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OZET

Bu calismada, lakkaz enzimi (L), poliakrilamit-sodyum aljinat ,P(AAm)-
NaAlj, poliakrilamit-N-izopropilakrilamit-sodyum aljinat, P(AAm-NiPA)-
NaAlj ve poliakrilamit-N-izopropilakrilamit, P(AAm-NiPA), hidrojellerine
hapsetme yontemi ile immobilize edildi. Serbest lakkaz icin optimum
pH, 5,0, P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NiPA)-NaAlj ve P(AAm-NiPA)
hidrojellerine immobilize edilen lakkaz icin sirasiyla 6,0, 5,5 ve 5,5
bulundu. Serbest lakkaz, P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NiPA)-NaAlj ve P(AAm-
NiPA) hidrojellerine immobilize edilen lakkaz icin optimum sicaklik 40
°C bulundu. Serbest L 4 °C da 56 giin depolandiginda, baslangic
aktifliginin % 42 sini korurken, P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NiPA)-NaAlj ve
P(AAm-NiPA) hidrojellerine immobilize edilen lakkazin sirasiyla % 79,
% 86 ve % 91’ ini korudugu gézlendi. P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NiPA)-
NaAlj ve P(AAm-NiPA) hidrojellerine immobilize edilen enzimler 10 kez
tekrar kullanildiklarinda basglangi¢ aktifliklerinin sirasiyla % 71,% 84 ve
% 77’ sini korudugu gozlendi.



Serbest lakkaz, P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NiPA)-NaAlj, P(AAm-NiPA)
hidrojellerine immobilize edilen lakkaz i¢cin K, degerleri sirasiyla 6,7x10
*mM, 6,2x102mM, 1,9x10? mM ve 1,0x10™" mM ve V. degerleri 1,8x107
mM.dak™, 1,7x10? mM.dak”, 6,3x10° mM.dak™ ve 2,9x10? mM.dak™
olarak bulundu.

Bilim Kodu :405.1.117
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izopropilakrilamit, sodyum aljinat, lakkaz
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ABSTRACT

In this study, laccase enzyme (L) was immobilized using entrapment
method in poly(acyrilamide)-sodyum alginate, P(AAm)-NaAlj,
poly(acrylamide-N-isopropylacrylamide)-sodyum alginate, P(AAm-
NiPA)-NaAlj and poly(acyrlamide-N-isopropylacrylamide), P(AAm-NiPA)
hydrogels. Optimum pH was determined as 5,0, 6,0 and 5,5 for free
laccase and enzymes which are immobilized in P(AAm)-NaAlj, P(AAm-
NiPA)-NaAlj, P(AAm-NiPA) hydrogels, respectively. Optimum
temprature was determined as 40 °C for free laccase and immobilized
laccases. After 56 days of storage at 4 °C, free laccase, P(AAm)-NaAlj,
P(AAm-NiPA)-NaAlj and P(AAm-NiPA) immobilized enzymes retained 42
%, 79 %, 86 %, and 91 % of their original activities, respectively.
P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NiPA)-NaAlj and P(AAm-NiPA) immobilized
enzymes were retained 71 %, 84 % and 77 % of their original activities
when they were used repeatedly 10 times.
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Km and Vmax Were calculated as 6,7x10° mM, 6,2x102 mM, 1,9x102 mM,
1,0x10"" mM and 1,8x10° mM.dak™, 1,7x102 mM.dak™, 6,3x10° mM.dak
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullaniimis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.
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Kisaltmalar

L
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Poli(akrilamit-N-izopropil akrilamit)-
sodyum aljinat hidrojeli

Poli(akrilamit-N-izopropil akrilamit)
hidrojel



1.GiRiS

Gevre kirliligi olgusu son zamanlarda dogada dizenli isleyen dengeleri bozar
duruma gelmistir. Gecgen ylzyilldan beri hizla gelisen ve ilerleyen
endustrilesme sonucu gevre kirliligi her gegen gun artmakta ve atiklarin
niteligi ve niceligi de degismektedir. Doga kendi iginde ekolojik dengesi ile bu
kirliligi belli bir 6lgide yok edebilmektedir ancak gevre Kirliligi igin 6dnlemlerin
alinmamasi ve kirlenmenin hizla artmasi sonucu ekolojik denge geri

dénlsimi imkansiz sekilde bozulmaktadir.

Gevre kirleticileri fiziksel, kimyasal ve biyolojik atiklar olarak siniflandirilabilir.
Dogadaki mikroorganizmalar, bazi kirleticileri karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanarak  zararh  etkileri ~ azaltmaktadirlar, fakat bu  atiklar
mikroorganizmalarin yikabilecegi kapasitenin Uzerine ¢ikarsa, ekolojik
dengeyi olumsuz yénde etkiler. Atiklarin yaratacagi sorunlarin giderilmesi
icin g¢esitli artma sistemleri geligtirilmigtir, ancak bu sistemlerin kurulmasi
ekonomiye dnemli bir yUk getirmektedir. Bu nedenle, ¢evre kirliligine yol acan
bazi zararli maddelerin gideriimesinde disik maliyetli ve etkin metotlarin
gelistiriimesi ekonomik acidan 6énemlidir. Son yillarda cevre Kkirliligine yol
acan atiklarin daha etkin bir sekilde giderilmesi icin geligtirilen ydntemler
arasinda biyolojik aritim yéntemleri 6n plana gikmaktadir.

Biyoteknoloji, organizmalarin, biyolojik sistemlerin ve bunlarin sireglerinin
pratik ve ticari amaglar icin kullaniimasi olarak tanimlanabilir. Biyoteknolojik
teknikler, fermantasyon, enzim teknolojisi, hiicre doku ve kulttrd teknikleri
gibi gesitli aktiviteleri icermektedir. Biyoteknolojik sureglerde temel kavram
mikroorganizmalarin atik maddeleri besin olarak kullanmasi ve gevreye zarar

vermeyecek bilesiklere donustirmesidir [1].

Mikroorganizmalar, atlk maddeleri enzimatik olarak parcalamaktadirlar.

Ancak mikroorganizma yerine dogrudan onlardan elde edilen enzimlerin



kullanilmasi birgok avantaj saglar [2]. Enzimlerin kullanildigi proseslerde,
enzim kaynagi olarak, mikroorganizmalarin kullaniimasi ile diger yéntemlerde
kullanilan havalandirma ve ¢Oktirme tanklarina ihtiya¢ olmadigi igin, yatirim
masraflar azalir. Enzimler secici ve aktif biyomolekullerdir ve bir destek
Uzerine tutuklandiklarinda, mikroorganizmalara gére daha genis pH ve

sicaklik araliginda calisabilmektedirler.

Yukarida bahsedilen UsttnlUklerine karsin, enzimlerin tekrar kullaniimalari ve
reaksiyon ortaminda bulunan tepken veya Urlnlerden ayrilmasinin zorlugu,
yontemin maliyetini olduk¢a arttirmaktadir. Bu problemi gidermek igin,
enzimler, bir destek igine yada Uzerine, ¢esitli ydntemlerle immobilize
edilebilmektedirler. immobilizasyon ile enzimler, katalitk proseslerde

aktifliklerini koruyarak, tekrar ve surekli kullanilabilmektedirler.

Enzimler, canh hacreler tarafindan dretilip, biyokimyasal tepkimelerin
ilerlemesini ve dizenlenmesini saglarlar. Biyolojik katalizér olarak goérev
yapan enzimler, kimyasal tepkimelerin aktivasyon enerjisini dagurUrler.
Hucrelerde ¢ok dnemli metabolik gbérevleri olan enzimler artik cok cesitli
amagclar i¢in kullanilmak Uzere guUnlik hayata girmislerdir. Pekgok
endlstriyel, analitik ve Kklinik proseslerde enzimler substrat c¢oézeltisi ile
karistirillir ve ylksek verim eldesini saglarlar. Analitik reaktif olarak kullanilan
enzimler deney sartlarina ve gevre kosullarina gok duyarlidir. Pek gok enzim,
pH si 5 den kiglk, 9 dan buylk coOzeltilerde ve 40 °C nin (zerinde
aktifliklerini kaybederler. Enzimlerin 2-5 °C de muhafaza edilmesi ile
aktiflikleri daha uzun sire korunabilir.

immobilizasyon yénteminde destek olarak kullanilacak materyaller, kullanim
amacina uygun sekilde secilmelidir. Destek materyali, suda ¢dézinmeme,
g6zenekli yapida olma, mekanik, kimyasal, biyolojik ve termal kararlihga
sahip olma gibi o&zelliklere sahip olmalidir. listenen 6zelliklerde
hazirlanabilmesi ve maliyetlerinin dusik olmasi nedeniyle, polimerik

materyaller daha ¢ok kullaniimaktadirlar.



Bu tez calismasi kapsaminda, lakkaz enziminin, poli(akrilamit)-sodyum
aljinat, poli(akrilamit-N-izopropilakrilamit)-sodyum aljinat ve poli(akrilamit-N-
izopropilakrilamit)  hidrojellerine, hapsetme yoluyla immobilizasyonu
gerceklestirildi. Serbest ve immobilize lakkazin aktifligine, pH, sicaklik,
depolama suresi, substrat derisimi gibi parametrelerin etkisi arastirildi, termal
kararlilik ve kinetik parametreler belirlendi ve immobilize lakkazin tekrar
kullanilabilirligi incelendi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Hidrojeller

Hidrojeller, su igerisinde ¢b6zUnmeden sisebilme 06zelligine sahip, gapraz
bagh, G¢ boyutlu ag yapili polimerlerdir [1]. Su icerigi kendi kitlesinin % 100
Unden fazla olan hidrojellere de super absorbant denilir [2]. Su disinda
¢bzlculerde en az % 20 ve daha fazla miktarda sisebilen jeller ise kserojel
olarak adlandirilir [3]. Hidrojellerin ¢ boyutlu yapisi kimyasal baglar yada
iyonik etkilesim, hidrojen bagi, fiziksel etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri,
hidrofobik etkilesimler gibi kohezyon kuvvetleri araciligiyla gergeklesir.
Hidrofobik etkilesimler, fiziksel ¢capraz bag benzeri etkilesimler oldugundan
jelin sisme davranisini dogrudan etkilemektedir. Fiziksel capraz bagli jellerin
dis cevre derisimine fazlaca bagli olduklar bilinmektedir [4]. Hidrojeller
yapilarinda cok fazla su bulundurmalari, yumusak ve esnek yapilari gibi
tasidiklar bircok  fiziksel  6zellik  agisindan canl dokularla
karsilastirildiklarinda blyUk bir benzerlik gdstermektedir [5].

2.1.1. Hidrojellerin siniflandiriimasi

Polimerik hidrojeller, hazirlama yoéntemlerine, iyonik vyUklerine, fiziksel

yapilarina ve c¢apraz baglanma durumlarina bagll olarak siniflandirilabilirler

[6].

e Hazirlanma yéntemlerine gore
Homopolimer hidrojeller

Kopolimer hidrojeller

Coklu polimer hidrojeller

IPN ( interpenetrating networks) hidrojeller
¢ Igerdikleri yan guruplara gore

Notral (iyonik olmayan) hidrojeller

Iyonik hidrojeller (anyonik, katyonik, poliamfolitik)



e Fiziksel yapilarina gore

Amorf hidrojeller

Yari-kristalik hidrojeller

Hidrojen bagh hidrojeller

e Capraz baglanma durumlarina gére
Fiziksel hidrojeller

Kimyasal hidrojeller

e Kaynaklarina gore

Dogal hidrojeller

Sentetik hidrojeller

e Suigeriklerine gore

Dusuk sisme dereceli (20-50 %)
Orta sisme dereceli (50-90 %)
Yiksek sisme dereceli (90-99,5 %)
SUper absorbant (99,5 %)

e Kimyasal araliklarina gére
Biobozunur

Biobozunmayan

Homopolimer hidrojeller

Tek tir monomerden olusturulan

hidrojellerdir.  Poli(2-hidroksi etil

metakrilat)(PHEMA), poli(gliseril metakrilat), poli(3-hidroksi propil metakrilat)

lar bu hidrojellere 6rnek olarak verilebilir [6]. Yumusak kontak lens yapimi ve

kontroll ilag salim aparatlari gibi 6nemli uygulama alanlari vardir [7].

Kopolimer hidrojeller

iki komonomerin gapraz baglanmasi ile hazirlanirlar; ancak monomerlerden

en az bir tanesi hidrofilik yapida olmalidir. Kopolimerik hidrojellerde ¢apraz

baglanma kovalent yada iyonik olarak gerceklesebilir [2].



Coklu polimer hidrojeller

Uc yada daha fazla monomerden olusan yapilardir [8]. Bu tiir hidrojellere,
hem pH ya hem de sicakliga duyarli olan poli(N-izopropilakrilamit-ko-AA-ko-
HEMA) 6rnek olarak verilebilir [9].

