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OZET

TIROZINAZ ENZIiMIiNiN POLIAKRILAMID-ALLIL GLIiSIDIL ETER TEMELLI
KRiYOJELLERE iMMOBILiZASYONU VE UYGULAMALARI

Kat1 Keles D. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya
Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2023.

Amac¢: Bu calisma, tirozinaz enziminin poliakrilamid-allil glisidil eter (AAmM-AGE)
kriyojele immobilizasyonu ve immobilize tirozinazin fenolik bilesikleri giderme yeteneginin

arasgtiritlmasi amaciyla yapilmistir.

Materyal ve Yontem: AAmM-AGE kriyojel serbest radikal polimerizasyonu ile tiretilmis ve
AGE’nin epoksi gruplar1 ile fonksiyonellestirilmistir. Tirozinaz enzimi epoksi gruplari
tizerinden kovalent olarak kriyojele immobilize edilmistir. Karakterizasyon calismalari
FTIR, SEM, EDX ve sisme analizleri ile yapilmistir. Serbest ve immobilize tirozinazin
optimum pH, optimum sicaklik ve kinetik parametreleri belirlenmis; 1s1l, depo ve islemsel
kararlilik calismalar1 yapilmistir. Iimmobilize tirozinazin fenol, Bisfenol A, p-klorofenol ve

p-aminofenol bilesiklerini sulu ¢ozeltilerden giderme kapasitesi arastirilmustir.

Bulgular: AAm-AGE kriyojelin makro goézenekli yapiya sahip oldugu ve tirozinazin
basarili sekilde immobilize edildigi, karakterizasyon ¢alismalari ile gosterilmistir. Serbest ve
immobilize tirozinazin, sirasiyla, optimum pH’lar1 8.0 ve 6.0; optimum sicakliklar1 45°C ve
25°C; Km degerleri ise 0.547 mM ve 0.678 mM olarak belirlenmistir. Immobilizasyon ile
Vmax 7.8 Kat azalmistir. Serbest ve immobilize tirozinazin 1s1l ve depo kararliliklarinin
birbirine yakin olduklar1 saptanmistir. Immobilize tirozinaz yedi kez kullanimdan sonra
baslangi¢ aktivitesinin %18.1’ini korumustur. Tirozinaz immobilize edilmis kriyojellerin

fenolik bilesik giderme kapasitesinin %55’in tizerinde oldugu saptanmistir.

Sonug¢: Bu tezde, tirozinaz enziminin AAm-AGE Kkriyojellere immobilize edildigi ve
tirozinaz immobilize edilmis kriyojellerin fenolik bilesik gideriminde etkili oldugu

belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Fenolik Bilesik Giderimi, immobilizasyon, Kriyojel, Tirozinaz.
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ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF TYROSINASE ENZYME ONTO POLYACRYLAMIDE-
ALLYL GLYCIDYL ETHER BASED CRYOGELS AND ITS APPLICATIONS

Kat1 Keles D. Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of Natural and
Applied Sciences, Chemistry Program, Master Thesis, Aydin, 2023.

Objective: This study was carried out to investigate the immobilization of tyrosinase
enzyme onto polyacrylamide-allyl glycidyl ether (AAm-AGE) cryogels and the ability of

immobilized tyrosinase to remove phenolic compounds.

Material and Methods: AAmM-AGE cryogel was produced by free radical polymerization
and functionalized with the epoxy groups of AGE. Tyrosinase enzyme was covalently
immobilized onto cryogels through epoxy groups. Characterization was performed by FTIR,
SEM, EDX and swelling analysis. Optimum pH, optimum temperature and Kinetic
parameters of free and immobilized tyrosinases were determined; thermal, storage and
operational stability studies were carried out. The capacity of immobilized tyrosinase to
remove phenol, Bisphenol A, p-chlorophenol and p-aminophenol compounds from aqueous

solutions was investigated.

Results: Characterization studies indicated that AAm-AGE cryogel had a macroporous
structure and tyrosinase was immobilized successfully. For free and immobilized tyrosinase,
optimum pHs were 8.0 and 6.0, optimum temperatures were 45°C and 25°C; Km values
were 0.547 mM and 0.678 mM, respectively. Upon immobilization, Vmax decreased by 7.8
times. Thermal and storage stabilities of free and immobilized tyrosinase were close to each
other. Immobilized tyrosinase retained 18.1% of its initial activity after seven uses. Phenolic
compound removal capacities of tyrosinase immobilized cryogels were found to be over
55%.

Conclusion: In this thesis, it was determined that tyrosinase enzyme was immobilized onto
AAmM-AGE cryogels and tyrosinase immobilized cryogels were effective on phenolic

compound removal.

Keywords: Cryogel, Immobilization, Phenolic Compound Removal, Tyrosinase.
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1. GIRIS

Sanayilesmenin artmasiyla 6nemli bir ¢evre kirliligi sorunu haline gelen atik sularin
yer alti, gol, nehir ve deniz gibi sulara karisarak ekolojik denge ve insan saglig1 agisindan
tehdit olusturmasi kirlilik giderimi igin yapilan ¢alismalarin 6nem kazanmasina sebep
olmustur. Onemli Kirlilik kaynaklarinin basinda toksik ve kanserojen etki yaratan fenol ve
fenol tiirevleri gelmektedir. Fenolik bilesikler yag rafinasyonu, petrokimyasal, ilag, plastik,
boya ve agac endiistrisi gibi pek ¢ok endiistriyel atiklarda bulunmaktadir. Bu bilesiklerin
islenmeden bosaltimi1 insan, hayvan ve su sistemleri i¢in ciddi saglik riski olusturmaktadir.
Fenol, Amerika Cevre Koruma Ajansi (EPA) ve Kanada Ulusal Kirletici Salinim Envanteri
(NPRI) tarafindan 6nemli bir Kirlilik olarak belirlenmistir. Ayrica uluslararasi ciddi
mevzuatlar ile cevreye duyarli bir fenol salim limiti belirlenmistir. Ornegin EPA suyun

saflik standardin1 su icindeki fenol i¢in 1 ppb’den az olarak belirlemistir.

Atik sulardan fenol giderimi icin fiziksel (adsorpsiyon, membran filtrasyonu,
koagiilasyon), kimyasal (yiiksek oksidasyon, ozonlama) ve biyolojik (enzim ve
mikroorganizmalar) yontemlerden yararlanilabilir. Biyolojik yontemlerden enzimatik
olanlar ekonomik olmalar1 ve daha avantajli olmalari yoniinden tercih edilmektedirler.

Tirozinaz, lakkaz ve diger enzimler kullanim agisindan oldukga yaygindir.

1.1. Enzim Nedir?

Enzimler protein yapida olup, kimyasal reaksiyonlari ilimli kosullar altinda
katalizleyen biiyiik molekiil agirligina sahip organik bilesiklerdir. Yiiksek Katalitik
aktiviteye sahiptirler. Bazi enzimlerin bir dakikada milyonlarca molekiilii iiriine
dontistiirebildigi bilinmektedir (Goziikara, 2001). Enzimler hiicre iginde Kataliz gorevi
yaparlar; ancak uygun kosullarda hiicre dis1 ortamda da faaliyet gosterebilirler. Bu durum
enzimlerin pek ¢ok alanda kullanilabilmesine olanak saglar. Enzimle katalizlenmis bir
tepkime, enzim ve {lizerinde islem yaptigi molekiil (substrat) arasinda bir kompleksin
olusmasiyla baslar. Substratlar enzim tizerinde yer alan aktif bolgeye baglanirlar (Nelson
vd., 2013).



Enzimlerle ilgili ilk ¢alismalar giiniimiizden 7000 y1l kadar dncesine uzanmaktadir.
Ik uygulama sekerin alkole fermente edilmesiyle baslamis ve giiniimiizde endiistri, saglik,
gida gibi pek cok alanda kullanilmaktadir. Enzimlerle yapilan ilk g¢alismalar sindirim
enzimleri ile ilgilidir ve 1760-1825 yillar1 arasinda gergeklesmistir. Enzimler hakkinda
sistematik ¢alismalar 1825 yilinda Jon Jacob Berzellius’un canli organizmadaki maddelerin
katalizor araciligi ile sentezlendigi kanaatine varmasi ile baslamigtir. Ardindan 1926’da
James Sumner tarafindan iireaz enzimi saflastirilmis ve kristallendirilmistir. 1949 yilindan
itibaren enzim siniflar1 kesfedilmis ve enzim kinetigi c¢alisilmaya ve formiile edilmeye

baslanmistir.

1.1.1. Enzimlerin Simiflandirilmasi

Enzim smiflandiriimas1t  Uluslararast  Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan
olusturularak 1961°de tanimlanmuistir. Bu siniflamaya goére her enzim katalizledigi kimyasal
reaksiyon tiiriine bagl olarak, bir kod numaras: ile tanimlanmistir. Bu kod numarasi dort
basamak igeren bir EC (Enzim Komisyonu) numarasidir. Bu sisteme gore baslangigta alti
sinifa ayrilan enzimler 2018 yilinda yapilan bir degisiklikle yedi sinifa ayrilmaktadir (Concu
ve Cordeiro, 2019). Cizelge 1.1’de enzim simiflar1 ve katalizledikleri tepkime tipleri

gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Enzim siniflar1 (Nelson vd., 2013; Concu ve Cordeiro, 2019)

SINIF NUMARASI ve ADI KATALIZLENEN TEPKIME TiPI

EC 1: Oksidorediiktazlar Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlar1

EC 2: Transferazlar Grup aktarim tepkimeleri

EC 3: Hidrolazlar Hidroliz reaksiyonlari

EC 4: Liyazlar Gruplarin ~ ¢ift baglara. katvllma51 veya
gruplarin uzaklagmasiyla ¢ift bag olusumu

EC 5: izomerazlar Izomerizasyon (Molekiil i¢i grup aktarimi)

EC 6: Ligazlar Kondenzasyon tepkimeleri ile C-C, C-S, C-O

ve C-N baglarinin olusumu

Membranlardan iyon veya molekiillerin
EC 7: Translokazlar hareketini veya membran i¢inde ayrilmalarini
katalizleyen enzimler




1.2. Tirozinaz Enzimi

Tirozinaz enzimi (EC 1.14.18.1; monofenol monooksigenaz) enzimatik
kahverengilesme (kararma) ve melanin olusumunda énemli bir rol oynayan bitki, hayvan ve
cesitli mikroorganizmalarda genis 6l¢iide yer alan, iki bakir atomu igeren bir enzimdir.
Uygulamalarda kullanimina bakilirsa mantar ve memeli tirozinazi iizerine g¢aligsmalar
yapilmigtir. Immobilizasyon islemlerinde ise kaynagin bol bulundugu mantar tirozinazi daha

¢ok kullanilmaktadir.

1.2.1. Mantar Tirozinazinin Ozellikleri

Mantar tirozinaz enzimi ilk kez 1896 yilinda Bourquelot ve Bertnard tarafindan izole
edilmistir (Raper ve Wormall, 1923). Daha sonra bu enzim bir¢cok mantar, bitki, bakteri ve
hayvan tiirlerinden izole edilip saflastirilmistir. Enzimin molekiil agirhig: tiire bagli olarak
13.4-128 kDa araliginda degismektedir (Masum vd., 2019). Mantardan elde edilen tirozinaz
enziminin molekiil agirhg: yaklasik 120 kDa’dur. Genellikle tetramerik yapida bulunan
Agaricus bisporus mantari1 kaynakli tirozinaz enzimi, mol kiitleleri yaklasik 43 kDa olan iki
agir alt tinite (H) ve 14 kDa olan iki hafif alt tiniteden (L) olusan bir proteindir (Resim 1.1).
Ucg domaine sahiptir ve aktif merkezinde alt1 histidin birimi ile baglanmis, molekiiler oksijen
ile etkilesimin gerceklestigi iki bakir (iyon) baglanma bolgesi bulundurur. Ayrica bir disiilfit
bagi yapiya kararlilik kazandirir (Ismaya vd., 2011; Zolghadri vd., 2019).

Resim 1.1. Agaricus bisporus tirozinaz enziminin a) tstten; b) yandan ii¢ boyutlu yapisi
(Ismaya vd., 2011)



Mantar sap ve sapkalarindan izole edilen 43 kDa’luk monomerik aktif bir formun
kesfi ile bu proteinin aslinda H alt tinitesi oldugu belirlenmistir (Wichers vd., 1996). Ayrica
yine Agaricus bisporus mantarindan 2018 yilinda spesifik aktivitesi 38000 iinite/mg olan bir
tirozinaz izoformu (H alt Ginitesi) saflastirilmistir (Lopez ve Tejedor, 2018).

Resim 1.2’de Agaricus bisporus mantar1 tirozinaz enziminin aktif bolgesi

gosterilmektedir.

His263

His85 His94

Resim 1.2. Agaricus bisporus mantar tirozinaz enziminin aktif bolgesi (Zou vd., 2017).
(Karbon atomlar1 yesil, azot mavi, oksijen kirmizi ve bakir kahverengi ile

gosterilmistir).

Tirozinaz enzimi metabolizmada birbirini takip eden iki temel reaksiyonu
katalizlemektedir. Bunlardan ilk reaksiyon, monofenoliin o-difenole hidroksilasyonu olup
monofenolaz ya da krezolaz aktivitesi olarak da bilinir. ikinci reaksiyon ise, o-difenoliin o-
kinona oksidasyonu olup siklikla o-difenolaz ya da katekolaz aktivitesi olarak bilinir. Her
iki reaksiyonda da oksidan olarak oksijen kullanilir (Gertzen ve Escobar, 2014). Bu

reaksiyonlar sirasi ile Sekil 1.1°de gosterilmistir.



A N OH OH
| + 0, + 24 Tirozinaz + H0
/\/ Krezolaz aktivitesi

R

B N ot
I + 120, Tirozinaz + HO

/ Katekolaz Aktivitesi =
R OH

Sekil 1.1. Tirozinaz enziminin Kkatalizledigi monofenollerin kademeli oksidasyon
reaksiyonu (Kaintz vd., 2014).

1.2.2. Memeli Tirozinaz Enziminin Ozellikleri

Farkli canli tiirlerinde bulunan tirozinazlar, bulundugu dokular ve hiicrelerdeki
kimyasal yapisi, ti¢ boyutlu 6zellikleri ve dagilim agisindan ¢ok ¢esitlidir. Memeli tirozinazi
tek bir zara yayilnus transmembran proteini olarak karakterize edilir. Insanlarda, enzimin
katalitik aktif bolgesi melanozomlarin iginde yer alir. Proteinin geri kalan kismi ise

melanositin sitoplazmasina yayilmis durumdadir (Obaid vd., 2021).

Melanin memelilerde 6nemli bir pigment olup sag¢ telleri ve ciltte dagilmistir ve
sitoplazma iginde olusan serbest radikalleri absorbladigi gibi konakg¢i hiicreyi ¢esitli
iyonlastirict radyasyon tiplerinden korur. Memelilerde eumelanin (kahverengi veya siyah
pigment) ve feomelanin (kirmiz1 veya sar1 pigment) olarak iki melanin tiiriintin bir karigimi
bulunur. Melanin olusumu tirozinin dihidroksifenilalanine dontstiiriildigii bir seri oksidatif
reaksiyonlarla gergeklesir. Bu durum Resim1.3’de agiklanmaktadir (Fernandes ve Kerkar,
2017).
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Resim 1.3. Tirozinden oksidatif reaksiyonla melanin olusumu (Cho vd., 2020).

Tirozinaz enzimi melanin sentezi sirasinda asagidaki reaksiyona uygun olarak
hidroksifenilalanini once dihidroksifenilalanin (DOPA)’e, daha sonra da dopakinona

doniistiiren ve melanin olusumuna sebep olan reaksiyonu katalizleyen enzimdir. Reaksiyon

mekanizmasi Sekil 1.2°de gosterilmistir.

ENZIMATIK | ENZIMATIK OLMAYAN
o |
M OH Tirozinaz OH g
“Keewom NH, i Kahverengi pigmentler
i (Melanin)
L tirozin L-DOPA |
Tirozinaz ':
{Kateko!az) E
NH' OH|
© H
L-DOPAkinon L-DOPAkrom

Sekil 1.2. Ilk iki basamag tirozinaz enzimi tarafindan
reaksiyonu (Kurpejovié vd., 2021).

katalizlenen melanin sentezi



1.3. Tirozinaz Enziminin Kullanim Alanlari

1.3.1. Atik Sulardan Fenolik Bilesik Giderimi i¢in Kullanimi

Fenolik bilesikler (yani fenol, alkilli veya halojenli fenoller ve bunlarin Bisfenol A
gibi tiirevleri), kagit, metal, regine, plastik, pestisit ve ila¢ gibi birgok endiistriyel tiriniin
imalat1 sirasinda tretilen ¢evresel Kirleticilerdir. Bu zehirli kirleticiler endiistriler tarafindan
siklikla gollere, nehirlere ve okyanuslara biiyiik miktarlarda bosaltildiklar1 i¢in ¢evremizi ve
ekolojiyi olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle, endiistriyel atiklardan fenolik
Kirleticilerin uzaklastirilmas: daima Kkritik bir arastirma konusu olmustur. Fenolik
kirleticileri gidermek icin lakkaz, peroksidaz ve tirozinaz gibi enzimlerin kullanimi
yayginlasmigtir.  Tirozinaz enziminin  kullanilmasimnin  ardindaki  prensip  enzimin
monofenolleri o-difenollere ve takiben o-kinonlara doniistiirmesi ve 0-kinonlarin da
enzimatik olmayan polimerizasyon sonucu sedimentasyon veya filtrasyon ile

uzaklastirilabilecek, ¢oziiniir olmayan agregatlarinin olusturulmasidir (Xu ve Yang, 2013).

