8.4. Karragenan

Karragenan kirmizi deniz yosunlarindan elde edilen lineer bir polisakkarittir.
3-B-D-galaktopiranoz ve 4-a-D-galaktopiranoze birimlerinin tekrarlanmasiyla
olugan bir polisakkarittir [62] (Sekil 2.13).

Sekil 2.13. Karragenanin tekrarlanan birimlerinin yapisi

Karragenanlarin elde edildigi belli basl algler asagida verilmigtir;

. Rhodophyceae

o Chondrus crispus

o Mastocarpus stellatus
o Eucheuma

e  QGigartina

° Iridaea

Karragenanin 3 degisik formu bulunmaktadir. Bunlar kappa (K), iota (1) ve
lambda (A) karragenandir. K-karragenan en fazla bulunan ve kullanilan
taradur (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. K-karragenanin yapisi

Farkh deniz yosunlarindan elde edilen karragenanlar farkh 6zellikler
gOsterirler. Degisik tipdeki karragenanlar jel haline getirilebilir. Jellerin
akiciligi, esnek yada sert olmalari 1sitma ile istenildigi sekilde elde edilebilir.
Olusan karragenan c¢ozeltisinin akigkanhgi; polimer derisimine, c¢oézelti

sicakligina ve karragenanin tipine baglidir [63,64].

2.8.5. Destek materyali

IPN yapilar ilk kez Millar tarafindan ortaya atilan i¢ ice ge¢mis ag yapili
(interpenetrating network, IPN) en basit tanimiyla, dogal veya sentetik iki
bilesenden en az bir bilesenin digerinin varliginda capraz bagli oldugu
yapilardir [65]. IPN olusumu, polimerik bilesenlerin birbirleri ile uyumunu
artirmak icin  mdkemmel bir yoldur. Bir IPN, belirli bir uygulamada
makromolekiler yapidaki benzerine gbre daha Ustin performans gdsterir
[66].

Gok sayida arastirmacinin, IPN formu hazirlamak igin, dogal ve sentetik
polimerlerin ¢esitli kombinasyonlarini kullandiklari kaydedilmistir. Cesitli

yontemler ile essiz topolojiye sahip IPN’ ler Gretilebilmektedir.

Ard arda gerceklesen IPN sentezinin ilk basamaginda, monomerlerden biri
capraz baglanir ve ardindan bu c¢apraz bagh yapi; ikinci monomer, bu
monomerin baslaticisi ve c¢apraz baglayicisi varliginda siserken ikinci
monomer polimerlesir. Es zamanl gerceklesen IPN sentezinde ise; her iki
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monomer, bu monomerlere 6zgl olan polimerizasyon baglaticilari ve ¢apraz
baglayicilan varliginda farkh sentetik modlarda (basamak ve zincir
polimerizasyonu) es zamanli olarak polimerlesirler. iki polimer es deger
oldugu kosullarda her iki ydntemde kullanilarak, homo-IPN’ler hazirlanabilir.
Pek cok polimer termodinamik ydnden disUk ya da ylksek oranda birbirleri
ile uyumsuz olduklarindan, IPN’lerin cogu kismen i¢ ice gecerek ag yapiyi
olustururlar. Ferry (1980) tarafindan bu tip IPN’ler, yari uyumlu ya da kismi
IPN’ler olarak siniflandirilmaktadir. Polimer ag yapilar, yalnizca tamamen
birbiri icinde karisabildikleri durumda ideal i¢c ice gecmis ag yapilari
olustururlar [67].

Bazi bilim adamlari, sentez mekanizmasi yoéninden IPN’leri, asl
kopolimerlerinin paraleli olarak kabul etmektedirler. Ancak agi kopolimer
sentezi capraz baglh polimerin; diger monomer, bu monomerin c¢apraz
baglayicisi ve baslaticisi iginde ¢bztinmesi ile gergeklesir. IPN sentezinde
ise; polimer 1 capraz baglanir ve 2 karisimi icinde ¢cézinmez. Ayrica,

polimerler arasi kovalent zincirler olugsmaktadir.

Yari-IPN sistemlerde, polimerlerden biri capraz bagli iken, digeri lineer ya da
dallanmis yapidadir. Ard arda IPN sentezi ile 4 farkli, es zamanli IPN sentezi
ile 2 farkh yari-IPN hazirlanabilir. Sekil 2.15 de yari i¢ ice gecmis bir ag

yapinin acik gérinimu verilmigtir.

Sekil 2.15. Yari i¢ ice ge¢cmis ag yap! (yari-IPN)
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Bu c¢alismada, P(AAm-CrA)/sodyum aljinat, P(AAm-CrA)/K-karragenan,
P(AAm-CA)/sodyum aljinat, P(AAm-CA)/K-karragenan vyari ag yapih
hidrojelleri destek materyali olarak kullanildi. P(AAm-CrA)/sodyum aljinat
yari-IPN olusumu Sekil 2.16° da gosterildi.

APS ve TEMED in radikallerinin olusumui;

0 0
/_z’

NHg" -0 -5-0: 0-5-0 NH" + DNCHCHN]  ——

0 0

APS TEMED
NH," - i + NCHCHMNZ + NHg"HS04

4 Cl—ﬁ—l:l- p 2N

0

APS Radikall TEMED Radikali Amanyum Bisalfat

Radikalik katilma ile polimer zincirinin uzamasi;

H H A oo Y
R—(CHo—Cy—CH,C + HzC=C|3 —_— R=(CH;~C97—C —C
o o G0 oo
2 NH, NH, 2 NH,
Gapraz bagh polimerin olusumui;
poli(akrilamit-krotonik asit)
Akrilamit Bisakrilamit Krotonik asit CHa
ch=(|:H + HZC=(|:H + H3C—CH=CH —» —HZC—(‘:H—CH—Cle—CHz—(ltH —
c=o0 c=o0 c=0 c=0 c=0 c=0
N, o b AT "
n o
LIH llH
é=o CH, é=0
Hzc=éH — H,C — (l:H—Cle— C|2H —H,C —CH—

c=o c|:=o
|
NH, OH
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Yari-IPN olusumu;

poli{akrilamit-krotonik asif)

i CHs
H Na00C_ ¢ o . +  —HC—CH—CH—CH—CH;—CH —
%;aOOC g0 b o C1){0 A c|=o cl:o (%:0
Ho waooc” DJHZ oH T'H
Sodyum Aljinat e —>
rlm
CH; C=0
—HC—CH —(‘ZH—CH —HZC—(liH— Semi - IPN
é:o c=0
rle 5

Sekil 2.16. Semi - IPN olusumu

2.8.6. Azo Boyalari
Azo boyalari baglica iki kisma ayrilirlar.

1- Monoazo boyalari: Bu tir boyalarda, kromofor grubu azo (-N=N- ) bagi ile
benzen halkasina baglanmistir ve asit karakterdedirler. Halkaya, OH
grubunun katiimasi asit ve NH, grubunun ilavesi de bazik karakter olugturur
(bordo kirmizisi, brillnat sarisi-S, krisoidin -Y, fast sarisi, janus yesili-B, metil

oranj, metil kirmizisi, oranj-G, oranj -1l, Sudan-R, Sudan-II).

2- Diazo ve poliazo boyalari: Molekilde birden fazla azo grubunun bulunmasi
sonu bu tdr boyalar meydana gelirler (azo mavisi, biebrich scarlat, bismark
braun-Y, brillant purpurin-R, klorazol siyahi-E, kongo kirmizisi, evans mauvisi,
sudan siyahi -B, sudan kirmizisi -7B, tripan mavisi, vital kirmizisi) [68].

Metil oranj

Metil oranj, tekstil, baski, kagit, ilag, gida endustrisinde ve arastirma
labaratuvarlarinda genis kullanim alani olan suda c¢6zunebilen bir
azoboyadir. Metil oranjin sulu ¢bzeltisi zayif asit gibi davrandigi i¢in asit-baz
indikatdrt olarak analitik kimya laboratuvarlarinda kullanilir. Metil oranjin



44

bazik rengi kirmizi asidik rengi ise sarndir. pH gegis araligi 3,1- 4,4
arasindadir [69].

2.8.7. ABTS

2,2-azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-silfonik asit) diamonyum tuzu, ABTS
(C1gH24N4O6S4 : 548,68 g/mol) cesitli kimyasal ylkseltgenlerin kolorimetrik
analizlerinde ¢ok bilinen bir bilesiktir. Renksiz ABTS molekill, mavi yesil
renkte bir radikal, ABTS™ olusturur (Sekil 2.17). ABTS™ radikali, 415, 648,
728 ve 812 nm de kuvvetli UV-gorinir bélge absorbsiyonu pikleri gosterir.
ABTS ile gesitli organik ve inorganik radikallerin tepkimeleri sonucunda
ABTS™ radikalinin hizla olustugu bildiriimektedir [70,71]. ABTS serbest
radikal tepkimelerinin kinetik ¢alismalarinda ve kimyasal yUkseltgenlerin

kantitatif analizlerinde reaktif olarak kullaniimaktadir [72].

058 =
S -5 3 = S03
\CL_T =<b|r -

CzHs CoHg
ABTS

Rer o cen

C?H'a CzHﬁ

AETS-+

Sekil 2.17. ABTS ve ABTS™ nin olusumu
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2.9. Enzimatik Renk Giderme

Sentetik boyalar, tekstil, kagit, kozmetik ve ilag endlstrisinde yaygin olarak
kullaniimaktadir [73]. Bu boyalarin atiklarinin gogu dogada zor pargalandigi
icin g¢evre Kirliligine neden olmaktadir, bu da insan saghgd: igin tehdit
olusturmaktadir [69]. Boya atiklarinin bozunarak renksizlestiriimesi cesitli
fiziksel ve kimyasal metotlarla gergeklestirilebilir. Bu metotlar arasinda
adsorpsiyon, koagulasyon-flokilasyon, iyon degistirme, ylkseltgenme
sayilabilir. Bu metotlarin maliyetinin yiksek olmasi kullanimlarini sinirladigi
icin boya atiklarinin biyobozunmasinin enzimatik yoldan gerceklestiriimesi bir
alternatif olarak ortaya ¢ikmaktadir [73].

Enzimatik renk gidermenin avantajlari arasinda, bozunmaya direngli atiklarin
parcalanmasinin saglanmasi, yiksek ve dislUk atik derisimlerinde genis bir
pH ve sicaklik araliginda kullanilabilmesi sayilabilir [74]. Enzimatik renk
giderme proseslerinde serbest enzimin yani sira enzimin bir destek Gzerine
immobilize edilerek kullaniimasiyla, genis pH ve sicaklik arahginda
calisilabilmesi, katalitik proseslerde aktifliklerini koruyarak tekrar tekrar
kullanilabilmesi, tepkime ortaminda bulunan tepken veya Urlnlerin ayriimasi
zorlugunun ortadan kalkmasi ve yontemin maliyetinin disdrtlmesi oldukga
6nemli avantajlardandir. Son yillarda bir oksidorediktaz olan lakkaz enzimi
boyalarin renksizlestiriimesinde kullaniimasindan dolay!r arastirmacilarin
dikkatini cekmistir [74]. Lakkaz, ve cesitli destek materyallere immobilize
edilmis lakkaz, azo-triarii metan, antrakinon ve indigo tipindeki boyalarin
renginin gideriimesinde kullanilir [75]. Ornegin bir azo boya olan metil oranjin
(Acid Orange 52) renginin lakkazla giderilmesi Sekil 2.18° de
gOsterilmektedir. Sekil 2. 18’ de Onerilen mekanizmaya gbre metil oranjin
bozunma mekanizmasinin ilk basamagi lakkazin yapisindaki Cu*? iyonunun
bir elektron alarak Cu*"e indirgenirken metil oranjin Gigiinclil amin grubunun
iminyum katyonuna yuUkseltgenmesidir. Bu katyonun hidrolizi ile yapidan
formaldehit ayrilarak bu iyon ikincil amin grubuna dénisir. Sonrasinda

lakkaz ikincil amin grubunu yulkseltgeyerek karbonyum iyonunu olusturur.
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lleri basamaklarda gergeklesen hidroliz ile 3-diazenil-benzensulfonik asit (I)
ve 4-metilimino-siklohekza-2,5-dienon (II)  olugur. I numarali Grinin
oksijenle ylkseltgenmesi ve bir azot molekuli kaybetmesi ile benzen
sulfonik asit radikali meydana gelir. Bu radikalin hidrojen radikaliyle
birlesmesiyle de benzen silfonik asit olustugu (III) O&nerilmektedir. Bu
bozunma mekanizmasina gére zehirli aromatik aminler olusmamaktadir, bu

da cevre kirliliginin 6nlenmesinde oldukca faydalidir [76].
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Sekil 2.18.  Metil oranjin lakkaz varliginda dnerilen bozunma mekanizmasi
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Lakkazin substrat seciciliginden dolayi, lakkazla bazi azoboyalarin
parcalanmasi sinirlanmaktadir. Bu sorunun ¢ézulmesi icin, lakkaz/mediyator
sistemleri kullanilarak daha fazla tirde azo boyalarin renginin giderildigi, renk
giderme hizinin ve oraninin arttinldigi bildirilmektir [75]. Mediyatorler, genis
substrat alani olan lakkaz enzimlerini destekleyen ve elekiron transferini
gerceklestiren katalizér benzeri bilesiklerdir. Ancak tepkime sirasinda
tiketildikleri icin gercek katalizér degildirler [77]. Bu mediyatérler arasinda
ABTS, HBT (1-hidroksibenzotriyazol) siklikla kullaniimaktadir [73]. Bir
oksidorediktaz olan lakkaz mediyatdr olarak kullanilan ABTS’ yi yUkseltger
ve katyon radikali (ABTS™) olusur. Bu radikal bozunarak enzimatik
ylUkseltgenme Urlnlerini olusturabilir (Pyv). (ABTS™), boya molekillerini (D)
yUkseltger ve yikseltgenmis boya molekilleri kararsiz oldugu igin bozunma
artnleri meydana gelir (Pp). Lakkaz, boya ve mediyatorin yer aldigi renk
giderme mekanizmasi Sekil 2. 19’ da gdsterilmigtir.

P, P,

1 1

o’ E M b
.

O E M D

Sekil 2.19. Lakkazin mediyatér valiginda 6nerilen tepkime mekanizmasi

M = Mediyatér (ABTS), M*yiy = Mediyator yik (ABTS™)
D = Boya, D" yaky = Boyayyik
Pu= Mediyatériin bozunma Urtnleri, Pp= Boyanin bozunma drunleri

Bu calismada serbest lakkaz ve P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar
hidrojellerinde immobilize edilmis lakkaz bir azo boya olan metil oranjin

renginin giderilmesinde kullanildi.
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2.10. Lakkazin immobilizasyonu ve Renk Giderme ile ilgili Yapilan
Calismalar

1988 yilinda Leonowicz, A. ve arkadaslar yaptiklar calismalarinda,
Trametes versicolordan elde edilen lakkazi, 3-aminopropiltrietoksisilan
(APTES) ve glutaraldehit ile aktiflestirimis cam boncuklar (zerine kovalent
baglanma yéntemi ile immobilize etmigler ve immobilize enzimin 6

kullanimdan sonra aktifligini kaybetmedigini bulmuglardir [78].

1995 yilinda Rogalski, J. ve arkadaslari yaptiklari ¢alismalarinda, Phlebia
radiatadan elde edilen lakkazi kovalent baglanma ydntemi ile y—aminopropil-
trietoksisilanla aktiflestiriimis gbzenekli cam Gzerine immobilize etmiglerdir.
Enzim baglanma kapasitesini % 98 ve immobilize enzimin aktifligini %96
olarak bulmuslardir. immobilize enzim 4 °C’ da iki hafta sireyle
depolandidinda aktifligini %100 korudugunu belirtmislerdir [79].