IPN vevya ic ice gecmis Polimerik ag vapili hidrojeller

Capraz bagl iki polimerik 6érginin fiziksel olarak birlesmesi ile olusur. Bu
yapilardan en az biri digerinin varliginda sentezlenir ve/veya ¢apraz baglanir
[10]. IPN vyi olusturan iki polimerik 6rginin birbiriyle uyumlu olmasi IPN
olusumunu artirir, faz olusumunu engeller. Ayrica IPN yi olusturan polimerler
arasinda kimyasal bag bulunmadigindan her iki bilesen de kendi 6zelliklerini
korur ve arana sartlara sahip bir yap! olusumunu saglayabilir [2,6]. Yari-IPN
tipi hidrojellerde polimerlerden biri capraz bag icerirken digeri icermez. Bu tlr
polimerlerde misafir polimer zincirleri, ev sahibi ag yapinin icinde kovalent

bagl veya kovalent bagsiz olarak yer alabilirler [2].

lyonik olmayan hidrojeller

Yapilarinda yUkli guruplar bulundurmayan homopolimerik veya kopolimerik
nétr hidrojellerdir. C6zlclnln ozmotik basinci yan zincirin gerilme enerjisi ile
dengelendigi zaman denge degerine kadar sigerler. Bu hidrojellerin sisme ve
blzisme durumlari genellikle c¢evre sicakligindaki degdisimin bir sonucu
olarak meydana gelir [6].

Iyonik hidrojeller

Polielektrolitler olarak da bilinen iyonik hidrojeller, iyonik yUkIG
monomerlerden hazirlanirlar. Bu hidrojeller monomer yulklerinin pozitif yada

negatif olmasina gbére katyonik yada anyonik hidrojeller olarak adlandirilir.



iyonik hidrojellerin ana zincirinde yUkIi guruplarin  bulunmasi uyarilara
duyarliliklarr artinir [11].

Anyonik hidrojeller

Anyonik hidrojeller, genellikle negatif yakli asidik veya anyonik monomerlerin
homopolimerlerden yada bir anyonik monomerle bir ndétr monomerin
kopolimerinden olusur. Bunlar dig ortam pH sina bagli olarak denge sisme
davraniglarinda ani degisimler gosterir [11].

Katyonik hidrojeller

Katyonik hidrojeller, pozitif yOkli bazik veya katyonik monomerlerin
homopolimerlerinden yada bir katyonik monomerle bir ndtr monomerin
kopolimerinden olusurlar. Katyonik hidrojellerin hazirlanmasinda yaygin
olarak kullanilan monomerlerden bazilari aminoetil metakrilat ve tirevleri, 4-

vinil piridindir [6].

2.2. Enzimler

Katalizérler kendileri tepkimeye girmedikleri halde aktivasyon enerjisini
dusidrerek tepkime hizini artiran maddeler olarak tanimlanir. Enzimler
genellikle 15 000 ile birka¢c milyon arasinda degisen ylksek molekil
agirhgina sahip protein yapisinda biyolojik katalizérlerdir. Enzimler
tepkimenin kinetigini etkiler. Buna karsilik tepkimenin termodinamigi Gzerinde
etkisi yoktur. Enzimler diger katalizérler gibi katalizledikleri reaksiyonun
aktivasyon enerjisini (Ea) dugurarler [12].

Enzimi olusturan amino asitlerin sayisi, dizilisi sirasi ve molekdllerin yapisi
belirli bir dizen igcindedir ve bu dizen enzimin substrata seciciligini saglar.
Bazi enzimler yalnizca proteinden olusurken, bazilari protein yaninda protein

olmayan bir kisim igerirler. Bu tip enzimlerde, enzimin protein kismina



“apoenzim”, protein olmayan kismina, enzimden kolayca ayrilabiliyorsa
“koenzim” veya “kofakidr”, sikica bagh ise “prostetik grup” adi verilir.
Koenzimler genellikle vitamin tlrevleri, organik molekdller ve inorganik metal
anyon veya katyonlardan olusur. Apoenzim ve koenzim birlikte “haloenzim”
diye adlandirilir. Haloenzimin buaydk bir kismini apoenzim olusturur.
Apoenzim tek basina katalitik aktiflik gosteremez. Enzime katalitik 6zelligini
veren koenzim, tek basina gercek enzime gbre ¢ok daha dusutk aktiflik
gbsterir. Enzimin gercek aktifliginin sadece koenzim ve apoenzim bir arada

oldugunda gézlenir [13,14].

Enzim molekdlindn belirli bir bélgesinde belirli amino asitlerin olusturdugu bir
kisim bulunur. Protein zincirinin bu bdlgesi enzimin katalitik etkisinden
sorumlu olup “aktif bélge” olarak tanimlanir. Substrat ve eger varsa koenzim
bu merkeze, hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler, iyonik baglar ve / veya
kovalent baglar ile baglanir. Substratin déntistime katilan ve katalitik prosesi

yurGten amino asitler de aktif merkezden sayilirlar [15-17].

2.2.1. Enzimlerin etkisi

Enzimlerin etki mekanizmasi iki farkli agidan ele alinabilir. Bunlardan birincisi
tepkime suresince gerceklesen enerji degisikliklerinin, digeri ise kataliz

sirasinda aktif bélgedeki yapisal degisikliklerin incelenmesi ile iligkilidir.

Aktivasyon enerjisi

Molekullerin birbirleri ile reaksiyona girebilmeleri icin disaridan enerji almalari
gereklidir. Butin kimyasal tepkimelerde aktivasyon enerjisi olarak bir ener;ji
engelinin asilmasi gerekmektedir. Reaksiyonun hizini belirleyen en dnemli
faktor aktivasyon enerjisi (Ez) denilen bu enerji ihtiyacinin bayOklGguduir.
Enerji engeli ne kadar yiksek olursa birim zaman igerisinde bu engeli agan
molekullerin sayisi da o oranda az olacaktir. Reaksiyon hizini artirabilmek

icin sisteme kimyasal veya biyolojik bir katalizér ilave edilebilir. Bu durumda



katalizér substrat ile (ES) kompleksi yaparak aktivasyon enerjisini asagilara
cekebilir.

ES kompleksinin olusmasi ile daha ¢ok substrat aktivasyon enerji engelini
asabilmekte, reaksiyon hizi artmakta ve birim zamanda olugan Grin miktari
artmaktadir. Reaksiyon sonunda serbest kalan enzim ortamdaki diger
substrat molekullerine baglanarak onlarin da aktivasyon enerjisini digtrecek

ve onlarin da Grine déndsUminu hizlandiracaktir.

Hlcresel kosullarda enzimler daha disik aktivasyon enerjisi gerektiren
alternatif yollar olusturarak tepkimelerin gerceklesmesini saglamaktadir.
Enzimle katalizlenen reaksiyonlarin gogu katalizlenmeyen reaksiyonlara gére
10% ile 108 kere daha hizli olarak gerceklesir. Tipik olarak bir enzim molekilii
saniyede 100-1.000 substrat molekalinG driine ¢evirme yetenegine sahiptir.
Enzim basina disen Grlne cevrilmis substrat molekdli sayisina “Turnover

sayisi” denir [14,15].

Aktif bélgedeki degisiklikler

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

toplam hacmine oranla kiguk bir kismini olusturur.

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

bulunur.

Aktif merkez ile substrat, bir anahtar ile kilit gibi birbirine uygunluk gdsterir.

Bu sekil Emil-Fischer’in tarif ettigi “anahtar ve kilit” durumuna uyar (Sekil 2.1).
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Ancak substrat ile bulustuktan sonra enzim 6zel yapisini almakta ve substrat
aktif bélgeye baglanmaktadir. Bu dinamik tanima olayina “indiiklenmis uyum”
veya “sonradan olma uyum” denir [12,13,15].

mSUBSTRAT

Aktif Merkez

ES Kompleksi

A-JAnahtar Kilit
Model

ErZikd Enzi m-Substrat
Kompleksi

B-) Indilklenmis
Liyma Modeli

Enzim-Substrat
ENZIM Kompleksi

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

2.2.2. Enzimlerin uygulama alanlari

Enzimlerin endUstriyel analitik ve tibbi uygulamalari gin gectikce
yayginlagsmaktadir. Enzimlerin katalitik potansiyelleri yalniz analitik amaglar
icin degdil ayni zamanda sentetik amaclar ve modifikasyonlar icin de
degerlendiriimektedir. Bu cercevede basta gida sektdrli olmak Gzere, ilag
sanayi, kimya sanayi, deri ve tekstil sanayi gibi bircok sanayi dalinda
enzimler genig uygulama alanlari bulmusglardir.
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Yeterli kosullarin saglanmasi durumunda etkilerini gosterebiliyor olmalari
enzimlerin dogal ortamlarinin disindaki pek ¢ok alanda yararlanabilme

imkanini ortaya ¢ikarmaktadir.

Endustride kullanilan enzimlerin yaklasik % 30-35’i deterjan sanayiinde, %
20-25’i nigasta ile ilgili alanlarda, % 20’si st ve sit UrUnleri sanayiinde
kullaniimaktadir. Bira, meyve ve sarap, unlu mamuller, tekstil, kagit, deri ve
yem sanayiinde kullanilan enzimler igin her alanin yaklasik % 1-5 arasinda

bir pay! bulunmaktadir [17].

2.3. Enzim immobilizasyonu

immobilizasyon (tutuklama), enzimlerin katalitik aktifliklerini kaybetmeden
surekli ve defalarca kullanimlarini saglamak Uzere, fiziksel veya kimyasal

olarak bir destek materyali tzerine tutturulmasi olarak tanimlanir.

Endustriyel ve analitik proseslerin ¢ogu, sulu ortamda gerceklesir. Bu
proseslerde enzimler, substrat ¢cozeltisi ile kanistirilir ve ortamda Grin elde
edildikten sonra enzimler ekonomik olarak geri kazanilamazlar. Ayrica surekli
Uretim proseslerinde serbest enzimler kullanilamazlar. Enzimlerin sadece bir
kere kullaniimalari ve pahali olmalari nedeniyle, bu proseslerin maliyetleri
oldukca yuUksektir. Bu nedenle enzimler suda ¢dzlnmeyen bir destege
immobilize edilerek hem defalarca kullanilabilmekte hem de surekli
proseslere uygulanabilmektedir. Bdylece, énemli miktarda ekonomik kazang
elde edilmektedir. GUnimlUzde ¢ok sayida immobilize enzim endustride
kullaniimaktadir [18].

Genel olarak immobilizasyon uygulamalari enzim sistemleri diginda, uygun
destek materyallerine ilag, protein, mikroorganizma, bitki ve hayvan hucreleri,
biyosensoér ve biyoreaktdr uygulamalari ve kontroll ila¢ salinim sistemlerinde

yaygin bir sekilde kullaniimaktadir [19].
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Tarihte ilk enzim immobilizasyonu 1916 yilinda Nelson ve Giriftin tarafindan
adsorpsiyon yéntemiyle yapilmistir. Nelson ve Griftin sakkarozu hidroliz
etmek icin maya invertazini mangal kdmdrine adsorbe etmiglerdir.
immobilize enzim sistemlerinin pratik olarak ilk kullanimi ise Grobhofer ve
Scheilth (1954) tarafindan yapilmistir. Arastirmalarinda; karboksipeptidaz,
diastaz, pepsin ve ribonlkleaz enzimlerini poliaminostiren reginesine
kovalent baglanma ile immobilize etmisler ve bu immobilize enzim
tirevlerinin  kinetik parametrelerini incelemislerdir. Daha sonra da
immobilizasyon ¢alismalari dinyanin her tarafinda yayginlagsmis ve cesitli
enzimler degisik amagclarla immobilize edilmistir [19].

immobilize enzimlerin serbest enzimlere gére pek cok islevsel avantajlari

vardir. Bunlardan en énemlileri su sekilde siralanabilir [19-21].

1. Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (stizme,
santrifijleme v.b.) enzimin olusan Grind kirletmesi gibi bir sorun olmaz.
Surekli proseslere uygulanabilir.

Bircok kez ve uzun sure kullanilabilir.

Cevre kosullarina (pH, sicaklik v.b.) karsi daha dayanikhdir.

Dogal enzime kiyasla daha kararlidir.

Urlin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

Birbirini izleyen ¢cok adimli reaksiyonlar icin uygundur.

©® N oA w N

Enzimin kendi kendini pargalamasi olasiligr azalir.

immobilize enzimlerin bazi dezavantajlari da vardir. Bunlar da su sekilde
siralanabilir [22,23].