1.3.2. Tarim ve Gida Endiistrisinde Tirozinaz

Tirozinaz meyvelerde, sebzelerde ve hayvanlarda yaygimn olarak bulunan bir oksidaz
olarak bilinir. Gida isleme sirasinda tirozinaz, raf omriinii kisaltan ve besleyici ve ticari

degerleri azaltan istenmeyen esmerlesmeye neden olur (Shi vd., 2020).

Bitki kaynakli gidalarin tirozinaz araciligi ile istenmeyen enzimatik esmerlesmesi,
besin kalitesinin diismesine ve gida iriinlerinin ekonomik kaybina neden olur. Tirozinaz
etkisini 6nlemek i¢in mevcut geleneksel yontemlerin yetersizligi, arastirmacilar1 gida ve
kozmetik icin yeni giiclii tirozinaz inhibitorleri aramaya tesvik etmektedir (Parvez vd.,
2007).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/tyrosinase
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/oxidase

1.3.3. Tip ve Eczacihikta Kullanim

Tirozinazin tibbi endiistrideki uygulamasi pigmentasyon ve diger cilt problemlerini
onlemesinde kullanimidan dolay1 popiilerlik kazanmustir. Tirozinaz enzimini inhibe ederek
melanin sentezinin diizenlenmesi, pigmentasyonun onlenmesi igin uygulanabilecek bir
yontemdir. Ticari olarak temin edilebilen kozmetiklerin veya cilt rengi agict maddelerin
cogu tirozinaz inhibitdrlerini igerir. Inhibitdrlerin tirozinazi hedef almasi, tirozinaz yalnizca
melanositler tarafindan iretildiginden, yan etkiler olmaksizin hiicrelerde melanogenezi
spesifik olarak inhibe edebilir olmasindandir. Cilt rengi agict ajanlar olarak iyi bilinen
tirozinaz inhibitorleri olarak hidrokinon, arbutin, azelaik asit, L-askorbik asit, ellagic asit,

kojik asit rnek verilebilir (Pillaiyar vd., 2017).

Parkinson hastaligi beyinde dopamin fireten bolgedeki hiicre kaybi nedeniyle,
dopamin eksikliginden kaynaklanan bir hastaliktir. Bir oksidorediiktaz sinifi olan tirozinaz
enzimi, insan beyninde néromelanin olusumunda rol oynamakta ve bu siiregte dopaminin
oksidasyonu ile dopakinonlari olusturmaktadir. Dopakinonun asir iiretildigi durumlarda ise,
sinir hasar1 ve hiicre 6limiine neden olmaktadir. Bu sebeple tirozinaz enziminin dopamin
norotoksisitesine yol acarak Parkinson hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklardan sorumlu
olabilecegi ileri siiriilmektedir (Greggio vd., 2005). Bu nedenle Parkinson hastalarinda
tirozinaz enzimi inhibitorlerinin kullanilmasi yapilan ¢aligmalar sonucunda hiz kazanmustir.
Tirozinaz enziminin en iyi bilinen inhibitérlerinden biri olan kojik asit basta olmak iizere
cesitli sentetik inhibitorler gelistirilmis; ancak bunlarin toksik etkilerinin bulunmasi
nedeniyle alternatif olarak dogal inhibitorlere yonelik ¢alismalar giin gectikge artmaktadir
(Gezici ve Kogum, 2021).

1.3.4. Tirozinazin Biyoteknolojide Kullanim

Zararli kimyasallarin ve bunlarin tiirevlerinin azaltilmasi giiniimiizde kiiresel ¢evre
ugraslarindandir. Biyoremediasyon, ¢evredeki kimyasallarin varligin1 kontrol etmek igin bir
strateji olmustur. Fenol oksidazlar (lakkazlar ve tirozinazlar) dahil olmak tizere enzimler,
sularda ve toprakta birgok kimyasal Kirleticinin giderilmesinde “yesil iriinler” olarak
giderek daha fazla kullanilmaktadir. Her iki fenoloksidaz da dogada yaygindir ve ¢ok sayida
kimyasalin Kkatalitik eliminasyonu i¢in tek kofaktor olarak kolayca bulunabilen molekiiler



oksijeni kullanma yeteneklerinden dolay1 cazip biyokatalizorlerdir. Bu katalitik 6zellik, bu
iki biyokatalizére ¢ok ozeldir ve ozellikle farmasétikler gibi mikro Kirletici kimyasallarin
ortadan kaldirilmasi i¢in c¢evresel uygulamalarda kullanimlari mimkiindiir. Katalitik
potansiyellerinden yararlanarak, g¢evresel uygulamalarda kullanilabilecek  uygun
biyokatalizoérler tiretmek igin lakkaz miihendisliginde dikkate deger ilerlemeler
kaydedilmistir. Benzer sekilde, tirozinazlar, bugiine kadar ¢ok daha az arastirilmig
olmalarina ragmen, lakkazlarla katalitik benzerlikleri nedeniyle ¢evresel uygulamalarda
artan bir ilgi kazanmaktadir. Ote yandan tirozinazlar, gida katki maddeleri, ilag sentezi,
biyosensor gelistirme vb. gibi biyoteknolojinin diger ¢esitli alanlarindaki uygulamalari igin

biiyiik 6l¢iide incelenmistir (Ba ve Kumar, 2017).

1.4. Tirozinaz Enziminin Substratlar

Funguslar, bakteriler, bitkiler ve hayvanlarda bulunabilen tirozinaz enzimi genis bir
substrat spektrumuna sahiptir. Tirozinazin substratlarindan bazilart fenol, katekol, p-
aminofenol, L-tirozin, 3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA), p-krezol, pirogallol, dopamin,
4-biitilkatekol olarak sayilabilir (Min vd.,2019). Bu substratlarin molekiiler yapilart Sekil
1.3’de gosterilmistir.

OH
OH o - o OH
A, il (i (O
0 < f TR Yy
Z /%) NH, T
NH, HO CH
Fenol Katekol p-Aminofenol L-Tirozin p-Krezol
OH OH
e | HO O o s 2
N-"oH m . YU X o+
NH v Z ! i
| 6 2 H_.CY HO N~ p NH:
CHs OH
Pirogallol Dopamin 4-Biitilkatekol L-DOPA

Sekil 1.3. Tirozinaz enzimin substratlari



1.5. Tirozinaz Enziminin inhibitorleri

Cilt beyazlatma maddesi olarak kullanilan bir mantar metaboliti olan kojik asit, en
cok calisilan tirozinaz inhibitoriidiir. Popiiler beyazlatma ajan1 kojik asit, arbutin, hidrokinon
ya da tropolon ile birlikte inhibitér gelistirme ¢alismalarinda kullanilmustir. Bitkilerden,
mantar metabolitlerinden ve deniz yosunundan tirozinaz inhibitorlerini elde etmek igin
arastirmalar vardir. Polifenoller dogada yaygin olarak bulunur ve tirozinaz inhibitor
gruplarmin en biytigidiir. En iyi calisan polifenoller, flavonlar, flavonoller, flavanonlar,
flavanoller, izoflavonoidler, kalkonlar ve katesinleri iceren yedi ana gruba ayrilabilen
flavonoidlerdir (Masum vd., 2019).

Dogal kaynaklarindan elde edilen bazi tirozinaz inhibitorlerinin Kimyasal yapilar

asagidaki Sekil 1.4°te gosterilmistir.
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Sekil 1.4. Bazi tirozinaz enzimi inhibitorlerinin Kimyasal yapilar1 (Karimian vd., 2021).

1.6. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler boya, giibre, yiizey aktif madde, patlayici, tekstil, plastik gibi

cesitli endiistrilerde yaygin kullanima sahiptir. Ornegin, polimer endiistrileri, kontrplak
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yapistiricilar, poliol ve korozyona dayanikli polyesterler gibi 1siyla sertlesen polimerler
tiretmede fenolik bilesikler kullanilir. Fenol ve fenolik bilesik Kirleticilerin dogadaki varhigi,
endiistri ya da insan faaliyetinden kaynakli olarak dogal ve kimyasal siire¢ sebebiyle
diinyanin Karsilastigi ortak bir sorundur (Raza vd., 2019). Toksisiteleri ve dogada uzun siire
kalabilmeleri nedeniyle 1908’in baslarinda arastirmacilar fenolik bilesiklerle ilgili
calismalara baslamislardir. Fenoliin organik ve serbest radikal tiirlerinin olusumu ve
hidrofobikligi nedeniyle toksik 6zelligini artirmaktadir (Abd Gami vd., 2014).

Bazi fenolik bilesiklerin karakteristikleri, kaynama noktalari, ¢oziiniirlik ve pKa
degerleri, Kirletici kaynaklari, uygulamalari, izin verilen derisim sinirlar1 ve etkileri Cizelge

1.2°de yer almaktadir.
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Cizelge 1.2. Olasi fenol tiirevleri, kaynaklari, ¢6ziinebilirlik, izin verilen derisim ve uygulamalar1 (Raza vd., 2019)

[A4)

R Karakteristik Kaynama noktas1  Coziiniirliik & Kirletici izin verilen .
Bilesik ozelligi & Erime noktasi pKa kaynagi Uygulamalan derisim Etkiler
Plastikler, Uzun siire maruz
Eenol Kristal kati, tathms1 ~ KN:181.7 °C 8.3g 100mL™* Yag rafineri,  polikarbonatlar, 19 mg m* kalmada bobrek
buruk bir koku EN:40.5°C pKa:9.95 tekstil, ilag deterjanlar, ve karaciger
pestisitler etkilenir
R . ) o 3 . Diisiik
0-Krezol enksiz kati, hos KN:191 °C 31g 100dm Tiitiin Herb|5|tler., . 22 mg m3 seviyelerde
kokulu EN:31°C pKa:10.316 kas gevseticiler
zararsiz
H . o -1
m-Krezol E;?:z:fnssllvébtﬂm’ Es 12f %g ¢ éi:géﬂOmL Komiir Pestisitler 22 mg m*® Ciddi yaniklar
Komiirtin
. KN:201.9 °C 2.4 g 100mL* kavrulmasi, S ] Yutulursa
p-Krezol Renksiz kati EN:35.5 °C pKa:10.3 toluen Antioksidanlar 22 mg m* Sliimiil
stilfonasyonu
Rezorsinol Beyaz kristal kati, KN:280 °C 110 g 100mL™* Reginelerin - Antiseptik i Cevre icin
karakteristik koku EN:109.8 °C pKa:9.15 erimesi dezenfektanlar tehlikeli
Saridan - o Tahris edici
Klorofenol kahverengimsi sivi,  KN:174.9 °C 10-50 mg mL™! Bitkilerden Pestisitler ) yaniklara se’bep
hos olmayan EN:9.8 °C pKa:10.3 Su aritma olur
karbolik koku
Renksiz ila soluk 6 mg mL*? Fenollerin Fenoliin Endokrin
Nonilfenol sari sivi, KN:290-300 °C Ka'10.31 IKil IKil - bozukluk
karakteristik koku pKa:10. alkilasyonu alkilasyonu ozuklu
Renksiz ila soluk
. : KN:279 °C 11600 mg L3 Kumas - Akut saglik
Nitrofenol sar1 Kristaller, EN'113.8 °C oKa:7.15 fabrikalart Patlayicilar Cok zehirli sorunlar
kokusuz
Beyaz ila agik KN:360.5 °C 120-300 iy oskluk
. . :360.5° -300ppm endiistri, . . ozukluk,
Bisfenol A kahvgrengl pullar, EN'153 °C 0Ka:9.6 medikal Plastikler <1ugkg? Kansere
fenolik koku . .
endiistri sebebiyet




1.7. Fenolik Bilesik Gideriminde Kullanilan Teknolojiler

Bazi endiistriler odun damitma, kagit iretimi ve pisirme gibi liretim siireglerinde
fenol ve o6zellikle kloro-fenol iretirler (Paasivirta vd., 1985; Olaniran ve Igbinosa, 2011).
Biiyiik endiistrilerin atik suyunda bulunan fenol ve onun siibstitiic bilesenleri Sekil 1.5°de
yer almaktadir (Said vd. 2021).

|

\ Fenol Kaynagi i
I J
[ - 1
Petrol Rafine Komir Farmastitik Petrokimya Deri EndUstrisi
Endistrisi | Rafinerisi
* Fenol * Fenol + Fenol * Fenol * Fenol
* Bifenil * Katekol « Toluen * Rezorsinol * Katesin
* Naftalen * Krezol « Fenil Asetik * Naftalen « Nitrofenol
* Toluen * Rezorsinol Astt * Butadien » Kiorofenol
* Benzen « Hidrokinon « Eter * Benzen « Tanen
* Hidrokarbon « Hldrokarbon « Benzil alkol * Heptanlar
« Kloroform

Sekil 1.5. Bazi temel endiistriler tarafindan iiretilen fenol 6rnekleri (Said vd. 2021).

Fenol igeren atik sulari dogrudan ya da dolayli olarak su kaynaklarina bosaltan bu

endiistriyel faaliyetler su kirliligine sebep olmaktadir.

Fenollerin giderimi i¢in, distilasyon, adsorpsiyon ve ekstraksiyon, biyodegredasyon,
kimyasal oksidasyon, elektrokimyasal oksidasyon ve enzimatik yollar gibi bir¢ok yontem
vardir. Bu yontemlerle ilgili diisiik verimlilik, yiiksek maliyet veya toksisite gibi bir ¢ok

sorun da belirlenmistir (EI-Ashtoukhy vd., 2013). Asagida bu yontemler agiklanmustir.

1.7.1. Distilasyon

Distilasyon teknolojisi fenol gideriminde kullanilan yontemlerden biridir. Su buhar
damitma ve azeotropik damitma olarak iki tip distilasyon vardir. Her iki ayirma yontemi
benzerdir ve wuguculuk farkindan vyararlanarak ayirma yapar. Bu yoOntem, aritma
proseslerinde derisimi yiiksek (3000 mg/L’den fazla) fenolik bilesikler i¢in uygulanir
(Mohammadi vd., 2015).
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1.7.2. Ekstraksiyon ve Adsorpsiyon

Fenollerin  sudan uzaklastirilmasina yonelik adsorpsiyon ve ekstraksiyon
teknolojileri, eser fenol konsantrasyonlarindan yiizde konsantrasyonlarina kadar etkilidirler.
Ancak bu teknolojilerde ihtiya¢ duyulan adsorban veya 6ziitleyicinin maliyeti g6z Oniine
alimmalidir. Geleneksel solvent ekstraksiyonu olarak da bilinen sivi-sivi ekstraksiyonu,
fenolik bilesiklerin islenmesi igin standart, tahribatsiz bir islemdir ve ¢ok g¢esitli fenol

konsantrasyonlarina uygundur, bazi durumlarda uygun maliyetlidir (Villegas vd., 2016).

Adsorpsiyon islemi, atik sulardan organik maddelerin uzaklastirilmasi igin etkilidir.
Aktif karbonlar, organik kirleticiler igin miikemmel adsorpsiyon yeteneklerinden dolay1 en
yaygmn kullanilan adsorbanlardir. Aktif karbonlarm yiiksek adsorpsiyon kapasiteleri
genellikle yiiksek yiizey alani, gézenek hacmi ve gozenekliligi ile ilgilidir. Ayrica, aktif
karbonlarin adsorpsiyon yetenekleri, aktivasyon yontemine ve kaynak malzemelerin
dogasina biiyiik Ol¢iide baghdir. Birgok arastirmaci, aktif karbonun, o6zellikle fenolik
bilesikler icin, organik bilesiklerin uzaklastirilmasi ig¢in etkili bir adsorban oldugunu
gostermistir. Bununla birlikte, yiiksek baslangic maliyeti ve maliyetli bir rejenerasyon
sistemine duyulan ihtiyag¢, onu bir adsorban olarak ekonomik olarak daha az uygulanabilir
kilmaktadir. Bu kriterleri g6z Oniinde bulundurarak, diisik maliyetleri ve vyerel
bulunabilirlikleri nedeniyle, kitosan, zeolitler, kil gibi dogal malzemeler veya ugucu kiil,
kirmizi ¢amur, ¢amurlar ve oksitler gibi endiistriyel islemlerden kaynaklanan belirli atik

tirtinler diisiik maliyetli adsorbanlar olarak siniflandirilir (Ahmaruzzaman, 2008).