1998 yilinda Luterek, J. ve arkadaslari yaptiklari ¢calismalarinda, Cerrena
unicolor dan elde edilen lakkazi silanlanmis gbzenekli cam boncuklar
Uzerine immobilize etmiglerdir. Bu g¢alismalarinda substrat olarak
siringaldazin kullanmiglardir. Enzim baglanma kapasitesini %94 olarak
bulmuglar ve immobilizasyonla optimum pH’ nin 5,5 den 5,7° ye kaydigini
belirlemislerdir. immobilize enzim 7 ay 4 °C’ de saklandiginda baslangic
aktifliginin %95’ ini, ayni kosullarda serbest enzimin baslangi¢ aktifliginin %
40’ in1 korudugunu bulmuslardir [80].

1999 yilinda D’Annibale, A. ve arkadaslari yaptiklari c¢alismalarinda,
Lentinula edodes’ ten elde edilen lakkazi glutaraldehit ile ¢apraz baglanma
ve adsorpsiyon ybéntemini kullanarak kitosan Uzerine immobilize etmisler,
substrat olarak DMP (2,6- dimetoksifenol) kullanmislardir. Optimum pH,
serbest ve immobilize enzim igin 4,0, optimum sicaklik sirasiyla 50 °C ve 60
°C, Km degerleri sirasiyla 77 pM ve 256 pM olarak bulmuslardir. Bu
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calismada zeytinyagi fabrikalarinda atik sulardaki fenollerin uzaklastiriimasi
Uzerine calismiglardir [81].

2000 yihinda Jolivalt, C. ve arkadaslari yaptiklari ¢alismalarinda, Trametes
versicolor'dan elde edilen lakkazi kovalent baglanma ydntemi ile modifiye
edilmis PVDF (polviniliden florid ) mikrofiltrasyon membran Uzerine
immobilize etmisler, bu islemi kirli sudaki fenil Ure pestisitini gidermek igin
uygulamiglardir [82].

2000 yilinda Hublik, G. and Schinner, F. yaptiklari ¢alismalarinda, Plerotus
ostreatus 'dan elde edilen lakkazi kovalent baglanma ydntemi ile Eupergit
lizerine immobilize etmislerdir. pH 5,8 ve 50 °C de, 40 mM fosfat
tamponunda siringaldazin substrati ile lakkazin maksimum yUkseltgenme hizi
gosterdigini tespit etmislerdir. Ayrica immobilize lakkaz 25 °C da 10 giin
boyunca depolandiginda baglangic akiifliginin - %2’ sini  kaybettigini
belirlemislerdir [83].

2000 yilinda D’Annibale, A. ve arkadaslarinin yaptiklari g¢alismalarinda,
Lentinula edodes’ ten elde edilen lakkazi Eupergite Uzerine adsorpsiyon
yontemi ile immobilize ederek kinetik parametreleri ve zeytinyadi
fabrikalarinin atik sulardaki fenol bilesikleri Uzerine etkilerini incelemiglerdir.
Serbest ve immobilize lakkazin K, sabitini substrat olarak DMP
kullandiklarinda sirasiyla 0,070 mM ve 0,014 mM, ABTS kullandiklarinda
sirastyla 0,150 mM ve 0,022 mM olarak bulmuglardir [84].

2000 yihnda Ruiz, A.l. ve arkadaslari yaptiklari calismalarinda, Trametes
versicolordan elde edilen lakkazi adsorpsiyon yontemiyle cam, silika jel,
naylon- 66 membran Uzerine immobilize etmislerdir. Enzimin dietil eter, etil
asetat ve metilen klorlr iginde akitifligini ve kararliigini belirlemislerdir.
Siringaldazin yiikseltgenme baslangi¢ hizinin, ¢6zicl ve destek materyaline
bagl olarak 245 kat arttigini gbézlemlemisler, naylon- 66 membrana

immobilize edilen lakkaz kullanarak en iyi sonuclara ulagmislardir [85].
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2000 yilinda Lante, A. ve arkadaslari yaptiklarn calismalarinda, Pyricularia
oryzae 'dan elde edilen lakkazi adsorpsiyon ydntemi ile polietersulfon
membrana immobilize etmiglerdir. Siringaldazin substratini  kullanarak
serbest ve immobilize enzim igin sirasiyla optimum pH y1 6,3 ve 6,6,
optimum sicakhgi ise sirasiyla 40 °%C ve immobilize enzim icin ise 35 °c
olarak bulmuslardir. Ayrica immobilize lakkazin atik sulardaki farkli fenol

threvlerini uzaklastirmasi tGzerine ¢calismiglardir. [86].

2001 yilinda Freire, R.S. ve arkadaglar yaptiklari ¢calismalarinda, Trametes
versicolor dan elde edilen lakkazi adsorpsiyon ve kovalent baglanma
ybntemi ile aktiflestiriimis karbon fiber mikro elektrotlar Gizerine immobilize
etmiglerdir. Substrat olarak katekol kullanmis ve optimum pH’ yi 5,0 olarak
bulmuslardir. 2 ay slresince immobilize lakkazin aktifligini korudugunu
belirlemislerdir [87].

2002 yilinda Al-Adhami, A.J.H. ve arkadaslari yaptiklari ¢alismalarinda, ¢
farkli beyaz cirikgtl mantardan (Trametes versicolor, Cerrena unicolor ve
Heterobasidion annosum), elde ettikleri lakkazi DEAE-Granocel 500, CM-
Granocel ve akrilik tasiyicilara kovalent baglanma ile immobilize etmislerdir.
Siringaldazin substrati kullanarak Cerrena unicolor’ dan elde edilen lakkazin
optimum pH’ sini 5,2, DEAE-Granocel Uzerine immobilize edilmis lakkazin
optimum pH’ sini 5,0 bulmuslardir. Optimum sicakligin serbest ve immobilize
lakkaz icin 40 °C ve 55 °C araliginda oldugunu bulmuslardir. immobilize
lakkazi 4 °C de 4 ay depoladiklarinda baslangic aktifliginin %98’ ini
korudugunu tespit etmislerdir [88].

2002 yihinda Yinghui, D. ve arkadaglar yaptiklarn calismalarinda, Panus
conchatus’ den elde edilen lakkazi N-N hidroksi sUksinimit'le aktiflestirilmis
capraz bagh karboksillenmis PVA (Polivinil alkol) Gzerine kovalent baglanma
ile immobilize etmislerdir. Substrat olarak ABTS kullanmiglar, immobilize
lakkaz igin optimum pH’ yi 3,2, sicakligi 40 °C ve depolama siiresini 12 saat

olarak bulmuslardir. immobilize lakkazin 10 kullanimdan sonra baslangig
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aktifliginin -~ %60’ n1, 17 kullanimdan sonra ise baslangi¢ aktifliginin %50’
sini korudugunu tespit etmislerdir [89].

2003 yilinda Zille, A. ve arkadaslan yaptiklari calismalarinda, Trametes
villosa’ dan elde edilen lakkazi silanlanmis alimina lzerine kovalent
baglanma yéntemi ile immobilize etmislerdir. Serbest ve immobilize lakkazla
endustriyel boya atiklarindan bir di-azo stlfonik boya olan Reactive Black 5
(RB5)’ in renginin giderilmesini incelemislerdir. 24 saat sonunda serbest
enzimle boya atiginin rengi % 80 giderilirken immobilize lakkazla % 93 renk
giderildigini bulmuslardir. immobilize lakkazla adsorpsiyonla da renk
giderildigini belirtmislerdir [90].

2003 yilinda Peralta-Zamora, P. ve arkadaslari yaptiklari caligmalarinda,
Trametes versicolordan elde edilen lakkazi, silika temelli, bazi destek
materyallerine kovalent baglanma ile immobilize etmislerdir. immobilize
enzimle cesitli boyar maddelerin (Remazol Brilliant Blue R, Remazol Black
B, Reactive Orange 122 ve Reactive Red 251) renk giderimi (zerine
calismalar yapmislardir. Serbest lakkazin mediyatérsiiz hic renk
gidermedigini, serbest ve immobilize lakkazin mediyatér (HBT) varhginda 30
dak sonunda boyalarin renklerini sirasiyla % 5 ile % 35 araliginda ve % 10 ile

% 52 aralidinda renk giderdigini bulmuslardir [74].

2004 yilinda Dodor, D.E. ve arkadaslari yaptiklari ¢caligmalarinda, Trametes
versicolor dan elde edilen lakkazi kaolinit Uzerine kovalent baglanma
ybntemiyle immobilize etmisler, immobilize enzim ic¢in optimum pH' yi1 4,5
olarak belirlemiglerdir. Serbest ve immobilize lakkaz igin optimum
sicakliklarin sirasiyla 40 °C ve 60 °C oldugunu bulmuslardir. 4 °C’ de 4 ay
depolandiginda serbest lakkazin baslangic¢ aktifliginin %90’ in1 kaybettigini,
immobilize lakkazin 4 °C’ de 90 giin depolanmasi sonucu ise baslangic
aktifliginde bir kayip olmadigini  belirlemiglerdir. Ayrica immobilize enzimle
PAHs (polisiklik aromatik hidro karbonlar; piren, benzopiren, benzoantrasen

gibi...) bilesiklerini uzaklastirma galismalari yapmislardir [91].
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2005 yilinda Araujo, J.H.B. ve arkadaglarinin yaptigi calismalarinda,
Pleurotus ostreatus, Botryosphaeria sp’ den elde edilen lakkazi ve
Aspergillus sp’ den elde edilen ticari lakkazi adsorpsiyon yontemi ile kitosan
Uzerine immobilize etmisler, ABTS ve DMP olarak iki substrat kullanarak
enzim aktifligini arastirmiglardir. immobilize lakkazi, beyaz sarapta

istenilmeyen fenolik bilesiklerin giderilmesi igin kullanmiglardir. [92].

2005 yilinda Jiang, D. ve arkadaslar yaptiklari caligsmalarinda, Pycnoporus
sanguineus’ dan elde edilen lakkazi, sUspansiyon ydntemi ile hazirlanan
kitosan mikrokurelerine adsorpsiyonla immobilize etmiglerdir. Serbest ve
immobilize lakkaz i¢in optimum pH' y1 3,0, K, degerlerini sirasiyla 0,037 mM
ve 0,171 mM olarak bulmuslardir [93].

2005 yihnda Radha, K.V. ve arkadaslari yaptiklari ¢alismalarinda,
Phanerochaete chrysosporium’dan elde edilen lakkazi Ca-aljinat boncuklara
hapsetme yéntemi ile immobilize etmislerdir. immobilize lakkaz yedi farkli
sentetik boyanin ( Acid Red, Methyl Orange, Methyl Violet, Acid Orange, Vat
Magenta, Methylene Blue, Congo Red) renginin giderilmesinde
kullanmiglardir. immobilize lakkazin Methyl Violet ve Acid Orange
boyalarinin renklerini %98 oraninda, Vat Magenta, Methylene Blue, Congo
Red ve Acid Red boyalarinin ( boya derisimi 20- 400 mg/L, pH 2-7, sicaklik
20 °C- 45 °C) renklerini %88 — %92 oraninda giderdigini tespit etmislerdir
[94].

2006 yilinda Yang, W.Y. ve arkadaslari yaptiklari ¢alismlarinda Rhus
vernicifera dan elde edilen lakkazi glutaraldehit ¢apraz baglayici ile suda
¢oziinen kitosan, kitosan mikrokireler ve Fe*™ gecis metali kelatlari {izerine
adsorpsiyon yéntemi ile immobilize etmislerdir. Serbest lakkaz ve suda
¢b6zlnen kitosan Uzerine immobilize lakkazin optimum sicakligini 45 °C ve
optimum pH degerini 8 olarak bulmuslardir. 4 °C’ de 3 ay depolandiginda,
Fe*? gecis metali kelatlari Gzerine immobilize lakkazin ve suda ¢6zlnen

kitosan Uzerine immobilize lakkazin baslangi¢c aktifliklerinin %10’ unu
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kaybettigi, mikro kdreler Uzerine immobilize edilen lakkazin ise baslangic
aktifliginin %15’ ini kaybettigini bulmuslardir. Ayrica 15 kullanimdan sonra
suda ¢bzunebilen kitosan Uzerine immobilize lakkazin baglangi¢ aktifliginin
%80 ini, Fe*® gecis metali kelatlari Gzerine immobilize edilen lakkazin

baslangi¢ aktifliginin ise %85’ ini korudugunu tespit etmiglerdir [95].

2006 yihinda Xiao, H. ve arkadaslari yaptiklari ¢alismalarinda, Pycnoporus
sanguineus’dan elde edilen lakkazi glutaraldehit capraz baglayicisi ile amin
sonlu nanokompozitler (CuTPAc)-FesO4 (bakir tetraamino ftalosiyanin)
Uzerine iki basamakl tepkime Uzerinden immobilize etmislerdir. Birinci
basamakta c¢apraz baglanma kosullarini ikinci basamakta ise enzimin
nanokompozitlere kovalent baglanmasi kosullarini incelemislerdir. Substrat
olarak ABTS kullandiklarinda optimum pH' yi 7, K, sabitini 2,38x10° mM
olarak bulmuslardir. Ayrica immobilize lakkazin 5 kez art arda kullanimindan
sonra baslangi¢ akitifliginin %80’ ini korudugunu tespit etmislerdir [96].

2006 yilinda Zawisza, |. ve arkadaslari yaptiklari calismalarinda, Cerrena
unicolor’ dan elde edilen lakkazi altin elektrotlar Uzerine biriktirilen
tetrametoksisilan(TMOS)’ dan elde edilen ince hidrofilik silika jelde
mikrokapsilleme yéntemi ile immobilize etmislerdir. immobilize lakkazin
sadece ABTS mediyatoérii varliginda aktif oldugunu tespit etmiglerdir.
immobilize lakkazin maksimum aktiflik gdsterdigi pH’ yi 4,2-5,2 araliginda,

sicakligi ise 40°C —50°C araliginda oldugunu bulmuslardir [97].

2006 yilinda Roy, J.J. ve Abraham,T.E. yaptiklari ¢calismalarinda, Trametes
versicolor’ dan elde edilen lakkazi amonyum persulfatla kristallendirip,
glutaraldehit capraz baglayicisi ile immobilize ederek capraz baglh enzim
kristalleri (CLEC) elde etmigler, CLEC’ in serbest lakkaza gore kararlihgini
incelmiglerdir. Substrat olarak ABTS kullandiklarinda optimum pH’ yI serbest
lakkaz igin 3,0, CLEC icin ise 5,5 olarak belirlemislerdir. Serbest ve
immobilize lakkaz i¢in K, sabitlerini sirasiyla 0,141 mM ve 0,859 mM olarak
bulmuslardir [98].
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2006 yilinda Hu, X. ve arkadaslari yaptiklari calismalarinda, Trametes
versicolor’ dan elde edilen lakkazi adsorpsiyon ve kovalent baglanma
yéntemi ile nanopartikiler (hegzagonal mezogdzenekli silika) ve kaolinit
Uzerine immobilize etmislerdir. Substrat olarak katekol kullanmislardir.
Lakkaz kaolinit Uzerine adsorpsiyon yontemi ile immobilize edildiginde
optimum sicakhg 50 °C, nanopartikill lzerine adsorpsiyon ydntemiyle
immobilize edildiginde optimum sicakligi 45 °C, kaolinit ve nanopartikill
Uzerine kovalent baglanma yodntemiyle immobilize edildiginde optimum
sicakhgi 45 °C olarak belirlemislerdir. Kaolinit (izerine adsorpsiyon ile
immobilize edilen lakkazin optimum pH’ sini 5,5, nanopartikil Uzerine
adsorpsiyon yéntemiyle immobilize edilen lakkazin pH’ sini 6,0, kaolinit ve
nanopartikl (Ozerine kovalent baglanma yéntemiyle immobilize edilen

lakkazin optimum pH’ sini 6,0 olarak bulmuslardir [99].