1. Immobilizasyon islemi boyunca enzim aktifligi azalabilir veya kaybolabilir.
2. Gok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim karahhgdi sinirlidir.

3. Enzim tasiyicilarinin maliyeti yUksektir.
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Enzim immobilizasyonunda kullanilacak olan destek materyalinin 6nemi
blyUktdr. Uygun olarak secilen bir destek materyali, lzerine immobilize
edilen enzimin aktifligini korumasini saglar ve iglemsel kararhligini artirir
[24,25]. lyi bir destek materyali blylk yiizeysel alan, gecirgenlik, hidrofilik
karakter, c¢6zinmezlik, kimyasal, mekanik ve termal kararlihk, ylksek
tutuculuk, uygun bicim ve parca buyukligut, mikrobiyolojik saldirilara karsi

direng gibi 6zelliklere sahip olmalidir.

Organik destekler; dogal polimerler, proteinler, aktif karbon ve sentetik
polimerler olmak Uzere siniflandinlabilir. Organik desteklere oldukca fazla
sayida ve cesitli fonksiyonel gruplar katilabildigi i¢in ticari olarak kullanilan
pek cok immobilize enzim sistemi bu desteklerle hazirlanir [26]. Yaygin
olarak kullanilan polisakkarit desteklerinden olan yosunlar ve selllozlar
(agaroz, dekstran, sellloz turevleri) enzimleri baglamada ve aljinat ile
karregenan ise hapsetme amaciyla kullaniir [27,28]. Enzimlerin
immobilizasyonunda kullanilan polisakkarit tdrevlerinin en blyUk avantaj
hidroksil gruplarina sahip olmasidir. Polisakkarit desteklerde hidroksil gruplari
enzimlerin elektrofilik gruplari ile etkileserek enzim immobilizasyonu saglar.
Bununla birlikte polisakkarit desteklerin nukleofilik 6zelliklerinin zayif olmasi
nedeni ile aktivasyonu alifatik veya aromatik, karboksil veya tiyol gruplari

ilavesi ile saglanir.

Sentetik polimerler fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinden dolayr enzim
immobilizasyonunda destek materyali olarak ¢ok kullanilirlar. Sentetik
polimerler mikroorganizmalarin saldirilarina karsi direnglidirler ve safliklarini
korurlar. Yaygin olarak kullanilan sentetik tasiyicilar polistiren, vinil ve allil
polimerler, poliamitler, poliakrilatlar, polimetakrilatlar ve bunlarin tirevleridir.
Akrilik polimerleri enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan asidik sentetik
polimerlerdir. Bu polimerler, enzim hapsetme veya kovalent baglama
amaciyla kullanilmigtir. Poliakrilat ve polihidroksi alkil metakrilat ve bunlarin
tirevlerinin ticari olarak bulunmasi, enzim immobilizasyonu amaciyla

kullanilmasina olanak saglamistir. Poliakrilat ve polimetakrilat, akrilik asit ve
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metakrilik asitlerin polimerizasyonuyla elde edilir. Akrilatlar esas olarak daha
hidrofobik veya negatif yUkli matriksler hazirlanmasinda diger organik
bilegiklerle kopolimer olusturmak amaciyla kullaniimistir. Polihidroksialkil
metakrilatlar, hidrofilik organik matriks olarak hidroksil gruplarinin sayisina
g6re gelistirimis mekanik Ozelliklere sahiptirler ve biyolojik direngleri
yUuksektir. Enzim baglanmasinda bu tip matriksler daha ¢ok ¢6zUnur
karbodiimitlerle aktiflenir. Makrog6zenekli tasiyicilar, bir ¢capraz baglayici
reaktif ve hidroksialkil metakrilatin radikalik sispansiyon kopolimerlesmesi ile

kiresel formda hazirlanirlar [29].
Enzim immobilizasyonunda destek olarak dogdal ve sentetik bircok organik ve
anorganik materyal kullaniimaktadir [30]. GCizelge 1.1" de enzim

immobilizasyonunda kullanilan bazi destek materyalleri verilmistir.

Gizelge 2.1. Enzim immobilizasyonun da kullanilan bazi destek materyalleri

Dogal Polimer Sentetik Polimer Anorganik
Sellloz Stiren esasli polimerler Kil

Nisasta Akrilamit esasli polimerler | Cam

Aljinat Naylon Silikajel
Karragenan Vinil ve allil polimerler Ponza tasi
Kollagen Akrilat esasli polimerler Aktif karbon
Jelatin iyon degistirici recineler Metaller
AlbUimin Maleik anhidrit polimerleri | Metal oksitler
ipek Bentonit

Enzimlerin immobilizasyonu sirasinda aktif gruplar korunmali ve enzim
aktifligini yitirmemelidir. Enzimlerin ¢esitli ydntemlerle inert ve genellikle kati

polimerik desteklere tutturularak immobilize edilmesi halen pek ¢ok bilim
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adaminin ilgilendigi arastirma alanlarindan birini olugturmaktadir. Belli destek
malzemesi Uzerinde tutuklanan enzimler immobilizasyon sirasinda gerekli
olan fizikokimyasal Ozelliklere sahip olmalidir. Her uygulama igin gegerli
olabilen dogal makromolekillerden hazirlanacak destek materyali bulmak
kolay degildir. Ayrica, gerekli 0&zelliklere sahip destek materyallerini

hazirlamak igin protein ve polisakkaritleri modifiye etmek oldukca zordur.

Destek materyaline baglanmada enzim molekulinin protein yapisindan
yararlanilir. Enzim molekili Uzerindeki fonksiyonel gruplar baglanmada
etkilidir.  Bunlarin  yaninda immobilizasyonda  kullanilacak  destek
materyallerinde bazi ézellikler de aranir, bunlar su sekilde siralanabilir [25].

1. Hidrofilik karakter

2. Suda ¢6zinmeme

3. Gdzenekli yapi

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

6. Mikroorganizmalara karsi direngli olma

7. Ucuzluk

8. Zehirsizlik

immobilizasyon sirasinda enzim molekilleri konformasyonel degisiklige
ugrayabilir. immobilize enzimin zincir hareketleri cesitli faktérlere baglidir.
Bunlar, immobilizasyonda kullanilan kimyasallarin tipi, destekle enzimin
karsilikli etkilesmesi, aktiflestirici veya capraz baglayici kimyasallar ile
enzimin etkilesmesi olarak belirtilebilir. Enzimler icinde bulunduklari ¢evre
tarafindan etkilenirler. Enzimin kati destek Uzerinde immobilizasyonu enzimin
etrafindaki mikro cevreyi etkileyebilir, bu da enzimin gérinen davraniglari

Uzerinde asagida belirtildigi gibi bazi degisiklikler olusturur.
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Bblme etkisi
Difiizyon sinirlamasi
Yapisal degisiklikler

Sterik sinirlamalar

ok~ o~

inaktivasyon

Bélme etkisi: Poliiyonik destek kullanildiginda iyonik yapiya sahip substrat,
tepkime ortaminda homojen olarak dagilmaz ve enzim cevresinde farkli
derisimde bulunabilir. Olgiilen derisim degerleri genellikle kitle fazindan
yapilir. Bélme etkisi ¢ok gbzlenen bir durumdur. Ayrica, ¢6zinen madde ile
polimerik destek arasinda hidrofobik etkilesmeler de olabilir.

Diftizyon sinirlamasi: Diflzyonel sinirlama, fiziksel blyUkluk ile ilgilidir. Eger
polimer desteginin gbzenek c¢api substrat molekllinden kiglk ise
substratin destek icine diflzlenmesi ve enzim ile temasa gegmesi engellenir

ve bunun sonucu olarakta herhangi bir tepkime meydana gelmez.

Yapisal degisiklikler: Enzim immobilizasyonunda, enzim yapisinin belli bir
pozisyonda uzun sire korunmasi ile enzim ve destek materyali arasinda ¢ok
sayida baglanma olusabilir. Enzimin katalitik aktifligi yapisal degismelere
bagll oldugundan K, ve/veya Vna degerlerinde de farkhiliklar, enzim
aktifliginde azalmalar olabilir.

Sterik sinirlamalar: Eger immobilize enzimin aktif uglari substrat molekdlinun
yaklagsmasina elverigli pozisyonda degil ise sterik problemler ortaya c¢ikar.
Ornegin enzimin aktif guruplari destek maddesine déniik ise substratin aktif
merkeze yaklasmasi engellenir. Enzim polimerik kafeste hapsedildiginde,
substrat molekdllerinin enzime yaklasip direk temasa ge¢mesi matriks

tarafindan engellenebilir.

Inaktivasyon: Zor tepkime sartlarinda (drnegin yilksek pH, ortamda serbest

radikallerin, oksitleyici reaktiflerin varlidi gibi) gergeklesen immobilizasyon
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islemleri enzimin bir kKisminin veya tamaminin aktifligini yitirmesine sebep
olabilir. Bdylece immobilize edilmis enzimin spesifik aktifligi, serbest enzimin
aktifliginden olduk¢a disUk olabilir. Enzim herhangi bir konformasyonel

degisim olmaksizin aktifligini kaybedebilir.

2.4. Enzim immobilizasyon Yéntemleri

Enzim immobilizasyonu i¢in  kullanilan  gesitli  yéntemler  vardir.
Immobilizasyon prosesi ve immobilizasyon ydntemleri sematik olarak Sekil
2.2’ de ve Sekil 2.3 de gosterilmistir. Bu ydntemler kimyasal ve fiziksel olmak
Uzere iki ana baslik altinda toplanabilir.

a)
CPOO OO0 alkalama OO OO
Ll ¢ - | GOt
OO C00LO O&HCLE® O
Destek + enzim immobilize enzim
cozeltisi
b)
Enzim ¢bzeltisi —
O Destek
| QOO
00 . Yikama _ @G OO0
o0 O DICYSLPICEY)
%8 % immobilize enzim
e‘

Sekil 2.2. immobilizasyon prosesi
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Sekil 2.3. Immobilizasyon ydntemlerinin sematik gosterimi

2.4.1. Kimyasal yontemler

Kimyasal immobilizasyon yontemleri, suda ¢6zinmeyen aktiflestiriimis
polimer ile enzim arasinda kovalent bag olusumu veya birden fazla enzim
molekUlU arasinda c¢apraz bag olusumunu gerektirir. Kimyasal yéntemler
¢ogunlukla tersinmezdir. Serbest enzimin yeniden geri kazanilmasi mimkuin
degildir [31,32]. Kimyasal baglanma ile immobilizasyon yéntemlerinin,
immobilize enzimin ¢ok kararli olmasi, destek maddesinin dayanikli olmasi
gibi 6nemli avantajlar vardir. Bunun yaninda immobilizasyon veriminin sinirli
olmasi, tepkime sartlarinin ¢gok 6zel olmasi, kimyasal olarak inert olan destek
maddelerine uygulanamamasi gibi bazi dezavantajlari da vardir [30].
Kimyasal yontemler kovalent ve ¢apraz baglanma ile immobilizasyon olmak

Uzere iki gruba ayrilir.
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Kovalent baglanma

Enzim ile suda ¢6zlnmeyen aktiflestiriimis destek arasinda kovalent bag
olusumu enzimlerin immobilizasyonu igin oldukga sik kullanilan bir tekniktir.
Bu teknik enzim tdrevlerinin kararli olmasini saglar ve enzimin ¢bzeltiye
gecmesini engeller [32]. Kovalent baglanma, genellikle enzimin yapisinin ve
fonksiyonel gruplarinin bilindigi durumlarda kullanilir. Enzim
immobilizasyonunda, enzimin 6zellikleri, aktif ucunun yapisi, pH, sicaklik ve
organik ¢ozuculer gibi faktérlerden dolayr sinirli sayida yéntem kullanilabilir
[33,34].

Kovalent bagll destek-enzim kompleksinin aktifligi dogal enziminkinden farkl
olabilir. Bu farkin blOyUkligl tasiyici materyalin bigim ve buyukligane,
etkilesme yo6nteminin dogasina, taslyici materyalin bilesimine, enzim

yapisina ve reaksiyon sirasindaki spesifik sartlara baglidir [24].

Kovalent baglanma ile immobilizasyon iki basamakta gerceklestirilir. Birinci
basamak destek maddesinin aktiflestiriimesi, ikinci basamak enzimin
kovalent baglanmasi seklindedir (Sekil 2.4.). Destek maddesi; hidroksil,
karboksil, amino, tiyol gibi fonksiyonel gruplar tasimalidir. Bu fonksiyonel
gruplarin yapisina bagl olarak siyanojen bromur, epiklorhidrin, glutaraldehit,
karbodiimit, siyanurik klordr gibi gesitli aktifleyici maddeler kullanilabilir.