1.7.3. Biyodegredasyon

Organik bilesiklerin biyolojik olarak parcalanmasinda mikrobiyal katalizérlerin
kullanim1 son yillarda 6nemli 6lgiide ilerlemistir. Hemen hemen tiim dogal ortamlarda,
ozellikle de topraklarda ¢ok sayida mikroorganizmanin bir arada oldugu bulunmustur.
Bircok dogal ve sentetik organik kimyasal, dogal ortamda kolayca biyolojik olarak
parcalanabilir. Malzemelerin biyolojik bozunmasi, ilk yakinligi, substrata adsorpsiyona veya
fiziksel erisime izin vermeyi, substratlar1 parcalamak igin ekstra hiicresel enzimlerin
salgilanmasini veya tasima sistemleri yoluyla alimi ve ardindan hiicre i¢i metabolizmay1

icerir. Organik bilesiklerin biyolojik bozunma etkinligi, organik Kirleticinin tiiriinden,
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organizmanin dogasindan, ilgili enzimden, bozunma mekanizmasindan ve etkileyen
faktorlerin dogasindan etkilenir. Fenolik bilesikler, nispeten diisiik konsantrasyonlarda
toksik olan tehlikeli kirleticilerdir. Fenol birikimi hem flora hem de fauna icin toksisite
yaratir. Fenol toksik oldugu ve kirlilige neden oldugu i¢in ortamdan uzaklastirilmasi gerekir
(Nair vd., 2008).

Biyolojik bozunma fenol agisindan zengin ¢ozeltilerde kullanilan bir yontemdir.
Diger yontemlerle karsilastirildiginda daha az toksik bir bilesik iginde fenoliin tasinmasi,
stirdiiriilmesi Ve tasarlanmasi igin temelde basit bir yontem olarak karsimiza ¢ikar. Biyolojik
yontemin avantajlarina ragmen biyolojik bozunma biiyiik oranda kimyasal bilesigin yapisina
baglidir (Said vd., 2021).

1.7.4. Kimyasal Oksidasyon

Kimyasal oksitleyiciler, sulu ¢ozeltideki fenollerin yikimini saglar. Ilimli kosullarda
(sicaklik ve pH acisindan) diisiik reaktif ve enerji maliyetlerine sahiptir. Ozon, klor, klor
dioksit, kloraminler, ferrat [Fe (VI)] ve permanganat [Mn (VII)] atiksularin oksidatif
arittminda kullanilan en yaygin kimyasallardir. Permanganat ve ferrat, yiiksek indirgeme
potansiyelleri nedeniyle genis Olglide ¢alisilmis ve kullanilmigtir. Ferrat, genis bir pH
araliginda ¢esitli  kirleticileri oksitleme yetenegine sahiptir. Pihtilasma/flokiilasyon
ozelliklerine sahip olan ferrik hidroksite indirgenerek daha iyi etkinlik saglar. Ayrica,
permanganat daha ucuzdur, islenmesi kolaydir ve stabildir; ilaveten klorlu veya bromlu yan

tirtinler olusturmaz (Villegas vd., 2016).

1.7.5. Elektrokimyasal Oksidasyon

Su/atik su aritimi igin elektrokimyasal yontemler ¢evresel uyumluluk, ¢ok yonliiliik,
enerji verimliligi, giivenlik, secicilik, otomasyona uygunluk ve maliyet etkinligi gibi bircok
avantaj sunmakta ve bu nedenle son yillarda biiyiik ilgi gormektedir. Ornegin, fenoliin
elektrokimyasal oksidasyonu, platin katkili SnO2, PbO2, Bi2Os —PbOs, 1rO2 karbon ve bor
katkili elmas anotlar ile gesitli arastirmacilar tarafindan calisilmistir. Bu elektrot
malzemeleri arasinda elmas elektrotun yani sira daha ucuz olan metal oksit elektrotlar da
tercih edilmektedir (Yavuz ve Koparal, 2006).
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1.7.6. Enzimatik Yontem

Enzim tarafindan katalizlenen kimyasal reaksiyonun hizi, normal reaksiyondan bir
milyon kata kadar daha hizlidir. Bu yiizden fenoliin biyobozunmasi gibi biyokimyasal
reaksiyonda enzimler énemlidir. Enzim bazli prosesler yiiksek 6zgiilliikle hareket eder ve
hedeflenen bilesiklerin uzaklastirilmasinda oldukga etkilidir. Organik bilesikleri sulu
¢oOzeltiden uzaklastirmak i¢in enzim bazli tekniklerin kullanimi ilk olarak Klibanov ve
meslektaglar1 tarafindan Onerildi ve 0 zamandan beri siirekli olarak gelistirildi.
Peroksidazlar, diger enzimlerle karsilastirildiginda fenol polimerizasyonu igin en yaygin
olarak bildirilen enzimlerdir (Pradeep vd., 2015). Fenol doniisiimiinii baslatmak igin fenol,
H202’e maruz birakilmalidir daha sonra peroksidaz enzimi ayni zamanda polimerize
fenoliin serbest radikal formuna aromatik fenol bilesigini okside eder (Wilberg vd., 2002).
Su aritma amaci i¢in kullanilan enzimler bazi kati maddeler {izerinde adsorblanir ve bu
prosediir genis Olgiide ekonomik faydalarindan dolay1 endiistri ve tarimdaki Kirlilik i¢in

kullanilmaktadir.

Fenolik bilesik giderme yontemlerinin karsilastirilmasi Cizelge 1.3’te gosterilmistir.
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Cizelge 1.3. Fenolik bilesik giderim yontemlerinin karsilastirilmasi (Said vd. 2021).

Teknoloji Fonksiyon Avantaj Dezavantaj
L Kaynama noktast kullanilarak sivi karisimdan  Yiiksek fenol geri kazanimi Yl.lk.s el gere'fs'”.'m' -
Distilasyon - Distilasyon kulesi igin biiyilk alan
fenol ayirma ve yogunlastirma Hizli ayirma o
ihtiyaci
Adsorpsiyon ve Karigabilir  sivi  yoluyla kati  tizerine Yiksek etkinlik Harcanan sivi veya adsorbanmn imhasi

ekstraksiyon

adsorplama veya karisabilir sivilar {izerinden
fenol giderimi

Harcanan sivi ya da adsorbanin kolayca
yenilenmesi

icin iglem gerektirmesi

Biyodegredasyon

Fenolii mineralize etmek i¢in mikroorganizma
kullanilmasi

Tasarim ve uygulama kolaylig
Toksisitesi yiiksek fenolii daha az toksik
tiire dontistiirme

Havuz ya da tank i¢in biiyik alan
gereksinimi

Diisiik fenol
uygulama zorlugu

konsantrasyonunda

Kimyasal oksidasyon

H,0, ve Os gibi giiclii oksidanlar ve fenol
arasinda kimyasal bir reaksiyonla baslatilmasi

Yiiksek fenol konsantrasyonu igin uygun
olmasi
UV 1sikla
etkinlik

birlestirildiginde  yiiksek

UV isikla birlestirildiginde yiiksek enerji
gereksinimi

Enerji ve kimyasalin siirekli
edilmesinden dolay1 maliyet etkisi

temin

Elektrokimyasal
oksidasyon

Enzimatik yontem

Elektrot yiizeyinde fenol oksidasyonu igin
elektrik kullanimi

Enzim araciligi ile fenoliin polimerlestirilmesi

Kimyasal gerektirmez
Uygulama kolaylig1
Hizli islem

Yiiksek segicilik

Elektrik enerjisine bagimli

Diizenli elektrot degisimi

Reaksiyon kosullarina yiiksek bagimlilik
Enzim inhibisyonu ihtimali
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1.8. Enzim Immobilizasyonu

Biyokataliz biyokimya, organik kimya, mikrobiyoloji ve molekiiler biyoloji
uygulamalarint i¢eren kullanilabilir ve siirdiiriilebilir bir disiplinler arasi teknolojidir.
Biyokatalizorlerin ilk kullanimi1 bir asir kadar o6nce dogal bilesiklerle baslamistir.
Sonrasinda, ozellikle yirminci yiizyilin son ¢eyreginde miihendislik teknolojilerinin de
gelismesi ile dogal olmayan bilesiklerin de enzimlerin substrati olarak kullanilmasit miimkiin
olmustur. Biyokataliz ¢calismalarinin gelisimi 1990’larda ileri molekiiler biyoloji ve yiiksek
verimli tarama tekniklerinin gelismesi sonucu biyokatalizin hizli ve genis ¢aph

uygulamalarinin miimkiin olmasi ile devam etmistir.

Giintimiizde, enzim biyokimyasinda yeni bir gelisme donemine girildigi ifade
edilmekte ve enzim ¢aligmalarinda ve protein miithendisligindeki gelismeler ve biyokataliz
islemlerinin “yesil kimyaya” uygulanabilme avantajlar1 enzimlerin kullanim alanini giin

gectikce artirmaktadir.

Enzimin hiicre disinda, saglik veya endiistri alanlarinda kullanimi séz konusu
oldugunda basarili uygulamalarin anahtar1 ‘tastyici’dir. Zira serbest enzimin tekrar
kullanimu igin ¢ogu kez enzim geri kazaniminin miimkiin olmamas1 veya miimkiin olsa bile
bu islemin maliyetinin yiiksek, veriminin diisiik olmasi nedeniyle enzimin bir tasiyict
tizerine immobilize edilmesi zorunlu hale gelir. Boylece kataliz islemi “homojen”den
“heterojen”e evrilir ve enzimin geri kazanimi ve yeniden kullanimi miimkiin olabilir (Basso
ve Serban, 2019).

Immobilizasyon herhangi bir seyi hareketsiz hale getirmek ya da tutturmak anlamina
gelir. Immobilizasyon, 1971 yilinda ABD Henniker kentinde yapilan ilk Enzim
Miihendisligi Kongresi’nde, biyokatalizorlerin, enzimlerin ya da hiicrelerin, spesifik bir
reaksiyonu aktivite kaybi1 olmadan ve tekrar kullanilabilir bir sekilde katalizlemek iizere,
belirli bir bolgede fiziksel olarak tutuklanmasi” olarak tanimlanmstir (Katchalski-Katzir ve
Kraemer, 2000; Es vd., 2015).

Enzim immobilizasyonu ise, enzimlerin katalitik aktivitelerini kaybetmeden siirekli
ve tekrar kullanimlarin1 saglamak tizere, fiziksel veya kimyasal olarak, ¢6ziiniir olmayan bir

destek materyali iizerine tutturulmasi olarak tanimlanabilir.

Immobilizasyon isleminde siirecin basarili bir sekilde devam edebilmesi igin etkin
olan faktorler:

« Immobilizasyon yéntemi,
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* Enzimin ve substratin molekiiler yapisi,
* Destek maddesinin 6zellikleri,
« Immobilize enzimin kullanilacag: uygulama alanidur.

Enzim immobilizasyonu ayni enzimin tekrar tekrar kullanilmasini miimkiin kilar.
Boylece her enzimatik reaksiyon sonunda olasi kayiplar onlenir ve siirekli sistemlerin
tasarrmi kolaylasir. Immobilizasyon sayesinde biyokatalizorlerin kararliligi genellikle arttig:
icin immobilize enzimin kullanildig: siireci kontrol etmek daha kolaydir (Kulkarni 2002; Es
vd., 2015). Her islem sonrasinda, enzim reaksiyon karisimindan kolaylikla uzaklastirilabilir,

bu da biyoproses i¢in kontaminasyondan kaynaklanan olasi tehditleri ortadan kaldirir (Es
vd., 2015).

1.8.1. Enzim Immobilizasyon Yéntemleri

Enzim immobilizasyon yontemleri geri dontisiimlii ve geri dontisiimsiiz olarak ikiye
ayrilmigtir. Her bir yontem kendi igerisinde Resim 1.4°te sematik olarak siniflandirilmistir.
Immobilizasyon yontemleri kovalent baglama, tutuklama, capraz baglama, selatlama,
adsorpsiyon ve disiilfit baglama basliklarinda incelenebilir.

Enzim immobilizasyon Yontemleri )

E

=

- Tekii st Spesitik olmayan adsorpsiyon
-Gold B - CLEAar - lyonik baglanma

. yonlendinilmis -Fiberde tutuklanma - Cok amach CLEA'lae - Hidrofobik adsorpsiyon
i e - Karma CLEATar « Afinite badlanmas:

Resim 1.4. Enzim immobilizasyon yontemlerinin siniflandirilmas: (Taheri-Kafrani vd.,
2021).
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1.8.1.1. Kovalent Baglama

Geri doniistimsiiz immobilizasyon yontemi i¢in en yaygin kullanilan tekniklerden
biridir. Tastyicilara kovalent baglama enzim molekiilii izerindeki reaktif gruplar tizerinden
gerceklestirilir. Avantaji enzim ve matriks arasindaki baglarin kararli olmasi sebebiyle
enzim ortama salinmaz. Ancak baglanmig enzimin yiiksek aktivite gdstermesi icin aktif
merkezde rol alan amino asitler baglanmada yer almamalidir ¢linkii enzimin katalitik
bolgesindeki amino asitler {izerinden gergeklesme ihtimali sonucu olusabilecek aktivite

kayiplar1 kovalent baglamanin en biiyiik dezavantajidir (Brena vd., 2013).

Kovalent baglanma ile enzimin bir destege baglanmasini saglayan birka¢ reaksiyon
dizisi vardir. Bunlar izo -tire bagi, diazo bagi, peptit bagi veya alkilasyondur. Enzim
molekiilleri, enzimin yiizeyindeki amino asitlere ait fonksiyonel gruplar ile kati1 destek
malzemelerinin bir aktif grubu arasindaki Schiff bazi baglantisi ile hareketsiz hale getirilir

(Thangaraj ve Solomon, 2019).

Coklu kovalent baglanma, enzimleri immobilize etmek icin kullanilan en giiglii
kimyasal baglardan biridir. Proteinin o6zellikle dis ylizeyinde bulunan amino asitlerin
icerdigi serbest fonksiyonel gruplar, enzimler i¢in baglanma noktalar1 olustururlar. En
yaygin kovalent baglar, lizin gibi amino asitler {izerindeki amin gruplarinin tasiyicilar
tizerindeki karboksil gruplariyla reaksiyona girdigi amid baglaridir. Karbodiimid gibi
reaksiyon aktivatorleri ile N-hidroksisiiksinimid (NHS) kullanilarak karboksilik gruplar,
kararli amid baglar1 olusturmak tizere aktif esterlere doniistiiriilebilirler. Ayrica, epoksi ve
aldehit gruplar1 siklikla immobilizasyon i¢in enzimler {izerindeki amin gruplariyla
reaksiyona girerler. Tersine, aspartik asit ve glutamik asit gibi amino asitlerin karboksil
gruplar tasiyicilar tizerindeki amin gruplariyla reaksiyona girerek enzimlerin immobilize
olmasin1 saglayabilirler. Cogu durumda, enzim aktivitesi, immobilizasyon sonunda
korunabilir ve bazen de arttirilabilir. Coklu kovalent baglanmada, enzimler tizerindeki
baglanma noktalar1 nispeten rastgeledir, bu da enzim yapilarinin pozisyonu iizerinde kontrol
eksikligi anlamina gelir. Baz1 durumlarda, kovalent baglanma, enzimatik aktiviteyi énemli
Olgiide azaltabilen protein yapisinda istenmeyen konformasyonel degisikliklere neden
olabilir (Jia vd., 2014).
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1.8.1.2. Tutuklama

Prensip olarak tutuklama, enzimi belirli bir yerde durmaya zorlamaktir. Bu islem
polimer matriksler iginde gergeklestirilecegi gibi, yar1 gecirgen membran iginde
mikrokapsiilleme ile de gerceklestirilebilir. Genellikle bir katalizor olan aktif bir tiir, bir kati
veya jelden olusan bir malzeme iginde tutulur, boylece kati veya yari1 kati matris iginde
dagilmis hale gelir. Bu yontem, izole edilmis enzimleri hareketsiz, daha kararli ve
ayristirilmas1 ve geri dontstiiriilmesi daha kolay hale getirmek icin kullanilabilir. Bu
yontemin avantaji enzimle dogrudan bir etkilesimin gerekli olmamasidir. Enzim yapisinda
minimal degisikliklerin olmas1 diger bir avantajdir. Kiitle transfer sinirlamalar1 bu yéntemin
bir dezavantaji olabilir ve malzeme uygun gozenek boyutu ayrica matriks ozellikleri ile
tasarlanmalidir. Enzim yiiksek oranda gozenekli veya ¢ok biiyiik gozenekleri olan bir
malzemeden kolayca sizabilir. Tutuklamanin basarili olmasi i¢in substrat ve tirtiniin serbest
diftizyonuna izin veren, fakat enzimin smirli hareketine izin veren gbézenekli bir malzeme

tiretilmis olmalidir (Imam vd., 2021).