2007 yilinda Dominguez, A. ve arkadaglari yaptiklari caligmalarinda,
Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkazi, kalsiyum aljinat boncuklara
hapsetme ydntemi ile immobilize etmislerdir. Substrat olarak ABTS
kullandiklarinda optimum pH’ nin 4,5 - 5,0 civarinda oldugunu bulmuslardir
[100].

2007 yiinda Lu, L. ve arkadaslari yaptiklari ¢alismalarinda, endustriyel
lakkazi aljinat-kitosan mikrokapsdtillerine immobilize etmislerdir. ABTS
substratini  kullanarak optimum pHnin  2,6-6,2 araliginda oldugunu
belirlemislerdir. Serbest lakkaz icin optimum sicaklik 60 °C iken, immobilize
lakkaz icin optimum sicakhdi 65 °C olarak bulmuslardir. Serbest ve
immobilize lakkaz igin Kn, sabitlerini sirasiyla 0,068 mM ve 0,187 mM olarak
bulmuslardir. Ayrica lakkazi ile Alizarin Red boyasinin rengini giderilmesinde
kullanmislardir. Serbest lakkaz ile Alizarin Red boya ¢dzeltisinin (100 mg/L)
rengini mediyatér kullanilmadan giderilmedigini ancak 0,1 mM ABTS
eklendiginde ilk bir saatte serbest lakkaz icin %66, immobilize lakkaz igin ise
%35 renk giderimi saglandigini belirlemiglerdir [101].
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2007 yilinda Silva, C. ve arkadaslan yaptiklar calismalarinda, Trametes
hirsuta’ dan elde edilen lakkazi 6rilmUs poliamit 6,6 (naylon) liflerinde
glutaraldehit ile capraz baglayarak immobilize etmislerdir. Optimum
kosullarda (29 U/mL™" lakkaz, %10’ luk glutaraldehit ve pH 5,5) immobilize
lakkkazin termal kararliliginin serbest lakkaza gore % 18 daha ylksek

oldugunu belirlemislerdir [102].

2007 yilinda Couto, R.S. ve arkadaslari yaptiklar calismalarinda, Trametes
hirsutadan elde edilen lakkazi alimina pelletler Uzerine zit yUklU elektrolitler
yardimiyla adsorpsiyon yontemi ile lakkazin kararliigini arttirmak igin
immobilize etmiglerdir. Lakkazin alimina (zerine immobilize edilerek
olusturulan tabakalarda en dis katmandaki enzim aktifliginin 1. 2. 3.
tabakaya gbre daha disik oldugunu en iyi aktifligin ise 3. tabaka oldugunu
belirlemislerdir. Bu nedenle renk giderimi i¢in en uygun lakkaz kaplanmis
tabakanin 3. tabaka oldugunu belirtmigler, Methyl Green’ in rengini giderme
hizinin Remazol Brilliant B.” ye gore daha yuksek oldugunu bulmuslardir
[103].

2007 yihinda Bryjak, J. ve arkadaslar yaptiklari ¢alismalarinda Cerrena
unicolor’ dan elde edilen lakkazi kovalent baglanma ydntemi ile butil akrilat —
etilen glikol dimetakrilat kopolimeri Uzerine immobilize etmislerdir. Optimum
sicaklig serbest lakkaz icin 58 °C, immobilize lakkaz igin ise 30 °C ve 40 °C
olmak Uzere iki deder gdzlemlemislerdir. Serbest ve immobilize lakkaz igin
optimum pH degerlerini 5,0-6,5 araliginda oldugunu bulmuslardir. Ayrica
serbest lakkazin ve immobilize lakkazin 30 °C ve 60 °C’ de termal
inaktivasyonunu incelemislerdir. Serbest lakkaz 30 °C’ de 3 giin tampon
icinde saklandiginda baglangi¢ aktifliginin %50’ sini kaybettigini ancak
immobilize lakkazin aktifliginde bir kayip olmadigini gdézlemlemiglerdir.
Serbest lakkaz 60 'C’ de 21 saat tampon icinde saklandiginda aktifliginin
tamamen kaybettigini ancak immobilize lakkazin ise baglangi¢ akitifliginin
%60’ 1n1 korudugu sonucuna ulagsmiglardir. Serbest ve immobilize lakkaz icin

Km degerlerini sirasiyla 0,183 mM ve 0,059 mM olarak bulmusglardir [104].
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2007 yilinda Champagne, P.-P. ve Ramsay, J.A. yaptiklan calismalarinda
Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkazi kovalent baglanma ile silika
boncuklar Uzerine immobilize ederek Reactive Blue 19 boyasinin renk
gideriminde kullanmiglardir. 6 saat sonunda %70 oraninda renk giderimi

oldugunu tespit etmiglerdir [105].

2008 yilinda Kunamneni, A. ve arkadaslari Myceliophthora thermophila’ dan
elde edilen lakkazi kovalent baglanma yobntemi ile epoksi gruplari
aktiflestiriimis polimetakrilat bazh polimerlere (Sepabeads EC-EP3 ve
Dilbeads NK) immobilize etmiglerdir. Iimmobilize lakkaz alti sentetik boyanin
(Reactive Black 5, Acid Blue 25, Methyl Orange, Remazol Brillant Blue B.,
Methyl Green ve Acid Green 27) renklerinin gideriimesinde kullaniimigtir.
Sepabeads EC-EP3 (zerine immobilize edilen lakkazi kapali yatak
reaktérinde 5 kullanim sonunda methyl green boya ¢dzeltisinin (0,02 w/v)
rengini %41 oraninda giderdigini tespit etmislerdir. Ayrica immobilize
lakkazin, 6 saat inklbasyon sonunda HBT kullanilmadan methyl orange
boyasinin rengini % 61, HBT varliginda ise 6 saat sonunda %82 oraninda

renk giderdigini bulmusglardir [73].

2008 yilinda Georgieva, S. ve arkadaslari yaptiklari calismalarinda, Rhus
vernicifera’ dan elde edilen lakkazi kromik asitle kimyasal olarak modifiye
edilmis polipropilen membran (zerine kovalent baglamayla immobilize
etmislerdir. Substrat olarak fenol kullandiklarinda serbest ve immobilize
lakkaz igin optimum pH’ y1 7,5, optimum sicakligi serbest ve immobilize
lakkaz icin sirasiyla 40 °C ve 50 °C olarak bulmuslardir. Serbest ve
immobilize lakkazi 60 °C’ da 150 dak. inkiibe etmisler ve bu siire sonunda
serbest ve immobilize lakkazin baglangi¢ aktifliklerinin sirasiyla % 15,7 ve %
41,8’ ini korudugunu tespit etmislerdir [106].

2008 yilinda Rekuc, A. ve arkadaslar yaptiklari ¢alismalarinda, Cerrena
unicolor’ dan elde edilen lakkazi adsorpsiyon ve kovalent baglanma

ybntemiyle selliloz-bazli Granocel tasiyiciya immobilize etmislerdir. Matriksi
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glutaraldehit ile aktiflestirdiklerinde 1 ay siireyle 4 °C’ de depolandiinda
baslangi¢ akitifliginin % 79’ unu, divinilsilfonla aktiflestirdiklerinde baslangic
aktifliginin % 81,8’ ini korudugunu bulmusglardir [107].
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Aletler

Lakkaz : (Trametes Versicolor (E.C. 1.10.3.2), 27,5 U/mg) Fluka (Almanya)

firmasindan temin edildi.

Siringaldazin (4-Hidroksi-3,5-dimetoksibenzaldehit azin): (C1gH20N20g: 360,3
g/mol) Sigma (Almanya) firmasindan temin edildi.

H,C CH,
\o D/
H
HO C=N—N=C(
H
0 0
/s AN
H,C CH,

Sodyum aljinat : (Orta viskozitede 22,000 cP (% 2 (25 °C)) Sigma
(Almanya) firmasindan temin edildi.

OH }{
H NaOOC_ ¢ o
0
NaOOC_ ¢ 0 0 OHO ",
HO
Naooc~ H
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K-karragenan : (5-25 m Pa.s ( % 0,3 (25 °C)) Fluka (Almanya) firmasindan
temin edildi.

Akrilamit : (C3HsNO : 71,08 g/mol) Merck (Almanya,) firmasindan temin
edildi.

O

[

CH/=CH—C—NH,

Krotonik asit : (trans-2-blitenoik asit C4HeO2 : 86,09) Sigma (Almanya)
firmasindan temin edildi.
CH3 CH=CH CO.H

Sitrakonik asit : (2-metil-2-bitendioikasit CsHeO4 : 130,10) Aldrich (Almanya)
firmasindan temin edildi.
CH;3 C(CO2H)=CH CO2H

N,N’- Metilen bisakrilamit : (C7H10O2N2 : 154,2 g/mol) Aldrich (Almanya)

firmasindan temin edildi.

i .

CH,
|-

CH—C—NH—CH;—NH—C —CH
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Amonyum persiilfat : ( (NH4)2S:,0s : 228,2 g/mol ) BDH (ingiltere)
firmasindan temin edildi.
I [
"NH;O — S—0— 0 — S— O NH,*
O O

N,N,N’,N’- Tetrametiletilendiamin (TEMED) : (Ce¢HisN2 : 116,2 g/mol) Fluka
(Almanya) firmasindan temin edildi.

CHs3

T
H3C\ /
N C
e TN
H H

CHs

2,2-Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) diamonyum tuzu (ABTS)
(C18H24N406S4 : 548.68 g/mol) Sigma (Almanya) firmasindan temin edildi.

i
+

4

HaC—,

N
0,8 s ,N%;@\
NH4+\©[N>:N s SO
NH

\\CHg
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Metil oranj : (dimetilaminoazobenzen-4'-silfonik asit sodyum tuzu
C14H14N3NaO3S : 327.33 g/mol, C.I. : 13025) Fisher (Amerika) firmasindan
temin edildi.

0
:ﬁ“D

Sl N s S{“D-w

Sitrik asit : (CeHgO7.H20 : 210,14 g/mol) Aldrich (ingiltere) firmasindan temin
edildi.

Fosforik asit : (H3PO4 : 98,9 g/mol, d = 1,71 kg/L) Riedel de Haen (Almanya)

firmasindan temin edildi.

Sodyum hidroksit : (NaOH : 40,0 g/mol) Merck (Almanya) firmasindan temin
edildi.

Etil alkol (Mutlak) : (C,HsOH: 46,06 g/mol) Riedel-de Haen (Almanya)
firmasindan temin edildi.

Sodyum asetat trihidrat : (NaCHzCOO3.H,O : 136,08 g/mol) CarloErba
Ragend (italya) firmasindan temin edildi.

Asetik asit : (CH3COOH : 60,05 g/mol) Riedel de Haen (Almanya)
firmasindan temin edildi.

Calkalamali su banyosu : Memmert WNB 7-45 (Schwabach, Almanya).

UV-gérunir bélge spektrofotometresi : Shimadzu PharmaSpec 1700 (Tokyo,
Japan).
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3.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.2.1. Sitrat tamponu

2,104 g sitrik asit deiyonize suda ¢dzildli ve hacmi 250 mL ye tamamlandi. 2
M sodyum hidroksit kullanilarak, ¢ézeltinin pH’ si 5,3 olarak ayarlandi (0,04
M pH: 5,3).

3.2.2. Sodyum hidroksit Cozeltisi

8,0 g sodyum hidroksit deiyonize suda c¢6zildd, hacmi 100 mL’ ye
tamamlandi (2 M).

3.2.3. Fosfat tamponu

0,27 mL Fosforik asit deiyonize suda c¢o6zlilerek hacmi 100 mL’ ye
tamamlandi. 2 M sodyum hidroksit kullanilarak pH’si 6,5 olarak ayarlandi
(0,04M, pH: 6,5).

3.2.4. Siringaldazin ¢ézeltisi

0,0090 g siringaldazin mutlak etil alkolde ¢6zuldi, hacmi 50 mL’ ye
tamamlandi (0,5 mM).

3.2.5. Lakkaz c¢ozeltisi
0,0100 g lakkaz enzimi alinarak fosfat tamponu ile hacmi 100 mL’ ye

tamamlandi. Hazirlanan enzim ¢6zeltisinden 1 mL alinarak fosfat tamponu ile

hacmi 10 mL ye tamamlandi (0,01 mg/mL).
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3.2.6. Sodyum asetat tamponu

4,8 g sodyum asetattrihidrat ve 3,6 mL asetik asit alinarak deiyonize suda
¢6zUlip hacmi 1 L’ ye tamamlandi. 2,0 M NaOH ile pH’sI 4,5 olarak ayarlandi
(0,04 M, pH: 4,5).

3.2.7. Metil oranj ¢ozeltisi

3,0x10° M lik metil oranj ¢dzeltisi sodyum asetat tamponunda (0,1M, pH :
4,5) hazirlandi.

3.2.8. ABTS cozeltisi

0,0014 g ABTS deiyonize su da ¢dzillerek hacmi 25 mL’ ye tamamland. 4 °C
de buz iginde saklandi (0,1mM).

3.3. Siringaldazin Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Siringaldazin kalibrasyon egrisini hazirlamak amaciyla farkli derigsimlerde
(0,100mM, 0,075mM, 0,050mM, 0,025mM) siringaldazin c¢ozeltileri
hazirlanarak, tepkime balonuna 9 mL sitrat tamponu (0,04 M, pH: 5,3) ve
farkli derisimlerde hazirlanan 1 mL siringaldazin ¢dzeltisi eklendi. Cozeltilere
0,1 mL lakkaz enzimi (0,01mg/mL) ilave edilerek tepkime balonlari 10 dakika
25 C° daki calkalamali su banyosunda tutuldu ve 12. dakikada UV-gérin(r
bblge spektrofotometresi (Shimadzu PharmaSpec 1700) kullanilarak 530 nm
dalga boyunda absorbanslari okundu. Siringaldazin  ¢dzeltilerinin
derigimlerine karsilik gelen absorbans degerleri Cizelge 3.1'de grafige
gecirilerek kalibrasyon grafigi hazirlandi.



Cizelge 3.1 Siringaldazin derigimi ile absorbansin degigimi
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Siringaldazin derigimi Absorbans
(x10° mM) degisimi(AAsao)
0,0 0,000
2,5 0,074
5,0 0,170
7,5 0,250
10,0 0,318
0,4 -
0,3 |
g 021
< <,
0,1 |
0 T T T T 1
0 4 6 8 10 12
Siringaldazin derisimi (x10° mM)

Sekil 3.1. Siringaldazin kalibrasyon egrisi
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3.4. Enzim immobilizasyonu

Lakkaz enzimi P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/Alj P(AAmM-
CA)/K-kar, yari icice gecmis ag yapili hidrojellerinde hapsetme yéntemi ile

immobilize edildi.