Destek Aktiflesmis Enzim bagll
destek destek

— X
Aktiflestirme X Enzim e
—_— >

X

— X

Sekil 2.4. Kovalent baglanma ile immobilizasyon
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Capraz baglanma

Enzim molekdilleri bagka bir destek maddesi olmadan, kendi aralarinda
molekul i¢i veya molekuller arasi ¢apraz baglanarak immobilize olabilirler. Bu
yéntem G¢ boyutlu capraz baglanmis enzim olusumu esasina dayanmaktadir.
Capraz baglanma ile enzimlerin immobilizasyonu ¢ok basit olmasina ragmen
enzimlerdeki 6zel fonksiyonel gruplarin capraz baglayict olarak
kullanilabilmesi i¢in gereken sartlarin se¢imi ve kurulum zordur [35]. Enzim
aktifligi, tepkime sdresi, sicaklik, iyonik siddet, pH, capraz baglayici madde
ve enzim derigimi gibi faktdrlere ve bunlar arasindaki dengeye baglidir. Bu
yontemin en 6énemli avantaji, tek bir islemde enzimleri immobilize etmek igin
iki ya da c¢ok fonksiyonlu maddelerin kullanilabilmesidir. Bu ydntemin
dezavantaji ise ylUksek aktiflik gésteren immobilize enzim elde etmek icin
molekulller arasi ¢apraz baglanma reaksiyonunun kontrol edilmesindeki
zorluklardir. Gapraz baglayici olarak enzim immobilizasyonunda kullanilan
cok fonksiyonlu maddeler, diazobenzidin, 1,5-diflor-2-4-dinitro benzen,
glutaraldenhit, triklor-s-triazin, hekzametilen diizosiyanat, 2,4-

diizotiyosiyanotoluendir [36].

2.4.2. Fiziksel yontemler

Fiziksel ydntemler kovalent bag olusumuna bagl olmadan, enzimin belirli bir
yere tutturulmasini igerir. Enzimlerin immobilizasyonu bazi fiziksel kuvvetlerin
etkilesmesiyle (elektrostatik, protein-protein etkilesmesi, iyonik baglarin
olusumu, v.b) enzimin destek maddesindeki mikrobdlmeler icerisinde veya
gbzenekli membranlarda tutturulmasiyla saglanir. Esas itibariyle fiziksel
immobilizasyon ydntemleri tamamen tersinirdir. Bununla birlikte cogu 6zel
orneklerde g6z ardi edilemeyecek kadar tersinmez bagd olusumlari da
g6zlenir. Fiziksel yéntemler adsorpsiyon ve hapsetme ile immobilizasyon

olmak Uzere iki gruba ayrilhr.
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Adsorpsiyon ile immobilizasyon

Adsorpsiyon ydntemi en eski ve basit bir immobilizasyon yéntemidir [30,37].
Adsorpsiyon yéntemi ile enzimin immobilizasyonu kati matriks Uzerinde
enzimin fiziksel adsorpsiyonuna veya iyonik baglanmasina dayanir. Fiziksel
adsorpsiyonda immobilizasyondan sorumlu kuvvetler hidrojen baglari, van
der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilesmelerdir [26]. Iyonik baglanma ile
immobilizasyon, proteinin ylakla gruplar ile destek materyalinin karsit yukleri
arasindaki ¢ekim kuvvetlerine dayanir. Enzimin suda ¢6zinmeyen
materyallerde adsorpsiyonu, pH, ¢6zlcl karekteri, iyonik kuvvet, protein ve
adsorbanin derigimi, sicaklik gibi deney kosullarina bagldir. Enzim ile destek
maddesi arasindaki zayif bagdlardan dolayr adsorblanan enzim kullanim
esnasinda tasiyicidan uzaklasabilir ve bu da yéntemin bir dezavantajidir.
Adsorpsiyonla immobilizasyon ydntemin basit oldugu, cesitli yUklu tasiyicilar
secilebildigi ve tastyicilar farkl fiziksel sekillerde kullanilabildigi icin
avantajlidir. Ayrica bu ybéntemde enzim, akitifligini blaylk &lclide veya
tamamiyla korur. Bu ydntem tersinirdir ve bu da destek maddesinin ve
enzimin baska amagclarda tekrar kullanimini saglar [38]. Cesitli aktif ylzeyli
malzemeler enzim-adsorpsiyon komplekslerinin hazirlanmasinda
kullanilmistir. En ¢ok kullanilanlardan bazilari anyon ve katyon degigtiricili
recineler, sentetik polimerler, aktif karbon, silikajel, diatomili topraklar ve

killer, alumina, gbzenekli camlar ve seramiklerdir [27].

Hapsetme ile immobilizasyon

Bu ydntem polimerik matriks yapisinda veya yari gecirgen membranlarda
enzimin hapsedilmesine dayanir [39]. Enzim sulu monomer veya polimer
cOzeltisinde ¢6z0lur. Polimer olusumu ve/veya ¢apraz baglanma isiyla, gama
radyasyonu veya UV iginlariyla baslatilir ve olusan hidrofilik polimer iginde
enzim hapsedilir [39-41]. Polimerik matriks yapisinin, substrat ve Grinin

difizyonuna izin verirken proteinin diflzyonunu engellemesi igin yeteri
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derecede siki olmasi gerekir. Bu ybntem her c¢esit enzimi, diger
biyokatalizérleri, b0tin hucreleri veya farkli ¢aptaki mikroorganizmalari
hapsetmek igin ¢ok genel kullanilabilir [24]. Hapsetme ydntemi mikrokapsul

ve kafes tipi olmak Uzere iki gruba ayrilir.

Mikrokapsdl ile hapsetme yéntemi

Bu ydntemde enzim molekdlleri 10-1000 pm ¢apli kUgUk yari gegirgen
membranlara hapsedilir. Yari gecirgen membran, blyUk protein veya
enzimlerin mikrokapsil disina ¢ikmasina engel olurken, kiglik substrat ve
arin  molekillerinin  serbestce  giris-¢cikisina izin  verir.  Enzimlerin
mikrokapsullenmesi igin iki yéntem kullanilir. Bunlar faz ayrimi ve ara yuzey

polimerizasyonudur.

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

mikrokapsullenmis olur (Sekil 2.5).

Mikrokapsulleme ydnteminde herhangi bir kimyasal baglanma olmadigindan
enzim aktifligi serbest enzim aktifligine yakindir. Bu yéntem ile olduk¢a biyutk
ylzey-hacim oranina ulasilir [42] . Bu oraninin blytk olmasi da mikrokapsul
icerisinde olusan enzim substrat reaksiyonunu olasiligini arttinr. Bu
yéntemde mikrokapsul olusumu sirasinda yiksek protein konsantrasyonuna
gerek olmasi ve yiksek molekdl agirlikli substrat ve Grtnler gerektirmesi gibi

dezavantajlar s6z konusudur.
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Kafes tipi hapsetme yéntemi

Kafes tipi hapsetme ybéntemi, suda ¢d6zinmeyen g¢apraz bagli polimerlerin
bosluklari icinde enzimin tutulmasi esasina dayanir. Bu yontemde enzim
iceren monomer veya polimer c¢b6zeltilerine UV veya gama isinlari
uygulayarak ylksek oranda c¢apraz bagll bir polimer sebekesi olusturulur.
Enzim molekulleri fiziksel olarak polimer kafes icerisinde tutulur ve jel
matriksin disina ¢ikamaz, fakat substrat ve Urlin bu sebeke igerisine sirekili
olarak girip ¢ikabilir.

Bu ydntemin sahip oldugu avantajlar asagida verilmistir.

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

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

3. Polimerlesme genelde hem kolay hem de hizli bir sekilde gerceklestirilir
[31,40,41,43].

Bu ydntemin dezavantajlari ¢apraz bagli polimer sebekesinden enzimin
sizmasl, Yyalnizca kuglk hacimli substratlar icin  sinirh  olmasi ve
makromolekdiler substratlar igin ¢cok dustk aktiflik gbstermesidir.

2.5. immobilizasyon Yéntemin Secimi

immobilizasyon yénteminin segiminde éncelikle enzimin baglanacagi destek

materyalinin yapisi dikkate alinmalidir [44].

Basarili  bir immobilizasyon icin asagidaki faktoérler gbézdninde
bulundurulmalidir [45].



25

1. Destek materyalinin mekanik Ozellikleri, 6zellikle fiziksel formu ve
mekanik kararliligi g6z 6ninde bulundurulmalidir.

2. Enzim, tepkimenin yurUtilecegdi kosullarda kararli olmalidir.

3. Capraz baglayici reaktifler, enzimin aktif uglarn ile tepkimeye
girmemelidir veya c¢apraz baglayici reaktif, enzimin aktif ucuna nifuz
etmemesi igin olabildigince buyuk olmalidir.

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

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

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

g6z 6nlinde bulundurulmalidir.

2.6. Calismada Kullanilan Enzim, Substrat ve Destek Materyalinin
Ozellikleri

Bu calismada enzim olarak lakkaz, substrat olarak siringaldazin, destek

materyali olarak yari-ag yapil hidrojeller (yari-IPN) kullaniimistir.

2.6.1. Lakkaz

Lakkaz (L) (Trametes versicolor’ dan elde edilen, E.C.1.10.3.2.) enzimi, her
molekuld doért bakir iyonu tasiyan bir oksidorediktazdir. Lakkaz redoks
enzimlerinin bir alt simifidir. Karbohidraz ve proteazlar gibi hidrolitik
enzimlerinin substrat 6zgUnligundn aksine redoks enzimlerinin substrat

6zgUnligu oldukga azdir [46].

L enzimi bilinen en eski enzimlerdendir, ilk olarak 1883 yilinda Yoshida
tarafindan, Rhus verniciferanin 6zsuyundan izole edilmistir. L enzimleri

bakteriler, bécekler, yuksek yapil bitkiler ve mantarlar olmak Uzere 4 canli
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grubunda Uretilmektedir [47,48]. L kaynagdl olan mantarlara, Trametes
versicolor, Rhus vernicifera, Trametes hirsuta, Panus tigrinus, Flavodon
flavus, Agaricus bisporus érnek olarak verilebilir. Bunlardan beyaz ¢urikgal
mantarlar  daha ¢ok kullaniimaktadir. Resim 2.1’de beyaz c¢Urukcul

mantarlardan biri olan Trametes versicolor goérilmektedir.

g‘ » \ \,
BRI R ¥ ¢

Resim 2.1. Lakkaz Ureten Trametes versicolor mantari

Bir L enzimi, kaynagindan molekdl agirligi, optimum pH, substrat 6zgulligu
gibi 6zellikleri farkli olan, birkag tipte elde edilebilir. L enzimi, glikoprotein
yapisindadir. Enzimin karbonhidrat miktari, agirhk¢a % 15-45 ini olusturur.
Enzim heksozamin, glukoz, mannoz, galaktoz, fruktoz ve arabinoz gibi
karbonhidratlari igerir [49].

Beyaz curOk¢ll mantarlardan elde edilen L larin ¢cogu 55-85 kDa molekil

agirhgindadir, yaklasik 500 amino asitten olusmaktadir. L enziminin optimum
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pH aralg 3,0-7,5, optimum sicaklik aralgi ise 40-80 C arasinda degisiklik
g6stermektedir. L enziminin optimum pH degeri kullanilan substrata gére de
degismektedir [48].

L enzimi, aromatik substrati oksitlerken, ayni zamanda oksijen molekilinin
suya indirgenmesini katalizler (Sekil 2.6.) [50,51]. L in aktif bdlgesinde
hidratlasmigs elektron, oksijen ve degisik tiplerde bakir atomlari bulunur.

S yiik Eing 0,
Lakkaz
Sind Eyik H,0

Sekil 2.6. Lakkazin indirgenme-yikseltgenme mekanizmasi

L enziminin reaksiyon verdigi substratlar, genis bir aralikta degismektedir. Bu
substratlardan bazilari 4-benzendiol, siringaldazin, naftol, diklorofenol,
metoksifenol, askorbat, pirogallol, kresol, syringic asit vb. tlrevleridir [52].
Genel olarak fenoller, amino fenoller ve aromatik diaminler ile benzer
Ozellikler gbsteren substratlar, L enzimi tarafindan oksitlenebilir [53] . Sekil
2.7 de siringaldazinin L ile verdigi tepkime ve sonugta olusan (rln
gOsterilmektedir [54] .

H3C_O Siringaldazin O_CH3 H3C_O Uriin O_CHS
HOO:N_N: oH g OQ:_N=N_=QO
Lakkaz
HaC-O 0-CHj, HaC-0 0-CHj

Sekil 2.7. Siringaldazinin lakkaz ile verdigi tepkime
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GUnOmuizde enzimlerin 3 boyutlu yapilari ayrintili bir sekilde X-isinlari
kristalografisiyle goérintllenebilmektedir. Bu sekilde pek ¢ok enzimin (¢
boyutlu yapisi aydinlatilabilmigtir. Resim 2.2° de Trametes versicolor dan

elde edilen L enziminin U¢ boyutlu yapisi gérilmektedir [55].