1.8.1.3. Capraz Baglama

Bu yontemde, kiigiik molekiillii ¢ift veya cok fonksiyonlu reaktifler enzim
molekiilleri arasinda baglar yaparak, sonugta suda ¢oziinmeyen komplekslerin olusmasini
saglarlar. Protein yiizeyindeki reaktif -NH2 gruplar ile glutaraldehitin reaksiyonu yoluyla
protein ¢apraz baglama teknigi ilk olarak 1960'larda gelistirilmistir (Doscher vd., 1963).
Bununla birlikte, capraz bagli enzimler (CLE'ler) iiretmeye yonelik bu yontemin, diisiik
aktivite, zayif yeniden iretilebilirlik, diisik mekanik stabilite ve jelatinimsi CLE'lerin
islenmesindeki zorluklar gibi birka¢ dezavantaji vardi. Mekanik kararlilik ve kullanim
kolayligi, enzimin bir jel matrisi iginde veya bir tasiyici {lizerinde c¢apraz baglanmasiyla
gelistirilebilir. 1960'larin sonlarinda, endiistriyel kullanimda enzim immobilizasyonu i¢in en
yaygin kullanilan yontem haline gelen tasiyiciya baglh enzimler 6nem kazanmustir.
Endiistriyel biyokatalizor olarak gapraz bagli enzim kristallerinin (CLEC’ler) kullanimina
1992 yilindan itibaren baslanmistir. Fakat CLEC’lerin yiiksek saflikta enzim gerektirmesi
nedeniyle capraz bagli enzim kiimeleri (CLEA’lar) gelistirilmistir. Bu yontem ile enzim
sulu ¢ozeltiden basit bir sekilde ¢oktiiriilerek capraz bagli enzim kiimeleri elde edilmistir.
Boylece yiiksek saflikta enzim kullanimi gerekliligi ortadan kalkmustir (Sheldon vd., 2005).
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1.8.1.4. Selatlama

Selatlama ya da metal baglama sikg¢a kullanilan tersinir bir enzim immobilizasyon
yontemidir. Yontem, yiikli ve polar amino asitlerin (histidin, lizin, fenilalanin, sistein ve
tirozin) metal iyonlarina koordine baglar ile baglanmasina dayanir. Destek maddesinin
yiizeyinde bulunan metal iyonlari, kendilerine zayif bir sekilde bagli olan ligandlar igerirler.
Enzim destek maddesi ile etkilesime girdiginde, zayif ligandlar enzim molekiilleri ile yer
degistirir. Baglanma, metal iyonuna daha ¢ok afinite gosteren bir ligandin (EDTA gibi)
ortama eklenmesi ile bozulabilir (Krishnamoorthi vd., 2015).

1.8.1.5. Adsorpsiyon

Bu yontem yiizey aktif, suda ¢oziinmeyen bir adsorbanin enzim ile karistirilmas: ve
enzimin fazlasinin yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanir. Tasiyiciya baglamada etken
olan kuvvetler van der Waals kuvvetleridir. Enzim immobilizasyonunda adsorpsiyon, ilimli
ve kolay hazirlanma kosullari, diisiik maliyet, ¢apraz baglayicilar basta olmak iizere
kimyasal katki maddelerinin yokluguna ragmen yiiksek enzim yiiklemesi olmamasi ve
tekrar kullanim i¢in rejenerasyon gibi belirli avantajlara sahiptir. Adsorpsiyon, o6zellikle
diisiik maliyetli enzimler kullanildiginda, biiyiik 6lgekli islemlerde genellikle kullanilir. Bu
yontem, yeterince gii¢lii etkilesimler nedeniyle enzim molekiillerini yapisal olarak korur

(Thangaraj ve Solomon, 2019).

1.8.1.6. Disiilfid Baglama

Esansiyel olmayan ve serbest kalan tiyol gruplar1 igeren enzimler reaktif disiilfit ya
da disiilfit oksitler {izerinden tiyol-reaktif destek maddelerine immobilize edilebilirler.
Tiyol-enzim ve aktiflesmis kati destek maddesi arasinda olusan baglar, dithiothreitol gibi
disik mol kiitleli bir tiyol molekiilinin asiris1 ile koparilabilir. Bdylece enzim
inaktivasyonu gergeklesmis ve destek maddesi tekrar kullanilabilir hale gelmis olur
(Ovsejevi vd., 2013).
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1.9. Kriyojeller

Kriyojeller, polimerizasyon veya capraz baglama yoluyla yari donmus monomerik
veya polimerik yapilardan olusturulan polimerik malzemelerdir (Ertiirk ve Mattiasson,
2014). Kriyojeller, serbest radikal polimerizasyonu, irradyasyon (gama isinlari, elektron
demeti, UV radyasyon), kendiliginden jel olusumu, kriyo-kosullarda polikondenzasyon
reaksiyonu, enzimatik kataliz, metal-polimer koordine baglar ya da iyonik etkilesimler gibi
cesitli kriyotopik jellesme teknikleri ile iiretilebilir (Baimenov vd., 2020). Dondurma-eritme
yontemi ile iretilen bu ti¢ boyutlu esnek hidrojellerin olusumu igin uygulanan isleme
“’kriyojelasyon’’ denir. Kriyojelasyon polimer/monomer/capraz baglayici ve ¢oziiciiniin
(bagli ¢oziicii ve serbest ¢oziicli) bulundugu onciil ¢ozeltinin hazirlanmasi ile baslatilir
(Wolfe vd., 2002). Bagh ¢6ziicli ¢oziinen molekiilleri ile giiglii bir etkilesim igerisindedir,
bu sayede kriyoderismenin ger¢eklesmesini saglar. Kriyoderisme yiiksek derisimdeki
¢Oziinen molekillerinin  minimum miktarda ¢ozici ile donmamis sivi mikrofazi
olusturmasidir. Kriyoderisme polimerizasyon siirecini hizlandirir, donma sonucu once
¢oziicii kristalleri olusmaya baslar, donmus ve donmamis olmak tizere iki faz meydana gelir
(Kumar vd., 2010). Iyi bir kriyojelasyonda dnce ¢oziicii Kristallerinin yani donmus fazin
olusmaya baglamasi  gerekir. Donmamis faz igerisinde ¢apraz  baglanma,
polimerizasyon/jellesme gergeklesir. Bu sirada serbest ¢oziicii molekiilleri ise hizlica donar
ve icten bagli gozenekler olusturmak tizere birleserek biiyiirler. Polimerizasyon
tamamlandiktan sonra uygulanan eritme islemi ile ¢ozict kristalleri eritilir ve ortaya
“kriyojel” adi verilen birbirine igten bagli makrogozeneklere sahip olan polimerik bir yapi
ortaya ¢ikar (Shiekh vd., 2021).

Genel olarak kriyojellesme islemi su asamalar1 igerir (Memic vd., 2019);
1- Buz-kristal olusumu ile faz ayrimi

2- Buz kristalleri arasindaki donmamis fazda konsantre olmus reaktif tiirlerin gapraz

baglanmasi/polimerizasyonu
3- Buz kristallerinin acik ve igten bagli gézenekli polimer ortaya ¢ikarmak iizere eritilmesi.

Bu adimlar Resim 1.5’te 6zetlenmistir.
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Resim 1.5. Kriyojel olusum asamalar1 (Ingavle vd., 2018).

Kriyojeller 40-50 yillik bir teknoloji olmakla birlikte giinimiizde biyomedikal ve
endiistriyel alanda yaygin kullanim bulmakta ve birbirine igten bagli gézenekli yapi
iskelelerinin gelistirilmesinde yeni bir yaklasim ortaya koymaktadir. Kullanilacaklar
uygulamanin gereksinimlerini karsilamak tizere, sentez sirasinda ya da sonrasinda
kriyojellerin  fiziksel, kimyasal, mekanik ve biyolojik o&zelliklerinde degisiklik,
modifikasyon, optimizasyon yapilabilmektedir (Shiekh vd., 2021). Monomer tiirii, reaksiyon
stiresi, sicaklik ve onciil molekiillerin oranlar1 degistirilerek Kriyojel o6zellikleri kontrol
edilebilir ve ¢ok cesitli kriyojel sentezlenebilir. Kullanilacak uygulamaya gore kriyojeller
monolitler, ¢ubuklar, levhalar, diskler, kiiresel partikiiller formunda iiretilebilirler. Resim

1.6’da farkli sekillerde iiretilen kriyojel formlar1 yer almaktadir.

Resim 1.6. Agaroz-alginat kriyojelin farkli formlardaki dijital goriintiileri (soldan saga

sirastyla, levha, disk, monolit ve boncuk) (Tripathi ve Kumar, 2011).

Geleneksel kromatografik ortamlarimn daha az uygun oldugu ve uygulamanin
getirdigi  gereksinimleri karsilayamadiklar1 durumlarda, biyo-ayirma islemleri igin
kriyojeller tercih edilebilirler. Yiiksek gozeneklilik, yiiksek mekanik ve kimyasal kararlilik
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kriyojelleri biyomolekiillerin immobilizasyonu igin uygun kilar ve bu sekilde cesitli
molekiillerin ayrilmasi ve saflagtirlmasinda onlar1 daha cazip hale getirir (Ertirk ve

Mattiasson, 2014).

Kriyojeller tip, biyoloji, hiicre/doku miithendisligi, gida teknolojisi, ¢evre gibi bir¢ok

alanda uygulama bulmaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Seetharam vd. (2003) calismasinda kimyasal olarak modifiye edilmis sodyum
alimino silikat (NaA), kalsiyum aliiminosilikat (CaA) ve silika jel iizerine immobilize
edilmis tirozinaz tarafindan fenol giderimi arastirilmistir. Immobilize tirozinazin fenolii
doniistiirmesi oran1 baglangigc fenol derisimine bagh olarak ~ %15 ile % 60 arasinda
degismektedir. NaA ve CaA {izerine immobilize tirozinaz performasinda degisiklik
olmaksizin tekrar tekrar kullanilabilmistir. Ancak, pH 8’deki calismalarda anlamli bir
sekilde enzim inhibisyonu gergeklesmesi sonucu fenol giderimi bir platoya ulagmistir. Bu
inhibisyon geri dondstiiriiliir olup immobilize enzimi taze substrat ¢ozeltisine koyunca
aktivite geri gelmektedir. pH 8’den pH 6.8’¢ diisiiriildiigiinde fenol derisimi artmis, enzim

inhibisyonu ise azalmstir.

Peniche vd. (2005) calismasinda yagda—su sisteminde siispansiyon-¢apraz baglama
teknigi kullanilarak stiperparamanyetik Kitosan mikrokiirelerin hazirlanmasi ¢aligilmis ve
mikrokiireler karakterize edilmistir. Ornek olarak mikrokiirelere tirozinaz immobilize
edilmis ve fenolik bilesik giderimi icin kullanilabilirligi test edilmistir. Immobilize enzim
aktivitesinin % 70’ini korumustur. On kez kullamimdan sonra enzim fenol oksidasyon

aktivitesinin %65’ini korumustur.

Babac vd. (2006) tarafindan yapilan c¢alismada poliakrilamid-allil glisidil eter
kriyojel y1gin polimerizasyon yontemi ile hazirlanmistir. Kriyojel 10-100 pm biiyiikligiinde
birbirine bagli gozeneklerden olusan siirekli bir polimerik matriks olusturmus ve
konkanavalin A (Con A) ile modifiye edilmistir. Bu kriyojel 1gG adsorbsiyonu igin
kullanilmustir. insan plazmasindan 1gG saflastirmada kullanilmis ve 1gG adsorbsiyonunda

gozle goriliir bir kayip olmadan 10 kez kullanilmistir.

Demiryas vd. (2007) tarafindan boya-afinite kromatografisinde yeni bir durgun faz
olarak poli(akrilamid-allil glisidil eter) kriyojelin kullanim1 test edilmistir. Yigin
polimerizasyonu ile bir cam balon iginde kriyo-polimerizasyon ile hazirlanan sisteme
Cibacron Blue F3GA immobilize edilmistir. Kriyojelin karakterizasyonu yapilmis ve insan

serum albuminin sulu ¢ézeltilerinden adsorpsiyonu /desorpsiyonu arastirilmistir.
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Yao vd. (2007) tarafindan yapilan c¢alismada akrilamidin radikal kriyo-
kopolimerizasyonu ile hazirlanan gomiilii FesOs tasiyan poliakrilamid temelli kriyojel
yataklarinin iiretimi ve Kkarakterizasyonu calisilmistir. Sigir serum albiimini (BSA) model
protein olarak kullanilmis ve sentezlenen kriyojelin adsorpsiyon davraniginin Langmuir
modeline uydugu saptanmustir. Farkli hazirlama yontemleri kullanilarak BSA adsorpsiyon
izotermleri elde edilmis ve maksimum adsorpsiyonu saglayan parametrelerin (islem
kosullarinin) kriyojelin kromatografik performansi iizerine etkileri arastirilmigtir. BSA’nin
kriyojel igerisindeki ilerleyisi farkli akis hizlarinda takip edilmis, ¢ozelti akis hizinin ve

gbzenek yapisinin adsorpsiyon tizerindeki etkili oldugu belirlenmistir.

Aytar ve Bakir (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada amonyum siilfat (¢oktiiriicii)
ve glutaraldehit (¢apraz baglayici) kullanilarak, tirozinaz ile ¢apraz bagli enzim agregatlari
(CLEA: cross linked enzyme aggregates) olusturulmustur. CLEA aktivitesi {izerine
¢oktiirlicii Ve capraz baglayict derisimlerinin etkileri incelenmistir. Yiizde 60’1tk amonyum
stilfat, %2’lik glutaraldehit kullanilarak pH 7.0’de 3 saat boyunca oda sicakliginda
karistirtlarak  olusturulan CLEA’larin %100 aktivite geri kazanimm ile dretildigi
belirlenmistir. Serbest enzim ve CLEA’larin optimum pH, optimum sicakliklari ve Vmax
degerlerinde dikkate deger bir fark goriilmezken, immobilize enzimin substratina karsi

ilgisinin yiiksek oldugu belirlenmistir.

Wang vd. (2008) ¢alismasinda, poliakrilamid kriyojel yataklar 16 mm i¢ ¢apli cam
kolonlarda hazirlannmis iminodiasetik asit (IDA) ile eslestirilmistir. Kriyojellere Zn?* ve Ni?*
yiiklenerek ozellikleri incelenmistir. Farkli akis hizi, ¢6zelti pH’s1 ve hareketli fazin farkl
birlesenlerinin BSA proteininin bu kolonlardaki baglanma kapasitesine etkisi incelenmistir.
BSA’nin izoelektrik noktas1 etrafinda en ¢ok baglanmadig: ve imidazol ¢ozeltisi ile en etkin
kolondan sokiilme gergeklestigi ayrica elliisyon islemine diigiikk akis hizinin katkida

bulundugu saptanmustir.

Marin-Zamora vd. (2009) Agaricus bisporus mantarindan tirozinaz enzimini
ekstrakte ederek capraz bagli D-sorbitol hekzasinnamat ile kaplanmis cam kiirelere
immobilize etmislerdir. Immobilize tirozinaz enzimi 4-tert-butil-fenol, 4-metil-fenol, 4-
metoksi-fenol, p-hidroksifenilpropiyonik  asit ~ ve  p-hidroksifenilasetik  asit
monofenollerinden o-difenollerinin  elde edildigi reaksiyonlarda katalizor olarak

kullanilmustir ve reaksiyon verimlerinin %88-96 civarinda oldugu hesaplanmustir.
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Dinger vd. (2012) tirozinaz enzimini kitosan-kil kompozit kiirelere immobilize
etmislerdir. Immobilizasyon veriminin %67 oldugu rapor edilmistir. Serbest ve immobilize
tirozinazin L-katekol substrati ile optimum pH’lar1 7.0, optimum sicakliklari ise 25°C olarak
belirlenmistir. Serbest ve immobilize enzim -18°C’de depolandiginda 30 giin sonunda
serbest enzim aktivitesinin %37’sini kaybetmis, immobilize enzimin aktivitesinde ise
dikkate deger bir kayip goriilmemistir. iImmobilize tirozinaz enzimi birinci kullanimda
%100, dordiincti kullanimda %74, yedinci kullanimda ise %43 fenol giderme basarisi

saglamigtir.

Tiizmen vd. (2012) ¢alismasinda akrilamid (AAm) ve allil glisidil eter (AGE)’in
radikal polimerizasyonu ile kriyojel hazirlanmistir. Cibacron Blue F3GA bu kriyojele
kovalent olarak baglanmistir ve daha sonra Fe®* iyonlan ile selatlanmistir. Bu kriyojel
adsorpsiyon calismalarinda kullanilmak {izere pH, baslangi¢c protein derisimi, akis hizi,
sicaklik ve iyonik siddet agisindan katalaz aktivitesine etkisi incelenmistir. immobilize
katalazin Km degeri serbest enziminkinden disiik, maksimum hizi ise (Vmax) yiiksek
bulunmustur. Enzim c¢alismasinda kriyojel istiinde tekrarli olarak adsorbe ve desorbe

edilebildigi de saptanmustir.