3.4.1. Poli(akrilamit-krotonik asit)/'sodyum aljinat hidrojelinde enzim
immobilizasyonu

0,025 g sodyum aljinat 12 mL fosfat tamponunda (0,04 M, pH: 6,5) bir
beher icinde manyetik karistirici ile karigtirilarak ¢ézildi. Tamamen
¢6zinme saglandiktan sonra 0,025 g lakkaz enzimi ilave edildi ve homojen
olana kadar karistirildi. 0,75 g akrilamit ve 0,25 g krotonik asit ilave edilerek
karistirma islemine devam edildi. Karisimin Gzerine sirasiyla ¢apraz baglayici
olarak 0,0375g N,N’- metilen bisakrilamit, bagaltici olarak ise 0,02 g
amonyum persulfat ilave edildi ve  ¢bzinene kadar karigtirildi. Homojen
karisim elde edildiginde 0,125 mL TEMED eklendi. Cdzelti bir ka¢ saniye
karigtirildiktan sonra etanol ile yikanmis pipetlere dékaldi. 15 dakika iginde
oda sicakliginda jellesen immobilize enzim esit boyutlarda kesilerek 4 °C’ da
buzdolabinda saklandi.

3.4.2. Poli(akrilamit-krotonik asit)/K-karragenan hidrojelinde enzim

immobilizasyonu

0,025 g K-karragenan 12 mL fosfat tamponunuda (0,04 M, pH: 6,5,) bir beher
icinde manyetik karistirici ile karistirlarak ¢6zuldd. Tamamen ¢bézinme
saglandiktan sonra 0,025 g lakkaz enzimi ilave edildi ve homojen olana kadar
kangtirildi. 0,75 g akrilamit ve 0,25 g krotonik asit ilave edilerek karistirma
islemine devam edildi. Karigsim Gzerine sirasiyla capraz baglayici olarak
0,0375 g N,N’- metilen bisakrilamit, baglatici olarak ise 0,02 g amonyum
persilfat ilave edildi ve ¢bzinene kadar karistirildi. Homojen karisim elde
edildiginde 0,125 mL TEMED eklendi. Cdzelti birkag saniye karistirildiktan
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sonra etanol ile yikanmis pipetlere doékuildi. 15 dakika icinde jellesen
immobilize enzim esit boyutlarda kesilerek 4 °C’ da buzdolabinda saklandi.

3.4.3. Poli(akrilamit-sitrakonik asit)/sodyum aljinat hidrojelinde enzim

immobilizasyonu

0,025 g sodyum aljinat 12 mL fosfat tamponunuda (0,04 M, pH: 6,5 M) bir
beher icinde manyetik karistirict ile karnigtirilarak  ¢6zildi. Tamamen
¢6zinme saglandiktan sonra 0,025 g lakkaz enzimi ilave edildi ve homojen
olana kadar karistirildi. 0,75 g akrilamit ve 0,25 g krotonik asit ilave edilerek
karistirma islemine devam edildi. Karisim Uzerine sirasiyla ¢apraz baglayici
olarak 0,0375 g N,N’- metilen bisakrilamit, bagslatici olarak ise 0,02 g
amonyum persulfat ilave edildi ve  ¢bzinene kadar karigtirildi. Homojen
karisim elde edildiginde 0,240 mL TEMED eklendi. Cézelti birkag saniye
karigtirildiktan sonra etanol ile yikanmis pipetlere dékuldi. 15 dakika iginde
jellesen immobilize enzim esit boyutlarda kesilerek 4 °C’ da buzdolabinda

saklandi.

3.4.4. Poli(akrilamit-sitrakonikasit)/K-karragenan hidrojelinde enzim

immobilizasyonu

0,025 g K-karragenan 12 mL fosfat tamponunuda (0,04 M, pH: 6,5 M) bir
beher icinde manyetik karigtirici ile karigtirilarak  ¢6z0ldi. Tamamen
¢6zinme saglandiktan sonra 0,025 g lakkaz enzimi ilave edildi ve homojen
olana kadar karigtirildi. 0,75 g akrilamit ve 0,25 g sitrakonik asit ilave edilerek
karistirma islemine devam edildi. Karisim Uzerine sirasiyla ¢apraz baglayici
olarak 0,0375 g N,N’- metilen bisakrilamit, baslatici olarak ise 0,02 g
amonyum persilfat ilave edildi ve  ¢bzinene kadar karistirildi. Homojen
karisim elde edildiginde 0,220 mL TEMED eklendi. Cozelti birkagc saniye
karigtirildiktan sonra etanol ile yikanmis pipetlere dékuldd. 15 dakika iginde
jellesen immobilize enzim esit boyutlarda kesilerek 4 °C’ da buzdolabinda

saklandi.
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3.5. Aktiflik Tayini
3.5.1. Serbest enzimin aktiflik tayini

Serbest lakkazin aktiflik tayini Leonowicz ve Grzywnowicz tarafindan verilen
yonteme goére yapildi [108]. Aktiflik tayininde 9 mL sitrat tamponu (0,04 M,
pH: 5,3) Gzerine 1 mL siringaldazin ¢ézeltisi (0,1 mM) ve 0,1 mL lakkaz
cOzeltisi (0,01 mg/mL) eklenerek tepkime baslatildi. Cozelti calkalamali su
banyosunda 25 °C’ da 10 dakika calkalandi ve 12. dakikada 530 nm de
absorbans degeri Ol¢lldi. Tepkime hizi, 6lgllen absorbans degerleri ve
siringaldazin kalibrasyon egrisinin egiminden (AAsz/Ac) vyararlanilarak

asagidaki bagintiya gére hesaplandi.

Bu esitlikte AC, mM olarak siringaldazin derisimindeki degisimi AAszg (Ao-Ay)
absorbanstaki, At zamandaki degisimi gdsterir. Bir Unite lakkaz 25 °C’ da ve
pH 5,3’ de 1 mM benzendioll (siringaldazin) kinona ¢eviren enzim miktaridir.
Butin aktiflik tayinlerinde deneyler iki kere yapilarak dlgimler iki kere okundu

ve ortalamalari alind.
3.5.2. immobilize enzimin aktiflik tayini

immobilize lakkazin aktiflik tayini icin 0,05 g (P(AAm-CrA )/Alj), (P(AAm-
CrA)/K-kar) hidrojellerinde  immobilize edilen lakkaz enzimi Uzerine 9 mL
sitrat tamponu (0,04 M, pH: 5,3), 1 mL siringaldazin ¢ozeltisi (0,1 mM)
eklendi. Karisim calkalamali su banyosunda 25 °C’ da 10 dakika calkalandi
ve 12. dakikada absorbans degerleri élcildi. P(AAm-CA)/Alj), P(AAm-
CA)/K-kar hidrojellerinde immobilize edilen lakkaz enzimi Uzerine ayni
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islemler yapilarak tam olarak renklenmenin gdézlenebilmesi icin 30 dakika
calkalandi 32. dakikada absorbans degerleri 6lciildi. Olglilen absorbans
degerlerinden aktiflikler BoIim 3.5.1° de anlatildigi gibi hesaplandi.

3.6. Enzim Aktifligine pH Etkisi
3.6.1. Serbest enzim aktifligine pH etkisi

Serbest lakkazin 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) fosfat tamponlari hazirlandi. Her bir
pH’ da aktiflik B6lim 3.5.1 * de anlatilan yénteme gore tayin edildi. Tepkime
stiresince, sicaklik (25 °C) ve siringaldazin derisimi (0,1 mM) sabit tutuldu.

3.6.2. immobilize enzim aktifligine pH etkisi

immobilize lakkazin aktifligine pH’ nin etkisini incelemek amaciyla 0,05 g
P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/Alj, P(AAm-CA)/K-kar
hidrojellerinde immobilize lakkaz enzimleri ve farkli pH’ larda (3,0; 4,0; 4,5;
5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0) fosfat tamponlari hazirlanarak, her bir pH’ da aktiflik
tayini Bélum 3.5.2 'de anlatilan yénteme goére yapildi. Tepkime siresince,
sicaklik (25 °C) ve siringaldazin derisimi (0,1 mM) sabit tutuldu.

3.7. Enzim Aktifligine Sicakhgin Etkisi

Serbest enzimin aktifligine sicakligin etkisi
Serbest lakkazin aktifligine sicakhgin etkisi farkh sicakliklarda ( 25 °c, 30 °C,
35 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C, 65 °C, 70 °C) arastirildi. Her bir

sicaklk igin aktiflik tayini Bélum 3.5.1° de anlatilan yénteme gbére yapildi.

Tepkime suresince, pH (5,3) ve siringaldazin derigimi (0,1 mM) sabit tutuldu.
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3.7.2. immobilize enzimin aktifligine sicakhigin etkisi

immobilize lakkazin aktifligine sicakh@in etkisini incelemek amaciyla 0,05 g
P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/Alj, P(AAm-CA)/K-kar
hidrojellerinde immobilize lakkaz enzimleri hazirlanarak farkl sicakliklarda
(25 °C, 30°C, 35°C, 40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60°C, 65 °C, 70 °C) aktiflik
tayini Bolim 3.5.2° de anlatilan yénteme gére yapildi. Tepkime siresince, pH
(5,3) ve siringaldazin derigimi (0,1 mM) sabit tutuldu.

3.8. Enzim Aktifligine Substrat Derigsiminin Etkisi
3.8.1. Serbest enzimin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Serbest lakkazin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek igin 4 farkli
derisimde (0,0250 mM, 0,0500 mM, 0,0750 mM, 0,1000 mM) siringaldazin
¢Ozeltileri hazirlanarak, enzim aktiflik tayini B6lim 3.5.1.de anlatilan yonteme
gbre yapildi. Tepkime suresince pH (5,3), lakkaz derisimi (0,01 mg/mL) ve
sicaklik (25 °C) sabit tutuldu.

3.8.2. immobilize enzim aktifligine substrat derigiminin etkisi

immobilize lakkazin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek icin 0,05
g P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/Alj, P(AAm-CA)/K-kar
hidrojellerinde immobilize lakkaz enzimleri ve 5 farkl derisimde (0,0125,
0,025 mM, 0,050 mM, 0,075 mM, 0,100 mM) siringaldazin ¢ozeltisi
hazirlanarak, enzim akitiflik tayini Bélim 3.5.2° de anlatilan yonteme gobre
yapildi. Tepkime siiresince, pH (5,3) ve sicaklik (25 °C) sabit tutuldu.
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3.9. Enzim Aktifligine Depolama Siiresinin Etkisi
3.9.1. Serbest lakkazin aktifligine depolama stiresinin etkisi

Serbest lakkazin aktifligine depolama suresinin etkisini incelemek igin 0,04
M, pH: 6,5 fosfat tamponunda, 0,01 mg/mL derisiminde lakkaz ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu ¢zelti buzdolabinda 4 °C da saklandi ve bu g¢dzeltiden belirli
aralhklarla (0.,3., 9., 15., 20., 28., 35., 39, 42., 52., 58., 65., 70. gin) 0,1 mL
ornek alinarak Bolum 3.5.1" de anlatilan yonteme goére aktiflik tayini yapildi.
Tepkime suresince, pH (5,3), siringaldazin derisimi (0,1 mM) ve sicaklk (25
%C) sabit tutuldu.

3.9.2. immobilize enzim aktifligine depolama siiresinin etkisi

immobilize lakkazin aktifligine depolama siresinin etkisini incelemek
amaciyla hazirlanan P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/Alj
P(AAm-CA)/K-kar hidrojellerinde immobilize lakkazlar buzdolabinda 4 °C da
saklandi. Bu hidrojellerden belirli araliklarla (0.,7., 14., 21., 28., 35., 42., 49.,
56., 63, 70. gun) 0,05 g 6rnek alinarak Bolim 3.5.2'de anlatilan yénteme
gbre aktiflik tayini yapildi. Tepkime slresince, pH (5,3), siringaldazin derisimi
(0,1 mM) ve sicaklik (25 °C) sabit tutuldu.

3.10. immobilize Enzim Aktifliginin Kullanim Sayisi ile Degisimi

immobilize lakkazin tekrar kullanilabilirligini incelemek icin immobilize
lakkazlar 1 glinde 10 kez tekrar kullanildi. Bu amagla 0,05 g P(AAm-CrA)/Alj,
P(AAm-CrA)/K-kar, = P(AAm-CA)/Alj, P(AAm-CA)/K-kar  hidrojellerinde
immobilize lakkaz alinarak B6lim 3.5.2° de anlatilan yénteme gére aktiflik
tayini yapildi. Tepkime siresince, pH (5,3), siringaldazin derisimi (0,1 mM) ve
sicaklik (25 °C) sabit tutuldu.
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3.11. Hidrojellerin Sigme Degerlerinin Zamanla Degisiminin incelenmesi

P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/Alj, P(AAm-CA)/K-kar
hidrojellerinin sisme degerlerinin zamanla degisimi 25 °C’ da pH 5,3 de
sitrat tamponunda 24 saat sureyle incelendi. Belirli zaman araliklarinda
ortamdan alinan hidrojeller, ylzeyleri hafif bir sekilde kagitla kurulanarak
tartildi (Wy) ve tekrar sisme ortamina koyuldu. Bu isleme hidrojeller denge
sisme degerine ulasincaya kadar devam edildi ve hidrojellerin kutlelerindeki
degisimler kaydedildi. Her bir hidrojelin % sisme degeri Esitlik 3.2 yardimiyla
hesaplandi.

WW - WO
% Sigme= x 100 (3.2)
W,

W, : Sisirilmis hidrojel kitlesi
W, : Kuru hidrojel kitlesi

3.12. immobilize Lakkazin Termal inaktivasyonu

0,05 g P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/Alj, P(AAm-CA)/K-
kar hidrojellerinde immobilize edilen lakkazin termal inaktivasyonunu
incelemek amaciyla, iki farkli sicaklikta (30 °C ve 50 °C) ve farkli zaman
araliklarinda (15-75 dak) inkibe edilen immobilize lakkazlarin aktiflikleri
Bélim 3.5.2" de anlatildigi gibi tayin edildi. Tepkime siresince, pH (5,3) ve
siringaldazin derigimi (0,1 mM) sabit tutuldu.

Birinci dereceden inaktivasyon sabitleri, ki asagidaki esitlikler yardimiyla
hesaplandi.
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dA
- =ki XA (3.3)
d
InAi=InAg-kix t (3.4)

Bu esitliklerde, A baslangi¢ aktiflik degerini, A; t slire sonraki aktiflik degerini

belirtir.
3. 13. Enzimatik Renk Giderme
3.13.1. Serbest lakkaz ile metil oranjin renginin giderilmesi

54 ml metil oranj ¢dzeltisine (3,0x10° M) 6 mL lakkaz cozeltisi, SL, (0,4
mg/mL) eklenerek manyetik karistiricida diisiik hizda 30 °C’ da inkiibe edildi.
0., 15., 30., 45., 60. dakikalarda ve sonra birer saat araliklarla 6 saat
boyunca tepkime ortamindan Ornekler alinarak UV-goérinir bdlge

spektrofotometresinde 466 nm de absorbans dederi 6l¢uldu.

Metil oranjin renginin gideriimesinde ABTS mediyatérintn (0,1mM) etkisini
incelemek amaciyla 51 mL metil oranj ¢dzeltisine (3,2x10° M), 6 mL lakkaz
cozeltisi ve 3 mL ABTS co6zeltisi eklenerek manyetik karistiricida disik
hizda 30 °C da inkiibe edildi. 0., 15., 30., 45., 60. dakikalarda ve sonra birer
saat araliklarla 6 saat boyunca tepkime ortamindan, SL+ABTS, &rnekler
alinarak UV- gorundr bolge spektrofotometresinde 466 nm de absorbans
degeri 6lguldu.