Resim 2.2. Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkaz enziminin ¢ boyutlu
yapisi

2.6.2. Siringaldazin

4-Hidroksi-3,5-dimetoksibenzaldehit azin’nin molekdl agirigi 360,3 g/mol dir.
C1gH20N206  kapal formdiline sahip siringaldazin, yapisal &zelliklerinin
benzerliginden dolayl genel olarak fenoller, amino fenoller ve aromatik
diaminler ile benzer 6zellikler gosterir ve lakkaz enzimi tarafindan kolayca

oksitlenebilir.
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2.6.3. Destek materyali

IPN yapilar ilk kez Millar tarafindan ortaya atilan i¢ ice ge¢mis ag yapili
(interpenetrating network, IPN) en basit tanimiyla, dogal veya sentetik iki
bilesenden en az bir bilesenin digerinin varliginda capraz baglh oldugu
yapilardir [56]. IPN olugsumu, polimerik bilesenlerin birbirleri ile uyumunu
artirmak icin  mukemmel bir yoldur. Bir IPN , belirli bir uygulamada
makromolekiler yapidaki benzerine gbre daha Ustin performans gdsterir
[57].

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

yéntemler ile essiz topolojiye sahip IPN’ ler Gretilebilmektedir.

Ard arda gerceklesen IPN sentezinin ilk basamaginda, monomerlerden biri
¢apraz baglanir ve ardindan bu c¢apraz bagl yapi; ikinci monomer, bu
monomerin baslaticisi ve capraz baglayicisi varliginda siserken ikinci
monomer polimerlesir. Es zamanli gerceklesen IPN sentezinde ise; her iKi
monomer, bu monomerlere 6zgl olan polimerizasyon baglaticilari ve ¢apraz
baglayicilari varliginda farkh sentetik modlarda (basamak ve zincir
polimerizasyonu) es zamanh olarak polimerlesirler. iki polimer es deger
oldugu kosullarda her iki ydntemde kullanilarak, homo-IPN’ler hazirlanabilir.
Pek ¢ok polimer termodinamik yénden disik ya da ylksek oranda birbirleri
ile uyumsuz olduklarindan, IPN’lerin ¢ogu kismen i¢ ice gecerek ag yapliy!
olustururlar. Ferry (1980) tarafindan bu tip IPN’ler, yari uyumlu yada kismi
IPN’ler olarak siniflandirilmaktadir. Polimer ag yapilar, yalnizca tamamen
birbiri icinde karigabildikleri durumda ideal i¢ ice gecgmis ag yapilari
olustururlar [58].

Bazi bilim adamlari, sentez mekanizmasi ydnidnden [IPN’leri, asi
kopolimerlerinin paraleli olarak kabul etmektedirler. Ancak asi kopolimer

sentezi capraz baglh polimerin; diger monomer, bu monomerin capraz
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baglayicisi ve baglaticisi icinde ¢bézinmesi ile gerceklesir. IPN sentezinde
ise; polimer 1 capraz baglanir ve 2 karisimi iginde ¢6ziinmez. Ayrica,

polimerler arasi kovalent zincirler olugsmaktadir.

Yari-IPN sistemlerde, polimerlerden biri capraz bagli iken, digeri lineer ya da
dallanmis yapidadir. Ard arda IPN Sentezi ile 4 farkli, es zamanl IPN sentezi

ile 2 farkli yari-IPN hazirlanabilir.

Bu galismada, P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NIiPA)-NaAlj yari ag yapili hidrojelleri
ve P(AAm)-NIPA kopolimeri destek materyali olarak kullanildi. P(AAm)-Na
Alj yari-IPN olusumu Sekil 2.8’de gdsterildi.

APS ve TEMED in radikallerinin olusumui;

0] 0]

I I ~ /
NH,* "0-5-0: 0-S-0O"NH,* + NCHoCH,N_
O O
APS TEMED
LR SNCCH.INT NH,* HSO,
NH4 -o—§—o- + /NCCHZN\ + 4 4
(0]
APS Radikali TEMED Radikali Amonyum Bistllfat
Radikalik katilma ile polimer zincirinin uzamasi;
H H A Hooh, H
R—(CHy—C—j;5—CH,C + HzCle _— R=(CHy=CH7—C —?-
c=0 _ _ Cc=0 _
NH, ¢=0 ¢=0 NH, ¢=0
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Gapraz bagh polimerin olusumus;

AAmM Bis AAm Poliakrilamit
= =CH H Ho H M2 H
HC=CH — + HC=gH —C*—CH—C —C—C —C—
Cc=0 C=0 | L L
' NH — —— ¢=0  §=0 ¢=0
NHz | NH,  NH, NH
CH, !
I CH,
NH I
! NH
=0 G=0
H,C=CH H 4 Hp Ho Y7
2v=C —C —C—C —CH—C —S—
CI)=O CI)=O
NH, NH,

Yari-IPN olusumui;

Ha Ho Ho y
—C *C‘H_C *(‘:7C 7(‘)7
Cc=0 Cc=0 Cc=0

H
/
NaOOC,
H o-Q o NH, NH, NH
NaOOC 0 o Y . I
e 3% + CH,
- o. HO 7
o Q NH
HO Naooc” H =0 (
a00C Hy y Hy Ha 1 h
Sod Alji B S
odyum Aljinat ¢=0 ¢=0 ’
i i Semi IPN

NH, NH,

Sekil 2.8. Semi IPN olugumu
2.7. Lakkazin immobilizasyonu ile ilgili Yapilan Caligmalar

1995 yilinda Rogalski, J. ve arkadaslari Phlebia radiata ’dan elde edilen
lakkazi kovalent baglanma yoéntemi ile oa—aminopropil-trietoksisilanla
aktiflestiriimis gdézenekli cam Gzerine immobilize etmislerdir. Enzim baglanma
kapasitesini % 98 ve immobilize enzimin aktifligini %96 olarak bulmuslardir.
immobilize enzimin 4 °C de iki hafta siireyle depolandiginda aktifligini %100

korudugunu belirtmiglerdir [59].

1998 yilinda Luterek, J. ve arkadaslari Cerrena unicolor dan elde edilen
lakkazi silanlanmis gézenekli cam boncuklar Gzerine immobilize etmiglerdir.
Substrat olarak siringaldazin kullaniimistir. Enzim baglanma kapasitesini %
94 immobilize enzim aktifligini %100, immobilizasyonla optimum pH’ nin 5,5
den 5,7° ye kaydigini belirlemislerdir. immobilize enzim 7 ay 4 °C de
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saklandiginda aktifliginin %95’ ini ayni kosullarda serbest enzimin % 40’ ini
korudugunu bulmuslardir [60].

1999 yilinda D’Annibale, A. ve arkadaslar Lentinula edodes’ ten elde edilen
lakkazi glutaraldehit ile ¢apraz baglanma ve adsorpsiyon ydntemini
kullanarak kitosan GOzerine immobilize etmisler, substrat olarak DMP (2,6-
dimetoksifenol) kullanmiglardir. Optimum pH, serbest ve immobilize enzim
icin 4,0, optimum sicaklik sirasiyla 50 °C ve 60 °C, K., degerleri sirasiyla 77
UM ve 256 uM olarak bulunmustur. Bu galismada zeytin yadi fabrikalarinda
atik sulardaki fenollerin uzaklastiriimasi Gzerine ¢alisiimigtir [61].

1999 yilinda Rogalski,J. ve arkadaglari gbzenekli cam yizeyini iki polisakkarit
tabakasi ile kaplamiglar capraz baglanmis DEAE dekstran olusturmuslar ve
Cerrena unicolor dan elde edilen lakkazi bu matrikse kovalent baglanma
yéntemi ile immobilize etmislerdir. Substrat olarak siringaldazin
kullanmiglardir. immobilize enzimin organik céziicilerde gugli aktiflik

gb6sterdigini tespit etmislerdir [62].

2000 yilinda Annibale ve arkadaslarinin yaptigi calismada Lentinula edodes’
ten elde edilen lakkazi Eupergite adsorbsiyon ydntemi ile immobilize ederek
kinetik parametreler ve atik sulardaki fenol bilegikleri Uzerine etkilerini
incelenmistir. Serbest lakkazin Ky, sabiti 0,07 mM dan, Eupergite immobilize
edildiginde 0,15 mM a artarken, Vmax degerinin 1,9x102 mM.dak” den
7,6x10° mM.dak ™ e diistiigi gdzlenmistir [63].

2000 yilinda Schinner, F. ve arkadaslan yaptidi calismada Plerotus
ostreatus’ dan elde edilen lakkazi kovalent baglanma yéntemi ile Eupergit
Uzerine immobilize etmiglerdir. Substrat olarak, siringaldazin, ABTS (2,2’-
azinobis-3-metilbenzotiazolin-6-sllfonik asit) , fenol ve DMP substratlarini
kullanmislardir. pH 5,8, 50 °C de 40 mM fosfat tamponunda siringaldazin
substrati ile lakkazin en yiksek oksidasyonunu gosterdigini tespit etmislerdir.

Ayrica immobilize lakkazin 25 °C de 10 giin boyunca depolandiginda %2
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oraninda aktifligini kaybettigini belirlemislerdir. immobilize enzim ile fenolik
kirliliklerin giderilmesini arastirmiglardir [64].

2000 yilinda Ruiz, A. ve arkadaslari  Aspergillus sp'den elde edilen lakkazi
adsorpsiyon ydntemiyle cam, silika jel, naylon-66 membran (zerine
immobilize etmislerdir. Enzimin dietil eter, etil asetat ve metilen klortr icinde
aktifligini ve kararliligini belirlemisler, naylon-66 membrana immobilize edilen
lakkazin organik c¢bézlcilerde ylUksek aktifliginin  engellendigini tespit
etmiglerdir.  Substrat olarak siringaldazin kullanmislardir. Polivinil alkol,
polivinil akrilat ve diger polimerlere lakkazin immobilize edilmesi temizlik
maddeleri icin 6zellikle kumas yumusatici deterjanlarinda kullanish bir
islemdir [65].

2000 yihinda Lante, A. ve arkadaslari Plerotus ostreatus' dan elde edilen
lakkazi adsorpsiyon yontemi ile polietersilfon membrana immobilize
etmislerdir. Siringaldazin substratini kullanarak serbest enzim igin optimum
pH y1 6,3 immobilize enzim igin ise pH 6,6, optimum sicakhgdiysa serbest
enzim igin 40 °C immobilize enzim igin ise 35 °C oldugunu bulmuslardir.
Enzimin baglanma kapasitesini %40 ve 32 °C de immobilize enzimin
serbest enzime gbre %18 daha aktif oldugunu belirlemiglerdir. Ayrica bu
makalede immobilize enzimin atik sulardaki farkli fenol tdrevlerini

uzaklastirma yetenegi ¢alisiimistir [66].

2001 yilinda Freire, R.S. ve arkadaglari Trametes versicolor dan elde edilen
lakkazi adsorpsiyon ve kovalent baglanma yéntemi ile aktiflestiriimis karbon
fiber mikro elektrotlar tzerine immobilize etmiglerdir. Substrat olarak katekol
kullanmis ve optimum pH yi 5,0 olarak bulmuslardir. 2 ay slresince
immobilize lakkazin aktifligini korudugunu belirlemiglerdir [67].

2002 yilinda Yinghui D. ve arkadaslari Panus conchatus’ tan elde edilen
lakkazi, N-hidroksistksimid ile aktiflestiriimis karboksillenmis polivinil alkole

kovalent baglama ile immobilize etmislerdir. immobilizasyon icin optimum pH
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yl 3,2 ve sicakligi 40 °C, siireyi 12 saat olarak bulmuslardir, immobilize
lakkazin 10 kez kullanimda aktifliginin % 60’ in1 korudugunu belirtmislerdir.
[68].

2002 yihinda Al-Adhami, A.J.H. ve arkadaslari U¢ farkll beyaz curikcil
mantardan (Trametes versicolor, Cerrena unicolor ve Heterobasidin
annosun), elde ettikleri lakkazi DEAE-Granocel 500, CM-Granocel ve akrilik
tasiyicilara  kovalent baglanma ile immobilize etmiglerdir.Siringaldazin
substrati kullanarak Cerrena unicolor’ dan elde edilen lakkazin optimum
aktiflik gosterdigi pH y1 5,2, DEAE-Granocel (zerine immobilize edilmis
lakkazda ise optimum pH yi 5,0 olarak, optimum sicakligi ise serbest enzim
ve immobilize enzim igin 40 — 55 °C olarak bulmuslardir. immobilize
lakkazin 4 °C de 4 ay depolandiginda aktifliginin %90 ini korudugunu tespit
etmiglerdir [69].