Bayramoglu vd. (2013) ¢alismasinda asit ve plazma ile muamele edilmis diatom-
biyosilika partikiilleri 3-aminopropiltrietoksisilan (APTES) ile muamele edilip glutaraldehit
ile aktive edildikten sonra iizerine enzim immobilize edilmistir. Serbest ve immobilize
enzimlerin optimum pH’lar1 7.0, optimum sicakliklar1 ise sirasiyla 35°C ve 45°C olarak
tespit edilmistir. immobilize tirozinaz on kez kullanildiktan sonra orijinal aktivitesini %74
olarak korumustur. Depolama kararliligi ise 8 haftalik saklama sonrasi, baslangi¢

aktivitesinin %67 sini korumak suretiyle ¢ok iyi bir sonug¢ olarak yorumlanmastir.

Donato vd. (2014) c¢alismasinda bir polimerik membran tizerine immobilize edilen
tirozinazin L-Dopa {iretimi igin Kinetik Ozellikleri arastirilmistir. Bir karistirma tank
reaktorindeki enzimin Kinetik davranmiglar1 karsilastirilmistir. Michaelis-Menten sabitleri
immobilize tirozinazin substrat i¢in daha yiiksek afinite gosterdigini belirlemistir.
(Immobilize ve serbest enzimler ig¢in Km sirasiyla 1.56 mM ve 2.10 mM olarak
Ol¢iilmiistir). pH, termal, depolama ve operasyonel kararliliklar agisindan immobilize
enzimin daha iistiin oldugunu goéstermistir. Serbest veya immobilize enzim igin, pH 7.0 ve
35°C en uygun pH ve sicaklik olarak ol¢iilmiistiir. Sonuglar, immobilize tirozinazin farkli

endiistriyel siireglerde kullanilabilecegini gostermistir.
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Saini vd. (2015) ¢alismasinda melanin nanopartikiillerin (Mel-NPs) sentezi i¢in yesil
kimyasal yol gosterilmistir. Bunun igin poliakrilamid-ko-allil glisidil eterden olusan
monolitik kolon sentezlenerek tirozinaz enziminin immobilizasyonu i¢in modifiye
edilmistir. Tirozinaz immobilizasyonu iki basamakta miimkiin olmustur. Birinci basamakta
monolitin  yiizeyindeki epoksi gruplar1 once etilendiamin sonra glutaraldehit ile
baglanmustir. Ikinci basamakta aldehit ile fonksiyonellestirilen monolit kolon enzim
cozeltisi ile muamele edilerek Shiff bazi olusumu araciligi ile kovalent bag olusturmustur.
Olusturulan kriyojel ve immobilize enzim siiresinin parametreleri incelenir ve sentezlenen
Mel-NP lerin antioksidan formulasyonlarinda, biyosensorlerde ve ilgili alanlarda kullanim

bulabilecegi yorumu yapilmaistir.

Abdollahi vd. (2018) siyanurik kloriir ile fonksiyonellestirilmis FesOs manyetik
nanopartikiillere tirozinaz enzimini %69 verim ile kovalent olarak immobilize etmislerdir.
Immobilize enzim atik sulardan fenol giderimi icin kullanmistir. Gergek atik suda %78
oraninda giderim saglayan nanopartikiillerin etkili ve tekrar kullanilabilir olduklar1 rapor

edilmistir.

Lasmi vd. (2018) tirozinaz enzimini gozenekli silikon yiizeyine N-etil-N'-
(3(dimetilamino)propil) karbodiimid (EDC) ve N-hidroksisiiksinimid (NHS) kullanarak
enzimin lizin amino asitlerinin amino gruplar1 tizerinden immobilize etmislerdir. Destek
materyali SEM ve FTIR teknikleri ile karakterize edilmistir. Immobilize tirozinaz aktivitesi
pirokatekoliin enzimatik oksidasyonu sonucu olusan kinonlarin 3-metil-2-benzotiyazolinon
hidrazon (MBTH) ile olusturdugu azo boyar maddelerin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi
ile belirlenmistir. Uretilen bu pirokatekol biyosensériiniin dogrusal araligmin 1-100 uM,

tayin sinirinin ise 0.43 uM oldugu saptanmustir.

Liu vd. (2018) calismasinda nonkovalent ve kovalent baglanma yontemlerinin
dezavantajlarin1 ortadan kaldirmak igin fiziksel adsorbsiyon ile kovalent gapraz baglama
yontemleri birlestirilmistir. Tirozinaz énce aminli manyetik nanopartikiillere elektrostatik
cekim ile immobilize edilmis sonra glutaraldehite capraz baglanmistir. Immobilize
tirozinazin pH ve sicakliga dayanikliligi artmis, optimum pH’1 7.0; sicakligt ise 35°C olarak
tespit edilmistir. Bes kez kullanildiktan sonra baslangig aktivitesinin %61.4 iinii korumustur.
+4°C’de depolama kararlihigi 30 giin sonra %73.2 olarak tespit edilmistir. Immobilize

tirozinazin substratlarina daha yiiksek biyolojik afinite gosterdigi gdzlenmistir.
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Wen vd. (2020) tarafindan yapilan bir biyosensor ¢alismasinda, iki boyutlu bimetalik
metal organik ¢ergceve nanotabakalar (NiZn-MOF NSs) sentezlenmis ve bu nano tabakalara
tirozinaz enzimi immobilize edilmistir. Camsi karbon elektrot yiizeyi bu malzeme ile
modifiye edilmis, kitosan kullanilarak daha dayanikli bir kompozit film tretilmistir. Bu
matriks ozellikle yiizeyinde bulunan —COOH gruplar1 sayesinde tirozinaz enziminin
kimyasal ya da elektrostatik olarak immobilize edilmesini saglamistir. Sentezlenen bu
materyal fenol tayini i¢in kullanilmis; tayin smir1 6.5 nM, duyarligi 159.3 mAM™? olarak

rapor edilmistir.

Zdarta vd. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada polikaprolakton-kitosan kompozit
materyali bir elektrospin yontemi kullanilarak tiretimi ve tirozinaz immobilizasyonu igin
destek maddesi olarak kullanimi anlatilmaktadir. Bu immobilizasyon g¢esitli iyonik
etkilesimler ve hidrojen bagi olusumu ile yapilmistir. SEM goriintiileri alinarak fiberlerin ve
enzim deposizyonu morfolojisi incelenmis ve deneysel verilerin modellerini ve
immoblizasyon isleminin optimum kosullarinin  belirlenmesi i¢in ¢ok degiskenli
polinominal regresyon istatistigi kullanmistir. Optimum kosullar pH 7, sicaklik 25°C ve
islem siiresi 16 saat olarak saptanmistir. Bu kosullarda immobilizasyon verimi % 93 ve
tayin edilen aktivite % 95 olarak saptanmistir. Sentezlenen sistemin bisfenoliin
biyodegredasyonunda kullanilabilirligi deneyleri sonucunda 120 dakika sonunda 15-45°C
sicaklik ve 6-9 pH araliginda Bisfenol A’nin %80°den fazlasinin giderildigi Saptanmistir.

Sistem on kullanimdan sonra bile Bisfenol A’ nin %80’ini giderilebilmistir.

Wei vd. (2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Agaricus bisporus mantarindan
elde edilen ham tirozinaz ¢ozeltisi kullanilarak zeolitik imidazolat metal organik c¢ergevelere
(ZIF-8) tirozinaz enzimi immobilize edilmis ve bu enzim-bagl bu gergeveler alginat ile
enkapsiile edilmis ve boncuklar elde edilmistir. Immobilize tirozinazi kullanarak
farmakolojik agidan yararlar1 olan katekol temelli L-DOPA, piceatannol ve 3'-hidroksi
pterostilben bilesiklerini swrasiyla saatte 0.14, 1.38 ve 1.46 gL' derisiminde
sentezleyebilmislerdir. Ayrica immobilize tirozinaz enzimini fenol, p-krezol ve p-klorofenol

gideriminde kullanmisglar ve 2.5 saatte tamamen giderim saglamislardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cihazlar

Deneylerde, Beko buzdolabi1 (970464MBNF), Kern (ABJ220-4NM) marka analitik
terazi, Memmert (Beschicung-Loading Model 100-800) etiiv, Sigma (3-30 KS) sogutmali
santrifiij cihazi, Hanna (pH 211) pHmetre, Shimadzu (UV-1900i) UV-Vis spektrofotometre,
Perkin Elmer (Spectrum Two) ATR-FTIR, Velp (Multistirrer 15) ¢oklu manyetik karistirici,
Ultrasonic (LC30) ultrasonik banyo, GFL (2001/4) saf su cihazi, Isolab (CAPP) otomatik
pipetler, LongerPump (BT100-1L) peristaltik pompa, Wisebath su banyosu ve Heidolph
Reax Top vorteks kullanildi.

3.2. Kimyasallar

Agaricus bisporus kaynakli ticari tirozinaz enzimi (T3824), akrilamid (AAm), N,N'-
metilenbisakrilamid (MBAAm), allil glisidil eter (AGE), amonyum persiilfat (APS),
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED), sodyum hidroksit, L-tirozin, L-katekol, stilfiirik
asit, sigir serum albiimini (BSA), Bradford reaktifi, fenol, Bisfenol A ve 4-aminoantipirin
(4-AAP) Sigma (Steinheim, Almanya)’dan; KH2POs, K2HPOas, p-klorofenol ve p-
aminofenol Central Drug House (CDH, New Delhi, Hindistan)’dan, sodyum siilfit ve
amonyum siilfat Carlo Erba (Ronado, italya)’dan, NaHCO: Riedel-de Haen (Seelze,
Almanya)’dan KsFe(CN)s ise Boston USA Chemistry (Massachusetts, ABD)’den temin
edildi.
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3.3.Yontem

3.3.1. Poliakrilamid-Allil Glisidil Eter Kriyojellerin Hazirlanmasi

Poliakrilamid-allil glisidil eter (AAmM-AGE) kriyojellerin hazirlanmasi i¢in monomer
olarak kullanilan akrilamid (0.954 g) 5.0 mL saf suda ve ¢apraz baglayic1 olarak kullanilan
N,N'-metilenbisakrilamid (0.266 g) 10.0 mL saf suda ¢ozildi. Allil glisidil eterin 0.358
mL’si ayr1 bir beherde 5.0 mL saf suda ¢oziildii. Ug ¢dzelti de buz banyosu kullanilarak
+4°C’ye sogutuldu. Soguyan ¢ozeltiler birbiri ile karigtirildi. Manyetik karistirict ile siirekli
karisir durumda bulunan bu ¢ozeltiye, serbest radikal polimerizasyonunu baslatmak
amaciyla 6nce 20 mg amonyum persiilfat (APS), daha sonra reaksiyonu hizlandirmak igin
katalizor olarak 25 pL N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin eklendi (Ingavle vd., 2015).
Cozelti manyetik karistirictda 500 rpm hizda 20 saniye karistirildiktan sonra igerisinden
3.0’er mL alinarak 5.0 mL’lik plastik enjektorlere (5.0 mL hacimli, 0.8 cm ¢apinda) hizlica
aktarildi. Polimerlesmenin tamamlanmasi i¢in enjektor igerisindeki polimerizasyon
¢ozeltileri dondurucuda -12°C’de 24 saat bekletildi. Bu siire sonunda kriyojellerin igerdigi
buz kristallerini eritmek ve kriyojelleri polimerizasyona katilmayan maddelerden
arindirmak i¢in Kriyojeller enjektorden ¢ikarilmadan iginden gegirilmek suretiyle oda
sicakligindaki yaklagik 200 mL saf suile yikandi. Yikama isleminden sonra Kriyojeller
kullanilincaya kadar +4°C de saklandi. Kriyojel hazirlama siireci Resim 3.1°’de sematize

edilmistir.

32



MBAAm  AGE AAM TEMED

N O Y X
oy P T | =
"
P =S [ v
° ° 9 o ' '
o @ B |
E—
|
I :
A S -12°C'de 1 gece bekletildi.
E Safsu ile I
yikama

Resim 3.1. AAm-AGE Kkriyojelin iretim semasi (MBAAmM: N,N'-metilenbisakrilamid,
AGE: allil glisidil eter, AAm: akrilamid, APS: amonyum persiilfat, TEMED:
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin)

3.3.2. Poliakrilamid-Allil Glisidil Eter Kriyojellerin Karakterizasyonu

Allil glisidil eterin (AGE), akrilamid temelli kriyojelin yapisina katildigit ATR-FTIR
spektrumunun alinmasi suretiyle kanitlandi. Bu analiz igcin ADU Fen Fakiiltesi Kimya
Bolimii Biyokimya Arastirma Laboratuvari’'nda bulunan ATR-FTIR spektrometresi
(Perkin-Elmer Spectrum Two) kullamldi. Olgiimler ig¢in AGE igeren ve igermeyen
kriyojeller Boliim 3.3.1°de anlatildig: sekilde iiretildi. Kriyojeller etiivde 40°C’de kurutuldu
ve ezilerek toz hale getirildi. Toz hale getirilen kriyojeller, ATR-FTIR spektrometresine

yerlestirildi ve spektrumlar1 alindi.

Uretilen kriyojellerin yiizey morfolojisi ve gozenekliligi hakkinda bilgi edinmek icin
taramali elektron mikroskobu (SEM) ve elementel iceriginin belirlenmesi igin enerji
dagilimli X-1511 analiz (EDX) tekniklerinden yararlanilmigtir. Kurutulan kriyojellerin SEM-
EDX analizleri ZEISS EVO LS10 marka taramali elektron mikroskobu kullanilarak
yapilmustir. Selguk Universitesi Ileri Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden

hizmet alim1 ile gergeklestirilmistir.
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3.3.3. Sisme Analizi

AAM-AGE kriyojelin suda sisme 6zelliginin incelenmesi i¢in sismis Kriyojel once
+40°C de 48 saat boyunca kurutuldu ve kuru kriyojelin kiitlesi not edildi. Daha sonra kuru
kriyojel saf su igerisinde sismeye birakildi. On dakikalik 6l¢iim siireci boyunca (kriyojelin
adsorpladig1 su miktarinin sabit degere ulastigi siire) birer dakika araliklarla su igerisinden
cikarildi ve tartildi.

Sisme Derecesi S:[(msismiskriyojel— mkurukriyojel)/ mkurukriyojel] esitliginden hesaplandi.

3.3.4. AAM-AGE Kriyojellere Tirozinaz Enziminin immobilizasyonu

Tirozinaz enzimi, AAm-AGE kriyojellere, AGE’nin epoksi gruplari ile enzimin —
NHz, -COOH, -SH gibi fonksiyonel gruplari arasinda gergeklesebilecek kovalent baglardan
yararlanilarak immobilize edildi. Poliakrilamid-allil glisidil eter temelli kriyojeller
peristaltik pompa kullanilarak 50 mM pH 7.0 fosfat tampon ¢ozeltisi ile 2 saat yikanarak
dengelendi. Ticari olarak satin alinan Agaricus bisporus mantar1 kaynakli tirozinaz enzimi
derisimi 1.0 mg/mL olacak sekilde 50 mM pH 7.0 fosfat tamponunda ¢oziildii. Enzim
¢ozeltisi derisimi 0.25 mg/mL olacak sekilde 50 mM pH 7.0 fosfat tampon ¢ozeltisi ile
seyreltildi ve bu ¢ozeltinin 3.0 mL’si Kkriyojelden 24 saat boyunca peristaltik pompa
yardimiyla gegirildi. Kriyojelden gecmeden once ve kriyojelden gectikten sonra enzim
cozeltilerindeki protein miktarlart Bradford yontemi ile belirlenerek kriyojele immobilize

edilen tirozinaz miktar1 hesaplandi.

3.4. Protein Tayini

Calisma boyunca protein miktar tayini Bradford Yontemi kullanilarak yapildi
(Bradford, 1976). Bu yontemde, negatif yiikii olan ve proteindeki (+) yiikli gruplara
baglanan bir boya olan Coomassie Brilliant Blue G-250 kullanilmaktadir. Boya, kirmizi
(Amax = 465 nm) ve mavi (Amax = 595 nm) formlarda bulunur. Kirmiz1 form ¢ozeltideki

haldir, proteine baglaninca mavi renk olusur. Reaksiyon oldukga tekrarlanabilir ve hizlidir.