Serbest lakkazin metil oranjin renk giderme ylzdeleri asagidaki esitlik
yardimiyla hesaplandi.
% Renk Giderme =[ (Ao - Ay) / Ao ] x 100 (8.5)

Ay : t= 0 anindaki absorbans degeri
A t=tanindaki absorbans degeri
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Kontrol deneyleri icin denatlire lakkaz, DSL, kullanildi.  Lakkaz
denatiirasyonu icin 10 mL lakkaz ¢dzeltisi bir balona alinarak 100 °C’ da su
banyosunda 30 dak boyunca denatlre edildi. Denatlre lakkaz icin de renk

giderme deneyi yapildi.
3.13.2. immobilize lakkaz ile metil oranjin renginin giderilmesi

54 ml metil oranj ¢ozeltisine (3,0x10'5 M) 0,6 g immobilize poli(akrilamit-
krotonik asit)/sodyum aljinat, P(AAm-CrA)/Alj-L, immobilize poli(akrilamit-
krotonik asit)/K-karragenan, P(AAm-CrA)/K-kar manyetik karistiricida duguk
hizda 30 °C da inkiibe edildi. 0., 15., 30., 45., 60. dakikalarda ve sonra birer
saat araliklarla 6 saat boyunca tepkime ortamindan érnekler alinarak UV-

gbranar bolge spektrofotometresinde 466 nm de absorbans degeri dlculdl.

Metil oranjin renginin gideriimesinde ABTS mediyatoriinin (0,1 mM) etkisini
incelemek amaciyla, 51 mL metil oranj cdzeltisine (3,2x10° M), 0,6 g
immobilize lakkaz ve 3 mL ABTS c¢ozeltisi eklenerek manyetik karistiricida
distk hizda 30 °C’ da inkiibe edildi. 0., 15., 30., 45., 60. dakikalarda ve
sonra birer saat araliklarla 6 saat boyunca tepkime ortamindan P(AAm-
CrA)/Alj-L+ABTS, P(AAm-CrA)/K-kar-L+ABTS o6rnekler alinarak UV-géranir
bdlge spektrofotometresinde 466 nm de absorbans degeri 6l¢lldl.

Kontrol deneyleri igin denatire immobilize lakkaz, P(AAm-CrA)/Alj-
DL+ABTS, P(AAm-CrA)/K-kar-DL+ABTS kullanildi. 0,6 g immobilize lakkaz
alinarak {zerine 10 mL asetat tamponu konuldu ve 100 °C’ da su
banyosunda 30 dak boyunca denatlre edildi. Denatlire immobilize lakkaz

icin de renk giderme deneyi yapildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Serbest Enzim Aktifligine pH’ nin Etkisi

Serbest lakkaz aktifligine pH’ nin etkisini incelemek amaciyla Bélim 3.5.1’ de
anlatildig1 gibi deneyler yapildi, elde edilen absorbans degdisimleri ve aktiflik
degerleri Cizelge 4.1’ de verildi. Serbest lakkaz igin optimum pH 5,0 olarak

bulundu ve maksimum aktifligin pH ile degisimi Sekil 4.1’ de gbsterildi.

Cizelge 4.1. Serbest lakkaz enzimi aktifligine pH’ nin etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum

pH degisimi (x10™*mM.dak™) aktiflik

(AAs30) (%)
3,0 0,015 0,38 3
4,0 0,239 6,13 43
4,5 0,401 10,28 71
5,0 0,561 14,39 100
5,5 0,436 11,18 78
6,0 0,136 3,48 24
6,5 0,007 0,23 2
7,0 0,002 0,15 1
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120 -
100 -
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Sekil 4.1. Serbest lakkaz enziminin maksimum aktifliginin pH ile degisimi

Literatirde mensei farkli olan lakkaz ve farkli substratlar kullanildiginda
optimum pH’ nin 5,0-6,3 arasinda degistigi belirtilmistir [86,88]. Literatlirde,
Pycnoporus sanguineus’ dan elde edilen lakkazin optimum pH’ siI substrat
olarak ABTS kullanildiginda 3,0, siringaldazin kullanildiginda 5,0 olarak

bulunmustur [77] .

4.2. immobilize Enzim Aktifligine pH’ nin Etkisi

4.2.1. Poli(akrilamit-krotonik asit)/'sodyum aljinat hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz aktifligine pH’ nin etkisi

P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enziminin aktifligine
pH’ nin etkisini incelemek amaciyla Boélim 3.5.2° de anlatildigi gibi deneyler
yapildi, elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.2’ de
verildi. P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enzimi igin
optimum pH 5,5 olarak bulundu ve maksimum aktifliginin pH ile degisimi
Sekil 4.2° de gosterildi.
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Gizelge 4.2. P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine

pH’ nin etkisi
Absorbans Aktiflik Maksimum
pH degisimi (x10™*mM.dak™) aktiflik
(AAs30) (%)
3,0 0,037 0,94 4
4.0 0,656 16,83 66
4.5 0,815 20,91 82
5,0 0,970 24.88 98
5,5 0,988 25,33 100
6,0 0,613 15,72 62
6,5 0,255 6,54 25
7,0 0,069 1,77 7
120 -
100 -
S
= 80 -
3
e 60 -
g
2 40~
[+
=
20 -
0 ¢
3 4 5 7
pH

Sekil 4.2. P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enziminin

maksimum aktifliginin pH ile degigimi
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4.2.2. Poli(akrilamit-krotonik asit)/K-karragenan hidrojelinde immobilize
edilen lakkaz aktifligine pH’ nin etkisi

P(AAm-CrA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enziminin aktifligine
pH’ nin etkisini incelemek amaciyla Bélim 3.5.2" de anlatildigi gibi deneyler
yapildi, elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.3’ de
verildi. P(AAm-CrA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enzimi igin
optimum pH 5,5 olarak bulundu ve maksimum aktifliginin pH ile degisimi
Sekil 4.3 ’ de gosterildi.

Cizelge 4.3. P(AAm-CrA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz
aktifligine pH’ nin etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum

pH degisimi (x10™* mM.dak™) aktiflik

(AAs30) (%)
3,0 0,085 2,18 10
4,0 0,386 9,90 44
4,5 0,676 17,34 78
5,0 0,806 20,68 93
5,5 0,865 22,19 100
6,0 0,530 13,60 61
6,5 0,105 2,69 12
7,0 0,015 0,38 2
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Sekil 4.3. P(AAmM-CrA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkazenziminin
maksimum aktifliginin pH ile degisimi

4.2.3. Poli(akrilamit-sitrakonik asit)/sodyum aljinat hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz aktifligine pH’ nin etkisi

P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enziminin aktifligine pH’
nin etkisini incelemek amaciyla BO6lim 3.5.2° de anlatildidi gibi deneyler
yapildi, elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.4° de
verildi. P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enzimi igin
optimum pH 5,0 olarak bulundu ve maksimum aktifliginin pH ile degisimi
Sekil 4.4 ° de gosterildi.



Gizelge 4.4. P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine

pH’ nin etkisi
Absorbans Aktiflik Maksimum
pH degisimi (x10™* mM.dak™) aktiflik
(AAs30) (%)
3,0 0,030 0,28 5
4,0 0,116 1,11 19
4,5 0,312 3,00 51
5,0 0,607 5,84 100
55 0,497 4,78 81
6,0 0,333 3,20 55
6,5 0,108 1,03 17
7,0 0,020 0,20 3
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Sekil 4.4. P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enziminin
maksimum aktifliginin pH ile degisimi
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4.2.4. Poli(akrilamit-sitrakonik asit)/K-karragenan hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz aktifligine pH’ nin etkisi

P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enziminin aktifligine
pH’ nin etkisini incelemek amaciyla Bélim 3.5.2" de anlatildigi gibi deneyler
yapildi, elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.5 de
verildi. P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enzimi igin
optimum pH 5,5 olarak bulundu ve maksimum aktifliginin pH ile degisimi
Sekil 4.5’ de gosterildi.

Cizelge 4.5. P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz
aktifligine pH’ nin etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum

pH degisimi (x10* mM.dak’) aktiflik

(AAs30) (%)
3,0 0,057 0,54 13
4,0 0,101 0,97 22
4,5 0,130 1,25 29
5,0 0,242 2,33 55
5,5 0,444 4,27 100
6,0 0,385 3,70 86
6,5 0,111 1,35 31
7,0 0,060 0,57 13
7,5 0,030 0,28 7
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Sekil 4.5. P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enziminin
maksimum aktifliginin pH ile degisimi

P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/Alj, P(AAm-CA)/K-kar
hidrojellerinde immobilize edilen lakkazin optimum pH’ sinin 5,0 ile 6,0

araliginda degistigi bulundu.

Literatirde kaynagdi Cerrena unicolor olan lakkaz, adsorpsiyon ydntemi ile
gbzenekli cam boncuklar Gzerine immobilize edilmis optimum pH 5,7 olarak
tespit edilmistir [80]. Trametes versicolor dan elde edilen lakkaz adsorpsiyon
ve kovalent baglanma yontemi ile karbon fiber mikro elektrotlar Gzerine
immobilize edildiginde optimum pH’ si 5,0 olarak bulunmustur [87]. Trametes
versicolor dan elde edilen lakkaz adsorpsiyon ve kovalent baglanma yéntemi
ile nanopartikil (hegzagonal mezogbzenekli silika) ve kaolinit Uzerine
immobilize edilmis ve substrat olarak ABTS kullaniimistir. Kaolinit tzerine
adsorpsiyon yodntemiyle immobilize edilmig enzimin optimum pH’ si 5,5,
nanopartiktl Gzerine adsorpsiyon yéntemiyle immobilize edilmis enzimin pH’
si 6,0, kaolinit ve nanopartikil Uzerine kovalent baglanma ydntemiyle
immobilize edilmig enzimin optimum pH’ si1 6,0 olarak bulunmustur [91].

Trametes versicolordan elde edilen lakkaz, veratril alkol ve bakir sulfat
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indUkleyicisi ile birlikte kalsiyum aljinat boncuklara hapsetme yontemi ile
immobilize edilmis, substrat olarak DMP, ABTS, promazin kullanildiginda
optimum pH’ nin 5, siringaldazin kullanildiginda ise 5,5 oldugu belirlenmistir
[100]. Myceliophthora thermophila’ dan elde edilen lakkaz kovalent baglanma
yontemi ile epoksi gruplar akitiflestiriimis polimetakrilat bazli polimerlere
(Sepabeads EC-EP3 ve Dilbeads NK) immobilize edilmistir. Serbest enzim
ve immobilize enzim i¢in optimum pH 3 olarak bulunmustur [73]. Trametes
hirsuta’ dan elde edilen lakkaz alimina Uzerine kovalent baglama ile
immobilize edildiginde ve substrat olarak DMP (2,6-dimetoksifenol)
kullanildiginda optimum pH 4,5 bulunmustur [109]. Calismamizda bulunan

sonuglar ile literatrde bulunan sonugclar birbirine yakindir.

4.3.1. Serbest Enzim Aktifligine Sicakligin Etkisi

Serbest enzimin aktifligine sicakligin etkisini incelemek amaciyla Bélim 3.5.1
'de anlatildigi gibi deneyler yapildi, elde edilen absorbans degisimleri ve
aktiflik degerleri Cizelge 4.6’ da verildi. Serbest enzim igin optimum sicaklik
40 °C olarak bulundu ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile degisimi Sekil 4.6’
da gosterildi.

Serbest lakkaz igin optimum sicaklik 40 °C bulundu, bu sicakligin altindaki ve
ustindeki sicakliklarda enzim aktifliginde azalmalar gézlendi. Batiin kimyasal
tepkimelerde oldugu gibi enzimatik tepkimelerde de tepkime hizi sicaklikla
artar. Ancak yuksek sicakliklara ¢ikildiginda enzim yapisinda meydana gelen
denatlirasyon nedeni ile aktiflikte disls g6zlenir [15]. Sicaklik arttik¢ga enzim
molekulinin énce tersiyer yapisi, sonra sekonder yapisi (alfa sarmal yapisi)
bozulur. Bu olaylardan enzimin aktif merkezi de etkilenir ve enzim aktifligini
yitirir [34].



Cizelge 4.6. Serbest lakkazin aktifligine sicakhgin etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum
Sicaklik o . ] -
(°0) degisimi (x10™ mM.dak™) Aktiflik
(AAs30) (%)
25 0,420 6,07 61
30 0,490 7,08 71
35 0,581 8,39 84
40 0,688 9,94 100
45 0,663 9,58 96
50 0,612 8,70 87
55 0,510 7,37 74
60 0,365 5,27 53
65 0,182 2,63 26
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Sekil 4.6. Serbest lakkazin maksimum aktifliginin sicaklik ile degisimi
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Serbest lakkazin maksimum aktifliginin sicaklikla degisimi incelendiginde
35 °C - 50 °C oldukca genis aralikda baslangic aktifliginin % 80 ile % 83’ ini

korudugu gozlendi.

Literatlirde, Cerrena unicolordan elde edilen lakkazin optimum sicaklig
40°C, Trametes versicolor dan elde edilen lakkazin optimum sicakliginin
40 °C oldugu bulunmustur [88,91].

4.4. immobilize Lakkazin Aktifligine Sicakligin EtkKisi

4.4.1. Poli(akrilamit-krotonik asit)/'sodyum aljinat hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz aktifligine sicakligin etkisi

P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize lakkaz aktifligine sicakhgin etkisini
incelemek icin Bélim 3.5.2° de anlatildigi gibi deneyler yapildi, elde edilen
absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.7° de verildi. P(AAm-
CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz igin optimum sicaklik 50 °C
olarak bulundu ve maksimum akitifliklerin sicaklik ile degisimi Sekil 4.7 de

gOsterildi.
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Gizelge 4.7. P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz
aktifligine sicakligin etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum
Sicaklik o . ] o
(<C) degisimi (x10™ mM.dak™) aktiflik
(AAs30) (%)
25 1,040 26,68 82
30 1,200 30,79 95
35 1,209 31,02 95
40 1,215 31,17 96
45 1,248 32,02 99
50 1,266 32,48 100
55 1,115 28,61 88
60 1,076 27,61 85
65 1,073 27,53 85
70 1,040 26,68 82
120 -
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Sekil 4.7. P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkazin

maksimum aktifliginin sicaklik ile degisimi

P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkazin maksimum aktifliginin

sicaklikla degisimi incelendiginde 30°C - 55°C arasinda oldukga genis bir
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sicakhk araliginda baslangi¢ aktifliginin % 94 -% 88 araliginda korudugu
g6zlendi.

4.4.2. Poli(akrilamit-krotonik asit)/K-karragenan hidrojelinde immobilize
edilen lakkaz aktifligine sicakhgin etkisi

P(AAm-CrA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine sicakligin
etkisini incelemek icin Bélim 3.5.2" de anlatildigi gibi deneyler yapildi, elde
edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.9° da verildi.
P(AAm-CrA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz i¢in optimum sicaklik
40 °C olarak bulundu ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile degisimi Sekil 4.9’
da gdsterildi.

Cizelge 4.8. P(AAmM-CrA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz
aktifligine sicakligin etkisi

Sicaklik Absorbans Aktiflik Maksimum
. degisimi (x10"* mM.dak™) aktiflik
" (AAs30) (%)
25 0,658 16,88 67
30 0,780 20,01 79
35 0,908 23,30 92
40 0,989 25,37 100
45 0,910 23,35 92
50 0,900 23,09 91
95 0,854 21,91 86
60 0,810 20,78 82
65 0,648 16,63 65
70 0,474 12,16 48
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Sekil 4.8. P(AAm-CrA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkazin
maksimum aktifliginin sicaklik ile degisimi

N
o

P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkazin maksimum
aktifliginin sicaklikla degisimi incelendiginde 35 °C -55 °C arasinda oldukga
genis bir sicaklik araliginda baslangi¢ aktifliginin % 91 - % 86 araliginda
korudugu gézlendi.