2003 yilinda Zamora, P.P. ve arkadaslari mensei Trametes versicolor olan
lakkazi, silika temelli bazi destek materyallerine kovalent baglama ve
adsorpsiyon ydntemi ile immobilize etmigler ve immobilize enzimle cesitli

boyar maddelerin renk giderimi Uzerine ¢alismalar yapmislardir [70].

2004 yilinda Quan, D. ve arkadaslar aktiflestiriimis platin elektrot Gzerine
lakkazi  kovalent baglamis ve biyosensér olarak kullanmig ve
karakterizasyonunu incelemiglerdir. Bu calismada ayrica platin ylzeyine

immobilize edilmis lakkazin K, sabitini 85 uM olarak bulmusglardir [71].

2004 yilinda Dodor, D. E. ve arkadaslari Trametes versicolor dan elde edilen
lakkazi kaolinit (izerine immobilize etmigler, immobilize enzim icin optimum
pH y1 4,55 olarak belirlemislerdir. Asidik bilesiklerde serbest enzimin
aktifliginin %97 den fazlasini kaybettigini, immobilize enzimin aktifligini ise
%40 1ndan fazlasinin korundugunu tespit etmisler, serbest enziminin
optimum sicakhgini 40 °C, immobilize enzimin ise 60 °C oldugunu
bulmuslardir. 4 °C de 4 ay depolandiginda serbest enzimin aktifliginin %90
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i1 korudugunu, immobilize enzimde ise 4 °C de 90 giin depolama sonunda
aktifliginde kayip olmadigini belirlemiglerdir. ABTS kullanildiginda Ky
degerini serbest ve immobilize enzim igin sirasiyla 0,262 mM ve 0,165 mM
olarak bulmusglardir. Ayrica immobilize enzimle PAHs (polisiklik aromatik
hidro karbonlar; piren benzopiren benzoantrasen gibi...) uzaklastirma

calismalari yapmislardir [72].

2004 yilinda Quan,D. ve arkadaslari, yaptiklarn ¢alismada silan ile modifiye
edilmis platin elektrot Gzerine Corilus hirsutus ‘dan elde edilen lakkazi
kovalent baglama  y6ntemi ile  immobilize etmislerdir. Baska bir
calismalarinda ise lakkazi camsi karbon elektrot tGzerine kovalent baglayarak
immobilize etmiglerdir. Platin elektrot Uzerine immobilize edilmis lakkazin
optimum sicakligini 60 °C olarak belirlemislerdir. Substrat olarak ABTS, PPD
(p-fenilendiamin) ve PAP (p-aminofenol) kullanildiginda optimum pH lari
sirasiyla 3,5, 6,0 ve 5,0-5,5 olarak bulmusglardir [73].

2005 yilinda Aroujo, J.H. ve arkadaglarinin yaptigi calismada Pleureatus
ostreatus, Botrysphaeria sp’ dan elde edilen lakkazi ve Aspergillus sp’ den
elde edilen ticari lakkazi adsorpsiyon yéntemi ile kitosan Ulzerine immobilize
etmigler, ABTS ve DMP olarak iki substrat kullanarak enzim akiifligini
arastirmiglardir. En ylksek aktiflige 1.0 mg/ml Botryosphaeria sp’ den elde
edilen enzimatik lakkaz ve 1g destek kullanarak ulagmislardir.Bu islem beyaz

sarapta istenilmeyen fenolik bilesiklerin giderilmesi icin uygulanmistir [74].

2006 yihnda Yang, Y. ve arkadaglari Rhus vernicifera ‘dan elde edilen
lakkazi glutaraldehit ¢apraz baglayici ile suda ¢dzinen kitosan, kitosan
mikrokUreler ve Fe*® gecis metali kelatlari {izerine adsorpsiyon yéntemi ile
immobilize etmislerdir. Substrat olarak ABTS, hidroksibenzotriazol (HBT), 3-
hidroksiantranilik asit kullanmiglar. Kitosan (zerinde %56 immobilizasyon,
mikrokireler Gizerinde ise %70 immobilizasyon elde etmiglerdir. immobilize
lakkaz icin optimum pH yi 8,0, optimum sicakligl ise 45 °C  olarak

belirlemislerdir. 4 °C de 3 ay sonunda kelat (izerine immobilize edilmis enzim
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ve suda ¢6zinen kitosan lzerine immobilize edilmis enzimin aktifliginin %10
unu kaybettigini , mikro kureler Gzerine immobilize edilmis enzimin ise
aktifliginin %15 ini kaybettigini bulmuslar, ayrica 15 kullanimdan sonra ise
suda ¢bzunebilen kitosan tzerine immobilize edilmis enzim aktifliginin % 80
ini , kelat Gzerine immobillize edilmis enzimin aktifliginin ise % 85 ini

korudugunu tespit etmislerdir [75].

2006 yilinda Hu, X. ve arkadaslari Trametes versicolor’ dan elde edilen
lakkazi adsorpsiyon ve kovalent baglanma ydntemi ile nanopartikiller
(hegzagonal mezogbzenekli silika ) ve kaolinit Gzerine immobilize etmislerdir.
Substrat olarak ABTS vyi kullanmislardir. Kaolinit izerine kovalent baglanma
ile immobilize edilmis enzimin optimum pH si 5,5 optimum sicakhigi 50 °C,
kaolinit ve nanopartikil Uzerine adsorpsiyon ydntemiyle immobilize edilmig
enzimin ve nanopartikll UGzerine kovalent baglanma ydntemiyle immobilize
edilmis enzimin optimum pH sini 6,0 optimum sicakligini ise 45 °C olarak
belirlemislerdir. Ayrica bu c¢alismada immobilize enzimin 1sil kararlilklarinin

serbest enzime gbre daha iyi oldugunu bulmuslardir [76].

2006 yihnda Xiao,H. ve arkadaslar Pcynoporus sanguineus’ dan elde
edilen lakkazi gutaraldehit ¢capraz baglayicisi ile amin sonlu nanokompozitler
(Cu TPAc)-Fes O4, bakir tetraamin ftalosiyanin)  (zerine iki basamakl
reaksiyon (zerinden immobilize etmislerdir. Birinci basamakta c¢apraz
baglanma kosullari ikinci basamakta ise enzimin nanokompozitlere kovalent
baglanmasi kosullari incelenmistir. Ayrica lakkazin 5 kez art arda
kullanimindan sonra aktifliginin % 80 ini korudugunu tespit etmislerdir [77].

2006 yilinda Zawisza, |. ve arkadaslarn Cerrena unicolor dan elde edilen
lakkazi altin elektrotlar Gzerine biriktirilen terametoksilan’ dan olusturulan ince
hidrofilik silika jelde mikrokapstlleme ydntemi ile immobilize etmislerdir.
immobilize enzimin maksimum performans gésterdigi pH y1 4,2 — 5,2 |

sicakligi ise 40 — 50 °C olarak tayin etmisler ve bu ¢alismada hidrofilik silika
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filmlerinde immobilize edilen lakkazin biyolojik ve fizikokimyasal 6zelliklerinin
serbest lakkazla ayni oldugunu bulmuslardir [78].
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Lakkaz : (EC 1.10.3.2. 27,5 U/mg, Trametes Versicolor’ dan elde edilen):

Fluka (Almanya) firmasindan temin edildi.

N,N’-Metilen-bis-akrilamit. (C7;H1oN2O2, MA:154,16 g/mol), Aldrich (Almanya)

firmasindan temin edildi.

Akrilamit : (H.C=CHCONH,, MA:71,0 g/mol) Merck (Almanya ) firmasindan
temin edildi.

4-Hidroksi-3,5-dimetoksibenzaldehit azin (Siringaldazin) : (C1sH20N20s,
MA:360,3 g/mol) Sigma (Almanya) firmasindan temin edildi.

H30\ /CH3
0 o)
H
H—o0 C—N——N~N—/—C O—H
H
(0) O\
H3C/ Siringaldazin CHs

Amonyum persiilfat : ((NH4)2S20g , MA:228,19 g/mol) Analar ( ingiltere )
firmasindan temin edildi.
I I
"NHy7O — S—0 — 0 — S— O NH,*

| |
@) O
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Etil alkol (Mutlak) : (CoHsOH, MA:46,06 g/mol) Riedel-de Haen (Almanya)

firmasindan temin edildi.

Fosforik asit: (Hz3PO4, MA:98,0 g/mol) Riedel-de Haen (Almanya)

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

edildi.

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

N,N,N’N-Tetrametiletilendiamin (TEMED) : (CeH1sN2, MA:116,21 g/mol)

Merch (Almanya) firmasindan temin edildi.

T cH
H3C\ / 3
N C C N
Hsc/ | | \CH3
H H

Sodyum aljinat : Sigma (Almanya) firmasindan temin edildi.

OH }1
q NaOOC 0_0
NaOOC_ ¢_0 0 Omom
HO
Naooc~ H

N-izopropil akrilamit : (CeH11NO, MA:113,16 g/mol) Aldrich (Almanya)

firmasindan temin edildi.
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3.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.2.1. Sodyum hidroksit ¢6zeltisi

8,0 g sodyum hidroksit deiyonize suda ¢6zildi, hacmi 100 mL vye
tamamlandi (2,0 M).

3.2.2. Siringaldazin ¢ézeltisi

0,0090 g siringaldazin mutlak etil alkol ile ¢dzllerek hacmi 50 mL ye

tamamlandi (0,5 mM).

3.2.3. Sitrat tamponu

2,104 g sitrik asit deiyonize suda ¢6zllerek hacmi 250 mL ye tamamlandi.
2,0 M sodyum hidroksit ¢dzeltisi ile pH 5,3 e ayarlandi (0,04 M, pH: 5,3).

3.2.4. Fosfat tamponu

1,35 mL fosforik asit deiyonize suda ¢ézllerek hacmi 500 mL ye tamamland.
2,0 M NaOH ile pH 6,5 e ayarlandi.

3.2.5. Lakkaz c¢ozeltisi

0,0100 g lakkaz enzimi alinarak fosfat tamponu (0,04 M pH: 6,5) ile hacmi
100 mL ye tamamlandi.Hazirlanan enzim ¢ozeltisinden 1 mL alinarak fosfat
tamponu (0,04 M pH: 6,5) ile hacmi 10 mL e tamamlandi (0,01 mg/mL).

3.2.6. TEMED cozeltisi

1 mL TEMED alinarak Uzerine 4 mL fosfat tamponu (0,04 M, pH: 6,5)

eklenerek % 20 lik ¢bzeltisi hazirlandi.
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3.3. Siringaldazin Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Siringaldazin kalibrasyon egrisini hazirlamak amaciyla farkh derigimlerde
(0,100mM, 0,075mM, 0,050mM, 0,025mM) siringaldazin c¢oézeltileri
hazirlanarak, tepkime balonuna 9 mL sitrat tamponu (0,04 M, pH: 5.3) ve
farkli derisimler de hazirlanan 1 mL siringaldazin ¢c6zeltisi eklendi.Cozeltilere
0,1 mL Lakkaz enzimi (0,01mg/mL) ilave edilerek tepkime balonlari 10 dakika
25 C° deki calkalamali su banyosunda tutulduktan sonra cikarilarak 12.
dakikada UV-gérindr bdlge spektrofotometresi (Shimadzu Pharmaspec
1700) kullanilarak 530 nm dalga boyunda absorbanslari okundu.
Siringaldazin derisimlerine Kkarsilik gelen absorbans degerleri grafige
gecirilerek kalibrasyon grafigi hazirlandi (Gizelge 3.1, Sekil 3.1).