34



Iki dakika icinde renk olusur ve bir saat kadar stabil kalir. SDS ve Triton X-100 gibi
deterjanlarin reaksiyonu bozmasi yontemin dezavantajidir. Bradford Yontemi ile sigir serum
albumini (BSA) ¢alisma grafigi hazirlamak iizere 0.05-0.3 mg/mL derisim araliginda BSA
¢ozeltileri hazirlandi. Her bir BSA ¢ozeltisinden 50 uL alinarak 1.5 mL Bradford ¢ozeltisi

ile karistirildi ve karisimlarin absorbansi 595 nm’de ol¢iildii.
Kriyojele baglanan tirozinaz miktar1 agagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:
Q=[(Co-C)V]/m

Bu esitlikte Q, bir gram kriyojel basina baglanan tirozinaz kiitlesini (mg/g); Co ve C
sirast ile tirozinaz ¢ozeltilerinin kriyojel ile etkilestirilmeden 6nceki ve sonraki derisimlerini
(mg/mL); V, kriyojelden gecirilen enzim ¢ozeltisi hacmini (mL) ve m, deneyde kullanilan

kuru kriyojelin kiitlesini (g) temsil etmektedir.

3.5. Serbest ve immobilize Tirozinaz Enzimlerinin Optimum pH’larimin L-Tirozin

Substrati ile Belirlenmesi

Tez onerisinde belirtildigi tizere tirozinaz enziminin aktivitesi oncelikle L-tirozin
substrati kullanilarak Ol¢iildii. Bu Ol¢iimler igin L-tirozinin dopakinona doéniisiimii 280
nm’de 10 dakika boyunca takip edildi (Peniche vd., 2005). Bu reaksiyonun kimyasal
denklemi Sekil 3.1’de goriilmektedir.

AT HON -~ e Q
m'( ‘f*" Tirozinaz J\\j \[ -0 Tirozinaz N Xy /\\T_—" 00
N Nty am— Z NE; — J N,
R 2 Vs

4 /
HD

L-Tirozin L-DOPA Dopakinon-H '
Sekil 3.1. L-tirozin substratinin tirozinaz enzimi tarafindan katalizlenen oksidasyon
reaksiyonu (Seo vd., 2003).

Bu amagla baslangigta hazirlanan 1.0 mg/mL’lik tirozinaz enzimi ¢ozeltisi 0.5
mg/mL’ye saf su ile seyreltildi. Analiz i¢in enzim ve substrat ¢ozeltileri 0.1 M pH 4.0-5.0
asetat, pH 6.0, 7.0 ve 8.0 fosfat ve pH 9.0 karbonat tampon ¢ozeltileri kullanilarak
hazirland1 ve aktivite Olglimleri gergeklestirildi. Serbest tirozinaz enziminin L-tirozin

substrati ile pH 7.0’de maksimum aktivite gosterdigi saptandi.
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Immobilize tirozinazin optimum pH’sinin belirlenmesi igin ise tirozinaz immobilize
edilmis ti¢ ayr1 kriyojel 5.0’er mL 0.1 M pH 6.0, pH 7.0, pH 8.0 fosfat tamponu ¢6zeltileri
ile 30 dakika yikandi ve dengelendi. Bu pH’lardaki tampon ¢ozeltiler ile 1.0 mM L-tirozin
¢ozeltileri hazirlandi. Kriyojellerden 5.0 mL’lik tirozin ¢ozeltileri 15 dakika boyunca
peristaltik pompa yardimiyla gecirildi ve bu siire sonunda toplanan iiriin ¢ozeltilerinin

absorbanslart UV-Vis spektrofotometrede 280 nm’de okundu.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde, kriyojele baglanan tirozinaz enziminin L-
tirozin substrat1 ile olusturdugu iiriiniin kriyojele tutundugu, kriyojelden temizlenemedigi bu
nedenle de substratin enzime ulasabilirligini kisitladigi; bu nedenle kriyojelden tekrar
substrat ¢ozeltisi gegirildiginde aktivite goriilmemesine neden oldugu diisiintildii. Bu durum
kriyojelin tekrar kullanilabilirligi a¢isindan sorun teskil edecegi icin substratin
degistirilmesine Kkarar verildi ve L-katekol substrati ile tirozinaz aktivitesi deneylerine
baslandi. Tirozinaz enziminin L-tirozin substrati ile olusturdugu {riin  sonucu

temizlenemeyen kriyojel Resim 3.2’de goriilmektedir.

Resim 3.2. Tirozinaz enzimi bagli, tirozin substrat1 gegirilmis ve temizlenemeyen kriyojel
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3.6. Serbest ve Immobilize Tirozinaz Enzimlerinin Optimum pH’larimin L-Katekol

Substrati ile Belirlenmesi

Serbest ve immobilize tirozinazin aktivitelerine pH etkisinin incelenmesi amaciyla
0.1 mg/mL derisiminde tirozinaz ¢ozeltisi ve 1.0 mM derisiminde L-Katekol ¢ozeltileri
farkli pH’lardaki (pH 4.0-5.0-6.0-7.0-8.0-9.0) 50 mM tampon c¢ozeltiler kullanilarak
hazirlandi. L-katekoliin oksidasyonu 25°C’de, 420 nm dalga boyunda absorbans 6lgiimleri
ile belirlendi (Aytar ve Bakir, 2008). Bir {inite tirozinaz aktivitesi (U) reaksiyon
kosullarinda dakikada bir mikromol {iriin (es20 = 3450 M cm™) olusturan enzim miktar
olarak belirlendi. L-katekol substratinin tirozinaz enzimi tarafindan katalizlenen oksidasyon

reaksiyonu Sekil 3.2°de goriilmektedir (Ba ve Kumar, 2017).

OH %O, o)

OH Tirozinaﬁ o

Katekol H,O o-kinon

Sekil 3.2. L-katekol substratinin tirozinaz enzimi tarafindan katalizlenen oksidasyon

reaksiyonu

Serbest tirozinaz aktivitesini Slgmek amaciyla 1.49 mL 1.0 mM L-katekol
¢ozeltisine 10 pL tirozinaz ¢ozeltisi karistirildi ve Kinetik modda 25°C sicaklikta 420 nm’de
2 dakika boyunca absorbans &l¢iimii yapildi. immobilize tirozinaz aktivitesinin 6l¢iimii icin
ise farkli pH’larda (pH 4.0-5.0-6.0-7.0-8.0-9.0) hazirlanan 2.0 mL’lik L-katekol ¢6zeltileri
25°C’de 5 dakika boyunca tirozinaz bagl kriyojellerden gecirildi ve bu siire sonunda
kriyojellerden ¢ikan ¢ozeltilerin absorbanslari 420 nm’de UV-Vis spektrofotometrede
olgiilerek kaydedildi.
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3.7. Serbest ve immobilize Tirozinazin Optimum Sicakhklarmin Belirlenmesi

Serbest tirozinaz enziminin aktivitesine sicakligin etkisinin incelenmesi igin 50 mM
pH 8.0 fosfat tamponunda 1.0 mM L-katekol ¢ozeltileri hazirlandi. Serbest tirozinazin
aktivitesi Ol¢iiliirken substrat ¢ozeltileri (1.49 mL) calisilacak sicaklikta (5-15-25-35-45-55-
65°C) 5 dakika inkiibe edildi. Daha sonra tizerine 10 pL enzim ¢ozeltisi eklendi ve Kinetik

modda 420 nm’de 2 dakika boyunca enzim aktivitesi izlendi.

Immobilize tirozinaz enziminin aktivitesine sicakhigin etkisinin incelenmesi icin ise
50 mM pH 6.0 fosfat tamponunda 1.0 mM L-katekol ¢ozeltisi hazirlandi. Substrat ¢ozeltileri
(2.0 mL) calisilacak sicakliga (5-15-25-35-45-55-65°C) gelene kadar su banyosunda
bekletildi. Substrat ¢ozeltileri su banyosundan gikarilmadan 5 dakika boyunca tirozinaz
bagli kriyojellerden gecirildi. Bu siire sonunda elde edilen iiriin ¢6zeltilerinin 420 nm’deki

absorbanslar dl¢iildii.

3.8. Serbest ve Immobilize Tirozinaz Aktivitesine Substrat Derisiminin EtKisinin

Incelenmesi

Serbest ve immobilize tirozinaz enziminin Kinetik parametreleri farkli derisimlerde
L-katekol substrati kullanilarak belirlenmistir. Serbest enzim i¢in 50 mM pH 8.0 fosfat
tamponunda farkli derisimlerde (0.1-0.5-1.0-1.5-2.0-4.0-6.0-8.0-10.0 mM) substrat

¢ozeltileri hazirlandi ve Boliim 3.6°da anlatildig: gibi aktivitesi 6l¢tildi.

Immobilize tirozinaz enziminin kinetik parametrelerini belirlemek icin ise 50 mM
pH 6.0 fosfat tamponunda farkli derisimlerde (0.1-0.5-1.0- 1.5- 2.0- 4.0- 6.0- 8.0-10.0 mM)
substrat ¢ozeltileri hazirlandi ve Boliim 3.6’da anlatildig: gibi aktivitesi 6lgiildii.

Serbest ve immobilize tirozinaz enzimlerinin Michaelis-Menten sabitleri (Km) ve
maksimum hizlart (Vmax) Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk esitlikleri kullanilarak

hesaplandi.

V= Vmax [S] / Km+ [S] (Michaelis-Menten Esitligi)

1INV = [Km/Vmax [S]] + 1/Vmax (Lineweaver-Burk Esitligi)
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3.9. Serbest ve immobilize Tirozinaz Enzimlerinin Isil Kararhhklarmn Belirlenmesi

Serbest ve immobilize tirozinaz enzimlerinin 1si1l kararlilik deneyleri her iki enzimin
optimum sicakliklar1 dikkate alinarak 45°C ve 25°C’de gergeklestirildi. Serbest tirozinaz
enziminin 1s1l kararliliginin belirlenmesi amaciyla 50 mM pH 8.0 fosfat tamponunda 0.1
mg/mL derisiminde tirozinaz ¢ozeltileri hazirland1 ve 360 dakika boyunca belirli zaman
araliklarinda 1.0 mM L-katekol substrat1 kullanilarak enzim aktivitesi 6l¢iildii. Immobilize
tirozinazin 1s1l kararliligmin belirlenmesi igin ise tirozinaz bagli kriyojel su banyosunda
inkiibe edildi ve belirli zaman araliklarinda kriyojelden substrat ¢ozeltileri gegirilerek

aktivite 6l¢timleri yapildu.

3.10. Immobilize Tirozinaz Enzimin Islemsel Kararhihigimin Arastirllmasi

Immobilize  tirozinaz  enziminin  islemsel  kararlihginin, yani  tekrar
kullanilabilirliginin, arastirilmasi amaciyla L-katekol substrati ile art arda ayni Kriyojel
kullanilarak aktivite dlglimleri gergeklestirildi. Her aktivite 6lgiimiinden sonra kriyojel 50
mM pH 6.0 fosfat tamponu ile 15 dakika yikandi ve tekrar aktivite 6l¢iimii yapildi.

3.11. Serbest ve immobilize Tirozinazin Depo Kararhliginin incelenmesi

Enzim immobilizasyonunda 6nemli faktorlerden biri de depo kararliligi olup enzimin
serbest ve immobilize halde aktivitesini uzun siire koruyup korumadiginin
karsilastirilmasidir. Bu amagla, 50 mM pH 8.0 fosfat tamponunda hazirlanmis 0.1
mg/mL’lik serbest tirozinaz enzimleri ve tirozinaz bagli AAm-AGE kriyojeller 60 giin
boyunca +4°C’de bekletildi ve uygun zaman araliklarinda L-katekol substrati kullanilarak

aktiviteleri ol¢iildi.
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3.12. Serbest ve Immobilize Tirozinazin Fenolik Bilesik Gideriminde

Kullamlabilirliginin Incelenmesi

Immobilize tirozinazin fenolik bilesik giderme etkinligi model bilesikler olarak
secilen fenol, Bisfenol A, p-klorofenol ve p-aminofenol kullanilarak arastirildi. Bu amagla,
tirozinaz bagl kriyojellerden 90 dakika boyunca 5.0 mL 1.0 mM fenolik bilesik ¢ozeltisi
(50 mM fosfat tamponunda, pH 6.0’da) peristaltik pompa ile gecirildi. Baslangic ve final
fenolik bilesik miktarlar1 4-aminoantipirin  (4-AAP) ve KsFe(CN)s kullanilarak
spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu yontemde, ortamda bulunan fenolik bilesik 4-
AAP’nin primer amini ile reaksiyona girer ve potasyum ferrisiyaniir ile oksitlenerek 510 nm
dalga boyunda absorbsiyon yapan kirmizi renkli bir kinon olusturur (Abdollahi vd., 2018).
4-aminoantipirin ile fenolik bilesikler arasinda gergeklesen reaksiyon Sekil 3.3°te

goriilmektedir.
H,N ? —
pe—y o= S
CI]H / — / \
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A 9 NT oS A N
“ l l KFe(CN)g 0= Ny~ <

" l\ \l pH 7.510.5 : l

®

Fenolik Bilesik 4-Aminoantipicin ~NF

Kinoa-imin tirevi

Sekil 3.3. 4-aminoantipirin ile fenolik bilesikler arasinda gergeklesen reaksiyon (Fiamegos
vd., 2002)

Bu amagla, 0.1 mL 4-AAP ¢ozeltisi (20 mM, 0.25 M NaHCOs’de hazirlanmis) ve
0.1 mL potasyum ferrisiyaniir ¢6zeltisi (83.4 mM, 0.25 M NaHCOz3’de hazirlanmis), 0.8 mL
fenolik bilesik ¢ozeltisi (belirli siirelerde kriyojelden ¢ikan) ile karistirildi ve ¢ozeltilerin
absorbanslart UV-Vis spektrofotometre ile 510 nm'de 6l¢iildii. Tiim ¢ozeltiler taze olarak

hazirlandi. Fenolik bilesik giderimi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:
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D o L (Pi—Pr)
Fenolik bilesik giderimi (%) = Txlﬂﬂ
i

Bu esitlikte Pi ve Pr, sirasiyla, ¢ozeltilerin baslangi¢ ve son fenol derisimleridir.
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4. BULGULAR

Bu calismada akrilamid, N,N'-metilenbisakrilamid ve allil glisidil eter arasinda
gerceklesen serbest radikal polimerizasyonu (Sekil 4.1) ile AAmM-AGE kriyojeller

tretilmigtir.

H H
o N_ N
\/U\NH \\\/\O/<C1) i s
2 O O

Akrilamid Allil glisidil N.N'-Metilenbisakrilamid
eter

APS TEMED
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Sekil 4.1. Akrilamid ve allil glisidil eter arasinda gergeklesen reaksiyon (Johnson vd., 2012)

4.1. Kriyojellerin Karakterizasyonu

Akrilamid, allil glisidil eter (AGE), AGE igermeyen akrilamid Kkriyojel ve
poliakrilamid-allil glisidil eter kriyojelin FTIR spektrumlart Sekil 4.2’de gosterilmistir.
Ayrica poliakrilamid-allil glisidil eter kriyojelin (AAmM-AGE kriyojel: turuncu) ve tirozinaz
immobilize edilmis poliakrilamid-allil glisidil eter kriyojelin (siyah) FTIR spektrumlari

Sekil 4.3°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Akrilamid (AAm), allil glisidil eter (AGE) ile akrilamid kriyojel (AAm kriyojel)
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Sekil 4.3. Poliakrilamid-allil glisidil eter kriyojelin (AAm-AGE Kkriyojel: turuncu) ve

tirozinaz immobilize edilmis poliakrilamid-allil glisidil eter kriyojelin (siyah) FTIR

spektrumlari

Poliakrilamid-allil glisidil eter kriyojelin SEM fotograflar1 Resim 4.1’de; tirozinaz

immobilize edilmis poliakrilamid-allil glisidil eter kriyojelin SEM fotograflar1 Resim 4.2°de

goriilmektedir.
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Resim 4.2. Tirozinaz immobilize edilmis akrilamid-allil glisidil eter kriyojelin SEM
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fotograflar

Poliakrilamid-allil ~glisidil eter kriyojel ve tirozinaz immobilize edilmis
poliakrilamid-allil glisidil eter kriyojelin EDX haritalama analizi ile elde edilen fotograflar
sirastyla Resim 4.3’de ve Resim 4.4°de goriilmektedir.
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Resim 4.4. Tirozinaz immobilize edilmis AAM-AGE kriyojelin EDX haritalama analizi

sonucunda elde edilen fotografi
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4.2. Sisme Analizi

Bu calismada {iretilen AAM-AGE kriyojelin sisme derecesi 15.35 g H20/gram
kriyojel olarak hesaplandi ve denge sisme derecesine 3 dakika igerisinde ulasildig: tespit
edildi. Kurutulmus, sismis ve sikilmis AAmM-AGE kriyojelin fotograflar1 Resim 4.5’de

goriilmektedir.