4.4.3. Poli(akrilamit-sitrakonik asit)/sodyum aljinat hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz aktifligine sicakligin etkisi

P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize lakkaz aktifligine sicakligin etkisini
incelemek icin Bélim 3.5.2° de anlatildidi gibi deneyler yapildi, elde edilen
absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.9' da verildi. P(AAm-
CA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz igin optimum sicaklik 45 °C
olarak bulundu ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile degisimi Sekil 4.9’ da
gOsterildi.



Cizelge 4.9. P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine
sicakhigin etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum
Sicaklik o . ] o
(<C) degisimi (x10™ mM.dak™) aktiflik
(AAs30) (%)
25 0,187 1,79 31
30 0,281 2,70 47
35 0,497 4,78 83
40 0,525 5,05 88
45 0,596 5,73 100
50 0,484 4,65 81
55 0,266 2,56 44
60 0,103 0,99 17
65 0,090 0,86 15
70 0,060 0,57 10
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Sekil 4.9. P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkazin maksimum
aktifliginin sicaklik ile degisimi
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P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkazin maksimum aktifliginin
sicaklikla degisimi incelendiginde 35 °C -50 °C arasinda oldukca genis bir
sicaklk araliginda baslangi¢ akiifliginin % 83 - % 81 araliginda korudugu

g6zlendi.

4.4.4. Poli(akrilamit-sitrakonik asit)/K-karragenan hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz aktifligine sicakligin etkisi

P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde immobilize lakkaz aktifligine sicakhgin etkisini
incelemek icin B6lim 3.5.2" de anlatildigi gibi deneyler yapildi, elde edilen
absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.10° da verildi. P(AAm-
CA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz igin optimum sicaklik 40 °C
olarak bulundu ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile degisimi Sekil 4.10° de

gOsterildi.

Gizelge 4.10. P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz
aktifligine sicakligin etkisi

Sicaklik Absorbans Aktiflik Maksimum
0 degisimi | (x10* mM.dak™) aktiflik
) (AAs30) (%)
25 0,332 3,19 55
30 0,480 4,62 80
35 0,542 521 30
40 0,599 5,76 100
45 0,520 5,00 87
S0 0,397 3.82 66
55 0,263 253 44
60 0,208 2.00 35
65 0,043 0,04 0,72
70 0,023 0,02 0,38
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Sekil 4.10. P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkazin
maksimum aktifliginin sicaklik ile degisimi

P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkazin maksimum
aktifliginin sicaklikla degisimi incelendiginde 30 °C -45 °C arasinda oldukga
genis bir sicaklik araliginda baslangi¢ aktifliginin %80 - %86 araliginda
korudugu gbzlendi. Literatlrde, Plerotus ostreatus’ dan elde edilen lakkaz
kovalent baglanma ydntemi ile Eupergit Uzerine immobilize edildiginde
optimum sicaklik 50 °C olarak bulunmustur [83]. Rhus vernicifera dan elde
edilen lakkaz Glutaraldehit capraz baglayici ile suda ¢dziinebilen kitosan,
kitosan mikrokiireler ve Fe™ gecis metali kelatlar Gzerine adsorpsiyon
yontemi ile immobilize edildiginde  optimum sicaklik 45 °C  olarak
belirlenmistir [95]. Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkaz kaolinit Gzerine
adsorpsiyon ile immobilize edildiginde optimum sicakligi 50 °C, nanopartikiil
Uzerine adsorpsiyon ydntemiyle immobilize edildiginde optimum sicakhgdi 45
°%C ve kaolinit ve nanopartikill izerine kovalent baglanma yéntemiyle
immobilize edilen enzimin optimum sicakligi 45 °C olarak belirlenmistir [99].

Lentinula edodes” den elde edilen lakkaz adsorpsiyonla kitosan Uzerine
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immobilize edildiginde optimum sicaklik 60 °C bulunmustur [55]. Trametes
hirsuta dan elde edilen lakkaz alimina (zerine kovalent baglanma ile
immobilize edildiginde optimum sicaklik 60 °C bulunmustur [109].

4.5. Serbest Enzim Aktifligine Substrat Derisiminin Etkisi

Enzim — substrat tepkimesi agagida verildigi gibi gosterilir.

K ks
E+S_.——»ES —» E+U
Ko

Bu esitlikte; E enzimi, S substrati, ES enzim — substrat kompleksini, U (iriini
belirtir. Enzim tepkime hizi Michaelis — Menten Esitligi ile verilir.

VmakxS
Vo=——— (4.1)
Km+ S

Bu mekanizmaya gore Michaelis-Menten sabiti agagida verilmigtir.

k2 + k3
Km

I
=
n

K1

Vo: Baslangig hizi

Vmak: Maksimum hiz

Km: Michaelis-Menten sabiti
S: Substrat derigimi

Michaelis-Menten Esitliginin dizenlenmesi ile Lineweaver-Burk Esitligi elde

edilir.



93

V Vmak S Vmak

Lineweaver-Burk Esitligine gére, 1/S nin 1/V ye karsi ¢izilen grafigi bir dogru
verir. Bu dogrunun y-kaymasi 1/Vmak degerini verir ve maksimum hiz
hesaplanir. Maksimum hiz bulunduktan sonra edimden (e§im=K/Vnak) veya
x-kaymasindan K, hesaplanir. Enzimin substratina ilgisi ne kadar fazla ise
Km degeri o kadar kagUktdr.

Serbest lakkazin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek igin 4 farkli
derigsimde (0,100mM - 0,025 mM) siringaldazin ¢bzeltileri hazirlanarak, enzim
aktiflik tayini Bélum 3.5.1" de anlatilan ydénteme goére yapildi. Tepkime
stiresince, pH (5,3), lakkaz derisimi (0,01 mg/mL) ve sicaklik (25 °C) sabit
tutuldu. Gizelge 4.11° de verilen 1/S ve 1/V degerlerinin grafige geciriimesi ile
serbest enzim i¢in Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil, 4.11.). Serbest
enzimin K, degeri 6,7x10° mM ve Vpna degeri 1,8x10° mM.dak™ olarak

bulundu.



Cizelge 4.11. Serbest enzim aktifliine substrat derisiminin etkisi

94

S 1/S Absorbans | Aktiflik (V) 1/V
(x10° mM) | (x10> mM™) | degisimi (x10* mM.dak™) |(x10% dak.mM™)
(AAs30)
10 1,0 0,436 11,12 8,94
7,5 1,3 0,368 9,44 10,60
5 2,0 0,288 7,39 13,50
2,5 4,0 0,192 4,93 20,30
2500 -
2000
s 1500 -
E
©
S y = 3,7205x + 559
2 1000 1 R? = 0,9944
5 o
-200 -100 0 100 200 300 400 500
1/S(mM™)

Sekil 4.11.Serbest enzim icin Lineweaver-Burk grafigi

Literatlrde, Lentinula edodes’ ten elde edilmis serbest lakkazin K., degerini
0,07mM ve Cerrena unicolor dan elde edilen lakkaz icin Ky 77x10° pM
olarak bulunmustur [110,84]. Rhus vernicifera’dan elde edilen lakkaz igin Ky,
ve Vma degerleri sirasi ile 0,20 mM ve 0,37x10° mM.dak” olarak

bulunmusgtur [106].
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4.6. immobilize Lakkaz Aktifligine Substrat Derigiminin Etkisi

4.6.1. Poli(akrilamit-krotonik asit)/sodyum aljinat hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz aktifligine substrat derigiminin etkisi

P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine substrat
derigiminin etkisini incelemek icin B6lim 3.5.2° de anlatildigi gibi deneyler
yapildi. Cizelge 4.12 de verilen 1/S ve 1/V degerlerinin grafige gegirilmesi ile
P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enzimi i¢in Lineweaver-
Burk grafigi cizildi (Sekil 4.12.). P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen
lakkaz enzimi icin K, degeri 7,9 x 10° mM ve Vnu degeri 3,7x10°
mM.dak™ olarak bulundu .

Cizelge 4.12. P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine
substrat derisiminin etkisi

S 1/S Absorbans Aktiflik (V) 1V
(x10° mM) | (x10° mM™") | degisimi | (x10* mM.dak™") | (x10% dak.mM™)
(AAs30)
10,00 1,0 0,908 23,30 4,29
7,50 1,3 0,678 17,40 5,74
5,00 2,0 0,550 14,11 7,08
2,50 4,0 0,350 9,00 11,13
1,25 8,0 0,200 5,13 19,49
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Sekil 4.12. P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkazin
Lineweaver-Burk grafigi

4.6.2. Poli(akrilamit-krotonik asit)/K-karragenan hidrojelinde immobilize
edilen lakkaz aktifligine substrat derigsiminin etkisi

P(AAm-CrA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine substrat
derigiminin etkisini incelemek icin Bélim 3.5.2" de anlatildigi gibi deneyler
yapildi. Cizelge 4.13’ de verilen 1/S ve 1/V deg@erlerinin grafige gegirilmesi ile
P(AAm-CrA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enzimi icin
Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 4.13). P(AAm-CrA)/K-kar hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz enzimi i¢in Ky, degeri 8,4x 10° mM ve Vmak degeri

3,5x10° mM.dak™ olarak bulundu.
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Cizelge 4.13. P(AAm-CrA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz
aktifligine substrat derigiminin etkisi

S 1/S Absorbans Aktiflik (V) 1/V
(x10° mM) | (x10° mM™) | degisimi | (x10* mM.dak™) | (x10? dak.mM™)
(AAs30)
10,00 1,0 0,821 21,06 4,74
7,50 1,3 0,680 17,45 5,73
5,00 2,0 0,490 12,57 7,95
2,50 4.0 0,310 7,95 12,57
1,250 8,0 0,182 4,67 21,41
2500 -
2000 -
— 1500 -
=
=
X 1000 -
S y = 2,3538x + 279,53
2 500 4 R? = 0,9969
-200,00 0,00 200,00 400,00 600,00 800,00 1000,00
-500 -
1/S (mM™)

Sekil 4.13. P(AAm-CrA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkazin
Lineweaver-Burk grafigi
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4.6.3. Poli(akrilamit-sitrakonik asit)/sodyum aljinat hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz aktifligine substrat derigiminin etkisi

P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine substrat
derigiminin etkisini incelemek icin Bélim 3.5.2" de anlatildigi gibi deneyler
yapildi. Cizelge 4.14’ de verilen 1/S ve 1/V degerlerinin grafige gecirilmesi ile
P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enzimi i¢in Lineweaver-
Burk grafigi cizildi (Sekil 4.14). P(AAmCA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen
lakkaz enzimi igin K degeri 7,00 x 10° mM ve Vna degeri 8,01x10™
mM.dak™" olarak bulundu.

Cizelge 4.14. P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz
aktifligine substrat derisiminin etkisi

S 1/S Absorbans Aktiflik (V) 1V
(x10° mM) | (x10° mM™) | degisimi | (x10* mM.dak™) | (x10* dak.mM)
(AAs30)

10,00 1,0 0,517 5,00 20,10
7,50 1,3 0,429 4,13 24,22
5,00 2,0 0,341 3,28 30,47
2,50 4,0 0,215 2,07 48,34
1,25 8,0 0,127 1,22 81,8
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y =8,731x + 1247,7
R? = 0,999

1V (dak.mM™)
i
o
o
o

-200 _-1000 O 200 400 600 800 1000

1/S mM™’

Sekil 4.14. P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkazin
Lineweaver-Burk grafigi

4.6.3. Poli(akrilamit-sitrakonik asit)/K-karragenan hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz aktifligine substrat derigiminin etkisi

P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz akiifligine substrat
derigiminin etkisini incelemek icin B6lim 3.5.2° de anlatildigi gibi deneyler
yapildi. Cizelge 4.15’ de verilen 1/S ve 1/V deg@erlerinin grafige gegirilmesi ile
P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enzimi icin
Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 4.15). P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz enzimi icin K, degeri 1,02x 102 mM ve V mak
degeri 1,01x10° mM.dak™ olarak bulundu.
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Cizelge 4.15. P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz
aktifligine substrat derisiminin etkisi

S 1/S Absorbans Aktiflik (V) 1/V
(x10° mM) | (x10°mM™") | degisimi | (x10* mM.dak™) | (x10° dak.mM™)
(AAs30)
10,00 1,0 0,521 5,01 19,94
7,50 1,3 0,465 4,44 22,32
5,00 2,0 0,204 3,24 30,84
2,50 4.0 0,293 1,96 50,01
1,25 8,0 0,115 1,11 90,37
10000 -
9000 -
8000 -
— 7000 -
z 6000 -
é iggg | y = 10,104x + 988,22
i A
= 3000 - R® = 0,9994
2000 -
1000
T /O T T T T 1
-200 0 200 400 600 800 1000
1/S mM

Sekil 4.15. P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkazin
Lineweaver-Burk grafigi

Substrat ve polimerik destek arasindaki etkilesmeyle, substrat-enzim
kompleks olugumunun ihtimalini digtren enzimdeki yapisal degismelerle,
sterik etkilerle, difflzyonel sinirlamalarla K, degisebilir. K, sabiti enzimin
substrata olan ilgisinin bir 6lgistudir. Deney sonuglarinda enzim immobilize
edildiginde K, degerinin arttigi yani enzimin substrata olan ilgisinin azaldigi

g6rilmektedir.
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Literatlirde Lentinula edodes’ ten elde edilen lakkazin Ky sabiti 77 uM,
kitosana immobilize edildiginde 256 uM olarak bulunmustur [81]. Lentinula
edodes’ den elde edilen lakkaz eupergite tUzerine immobilize edildiginde Kn
nin 0,150 mM oldugu tespit edilmistir. [84]. Trametes versicolor’ dan elde
edilen lakkaz kaolinit Gizerine immobilize edildiginde ve substrat olarak ABTS

kullanildiginda K, degeri 0,165 mM olarak bulunmustur[91].

Serbest ve immobilize lakkazlar icin K, ve Vma degerleri Cizelge 4.16° da

verildi.

Cizelge 4.16. Serbest enzim ve immobilize enzim igin Ky, ve Vnq degerleri

Serbest ve Kn (x10°mM) Vinak (x 10° mM.dak™")
immobilize lakkaz
Serbest Lakkaz 6,7 1,8
P(AAm-CrA)/Alj-L 7,9 3,7
P(AAm-CrA)/K-kar-L 8,4 3,5
P(AAm-CA)/Alj-L 7,0 0,8
P(AAm-CA)/K-kar-L 10,2 1,0

4.7. Serbest Enzim Aktifligine Depolama Siiresinin Etkisi

Serbest lakkaz aktifligine depolama siresinin etkisini incelemek icin 4 °C de
saklanan serbest enzimin belirli araliklarla 70 giin boyunca Bélim 3.5.1° de
anlatilan yéntem ile aktiflikleri tayin edildi. Serbest enzimin maksimum
aktifliginin depolama suresiyle degisimi Cizelge 4.17 ve Sekil 4.16° da

gOsterildi.