Gizelge 3.1. Siringaldazin derigimi ile absorbansin degigimi

Siringaldazin derisimi Ab39rpans

(x10° mM) degisimi
(AAs30)

0,0 0,000

2,5 0,074

5,0 0,170

7,5 0,250

10,0 0,318
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Sekil 3.1. Siringaldazin kalibrasyon egrisi

3.4. Enzim immobilizasyonu

3.4.1. Poli(akrilamit)-sodyum aljinat hidrojelinde enzim immobilizasyonu

Lakkaz enzimi poliakrilamit-sodyum aljinat, (P(AAm)-NaAlj) yari-i¢ ice ge¢mis
ag yapili hidrojeline hapsetme yéntemi ile immobilize edildi. 0,05 g sodyum
aljinat 22 mL fosfat tamponunda (0,04 M, pH: 6,5) ¢6zUldi. Bu ¢bzeltiye
0,059 Lakkaz enzimi ilave edilerek ¢dzinme saglanana kadar karistirma
islemine devam edildi. Bu ¢bzeltiye sirasi ile 2,85 g akrilamit, 0,15 g ¢apraz
baglayici N,N’-metilen-bis-akrilamit ve 0,08 g amonyum persilfat (APS)
eklenerek homojen bir karisim elde edildi. Elde edilen c¢bézeltiye 50 uL
TEMED (%20v/v) ¢bzeltisinden eklenip 5 dakika karistirildiktan sonra etanol
ile ylkanmig plastik tiplerde oda sicakliginda 30 dakika bekletilerek elde
edilen silindirik hidrojeller kesilerek, 4 °C de buzdolabinda saklandi.
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3.4.2. Poli(akrilamit-N-izopropil akrilamit)-sodyum aljinat hidrojelinde

enzim immobilizasyonu

Lakkaz enzimi poliakrilamit-N-izopropil akrilamit-sodyum aljinat, (P(AAm-
NiPA)-NaAlj) yari-i¢c ice gecmis a§ yapil hidrojeline hapsetme ydntemi ile
immobilize edildi. 0,05 g sodyum aljinat 11 mL fosfat tamponunda (0,04 M,
pH: 6,5) ¢ozildi. Bu ¢ozeltiye 0,05g Lakkaz enzimi ilave edilerek ¢dzinme
saglanana kadar karistirma iglemine devam edildi. Bu ¢Ozeltiye sirasi ile 3
mL akrilamit (%50w/v), 1,485 g N-izopropil akrilamit (NiPA), 6 mL capraz
baglayici N,N’-metilen-bis-akrilamit (%2,5w/v) ve 0,2 mL amonyum persulfat
(APS) (%20w/v) eklenerek homojen bir karisim elde edildi. Elde edilen
cbzeltiye 50 uL TEMED (%20v/v) c¢ozeltisinden eklenip 5 dakika
karistirlldiktan sonra etanol ile yikanmis plastik tiplerde oda sicakhginda 30
dakika bekletilerek elde edilen silindirik hidrojeller kesilerek, 4 °C de

buzdolabinda saklandi.

3.4.3.Poli(akrilamit-N-izopropil akrilamit) hidrojelinde enzim

immobilizasyonu

Lakkaz enzimi poliakrilamit-N-izopropil akrilamit, (P(AAm-NiPA) yari-i¢ ice
gecmis ag yapih hidrojeline hapsetme yéntemi ile immobilize edildi. 11 mL
fosfat tamponu (0,04 M, pH: 6,5) Uzerine 0,05g Lakkaz enzimi ilave edilerek
¢b6zlnme saglanana kadar karistirma igslemine devam edildi. Bu ¢ozeltiye
sirasi ile 3 mL akrilamit (%50w/v), 1,485 g N-izopropil akrilamit (NiPA), 6 mL
capraz baglayict N,N’-metilen-bis-akrilamit (%2,5w/v) ve 0,2 mL amonyum
persiilfat (APS) (%20w/v) eklenerek homojen bir karisim elde edildi. Elde
edilen ¢bzeltiye 65 uL TEMED c¢bézeltisinden eklenip 5 dakika karistirildiktan
sonra etanol ile yikanmis plastik tlplerde oda sicakhginda 30 dakika
bekletilerek elde edilen silindirik hidrojeller kesilerek, 4 °C de buzdolabinda

saklandi.
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3.5. Lakkaz Derigimi ile Tepkime Hizinin Degisimi

Enzim derisiminin absorbansa etkisini incelemek amaci ile Bélim 3.2.5° te
anlatildigi gibi lakkaz enzimi ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan lakkaz enzimi
¢Ozeltilerinden farkli hacimlerde (0,1-0,5 mL) alinarak 1 mL siringaldazin (0,1
mM) ilave edildi ve sitrat tamponu (0,04 M, pH: 5,3) ile hacimleri 10 mL’ ye
tamamlandi. 530 nm de absorbans degerleri okundu ve tepkime hizlan
hesaplandi. Tepkime hizinin enzim derisimiyle degisimi Sekil 3.2’ de verildi.

Aktiflik yani tepkime hizinin lakkaz derigimi ile dogrusal olarak degistigi
g6ralda.

20
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Tepkime Hizi (x10 ®mM.dak™)
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Lakkaz Derigimi(ug/mL)

Sekil 3.2. Tepkime hizinin lakkaz derigimi ile degisimi
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3.6. Substrat Derisimi ile Tepkime Hizinin Degisimi

Siringaldazin derisiminin tepkime hizina etkisini incelemek amaciyla farkl
derisimde (0,025 mM — 0,3 mM) siringaldazin ¢6zeltileri hazirlandi. BAIim
3.7.1.’de anlatilan yénteme gore aktiflikler tayin edildi ve tepkime hizlari
hesaplandi. Tepkime hizinin substrat derisimi ile degisimi Sekil 3.3" de
gOsterildi.  Aktiflik tayininde lakkaz ¢ozeltisinin  derisimi 0,01 mg/mL,

siringaldazin ¢ézeltisinin derigsimi 0,1 mM olarak alindi.
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Tepkime Hizi (x 10 mM.dak'1)
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Sekil 3.3. Tepkime hizinin substrat derigimi ile degisimi
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3.7. Aktiflik Tayini
3.7.1. Serbest enzimin aktiflik tayini

Serbest lakkazin aktiflik tayini Leonowicz ve Grzywnowicz tarafindan verilen
yonteme gobre yapildi [79]. Aktiflik tayininde 9 mL sitrat tamponu (0,04 M, pH:
5,3) Uzerine 1 mL siringaldazin ¢6zeltisi (0,1 mM) ve 0,1 mL lakkaz ¢ozeltisi
(0,01 mg/mL) eklenerek tepkime baglatildi. Coézelti calkalamali su
banyosunda 25 °C da 10 dakika calkalandi ve 12. dakikada 530 nm de
absorbans degeri 6l¢lldi. Tepkime hizi, 6lgllen absorbans degerleri ve
kalibrasyon egrisinin egiminden (AAsso/Ac) faydalanarak asagidaki bagintiya

g6re hesaplandi.

Bu esitikte AC, mM olarak siringaldazin derisimindeki, AAszy (Ao-Ai)
absorbanstaki, At zamandaki degisimi gosterir. Bltin aktiflik tayinlerinde

deneyler iki kere yapildi ve dlctimler iki kere okundu ve ortalamalari alindi.
3.7.2. immobilize enzimin aktiflik tayini

immobilize lakkazin aktiflik tayini igin 0,05 g ((P(AAm)-NaAlj), (P(AAmM-NIPA)-
NaAlj), (P(AAm)-NiPA)) immobilize lakkaz enzimi (zerine 9 mL sitrat
tamponu (0,04 M, pH: 5,3), 1 mL siringaldazin ¢6zeltisi (0,1 mM) eklendi.
Karisim calkalamali su banyosunda 25 °C da 10 dakika calkalandi ve 12.
dakikada absorbans degerleri 6lciildii. Olgiilen absorbans degerlerinden
aktiflikler Bélim 3.7.1° de anlatildigi gibi hesaplandi.
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3.8. Tutuklanan Enzim Miktari Tayini

Tutuklanan enzim miktarinin tayini Bradford ydntemine gére yapildi [80].
Bovin Serum Albumin (BSA) kalibrasyon egrisi olusturmak igin  degisik
hacimlerde (5-40 uL) BSA (0,5 mg/mL) ¢ézeltileri Gzerine sirasi ile 100 uL
sodyum Kklortir(0,15 M) ve 1000 plL Bradford Reaktifi eklenerek ¢ozeltiler
hazirlandi. Hazirlanan c¢ozeltilerin oda sicakliginda 2 dakika bekletildikten
sonra 595 nm dalga boyunda absorbans degerleri  (UV-Gorinar
Spektrofotometre, Hitachi U 1800) okundu. Derigsime karsi absorbans
degerleri grafige gecirilerek BSA kalibrasyon egrisi elde edildi (Sekil 3.4).

0,05 g P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NiPA)-NaAlj, P(AAm-NiPA) hidrojelleri 2-3 kere
fosfat tamponu (0,04M, pH:6,5) ile yikanarak, sUzintinin hacmi fosfat
tamponu (0,04M, pH:6,5) ile1000 pL’ ye tamamlandi. SGzintiden 100 pL
drnekler alinarak Gzerine 100 uL sodyum klortr ve 1000 plL Bradford Reakiifi

ilave edilerek absorbans degerleri okundu.
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Sekil 3.4. BSA kalibrasyon egrisi
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3.9. Enzim Aktifligine pH Etkisi
3.9.1. Serbest enzim aktifligine pH etkisi

Serbest lakkazin aktifligine pH nin etkisini belirleyebilmek amaciyla farkh pH
larda (8,0; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0) fosfat tamponlari
hazirlandi. Her bir pH da aktiflik Bélim 3.7.1’ de anlatilan yénteme gore tayin
edildi. Tepkime siiresince, sicaklik (25 °C) ve siringaldazin derisimi (0,1 mM)
sabit tutuldu.

3.9.2. immobilize enzim aktifligine pH etkisi

immobilize lakkazin aktifligine pH nin etkisini incelemek amaci ile 0,05 g
P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NiPA)-NaAlj, P(AAm-NiPA) immobilize lakkaz
enzimleri ve farkl pH larda (3,0; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0)
fosfat tamponlari hazirlanarak, her bir pH da aktiflik tayini Bélim 3.7.2’de
anlatilan ydnteme gdre yapildi. Tepkime siresince, sicaklik (25°C) ve

siringaldazin derisimi (0,1 mM) sabit tutuldu.
3.10. Enzim Aktifligine Sicakligin Etkisi
3.10.1. Serbest enzimin aktifligine sicakligin etkisi

Serbest lakkazin aktifligine sicakhgin etkisi farkli sicakliklarda ( 25 °C, 30 °C,
35 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C, 65 °C, 70 °C, 80 °C) arastirildi. Her
bir sicaklik i¢in aktiflik tayini B6Iim 3.7.1" de anlatilan yénteme gore yapildi.

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

immobilize lakkazin aktifligine sicakhigin etkisini incelemek amaci ile 0,05 g
P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NiPA)-NaAlj, P(AAm-NiPA) immobilize lakkaz
enzimleri hazirlanarak farkli sicakliklarda ( 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C,
50 °C, 55 °C, 60 °C, 65 °C, 70 °C, 80 °C) aktiflik tayini B6lim 3.7.2’ de
anlatilan yénteme gore yapildi. Tepkime siresince, pH (5,3) ve siringaldazin
derisimi (0,1 mM) sabit tutuldu.

3.11. Enzim Aktifligine Substrat Derisiminin Etkisi

3.11.1. Serbest enzimin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Serbest lakkazin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek igin 4 farkli
derisimde (0,025 mM, 0,050 mM, 0,075 mM, 0,100 mM) siringaldazin
¢Ozeltileri hazirlanarak, enzim aktiflik tayini B6lim 3.7.1."de anlatilan yonteme
gbre yapildi. Tepkime suresince pH (5,3), lakkaz derisimi (0,01 mg/mL) ve
sicaklik (25 °C) sabit tutuldu.

3.11.2. immobilize enzim aktifligine substrat derisiminin etkisi

immobilize lakkazin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek icin 0,05
g P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NiPA)-NaAlj, P(AAm-NiPA) immobilize lakkaz
enzimleri ve 4 farkli derisimde (0,025 mM, 0,050 mM, 0,075 mM, 0,100 mM)
siringaldazin ¢dzeltisi hazirlanarak, enzim aktiflik tayini B6lum 3.7.2° de
anlatilan yénteme gore yapildi. Tepkime siresince, pH (5,3) ve sicaklik (25
%C) sabit tutuldu.
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3.12. Enzim Aktifligine Depolanma Siiresinin Etkisi
3.12.1. Serbest enzim aktifligine depolama siiresinin etkisi

Serbest lakkazin aktifligine depolama siresinin etkisini incelemek icin 0,04
M, pH 6,5 fosfat tamponunda, 0,01 mg/mL derisiminde enzim c¢bzeltisi
hazirlandi. Bu ¢ézelti buzdolabinda 4 °C da saklandi ve bu g¢dzeltiden belirli
aralklarla (0.,3., 9., 15., 20., 28., 35., 39., 46., 52., 58., 65. gtin) 0,1 mL 6rnek
alinarak Bolim 3.7.1.’de anlatilan ydnteme goére aktiflik tayini yapildi.
Tepkime siresince, pH (5,3), siringaldazin derisimi (0,1 mM) ve sicaklik (25
%C) sabit tutuldu.