Resim 4.5. Kurutulmus, sismis ve sikilmis AAM-AGE kriyojel (soldan saga)

4.3. Protein Tayini

Bu calismada protein tayini Bradford yontemi ile yapilmistir. Bu yonteme gore
gizilen sigir serum albiimin (BSA) standart (¢alisma) grafigi asagidaki Sekil 4.4’de
goriilmektedir. Kriyojelden gegirilmeden 6nce ve gegirildikten sonra enzim ¢ozeltilerindeki

protein derigimleri bu grafigin denkleminden yararlanilarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.4. Protein tayini i¢in sigir serum albiimin (BSA) ile hazirlanmis ¢alisma grafigi

Buna gore, bir gram kriyojel basina baglanan tirozinaz miktar1 2.90 + 0.28 mg olarak
hesaplanmistir. Bu sonu¢ %77 oraninda immobilizasyon verimi (baglanma) oldugunu

gostermektedir.

4.4. Serbest ve immobilize Tirozinaz Aktivitesine pH EtKisi

Serbest ve immobilize tirozinaz enzimlerinin aktivitelerinin pH’a bagli olarak
degisimi Sekil 4.5’de gosterilmistir. Serbest tirozinaz enziminin optimum pH’1 8.0 ve

immobilize tirozinaz enziminin optimum pH’1 6.0 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Serbest ve immobilize tirozinaz enzimlerinin aktivitelerine pH etkisi

4.5. Serbest ve immobilize Tirozinaz Aktivitesine Sicakhk Etkisi

Serbest ve immobilize tirozinaz enzimlerinin aktivitelerinin sicakliga bagli olarak
degisimi Sekil 4.6.’da gosterilmistir. Serbest tirozinaz enziminin optimum sicakligi 45°C ve

immobilize tirozinaz enziminin optimum sicakligi 25°C olarak belirlenmistir.

120 - —o— Serbest tirozinaz
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100 A

80

60 -
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0 10 20 30 40 50 60 70
Sicaklik (°C)

Sekil 4.6. Serbest ve immobilize tirozinaz aktivitesine sicaklik etkisi
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4.6. Serbest ve immobilize Tirozinaz Aktivitesine Substrat Derisiminin Etkisi

Serbest ve immobilize tirozinaz aktivitesine substrat derisiminin etkisi Sekil 4.7°de
gosterilmistir. Serbest ve immobilize tirozinaz igin sirasiyla Km degerleri 0.547 mM ve
0.678 mM iken; Vmax degerleri 0.1907 umol/dak ve 0.0245 pmol/dak olarak hesaplanmustir.
Immobilizasyon ile Vimax’da 7.8 katlik bir diisiis goriilmektedir. Km degerinde ¢ok az bir artis

oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.7. Serbest ve immobilize tirozinaz aktivitesine substrat derisiminin etkisi

4.7. Serbest ve immobilize Tirozinaz Enzimlerinin Isil Kararhhiklar

Serbest ve immobilize tirozinaz enzimlerinin 1sil kararliliklari, enzimlerin 45°C ve
25°C sicakliklarda inkiibasyonu sirasinda belirli siirelerde 6lgiilen aktiviteleri ile belirlenmistir.

Is1l kararliliga iliskin aktivite profilleri Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.8. Serbest ve immobilize tirozinaz enzimlerinin 45°C’deki 1s1l kararliliklari
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Sekil 4.9. Serbest ve immobilize tirozinaz enzimlerinin 25°C’deki 1s1l kararliliklari

4.8. immobilize Tirozinaz Enziminin Islemsel Kararlihg

Immobilize tirozinaz enziminin islemsel kararliligina iliskin elde edilen sonuglar Sekil

4.10°da gosterilmistir. Immobilize tirozinaz art arda yedi kullanimdan sonra baslangic

aktivitesinin %18.1’ini korumustur.
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Sekil 4.10. immobilize tirozinaz enziminin islemsel Kararlilig1

4.9. Serbest ve immobilize Tirozinaz Enzimlerinin Depo Kararhliklari

Serbest ve immobilize tirozinaz enzimleri depo kararliliklarimin belirlenmesi

amaciyla, 60 giin boyunca +4°C’de muhafaza edildi. Bu siiregte belirli giinlerde 6lgiilen enzim

aktiviteleri depolama siiresine kars1 grafige gecirilmis ve Sekil 4.11°deki depo siiresi-% aktivite

profilleri elde edilmistir.
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Sekil 4.11. Serbest ve immobilize tirozinaz enzimlerinin depo kararliliklar
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4.10. Fenolik Bilesik Giderme Cahsmalari

Bu c¢alismada immobilize tirozinaz enzimi kullanilarak fenol, Bisfenol A, p-
klorofenol ve p-aminofenol bilesiklerinin sulu ortamdan giderilmesi incelenmistir. Segilen
fenolik bilesiklerin tirozinaz baglh kriyojelden gegirilmeden onceki ve peristaltik pompa ile
sirkiile edilerek 90 dakika boyunca gecirildikten sonraki derisimleri 4-aminoantipirin
bilesigi ile fenolik bilesikler arasinda gergeklesen reaksiyondan yararlanilarak belirlenmistir.
Kriyojel ve enzim bagl kriyojelin gergeklestirdigi giderim yilizde giderme cinsinden grafige

gecirilmis ve sonuglar Sekil 4.12°de gosterilmistir.
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m Bisfenol A
= p-klorofenol

m p-aminofenol

Giderim yiizdesi

Bos kriyojel Tirozinaz bagh kriyojel

Sekil 4.12. Bos ve tirozinaz immobilize edilmis AAmM-AGE kriyojeller kullanilarak elde
edilen fenolik bilesik (fenol, Bisfenol A, p-klorofenol ve p- aminofenol) giderme

yiizdeleri

Elde edilen sonuglara gore tirozinaz immobilize edilmis AAmM-AGE kriyojeller ile
fenol, Bisfenol A, p-klorofenol ve p-aminofenol giderim yiizdeleri sirasiyla, %86.1+4.61,
%69.9£3.56, %76.5+3.70 ve %55.143.15 olarak hesaplanmustir.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda akrilamid, N,N'-metilenbisakrilamid ve allil glisidil eter
arasinda gergeklesen serbest radikal polimerizasyonu ile makrogozenekli kriyojeller
tiretilmistir. Yiizeyinde epoksi gruplarina sahip olan bu kriyojel destek maddesine, tirozinaz

enzimi kovalent olarak immobilize edilmistir.

Kriyojeller gibi makrogézenekli polimerik destek maddeleri, biiyiik molekiiller olan
enzimlerin  gbzenekleri arasindan diflizyonuna olanak saglar ve bdylece enzim
molekiillerinin kriyojel yiizeyindeki epoksi gruplarina dogru olan sirkiilasyonunu elverisli
hale getirir (Tamayo vd., 2015). Polimerik epoksi destek maddelerine enzim
immobilizasyonu iki asamada gergeklesir. Enzim once destek maddesi tarafindan
adsorplanir, daha sonra enzimin yiizeyinde bulunan amino, tiyol veya hidroksi gruplari gibi

niikleofilik birimler epoksi gruplari ile kovalent olarak etkilesirler (Tamayo vd., 2015).

Bu calismada sentezlenen AAmM-AGE kriyojelin FTIR spektrumu (Sekil 4.2)
incelendiginde, akrilamidin amid | ve amid Il gerilme titresimleri 1650 ve 1609 cm™’de
goriilmektedir. Ayrica 3187 cm™’de gériilen N-H gerilme titresimi akrilamid monomerinden
kaynaklanmaktadir. Kriyojelin yapisinda AGE’nin varlig1 6zellikle 1100 cm™ *de gériilen
epoksi gruplarinin C-O-C gerilme titresimleri ile kanitlanabilir. Sekil 4.3’de bos AAm-AGE
kriyojel ile tirozinaz baglhh AAmM-AGE kriyojelin FTIR spektrumu gosterilmistir. Tirozinaz
enziminin kriyojele AGE’nin epoksi gruplart iizerinden baglandigi, AGE’ye ait olan ve
1100 cm™°de goriilen epoksi C-O-C titresimlerinin siddetindeki azalma ile aciklanabilir.
Ayrica 2900 cm™’de epoksi C-H gerilmesinin tirozinaz bagl kriyojelin spektrumunda

goriilmemesi de epoksi gruplarinin immobilizasyonda rol aldigini gostermektedir.

AAmM-AGE kriyojelin morfolojisi taramali elektron mikroskopisi (SEM) teknigi ile
analiz edilmistir. Resim 4.1’de analiz sonucu elde edilen mikrograf AAm-AGE kriyojelin
birbirine igten bagli, mikrometre boyutlarinda makro goézeneklere ve gozeneksiz polimerik
duvarlara sahip oldugunu gostermektedir. Kriyojel-protein etkilesiminin polimerik
gozenekli yapisini bozmadigi bu yapi sayesinde protein ¢ozeltisinin Kriyojel igerisinden
konvektiv akisi, ihmal edilebilir seviyede bir kiitle transfer direnci ile gerceklesebilir.
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Bos ve tirozinaz bagl kriyojellerin EDX haritalama analizi ile elde edilen ve
elementel igeriklerini gosteren fotograflar Resim 4.3 ve 4.4°de goriilmektedir. Bos Kriyojelin
harita gortntiisii incelendiginde, kriyojelin yapisina katilan AAm, MBAAmM ve AGE
molekiillerinin igerdikleri C, O ve N elementlerinin varligi gorilmektedir. Tirozinaz
enziminin immobilize edildigi kriyojelin EDX goriintiisiinde C, O ve N elementlerine ek
olarak goriilen S ve Cu elementleri de tirozinaz enziminin kriyojele immobilize oldugunun

bir gostergesidir.

AAM-AGE kriyojelin  sisme derecesi 15.35 g H20/gram kriyojel olarak
hesaplanmustir. Bayram vd. (2007)’nin klorofenol adsorpsiyonu i¢cin AAm-AGE kriyojeller
tirettigi ¢alismada sisme derecesinin 6.84 g H2O/gram kriyojel oldugu bildirilmistir. Ayrica
sikilmis Kriyojelin su igerisine konuldugunda 1-2 saniyede orijinal sekli ve boyutuna ulastig
tespit edilmistir. Calismamizda sentezlenen kriyojelin de benzer davranislar gosterdigi
goriilmektedir. Sisme derecesi 6l¢iimii, aslinda bir jelin sentezlendiginin kanmitidir. Ayrica
sisme derecesi sentezlenen polimerin ilgili ¢ozgen iginde (¢cogunlukla su) ¢oziindigiini
fakat sistiginin bir gostergesi olarak olgiiliir. Jeli olusturan ¢apraz baglar ne kadar kuvvetli
ise sisme derecesi 0 kadar disiiktiir, ¢iinkii boyle jellerin gozenekliligi diisiik ve buna baglh
olarak da ¢ozgen absorbsiyonu igin bosluklar daha kiiciik olacaktir. Diigiik veya yiiksek

sisme Ozelliginden hangisinin iyi oldugu jelin uygulama amacina gore degisir.

Kriyojellerin yiizey alan1 mikro- ve nanopartikiillere kiyasla daha diisiiktiir. Buna
bagl olarak da daha az ligand baglama kapasitesine sahiptirler (Akgoniillii vd., 2020).
Ayrica bliylik gozenek boyutlar1 da diger kromatografik materyallere gore daha diisiik
baglama kapasitesine sahip olmalarina neden olmaktadir (Babanejad vd., 2022). Bu
calismada Bradford protein tayin yontemi kullanilarak bir gram kriyojel basina baglanan
tirozinaz enzimi miktart 2.90+0.28 mg olarak hesaplanmistir. Kriyojellere enzimlerin
immobilize edildigi ¢alismalar incelendiginde, gram kriyojel basina immobilize edilen
enzim miktarlarmin degisken oldugu goriilmektedir. Ornegin, Altunbas vd. (2022)
tarafindan yapilan ¢alismada poli(2-hidroksietil metakrilat-ko-allil glisidil eter) kriyojellere
katalaz enzimi AGE’nin epoksi gruplari {izerinden immobilize edilmistir. Bu c¢alismada
immobilizasyon kapasitesinin 48 mg/g kriyojel oldugu bildirilmistir. Bir diger ¢aligmada,
(poli-hidroksietil metakrilat-glisidil metakrilat) kriyojellerin bir gramma 298.7+9.9 mg
katalaz enzimi epoksi gruplari lizerinden kovalent olarak immobilize edilmistir (Erol vd.,
2019). Stanescu vd. (2012)’nin ¢alismasinda ise Trametes pubescens mantarindan
saflagtirilan lakkaz enzimi polivinil alkol kriyojellere glutaraldehit kullanilarak kovalent
olarak baglanmis ve bir gram kriyojel basina 5.2 mg enzim immobilize edilmistir.
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pH, proteinlerin yapilarinda yer alan amino asitlerin yan zincirlerinin
iyonizasyonunun yanisira ¢oziiniir olmayan destek maddesinin ¢ozelti ortamindaki
kimyasin1 da etkileyen énemli bir unsurdur (Bayramoglu vd., 2013). Iyonizasyon &zellikle
enzimin aktif merkezindeki amino asit birimlerinin yan zincirlerinde gergeklesirse, aktivite
kayiplar1 daha biiyiik olabilir (Sunna, 2021). Bu ¢alismada serbest ve immobilize tirozinaz
enzimlerinin aktiviteleri pH 4.0-9.0 araliginda 6l¢iilmistiir. Serbest tirozinazin optimum
pH’1 8.0 olarak belirlenirken, immobilize tirozinazin optimum pH’min 6.0 oldugu
saptanmustir. Immobilizasyon islemi ile optimum pH’da 2 birimlik bir diisiis gdzlenmistir.
Bu durum immobilize enzimin serbest enzime kiyasla daha diisiik pH’larda aktivite
gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Bu sonuca benzer olarak, Yahsi vd. (2005) tarafindan
yapilan, mantar tirozinazinin kalsiyum aljinat ve poli(akrilamid-ko-akrilik asit) hidrojellere
immobilize edildigi ¢calismada, her iki destek maddesi ile yapilan deneyler sonucu, serbest
enzimin optimum pH’s1 7.0, immobilize enzimin optimum pH’st ise 5.0 olarak
belirlenmistir. Labus vd. (2011)’in Agaricus bisporus tirozinaz enzimini seliiloz temelli
tastyicilara kovalent olarak immobilize ettigi ¢alismada da enzimin optimum pH’smin
immobilize edildikten sonra daha asidik bolgeye kaydigi bildirilmistir. Bununla birlikte,
serbest ve immobilize tirozinaz enzminin optimum pH’simin ayni oldugu (Dinger vd., 2012;
Abdollahi vd., 2017) ya da enzimin immobilize olduktan sonra optimum pH’simnin bazik
bolgeye kaydigi (Liu vd., 2018) calismalar da literatiirde mevcuttur. Immobilizasyondan
sonra meydana gelen bu tiir optimum pH degisikliklerinin genellikle enzimin kovalent
baglanmas1 sonucu konformasyonunda meydana gelen degisikliklerden ve immobilizasyon

sonucu olusan mikro ¢evreden kaynaklandig: bildirilmektedir (Ba vd., 2014).

Enzimatik reaksiyonlarda reaksiyon hizi sicakliktan etkilenir. Termofilik enzimler
harig, yiiksek sicakliklarda enzimlerin denatiirasyonu nedeniyle aktivitede diisiis olur.
Sicaklik arttik¢a hem aktivasyon hem de denatiirasyon ayn1 anda meydana gelmektedir. Bu
calismada serbest ve immobilize tirozinaz enziminin optimum sicakliklari sirastyla 45°C ve
25°C olarak belirlenmistir. Immobilize tirozinazin sicaklik-aktivite profili serbest tirozinaza
gore daha dardir. Bu durum enzimin kovalent immobilizasyonu sonucu konformasyonel
esnekliginin sinirlanmasindan kaynaklanabilir. Bununla birlikte, immobilize enzim serbest
enzime kiyasla daha disiik sicaklikta maksimum aktivite gostermektedir. Enzimler
immobilize olduktan sonra substrat1 baglamak tizere uygun bir konformasyon almaktadir ve
optimum sicakligin diisiik olmasi bu konformasyon i¢in gereken aktivasyon enerjisinin daha
diisiik oldugu anlamina gelmektedir.

55



Literatiirde serbest ve immobilize tirozinaz enzimlerinin optimum sicakliklarinin
degisken oldugu goriilmektedir. Ornegin, Arica (2000) karboksimetilseliiloz hidrojel
boncuklara mantar tirozinaz enzimini kovalent olarak immobilize ettigi c¢alismasinda,
serbest enzim ve immobilize enzim igin optimum sicaklik degerlerini sirasiyla 40°C ve
45°C olarak belirlemistir. Dinger vd. (2012) ise mantar tirozinaz enzimini kitosan-kil
kompozit kiirelere immobilize etmis; bu c¢alismada serbest ve immobilize tirozinazin

optimum sicakliklarini sirasiyla 25-30°C ve 25°C olarak belirlemistir.