Cizelge 4.17. Serbest enzim aktifligine depolama siresinin etkisi
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Zaman Absorbans Aktiflik Maksimum
(giin) degisimi (x10* mM.dak™) aktiflik
(AAs30) (%)
0,586 15,03 100
0,574 14,73 98
0,573 14,70 98
15 0,571 14,65 97
20 0,553 14,19 94
28 0,505 12,96 86
35 0,416 10,67 71
39 0,368 9,44 63
42 0,325 8,34 55
52 0,261 6,70 45
58 0,226 5,80 39
65 0,176 4,52 30
70 0,170 4,36 29
120 -
9 100 +
% 80 -
é 60 -
3
= o
0 : : : : : : :
0 10 20 30 40 50 60 70
Depolama suresi (gin)

Sekil 4.16. Serbest lakkazin maksimum aktifliginin depolama suresi ile

degisimi
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Serbest enzimin 4 °C’ de depolamada 70. giinde baslangic aktifliginin % 29’
unu korudugu gézlendi.

Literatiirde, Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkaz 4 °C’ da 4 ay
boyunca depolandiginda bagslangic¢ aktifliginin %90’ in1 kaybettigi verilmistir
[91].

4.8. immobilize Enzim Aktifligine Depolama Siiresinin EtkKisi

4.8.1. Poli(akrilamit-krotonik asit)/sodyum aljinat hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz aktifligine depolama siresinin etkisi

P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine depolama
stiresinin etkisini incelemek icin, 4 °C’ de saklanan immobilize enzimin belirli
araliklarla 70 gin boyunca Bélim 3.5.2" de anlatilan yéntem ile aktiflikleri
tayin edildi. P(AAm-CrA)/Alj hidrojeline immobilize lakkazin maksimum
aktifliginin depolama sUlresiyle degisimi Cizelge 4.18 ve Sekil 4.17° de

gOsterildi.
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Cizelge 4.18. P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine
depolama siresinin etkisi

Zaman Absorbans Aktiflik Maksimum
(giin) Degisimi (x10* mM.dak™) Aktiflik
(AAs30) (%)
0 0,940 24,12 100
7 0,885 22,71 94
14 0,787 20,19 84
21 0,764 19,60 81
28 0,705 18,09 75
35 0,680 17,45 72
42 0,668 17,14 71
49 0,643 16,50 68
56 0,638 16,37 68
63 0,592 15,19 63
70 0,579 14,86 62
120 -
100 +
S
= 80 -
£
©
€ 60 -
£E
(7]
5 40 -
=
20 -
0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Depolama siiresi (giin)

Sekil 4.17. P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkazin
maksimum aktifliginin depolama saresi ile degisimi
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immobilize enzimin 4 °C’ da depolamada 70. ginde baslangi¢ aktifliginin %
62’sini korudugu goézlendi.

4.8.2. Poli(akrilamit-krotonik asit)/K-karragenan hidrojelinde immobilize
edilen lakkaz aktifligine depolama siiresinin etkisi

P(AAm-CrA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine depolama
suresinin etkisini incelemek icin, 4 °C’ da saklanan immobilize enzimin belirli
araliklarla 70 gin boyunca Bélim 3.5.2" de anlatilan yéntem ile aktiflikleri
tayin edildi. P(AAm-CrA)/K-kar hidrojelinde immobilize lakkazin maksimum
aktifliginin depolama slresiyle degisimi Cizelge 4.19 ve Sekil 4.18" de
gOsterildi.

Cizelge 4.19. P(AAm-CrA)/K-kar hidrojeline immobilize edilen lakkaz
aktifligine depolama suresinin etkisi

Zaman Absorbans Aktiflik Maksimum
(giin) degisimi (x10* mM.dak™) Aktiflik
(AAs30) (%)
0 0,908 23,30 100
7 0,872 22,37 96
14 0,840 21,55 92
21 0,821 21,06 90
28 0,780 20,01 86
35 0,720 18,47 79
42 0,640 16,42 70
49 0,580 14,88 64
56 0,574 14,73 63
63 0,557 14,29 61
70 0,55 14,11 60
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Sekil 4.18. P(AAm-CrA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkazin
maksimum aktifliginin depolama suresi ile degisimi

immobilize enzimin 4 °C’ da depolamada 70. ginde baslangi¢ aktifliginin %
60’ in1 korudugu gézlendi.

4.8.3. Poli(akrilamit-sitrakonik asit)/sodyum aljinat hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz aktifligine depolama suresinin etkisi

P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz akitifliine depolama
stiresinin etkisini incelemek igin, 4 °C da saklanan immobilize enzimin belirli
aralklarla 70 gin boyunca Boélim 3.5.2" de anlatilan yéntem ile aktiflikleri
tayin edildi. P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize lakkazin maksimum
aktifliginin depolama sUlresiyle degisimi Cizelge 4.20 ve Sekil 4.19° da
gOsterildi.
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Cizelge 4.20. P(AAm-CA)/Alj hidrojeline immobilize edilen lakkaz aktifligine
depolama suresinin etkisi

Zaman Absorbans Aktiflik Maksimum
(glin) degisimi (x10* mM.dak™) Aktiflik
(AAs30) (%)
0 0,659 6,34 100
7 0,625 6,01 95
14 0,597 5,74 90
21 0,570 5,48 86
28 0,550 5,29 83
35 0,493 4,74 75
42 0,480 4,62 73
49 0,462 4,45 70
56 0,397 3,82 60
63 0,377 3,63 57
70 0,372 3,58 56
120 -
< 100 <
= 80
©
£ 60 -
E 40 -
©
= 20
0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Depolama siiresi (guin)

Sekil 4.19. P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkazin maksimum
aktifliginin depolama siiresi ile degisimi
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immobilize enzimin 4 °C de depolamada 70. giinde baslangic aktifliginin %
56’sin1 korudugu gozlendi.
4.8.4. Poli(akrilamit

sitrakonik asit)/K-karragenan hidrojelinde

immobilize edilen lakkaz aktifligine depolama siresinin etkisi

P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine depolama
suresinin etkisini incelemek icin, 4 C da saklanan immobilize enzimin belirli
araliklarla 70 gin boyunca Bélim 3.5.2" de anlatilan yéntem ile aktiflikleri
tayin edildi. P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde immobilize lakkazin maksimum
aktifliginin depolama siresiyle degisimi Cizelge 4.21 ve Sekil 4.20° de
gOsterildi.

Cizelge 4.21. P(AAm-CA)/K-kar hidrojeline immobilize edilen lakkaz
aktifligine depolama suresinin etkisi

Zaman Absorbans Aktiflik Maksimum
(giin) degisimi (x10* mM.dak™) Aktiflik
(AAs30) (%)
0 0,629 6,05 100
7 0,571 5,49 91
14 0,539 5,19 86
21 0,522 5,02 83
28 0,501 4,82 80
35 0,487 4,69 77
42 0,426 4,10 68
49 0,408 3,93 65
56 0,338 3,25 53
63 0,310 2,98 49
70 0,307 2,95 49
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Sekil 4.20. P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkazin
maksimum aktifliginin depolama suresi ile degisimi

immobilize enzimin 4 °C de depolamada 70. giinde baslangi¢ aktifliginin %
49’ unu korudugu goézlendi.

Serbest lakkaz, P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/Alj P(AAm-
CA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz 42 giin  +4 °C’ da
depolandiginda baslangi¢ aktifliklerinin sirasiyla %55, %71, %70, %73, %68’

sini korudugu belirlendi.

Literattirde, Cerrena unicolor’ dan elde edilen lakkaz DEAE-Granocel 500
lizerine kovalent baglanma ile immobilize edildiginde, 4 °C de 4 ay
depolandiinda baslangi¢ aktifliginin %98’ ini korudugu belirtilmistir [88].
Rhus vernicifera’ dan elde edilen lakkaz glutaraldehit capraz baglayici ile
suda ¢dzlinen kitosan, kitosan mikrokireler ve Fe™ gecis metali kelatlari
lizerine adsorpsiyon ydntemi ile immobilize edildiginde, 4 °C de 3 ay
sonunda kelat tGzerine immobilize edilmis enzim ve suda ¢6zlinebilen kitosan
Uzerine immobilize edilmis enzimin aktifliginin %10’ unu kaybettigini , mikro
klreler Gzerine immobilize edilen enzimin ise aktifliginin %15’ ini kaybettigi
verilmigtir [95]. Kaynagi Trametes versicolor olan lakkaz kaolinit Gzerine
immobilize edilmis 4 °C da 90 giin depolama sonunda aktifliginde kayip
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olmadigi belirlenmistir [91]. Pleurotus ostreatus’ dan elde edilen lakkazin, 25
%C’ da 10 giin boyunca depolanmasi sonucu aktifligini kaybettigi, kovalent
baglamayla eupergit (zerine immobilize edildiginde, ayni sartlarda
depolanmasi sonucu baslangi¢ aktifliginin yaklasik % 2’ sini kaybettigi

g6zlenmistir [83]. Bizim bulgularimiz da bu sonugla uyum gdéstermektedir.

4.9. immobilize Enzim Aktifliginin Kullanim Sayisi ile Degisimi

4.9.1. Poli(akrilamit-krotonik asit)/sodyum aljinat hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz 1 giin boyunca 10 kez
kullanilarak Bélim 3.5.2° de anlatildigi gibi aktifligi tayin edildi. immobilize
enzimin maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi Cizelge 4.22 ve
Sekil 4.21° de gosterildi.

Gizelge 4.22. P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifliginin
kullanim sayisi ile degisimi

Kullanim sayisi Absorbans Aktiflik Maksimum
Degisimi (x10*mM.dak™) aktiflik

(AAs30) (%)

1 0,820 21,04 100

2 0,765 19,63 93

3 0,690 17,70 84

4 0,658 16,88 80

5 0,630 16,16 77

6 0,616 15,80 75

7 0,574 14,73 70

8 0,542 13,90 66

9 0,516 13,24 63

10 0,511 13,11 62
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Sekil 4.21. P(AAm-CrA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkazin
maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

immobilize enzimin 10 defa kullanilmasi sonucunda baslangic akiifliginin
%62’sini korudugu gézlendi.

4.9.2. Poli(akrilamit-krotonik asit)/K-karragenan hidrojelinde immobilize
edilen lakkaz aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

P(AAm-CrA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz 1 gin boyunca 10
kez kullanilarak Bélim 3.5.2" de anlatildigi gibi aktifligi tayin edildi. immobilize
enzimin maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi Cizelge 4.23 ve
Sekil 4.22° de gosterildi.
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Gizelge 4.23. P(AAm-CrA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz
aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

Kullanim sayisi Absorbans Aktiflik Maksimum
Degisimi (x10*mM.dak™) aktiflik
(AAs30) (%)

1 0,821 21,06 100
2 0,742 19,04 90
3 0,685 17,57 83
4 0,638 16,37 78
5 0,620 15,91 75
6 0,585 15,01 71
7 0,512 13,14 62
8 0,490 12,57 60
9 0,470 12,06 57
10 0,460 11,80 56
120
100 -

80

ivo 60 -

% 40 -

E 20
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Kullanim sayisi

Sekil 4.22. P(AAm-CrA)/kar hidrojelinde immobilize edilen lakkazin

maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi
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immobilize enzimin 10 defa kullanilmasi sonucunda baslangic akiifliginin
%56’sInI korundugu gdzlendi.

4.9.3. Poli(akrilamit-sitrakonik asit)/sodyum aljinat hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz 1 giin boyunca 10 kez
kullanilarak Bélim 3.5.2° de anlatildigi gibi aktifligi tayin edildi. immobilize
enzimin maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi Cizelge 4.24 ve
Sekil 4.23° de gosterildi.

Cizelge 4.24. P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz
aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

Kullanim sayisi Absorbans Aktiflik Maksimum
degisimi (x10™* mM.dak™) aktiflik

(AAs30) (%)
1 0,557 5,36 100
2 0,483 4,65 87
3 0,467 4,49 84
4 0,417 4,01 75
5 0,360 3,46 65
6 0,354 3,41 63
7 0,350 3,37 63
8 0,310 2,98 56
9 0,298 2,87 53
10 0,295 2,84 53
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Sekil 4.23. P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkazin maksimum
aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

iImmobilize enzimin 10 defa kullaniimasi sonucunda baslangic akiifliginin

%53’Unu korudugu gozlendi.

4.9.4. Poli(akrilamit-sitrakonik asit)/K-karragenan hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz 1 gin boyunca 10

kez kullanilarak Boélim 3.5.2 ' de anlatildigi gibi aktifligi tayin edildi.
immobilize enzimin maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi Gizelge

4.25 ve Sekil 4.24° de gosterildi.
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Gizelge 4.25. P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkaz
aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

Kullanim sayisi Absorbans Aktiflik Maksimum
degisimi (x10* mM.dak™) aktiflik
(AAs30) (%)
1 0,572 5,55 100
2 0,537 5,17 94
3 0,488 4,70 85
4 0,400 3,85 69
5 0,378 3,64 66
6 0,352 3,39 61
7 0,313 3,01 55
8 0,305 2,93 53
9 0,293 2,82 51
10 0,286 2,75 50
120 -
100 -
~ 40 ~
=
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Sekil 4.24. P(AAm-CA)/K-kar hidrojelinde immobilize edilen lakkazin

maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi
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immobilize enzimin 10 defa kullaniimasi sonucunda baslangig aktifliginin

% 50 'sini korudugu gdzlendi.

Literatlrde, Panus conchatusden elde edilen lakkaz aktive edilmis
karboksillenmis PVA Uzerine kovalent baglanma ile immobilize edildiginde
immobilize enzimin 10 kullanimdan sonra basglangi¢ aktifliginin %60’ Ini
korudugu belirtilmistir [89]. Pcynoporus sanguineus’ dan elde edilen lakkaz
gulutaraldehit gapraz baglayicisi ile amin sonlu nanokompozitler (Cu TPAc)-
Fe304 (bakir tetraamin ftalosiyanin) Gzerine iki basamakli tepkime tzerinden
immobilize edildiginde, 5 kez ard arda kullanimindan sonra baglangic
aktifliginin % 80’ ini korudugu belirtilmigtir [96]. Kaynagi Rhus vernicifera
olan lakkaz glutaraldehit ¢apraz baglayici ile suda ¢dzUnebilen kitosan
mikrok(reler ve Fe™ gecis metali kelatlari (izerine adsorpsiyon ydntemi ile
immobilize edilmis 15 kez ard arda kullanimdan sonra suda ¢ézlnebilen
kitosan Uzerine immobilize edilmig enzimin baglangi¢ aktifliginin % 80’ ini ,
kelat Gzerine immobillize edilmis enzimin baslangi¢ akiifliginin ise % 85’ ini

korudugu tespit edilmistir [95].

4.10. Hidrojellerin Sisme Degerlerinin Zamanla Degisimi

P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAmM-CA)/Alj P(AAm-CA)/K-kar
hidrojellerinin sisme ylzdelerinin zamanla degisimi Cizelge 4.26° da verildi

ve bu degerler Sekil 4.25’ de grafige gecirildi.



Cizelge 4.26. Hidrojellerin % sisme degerlerinin zamanla degisimi
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Zaman %Sisme %Sisme %Sisme %Sisme
(saat) P(AAmCrA)/ | P(AAmCA)/ | P(AAm-CrA)/ | P(AAm-CA)/
Alj Alj K-kar K-kar
0 0 0 0 0
4,72 34,62 23,12 31,43
2 10,61 42,57 26,53 35,83
3 17,04 50,15 28,33 44,36
4 22,87 53,01 31,26 52,67
5 25,03 57,51 33,45 54,07
6 25,83 58,87 34,48 60,04
7 27,27 59,68 36,00 62,04
8 28,08 61,77 38,77 64,53
9 28,55 62,57 40,35 65,30
23 30,83 63,33 41,54 66,48
24 31,32 63,93 42,04 66,86
N —a— P(AAm-CA)/K-kar
% —e— P(AAmM-CrA)K-kar
2 —a— P(AAm-CrA)/Alj
—o— P(AAm-CA)/Alj

15 20

Zaman(saat)

25 30

Sekil 4.25. Hidrojellerin % sismelerinin zamanla degisimi
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Hidrojellerin % sisme deg@erlerinin zamanla énce arttigi ve 24 saat civarinda
sabit bir degere ulastigi gézlendi. P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CA)/Alj, P(AAm-
CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/K-kar, hidrojelleri i¢cin denge sisme ylzdeleri
sirastyla yapidaki hidrofilik gruplara bagl olarak; %31, %64, %42, %66,

olarak bulundu.
4.11. immobilize Lakkazin Termal inaktivasyonu

P(AAm-CrA)/Ali-L, P(AAm-CA)/Alj-L, P(AAm-CrA)/K-kar-L, P(AAm-CA)/K-
kar-L immobilize lakkazlarin 30 °C ve 50 °C’ da termal inaktivasyonunu
incelemek amaciyla Bélim 3.12.2° de anlatildigi gibi deneyler yapildi. Birinci
dereceden termal inaktivasyon sabitleri InA; — t grafiklerinin egimlerinden
hesaplandi. 30 °C da P(AAm-CrA)/Alji-L, P(AAm-CA)/Alj-L, P(AAm-CrA)/K-
kar-L, P(AAm-CA)/K-kar-L immobilize lakkazlarin, ki degerlerini hesaplamak
Gzere InA{ nin t ile degisimi sirasiyla Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil
4.29’ da g0sterildi.

0 T T T T T T 1
40 50 60 70 80

-0,1
y = -0,0085x + 0,1011

02 - ;
R® = 0,723

-0,3 A

In A

0,4 -
0,5

-0,6 1

-0,7 -
Zaman (dak)

Sekil 4.26. 30 °C’ da P(AAm-CrA)/Alj-L icin InA;—t grafigi



-0,1
-0,2 1

_0’3 i

In A,

0,4 1
-0,5
-0,6

_0’7 i

_0’8 J

10

20 30 40 50 60 70 80

y = -0,0083x - 0,0653
R? = 0,9608

Zaman(dak)

Sekil 4.27. 30 °C’ da P(AAmM-CrA)/K-kar-L igin InA;— t grafigi

-1,35

1,4

-1,45 -

_1,5 ,

InAt

-1,55 -

1,6

-1,65 -

_1,7 i

20 30 40 50 60 70 80

y = -0,0041x - 1,337
R2 = 0,9567

Zaman(dak)

Sekil 4.28. 30 °C’ da P(AAmM-CA)/Alj-L icin InA,— t grafigi
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_0,62 T T T T T T T 1
0,63 ¢ 10 20 30 40 50 60 70 80

-0,64 -
-0,65
-0,66 -
-0,67
-0,68 -
-0,69

-0,7
-0,71
-0,72 -

y =-0,0013x - 0,609
R? = 0,9843

In A1

Zaman(dak)

Sekil 4.29. 30 °C’ da P(AAmM-CA)/K-kar-L igin InA;— t grafigi

50 °C’ da P(AAm-CrA)/Alj-L, P(AAm-CA)/Alj-L, P(AAm-CrA)/K-kar-L, P(AAm-
CA)/K-kar-L immobilize lakkazlarin, k; degerlerini hesaplamak tzere InA nin t
ile degisimi sirasiyla Sekil 4.30, Sekil 4.31, Sekil 4.32, Sekil 4.33" de

gOsterildi.

y = -0,0201x - 0,252
R? = 0,9714

In At
Il

Zaman(dak)

Sekil 4.30. 50 °C’ da P(AAm-CrA)/Ali-L igin InA— t grafigi



In At

_2’5 i

20 30 40 50 60 70

y = -0,0233x - 0,3157
R? = 0,9576

Zaman(dak)

80

Sekil 4.31. 50 °C’ da P(AAmM-CrA)/K-kar-L igin InA;— t grafigi

In A
L

10

20 30 40 50 60 70

y = -0,0189x - 0,2586
R? = 0,9788

Zaman(dak)

80

Sekil 4.32. 50 °C’ da P(AAm-CA)/Alj-L icin InA— t grafigi
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0,1 1

0,2 |

0,3

In At

0,4 1

_0,5 ,

0,6 |

0,7 -

20

30 40

Zaman(dak)

50

60 70 80

y = -0,0036x - 0,3776
R? = 0,9543

Sekil 4.33. 50 °C’ da P(AAmM-CA)/K-kar-L igin InA— t grafigi

immobilize lakkazlar icin 30 °C ve 50 °C’ da hesaplanan k;

Cizelge 4.27 de verildi.

Cizelge 4.27. 30 °C ve 50 °C’ da immobilize lakkazlarin k; sabitleri

122

degerleri

immobilize lakkaz (d:{(_1)
30 °C 50 °C
P(AAm-CrA)/Alj-L 0,0085 0,0201
P(AAM-CA)/AI-L 0,0041 0,0201
P(AAmM-CrA)/K-kar-L 0,0083 0,0233
P(AAm-CA)/ K-kar-L 0,0013 0,0036
immobilize lakkazlarin 50 °C’ daki ki degerlerinin 30 °C’ daki k;

degderlerinden daha yuUksek, yaklasik 2 — 5 kat kadar buyutk oldugu goéralda.

Literatrde termal inaktivasyon i¢in benzer degisimler gézlenmigtir [98,111].
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4.12. Serbest Lakkaz ile Metil Oranjin Renginin Giderilmesi

SL, SL+ABTS, DSL, DSL+ABTS kullanilarak metil oranjin renk giderme

yuzdelerinin zamanla degisimi Sekil 4. 34’ de grafige gegirildi.

100
90 -
80 -
< 70 - ¢ ¢ *
[0} i
2 60
(0] i
g, >0 —e—SL+ABTS
x 40 - —=—SL
= —a—DSL
o 30 - —o— DSL+ABTS
20 -
10
0 5 9" T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7
)

Zaman (saat

Sekil 4.34. SL, DSL, SL+ABTS, DSL+ABTS ile metil oranjin renk giderme
ylzdelerinin zamanla degigimi

Sekil 4.34° de goéruldagl gibi 6 saat sonunda serbest lakkaz metil oranjin
renginin %63’ 0n0 giderirken, tepkime ortamina ABTS mediyatéri
eklendiginde bu degerin %73’ e ¢iktigi goérildld. Kontrol deneyleri igin DSL,
DSL+ABTS’nin metil oranjin rengini gidermedigi g6zlendi.

Literatlirde, Coriolopis rigida’ dan elde dilen lakkaz ile mediyatér kullanmadan
metil oranjin rengi bir gin sonunda %80-%90 oraninda giderilmistir [112].
Kaynadi Trametes hirsuta olan lakkaz ile metil oranjin renk giderime
deneyinde 24 saat sonunda % 65 oraninda renk giderme saglanmistir [113].
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4.13. immobilize Lakkaz ile Metil Oranjin Renginin Giderilmesi

4.13.1. Poli(akrilamit-krotonik asit)/sodyum aljinat hidrojelinde

immobilize edilen lakkaz ile metil oranjin renginin giderilmesi

P(AAm-CrA)/Alj-L, P(AAm-CrA)/Alj-DL, P(AAm-CrA)/Alj-L+ABTS, P(AAm-
CrA)/Alj-DL+ABTS kullanilarak metil oranj igin hesaplanan renk giderme
yuzdelerinin zamanla degdisimi Sekil 4.35’ de grafige gegirildi.

100 - —h— PAAm—CrA)/AIj—L

—a— P(AAM-CrA)/Alj-DL
90 - —e—P(AAM-CrA)/Alj-L+ABTS
—o— P(AAmM-CrA)/Alj-DL+ABTS

&
L 2 2 4

~
o
L

L 3
*

Renk giderme(%)

0 ¥ 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Zaman (saat)

Sekil 4.35. P(AAm-CrA)/Alj-L, P(AAm-CrA)/Alj-DL, P(AAm-CrA)/Alj-L+ABTS,
P(AAm-CrA)/Alj-DL+ABTS ile metil oranjin renk giderme
ylzdelerinin zamanla degisimi

Sekil 4.35° de goéruldugu gibi 6 saat sonunda P(AAm-CrA)/Alj-L metil oranjin
rengini %38,83 oraninda giderirken, tepkime ortamina ABTS mediyatéri
eklendiginde bu degerin  %72,54’ e ciktigr goéruldu. P(AAm-CrA)/Alj-DL,
P(AAm-CrA)/Alj-DL+ABTS hidrojelleri igin %2-%3 arasinda renk giderme
g6zlendi. Bu sonuglar hidrojellerle boya molekulleri arasinda kayda deger bir
etkilesim olmadigini gésteren literattrle uygunluktadir [101].
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4.13.2. Poli(akrilamit-krotonik asit)/K-karragenan hidrojelinde immobilize
edilen lakkaz ile metil oranjin renginin giderilmesi

P(AAm-CrA)/K-kar-L, P(AAm-CrA)/K-kar -DL, P(AAm-CrA)/K-kar -L+ABTS,
P(AAmM-CrA)/K-kar-DL+ABTS kullanilarak metil oranjin renk giderme

yuzdelerinin zamanla degdisimi Sekil 4.36° da grafige gegirildi.

—&— P(AAm-CrA)/K-kar-L

—2— P(AAm-CrA)/K-kar-DL

—o— P(AAm-CrA)/K-kar-L+ABTS
—o— P(AAm-CrA)/K-kar-DL+ABTS

100 -

90 -

80 -

Renk giderme(%)

Zaman (saat)

Sekil 4.36. P(AAm-CrA)/K-kar-L, P(AAm-CrA)/K-kar -DL, P(AAm-CrA)/ K-kar
-L+ABTS, P(AAm-CrA)/ K-kar -DL+ABTS metil oranjin renk
giderme yulzdelerinin zamanla degisimi

Sekil 4.36° da goruldigu gibi 6 saat sonunda P(AAm-CrA)/K-kar-L metil
oranjin rengini %45,22 oraninda giderirken, tepkime ortamina ABTS
mediyatéri eklendiginde bu degerin  %72,62’ ye ciktigr goérildu. P(AAm-
CrA)/K-kar-DL, P(AAm-CrA)/K-kar-DL+ABTS jelleri icin %2 oraninda renk
giderme go6zlendi. Bu sonuglar hidrojellerle boya molekulleri arasinda kayda
deger bir etkilesim olmadigini gdsteren literatir verilerini desteklemektedir
[101].
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Literatirde, Myceliophthora thermophila dan elde edilen lakkaz, kovalent
baglanma ydntemi ile epoksi gruplari ile aktive edilmis polimetakrilat bazli
polimerlere (Sepabeads EC-EP3 ve Dilbeads NK) immobilize edildiginde, 6
saat inklbasyon sonunda HBT kullaniimadan metil oranjin rengini % 61
oraninda giderirken, HBT varliginda ise 6 saat sonunda %82 oraninda

giderdigi bulunmustur [73].
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5. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI
Bu tez caligmasinda elde edilen sonuclar asagida 6zetlenmistir.

1. Serbest lakkaz ve P(AAm-CA)/Alj immobilize lakkaz igin optimum pH 5,0,
P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/K-kar immobilize lakkaz

enzimleri icin ise 5,5 olarak bulundu.

2. Serbest lakkaz ve P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/K-kar immobilize lakkaz
icin optimum sicaklik 40 °C, P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CA)/Alj immobilize
lakkaz enzimi icin optimum sicaklik sirasiyla 50 °C, 45 °C olarak bulundu.

3. Serbest lakkaz icin Ky, degeri 6,7x102 mM, Vpa dederi 1,8x102 mM.
dak”', P(AAmM-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)YK-kar, P(AAM-CA)/Alj ve P(AAM-
CA)/K-kar hidrojellerine immobilize edilen lakkaz enzimi igin Km
degerleri sirastyla 7,9x10° mM 8,4x10° mM, 7,0x10° mM ve 1,02x107
mM  Vma degerleri sirasiyla 3,7x10° mM.dak™, 3,5x10° mM.dak™
8,01x10* mM.dak ' ve 1,01x10? mM.dak™ olarak bulundu.

4. Serbest lakkazin, 4 °C de depolamada 42. giinde baslangi¢ aktifliginin %
55’ ini korudugu goézlendi. P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-
CA)/Alj ve P(AAm-CA)/K-kar hidrojellerine immobilize edilen lakkaz
enziminin, 4 °C de depolamada 42. giinde baslangi¢ aktifliginin sirasiyla
% 71, % 70, % 73, ve % 68’ sini korudugu g6zlendi. Bu deneyler i¢in en
iyi sonu¢ P(AAm-CA)/Alj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enzimi igin

bulundu.

5. P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/Alj P(AAm-CA)/K-kar
hidrojellerine immobilize edilen lakkaz enziminin, 10 kez kullanimi
sonunda baglangic aktifliginin sirasiyla % 62, % 56 % 53 ve %50’ sini
korudugu bulundu, 10 kez kullanimlari sonucunda P(AAmM-CrA)/Al|
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hidrojelinde immobilize edilen lakkazin en iyi sonu¢ vermesinden dolayi

digerlerine goére tekrar kullanabilirliginin fazla oldugunu sdyleyebiliriz.

6. P(AAM-CrA)/Alj, P(AAm-CA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/K-kar ,

hidrojelleri icin % sisme oranlari sirasiyla; 31, 64, 42, 66, olarak bulundu.

7. P(AAmM-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/Alj ve P(AAm-CA)/K-kar
30 °C da inaktivasyon sabitleri sirasiyla 0,0085 dak™, 0,0083 dak”,
0,0041 dak™, 0,0013 dak’ 50 °C da ise 0,0201 dak™, 0,0233 dak™,
0,0189 dak!, 0,0036 dak ™' olarak bulundu. immobilize lakkazlarin 50 °C’
daki ki degerlerinin 30 °C’ daki ki degerlerinden daha yiiksek, yaklasik
2 — 5 kat kadar buytk oldugu bulundu.

8. Serbest ve immobilize lakkaz ile metil oranjin renginin gideriimesi
incelendiginde mediyatér kullanmadan vyapilan deneylerde, serbest
lakkaz, P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar hidrojellerinde immobilize
edilen lakkaz icin renk giderme ylzdeleri sirasiyla %63, %38, %45 olarak
bulundu. Mediyatér kullanilarak yapilan deneylerde ise serbest lakkaz
icin renk giderme yuUzdesi % 73 P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar
hidrojellerinde immobilize edilen lakkaz i¢in renk giderme ylzdeleri %72

olarak bulundu.

Bu sonuclara gére P(AAm-CrA)/Alj, P(AAm-CrA)/K-kar, P(AAm-CA)/Alj ve
P(AAm-CA)/K-kar hidrojellerinde immobilize edilen lakkaz 4°C’ da
depolamada ve genis bir sicaklik araliginda serbest enzime gére oldukga
yiksek aktiflik gdstermektedir. immobilize lakkazin tekrar kullanilabilirligi
sonuglarindan, immobilize lakkazin besin, tekstil, kagit, sentetik kimya ve
kozmetik gibi c¢esitli endUstri alanlarinda, renk giderme deneyleri
sonuglarindan da serbest ve immobilize lakkazin basta tekstil sanayi olmak

Uzere birgok endustri alaninda kullanilabilecegdi sonucuna ulasiimistir.
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