Enzimoloji enzimlerin yapisi, fonksiyonu, regiilasyonu ve kinetigi ile ilgilenir
(Srinivasan, 2021). Enzim kinetigi ise, enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin hizini
inceler ve katalitik mekanizmay1 analiz kosullar1 ile bagdastirarak ortaya koyar (Cooney,
2011). Enzim kinetiginin analizinde sik¢a kullanilan yaklasimlardan biri Michaelis-Menten
kinetigidir. Bu yaklasim, substrat derisimine bagli olarak bir enzimatik reaksiyonun ilk
hizin1 6lgmek igin kullanilir. Sabit enzim derisiminde, substrat derisim arttikga reaksiyon
hiz1 da artar ancak enzim substrata doygun hale geldiginde yani tiim enzim molekiilleri
substrat ile enzim-substrat kompleksi olusturdugunda, enzim maksimum hizina (Vmax)
ulagsmis olur ve hiz sabit kalir. Michaelis-Menten Esitligi ile ifade edilen bu model, bir
enzimin Km ve Vmax degerlerinin hesaplanmasimni saglar. Km, Michaelis-Menten sabiti
olarak adlandirilir. Enzimin maksimum hizinin %%’sine karsilik gelen substrat derisimi olarak
tanimlanir ve bir enzimin substratina karsi olan ilgisi hakkinda bilgi verir. Km ne kadar
kiiglikse, enzimin substratina ilgisi 0 kadar yiiksek olmaktadir. Bu ¢alismada serbest ve
immobilize tirozinaz i¢in sirasiyla Km degerlerinin 0.547 mM ve 0.678 mM; Vmax
degerlerinin ise 0.1907 pmol/dak ve 0.0245 umol/dak oldugu belirlenmistir.
Immobilizasyondan sonra Km degeri serbest enzime kiyasla 1.24 kat yiikselmis; dolayistyla
tirozinaz enziminin L-katekol substratina kars1 ilgisi azalmistir. Immobilize tirozinazin
Vmax’1nin ise serbest tirozinaza gore, 7.8 kat daha diistik oldugu goriilmiistiir. Km’de artsin
ve Vmax’da diislisiin bu ¢alismaya benzer olarak degistigi bir arastirma Yahsi vd. (2005)
tarafindan yapilmistir. Tirozinaz enziminin kalsiyum aljinat ve poliakrilamid-ko-akrilik asit
hidrojellere immobilize edildigi bu calismada, serbest tirozinaz i¢in Km 0.607 mM,
Vmax0.0737 M dak™ olarak hesaplanmistir. Kalsiyum aljinata immobilize edilen tirozinaz
icin Km 0.779 mM, Vma0.0117 M dak?; poliakrilamid-ko-akrilik asit hidrojellere
immobilize edilen tirozinaz i¢in Km 1.408 mM, Vmax ise 0.0125 M dak? olarak
hesaplanmistir. Serbest enzim ile immobilize enzimlerin kinetik davraniglarinin farkl

olabilecegi birka¢ nedenle aciklanabilir. Immobilizasyon, enzim molekiillerinin yapisinda
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konformasyonel degisikliklere neden olabilir. Enzim immobilize olduktan sonra, serbest
halde bulundugu ortama gore daha farkli bir ¢evrede bulunur ve bu ¢evre enzim kinetigine
onemli derecede etki eder. Ayrica immobilize sistemlerde substrat, ¢ozelti ve destek
maddesi arasinda dagilmis olarak bulunmaktadir. Dolayisiyla enzime yakin bolgelerdeki
substrat  konsantrasyonu, enzimin serbest halde bulundugu ¢ozelti ortamindaki

konsantrasyonuna gore daha farkli olmaktadir (Laidler ve Bunting, 1980; Yahsi vd., 2005).

Isil kararlilik deneyleri serbest ve immobilize tirozinaz enzimlerinin sirasiyla
optimum sicakliklart olan 45°C ve 25°C sicakliklarda yapilmistir. Bu deneylerde 45°C’de
immobilize tirozinaz aktivitesini 90 dakika sonunda tamamen yitirmis, serbest enzim ise
240 dakika sonunda baslangic aktivitesinin %35.4’{inii korumustur. immobilize tirozinazin
bu sicaklikta serbest tirozinaza kiyasla daha diisiik 1s1l kararlilik gostermesi, optimum
sicaklik sonuglarindan da goriilecegi tizere, immobilize tirozinazin 45°C’de aktivitesinin
onemli derecede diismesinden kaynaklanmaktadir. Immobilize tirozinaz enziminin optimum
pH’1 olan 25°C’de yapilan 1s1l kararlilik deneylerinde ise immobilize enzim ve serbest

enzim birbirleri ile yarigir diizeyde aktivite gostermislerdir.

Serbest enzim, sulu ¢ozeltide bir kez kullanilabildigi i¢in islemsel kararlilik 6lgtimii
s6z konusu olmamaktadir. Bir kati destege immobilize olmus enzimlerin ise en 6nemli
avantajlart hazirlanan enzim immobilize sistemin tekrar tekrar kullanilabilmesidir. Ancak,
bu tekrarlar sirasinda hazirlanmig olan kriyojel-enzim arasindaki kimyasal ve fiziksel
iliskilerin ¢esitli nedenlerle bozulmasi sonucu tekrar kullanim sayisi arttikga aktivitede
diisis gozlenmesi beklenen bir durumdur. Al-Najada vd. (2019) substrat ile immobilize
enzimin aktif merkezi arasinda ¢ok sik gergeklesen etkilesimlerin aktif merkezin yapisinda
bozulma ya da deformasyonlara yol actigin1 ve bu nedenle enzim aktivitesinde diisiis
gozlendigini rapor etmistir. Bu caligmada sentezlenen tirozinaz bagli kriyojelin yedi kez

kullanim sonunda aktivitesini anlamli bir kismini kaybettigi Sekil 4.10’da goriilmektedir.

Mantar tirozinaz enziminin aljinat, poliakrilamid ve jelatin jeller igerisinde
tutuklandig1 bir ¢alismada 8 kullanimdan sonra jelatin temelli jelde tutuklanan tirozinazin
baglangic aktivitesinin %70’ini kaybettigi belirlenmistir. Poliakrilamid ve aljinat jeller
kullanildiginda ise aktivite kaybinin daha az oldugu rapor edilmistir (Munjal ve Sawhney,
2002).

Enzimlerin kullanilacagi pratik uygulamalar s6z konusu oldugunda, uygun bir raf

omrii ve depolama siireci boyunca yeterli enzim aktivitesini saglamak enzim
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immobilizasyonu ile miimkiin olabilmektedir ( Zhu ve Wei, 2022). Bu ¢alismada tirozinaz
enziminin immobilize edildigi kriyojeller +4°C’de 60 giin boyunca depolanmis ve belirli
glinlerde aktiviteleri 6l¢iilmistiir. Altmig giin sonunda serbest tirozinaz baslangic aktivitesinin
%46.4linti, immobilize tirozinaz ise %48.9’unu korumustur. Depolama siireci boyunca serbest
enzim ile immobilize enzim arasindaki aktivite farkinin ¢ok az oldugu goriilmiistiir. Agarwal vd.
(2016)’nin Aspergillus niger PA2 fungal izolatindan elde ettikleri tirozinazi Kitosan-jelatin
biyokompozit filmlere kovalent olarak immobilize ettigi caligmada da 20 giinlik depolama

sirasinda serbest ve immobilize enzimler birbirine yakin aktivite gostermislerdir.

Atik sularin biiyiik 6lgekli aritilmasinda serbest enzim kullanilmasi sonucu ortaya
cikan maliyet yiiksektir. Serbest enzimlerin geri kazanimi ya da tekrar kullanilabilirligi
kisithdir. Enzimler aritim yapilacak ¢ozelti ortaminda serbest formda kullanildiklarinda
kararliliklarinda azalma ve ortamda bulunabilecek metal iyonlari, tuzlar, selatlayicilar ve
deterjanlar nedeniyle katalitik aktivitelerinde kayiplar meydana gelebilir. Ayrica toprak
partikiilleri ya da organik maddelere baglanabilmeleri nedeniyle de inaktive olabilirler. Bu
nedenlerden dolay1 biiyiik 6l¢ekli ve siirekli sistemlerde serbest enzimlerin kullanimi pratik
degildir. Enzimlerin immobilize edilerek kullanilmalar1 bu sorunlar ¢6ziim getirebilecek bir

uygulamadir (Kiies, 2015).

Endistriyel atik sularda fenol derisiminin genellikle 0.5-16 mM arasinda oldugu
rapor edilmistir (Nicell vd., 1995). Bu calismada 1.0 mM derisimindeki fenolik bilesik
cozeltileri kullanilmistir. Tirozinaz enziminin substrat ve triin inhibisyonundan olumsuz
etkilendigi iyi bilinmektedir (Xu ve Yang, 2013). 2.5 mM’in iizerindeki fenol derisimlerinde
giderim yiizdesinin azaldigin1 ifade etmislerdir. Ayrica yiiksek fenol derisimlerinde
tirozinaz ile kataliz sonucu olusan o0-kinon driiniinin asir1  birikiminin  enzimin
inaktivasyonuna yol agtigi ve bu nedenle, baslangi¢c fenol derisimi artirildiginda, enzim

derisiminin de artirilmasi gerektigi bildirilmistir (Xu ve Yang, 2013).

Bu tez caligmasinda immobilize tirozinaz enzimi ile fenolik bilesik giderim deneyleri
immobilize tirozinazin optimum pH’1 olarak belirlenen pH 6.0’da yapilmistir. Xu vd.
(2011)’nin tirozinaz CLEA’lan1 ile yaptiklar1 fenol giderimi ¢alismasinda da optimum pH
dikkate alinmis ve pH 6.0’da giderim deneyleri yapilmistir. Bu arastirmacilarin bir diger
calismasinda ise fenol giderimine pH etkisi pH 5.5-8.5 araliginda incelenmis ve giderimin
pH’dan neredeyse bagimsiz oldugu sonucuna varilmistir (Xu ve Yang, 2013). Seetharam ve
Saville (2003) ise silika iceren destek maddesine tirozinaz enzimini kovalent olarak

immobilize ettikleri arastirmada fenol giderimini pH 6.8 ve pH 8.0’de denemisler ve ilk ti¢
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saat boyunca bir fark gozlememisler ancak 5 saatin sonunda baslangigtaki fenoliin pH

6.8’de %93 liniin, pH 8.0’de ise %75 inin giderildigini rapor etmislerdir.

Tirozinaz immobilize edilmis AAM-AGE kriyojeller ile fenol, Bisfenol A, p-
klorofenol ve p-aminofenol giderim yiizdeleri sirasiyla, %86.1+4.61, %69.9+3.56,
%76.5+£3.70 ve %55.1+£3.15 olarak hesaplanmistir. Tirozinaz bagli olmayan AAmM-AGE
kriyojeller ile kontrol denemeleri yapildiginda, fenol, Bisfenol A, p-klorofenol ve p-
aminofenol giderim yiizdeleri sirasiyla 9%52.5+4.27, %46.4+2.65, %50.2+0.85 ve
%37.5£2.05 olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gére, hem bu c¢alismada iiretilen
kriyojelin bir filtre gorevi gorerek giderim sagladigi hem de kriyojele immobilize olmus
tirozinaz enziminin fenolik bilesikleri giderdigi ifade edilebilir. Bayramoglu vd. (2013)
tarafindan yapilan ¢aligmada tirozinaz enzimi modifiye diatom biosilika tizerine immobilize
edilmis ve immobilize tirozinaz ile 12 saat sonunda %87 oraninda fenol giderimi
gerceklesmistir. Zdarta vd. (2020), tirozinaz enzimini polikaprolaktan-kitosan fiberlere
immobilize etmis ve 25°C’de pH 7’de 90 dakika sonunda 3 mg/L derisimdeki Bisfenol
A’nin tamamen giderildigini saptamislardir. Ancak fenol derisimi 5 mg/L oldugunda
giderim yiizdesi azalmistir. Yiiksek substrat derisimi nedeniyle enzimin yapisinin deforme
olabilecegi kanisina varmislardir. Tirozinaz enziminin p-klorofenolii yiiksek oranda giderme
yeteneginin, para-pozisyonundaki elektron donérii olan kloriir grubundan kaynaklandigi
bildirilmistir (Xu ve Yang, 2013).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar asagidaki gibi 6zetlenebilir:

Bu tez c¢alismasinda akrilamid, N,N'-metilenbisakrilamid ve allil glisidil eter
kullanilarak serbest radikal polimerizasyonu ile makro gozenekli AAmM-AGE Kkriyojel
tiretilmistir. Epoksi gruplar1 barindiran bu kriyojelin bir gramima 2.90 + 0.28 mg tirozinaz

enzimi kovalent olarak immobilize edilmistir.

Tirozinaz immobilize edilmis ve bos AAM-AGE kriyojellerin karakterizasyonlari
FTIR, SEM, EDX analizleri ile ger¢eklestirilmistir. AAmM-AGE kriyojelin sisme derecesi
15.35 g H20O/gram kriyojel olarak hesaplanmustir.

Serbest tirozinaz enziminin optimum pH’1 8.0 ve immobilize tirozinaz enziminin

optimum pH’1 6.0 olarak belirlenmistir.

Serbest tirozinaz enziminin optimum sicakliginin 45°C, immobilize tirozinaz

enziminin optimum sicakliginin ise 25°C oldugu saptanmustir.

Serbest ve immobilize tirozinaz i¢in sirastyla Km degerleri 0.547 mM ve 0.678 mM

iken; Vmax degerleri 0.1907 umol/dak ve 0.0245 umol/dak olarak hesaplanmustir.

Isil kararlilik ¢aligmasinda, 45°C’de immobilize tirozinaz aktivitesini 90 dakika
sonunda tamamen yitirmis, serbest enzim ise 240 dakika sonunda baslangi¢ aktivitesinin
%35.4’1inii korumustur. Immobilize tirozinaz enziminin optimum pH’1 olan 25°C’de yapilan
1s1l kararlilik deneylerinde ise immobilize enzim ve serbest enzim birbirleri ile yarisir

diizeyde aktivite gostermislerdir.

Immobilize tirozinaz art arda yedi kullanimdan sonra baslangig¢ aktivitesinin

%18.1’in1 korumustur.

Depo kararlilig1 ¢caligmalar1 immobilize tirozinaz enziminin 60 giin boyunca serbest

enzim ile kiyaslanabilir oranda depo kararliligina sahip oldugunu gostermistir.

Tirozinaz immobilize edilmis AAmM-AGE Kkriyojeller ile fenol, Bisfenol A, p-
Klorofenol ve p-aminofenol giderim yiizdeleri sirasiyla, %86.1+4.61, %69.9+3.56,
%76.5£3.70 ve %55.1+3.15 olarak hesaplanmustir.
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Enzim immobilizasyonu denemeleri serbest enzim modundan immobilize ortamda
sabitlenmis enzim moduna gegerek genellikle enzimin omriinii uzatmak igin yapilan

uygulamalardir.

Immobilizasyon sonunda enzimin kullanim émrii uzarken molekiiliin sabitlenmis
olmasindan kaynaklanan aktivite azalmasi genellikle beklenen bir durumdur. Calismamizda
da immobilize enzim aktivitesinde yaklasik 8 kat diisme hesaplanmistir. Bu oran ¢ok
degisken olup tirozinaz igin literatiirde ifade edilen aktivite kayiplar: ile kiyaslandiginda
oldukca diisiiktiir. Ote yandan tirozinaz enziminin immobilizasyon islemi sonucu
aktivitesinin arttigin1 rapor eden g¢alisma sayisi1 son derece azdir, hatta bu ¢alismaya konu

olan polimer ortaminda yapilmis boyle bir galismaya rastlanmamustir.

Ote yandan, bu ¢alismada elde edilen sonuglardan en dikkat ¢ekeni immobilize
enzimin serbest enzime kiyasla 1s1l ve depo kararliliklarinin beklenenin aksine daha diisiik
olmasidir. Enzim immobilizasyonu sonucunda genellikle bu iki o6zelligin yiikselmesi
beklenirken bu durum agiklama ve daha ileri ¢alisma gerektirmektedir. Bu agiklamalardan
bir tanesi deneyler sonucunda gozlenen kriyojelin tekrar kullanimlarinda iiriinden tamamen
temizlenmemis olma olasiligi ve bu nedenle tirozinaz enzimi galismalarinda siklikla
rastlanan iriin inhibisyonu gergeklesmesidir. Bu sonug¢ daha ileri ¢alismalari

gerektirmektedir.
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FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

"TIROZINAZ ENZIMININ POLIAKRILAMID-ALLIL GLISIDIL ETER TEMELLI
KRIYOJELLERE IMMOBILIZASYONU VE UYGULAMALARI" baslikli yiiksek lisans
tezimdeki biitiin bilgileri etik davranig ve akademik kurallar ger¢evesinde elde ettigimi, tez
yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢aligmada, bana ait olmayan her tiirlii ifade ve
bilginin kaynagina eksiksiz atif yaptigim bildiririm. Ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda

ise her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.
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