3.12.2. immobilize enzim aktifligine depolama siiresinin etkisi

immobilize lakkazin aktifligine depolama siresinin etkisini incelemek
amaclyla hazirlanan P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NiPA)-NaAlj, P(AAm-NiPA)
immobilize hidrojeller buzdolabinda 4 °C da saklandi. Bu hidrojellerden belirli
aralklarla (0.,7.,14.,21.,28.,35.,42.,49.,56.g0n) 0,05 g 6rnek alinarak Bolim
3.7.2.de anlatilan ydnteme gére aktiflik tayini yapildi. Tepkime suresince, pH
(5,3), siringaldazin derisimi (0,1 mM) ve sicaklik (25 °C) sabit tutuldu.

3.13. immobilize Enzim Aktifliginin Kullanim Sayisi ile Degisimi

immobilize lakkazin tekrar kullanilabilirligini incelemek icin 1 giinde 10 kez
tekrar kullanildi. Bu amagla 0,05 g (P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NIiPA)-NaAlj,
P(AAm-NIPA) immobilize lakkazin Bélim 3.7.2" de anlatilan yénteme gére
aktiflik tayini yapildi. Tepkime slresince, pH (5,3), siringaldazin derisimi (0,1
mM) ve sicaklik (25 °C) sabit tutuldu.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Tutuklanan Enzim Miktari Tayini

P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NiPA)-NaAlj, P(AAm-NiPA) hidrojellerinde tutuklanan
lakkaz mitarlari BSA kalibrasyon egrisinden sirasiyla 1,28810° mg/mL,
1,32910° mg/mL ve 1,37510° mg/mL olarak okundu ve tutuklanan enzim
ylzdeleri yaklasik %98 olarak bulundu. Literatirde, Phlebia radiata 'dan elde
edilen lakkaz kovalent baglanma yontemi ile gbzenekli cam Uzerine
immobilize edildiginde tutuklanan enzim ylzdesini %98 olarak bulunmustur
[64]. Rhus vernicifera’ dan elde edilen lakkazi glutaraldehit capraz baglayici
ile suda ¢dziinebilen kitosan, kitosan mikrokiireler ve Fe*® gecis metali
kelatlari Uzerine adsorpsiyon ydntemi ile immobilize edildiginde kitosan
Uzerinde %56 immobilizasyon, mikroklreler (zerinde ise %70
immobilizasyon elde edilmistir [75].

4.2. Serbest Enzim Aktifligine pH nin Etkisi

Serbest lakkaz aktifligine pH’ nin etkisini incelemek amaciyla gesitli pH’larda
Bolim 3.6.1" de anlatildigi gibi deneyler yapildi, elde edilen absorbans
degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.1’ de verildi. Serbest lakkaz enzimi
icin optimum pH 5,0 olarak bulundu ve maksimum aktifligin pH ile degisimi
Sekil 4.1’ de gosterildi.



Gizelge 4.1. Serbest lakkaz enzimi aktifligine pH nin etkisi
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Absorbans Aktiflik Maksimum
pH degisimi (x10™* mM.dak™) aktiflik
(AAs30) (%)
3,0 0,003 0,07 1
4,0 0,150 3,85 27
4,5 0,394 10,11 71
5,0 0,550 14,11 100
5,5 0,471 12,09 86
6,0 0,190 4,88 35
6,5 0,154 3,95 28
7,0 0,120 3,07 22
7.5 0,075 1,92 13
8.0 0,082 2,10 15
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Sekil 4.1. Serbest lakkaz enziminin maksimum aktifliginin pH ile degisimi
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Literatirde mensei farkli olan lakkaz ve farkli substratlar kullanildiginda

optimum pH nin 5,0-6,3 arasinda degistigi belirtiimistir [66,69].

4.3. immobilize Enzim Aktifligine pH nin Etkisi

4.3.1 Poli(akrilamit)-sodyum aljinat hidrojelinde immobilize edilen
lakkaz aktifligine pH’ nin etkisi

P(AAm)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enziminin aktifligine pH’
nin etkisini incelemek amaciyla Bélim 3.6.2" de anlatildigi gibi deneyler
yapildi, elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.2’ de
verildi. P(AAm)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enzimi igin
optimum pH 6,0 olarak bulundu ve maksimum aktifliginin pH ile degisimi Sekil
4.2’ de g0sterildi.

Cizelge 4.2. P(AAm)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enzimi
aktifligine pH nin etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum
pH degisimi (x10* mM.dak™) aktiflik
(AAs30) (%)
3,0 0,027 0,7 3
4,0 0,135 3,5 14
4,5 0,441 11,3 44
5,0 0,630 16,2 63
5,5 0,954 24,5 97
6,0 0,981 25,2 100
6,5 0,470 12,1 48
7,0 0,077 1,9
7,5 0,044 1,1
8,0 0,003 0,7
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Sekil 4.2. P(AAm)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enziminin
maksimum aktifliginin pH ile degigimi

4.3.2 Poli(akrilamit-N-izopropil akrilamit)-sodyum aljinat hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz aktifligine pH’ nin etkisi

P(AAm-NiPA)-NaAlj hidrojelinde immobilize lakkaz enzimi aktifligine pH’ nin
etkisini incelemek amaciyla Bélim 3.6.2° de anlatildidi gibi deneyler yapildi,
elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.3 de verildi.
P(AAmM-NiPA)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enzimi igin
optimum pH 5,5 olarak bulundu ve maksimum aktifliginin pH ile degisimi Sekil
4.3’ de gobsterildi.
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Cizelge 4.3. P(AAm-NIiPA)-NaAlj hidrojelinde immobilize lakkaz enzimi
aktifligine pH nin etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum
pH degisimi (x10™* mM.dak™) aktiflik
(AAs30) (%)

3,0 0,003 0,07 0
4,0 0,060 1,54 7
4,5 0,720 18,47 81
5,0 0,865 22,19 97
5,5 0,889 22,81 100
6,0 0,740 18,98 83
6,5 0,480 12,31 54
7,0 0,006 0,15 1
7.5 0,004 0,10
8,0 0,001 0,05
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Sekil 4.3. P(AAm-NIPA)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enziminin

maksimum aktifliginin pH ile degisim
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4.3.3. Poli(akrilamit-N-izopropil akrilamit) hidrojelinde immobilize edilen
lakkaz aktifligine pH nin etkisi

P(AAm-NiPA) hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enzimi aktifligine pH nin
etkisini incelemek amaciyla Bélim 3.6.2’ de anlatildidi gibi deneyler yapildi,
elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.4’ de verildi.
P(AAm-NIPA) hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enzimi igin optimum pH
5,5 olarak bulundu ve maksimum akiifliginin pH ile degisimi Sekil 4.4° de

gOsterildi.

Cizelge 4.4. P(AAm-NIPA) hidrojelinde immobilize lakkaz akitifligine pH nin

etkisi
Absorbans Aktiflik Maksimum
pH degisimi (x10* mM.dak™) aktiflik
(AAs30) (%)
3,0 0,000 0,0 0
4,0 0,424 10,8 43
4,5 0,727 18,6 75
5,0 0,825 21,1 85
5,5 0,975 25,0 100
6,0 0,710 18,2 73
6,5 0,115 2,9 11
7,0 0,009 0,2 1
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Sekil 4.4. P(AAm-NiPA) hidrojelinde immobilize lakkazin maksimum
aktifliginin pH ile degisimi

Literatirde adsorpsiyon yodntemi ile gdzenekli cam boncuklar Uzerine
immobilize edilen lakkazin optimum pH sinin 5,7 oldugu tespit edilmistir [60].
Adsorpsiyon ve kovalent baglanma yontemi ile karbon fiber mikro elektrotlar
Uzerine immobilize edilen lakkazin optimum pH si 5,0 olarak bulunmustur
[67]. Adsorpsiyon ve kovalent baglanma ydntemi ile lakkaz nanopartikdl
(hegzagonal mezogdzenekli silika ) ve kaolinit Gzerine immobilize edilmis ve
substrat olarak ABTS kullanilmistir. Kaolinit Gzerine kovalent baglanma ile
immobilize edilen enzimin optimum pH si 5,5, kaolinit ve nanopartikil Gzerine
adsorpsiyon ydntemiyle immobilize edilen enzimin ve nanopartikil Gzerine
kovalent baglanma yéntemiyle immobilize edilen enzimin optimum pH si 6,0
olarak bulunmustur [76]. Calismamizda bulunan sonuglar ile literatirde
bulunan sonuglar birbirine yakindir.
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4.4. Serbest Enzim Aktifligine Sicakhgin Etkisi

Serbest enzimin aktifliginin Gzerine pH nin etkisini incelemek amaciyla Bolim
3.7.1’de anlatildigi gibi deneyler yapildi, elde edilen absorbans degisimleri ve
aktiflik degerleri Cizelge 4.5’ de verildi. Serbest enzim igin optimum sicaklik
40°C olarak bulundu ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile degisimi Sekil 4.5’

de gosterildi.

Serbest enzim icin optimum sicaklik 40 °C bulundu, bu sicakligin altindaki ve
ustiindeki sicakhklarda enzim aktifliginde azalmalar gézlendi. Butin kimyasal
tepkimelerde oldugu gibi enzimatik tepkimelerde de tepkime hizi sicaklikla
artar. Ancak yuksek sicakliklara ¢ikildiginda enzim yapisinda meydana gelen
denatlrasyon nedeni ile aktiflikte dislUs g6zlenir [14]. Sicaklik arttik¢ga enzim
molekulinin énce tersiyer yapisi, sonra sekonder yapisi (alfa sarmal yapisi)
bozulur. Bu olaylardan enzimin aktif merkezi de etkilenir ve enzim aktifligini
yitirir [45].

Cizelge 4.5. Serbest enzimin aktifligine sicakhgin etkisi

S e
(AAs30) (%)
25 0,417 10,70 71
30 0,475 12,20 81
35 0,565 14,50 97
40 0,584 15,00 100
45 0,555 14,20 95
50 0,497 12,80 85
55 0,496 11,40 76
60 0,344 8,80 59
65 0,189 4,80 32
70 0,071 1,80 12
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Sekil 4.5. Serbest enzimin maksimum aktifliginin sicaklik ile degisimi

Literatirde Cerena unicolordan elde edilen lakkazin optimum sicakhgr 40
°C, Trametes versicolor dan elde edilen lakkazin optimum sicakiligininda 40
°C oldugu bulunmustur [69,72].

4.5. immobilize Lakkaz Aktifligine Sicakhgin Etkisi

4.5.1. Poli(akrilamit)-sodyum aljinat hidrojelinde immobilize edilen
lakkaz aktifligine sicakligin etkisi

P(AAm)-NaAlj hidrojelinde immobilize lakkaz aktifligine sicakhigin etkisini
incelemek igin B6lim 3.7.2" de anlatildigi gibi deneyler yapildi, elde edilen
absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.6’ da verildi. P(AAm)-
NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz igin optimum sicaklik 40 °C olarak
bulundu ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile degisimi Sekil 4.6’ da gdsterildi.
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Cizelge 4.6. P(AAm)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine
sicakligin etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum
Sicaklik o . ] .
(°0) degisimi (x10™ mM.dak™) aktiflik
(AAs30) (%)

25 0,783 20,10 80
30 0,924 23,70 94
35 0,959 24,60 98
40 0,981 25,10 100
45 0,956 24,50 97
50 0,915 23,50 93
55 0,863 22,10 87
60 0,790 20,30 80
65 0,718 18,40 73
70 0,635 16,30 64
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Sekil 4.6. P(AAm)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkazin maksimum
aktifliginin sicaklk ile degisimi
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4.5.2. Poli(akrilamit-N-izopropil akrilamit)-sodyum aljinat hidrojelinde

immobilize edilen lakkaz aktifligine sicakligin etkisi

P(AAm-NiPA)-NaAlj hidrojelinde immobilize lakkaz aktifligine sicakhigin

etkisini incelemek icin Bélum 3.7.2" de anlatildigi gibi deneyler yapildi, elde

edilen absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.7° de verildi.

P(AAm-NIPA)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz igin optimum

sicaklik 40 °C olarak bulundu ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile degisimi
Sekil 4.7’ de gosterildi.

Cizelge 4.7. P(AAm-NiPA)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz

aktifligine sicakligin etkisi

Sicaklik Absorbans Aktiflik | Maksimum

(C) degisimi (x10* mM.dak™") | aktiflik
(AAs30) (%)

25 0,899 23,1 %

30 0,907 23,2 97

35 0,924 23,7 99

40 0,929 23,8 100

45 0,880 205 94

50 0,825 21,1 88

95 0,751 19,2 80

60 0,650 16,6 69

65 0,416 10,7 44

70 0,075 1.9 8
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Sekil 4.7. P(AAm-NiPA)-NaAl da immobilize edilen lakkazin maksimum
aktifliginin sicaklik ile degisimi

4.5.3. Poli(akrilamit-N-izopropil akrilamit) hidrojelinde immobilize lakkaz
aktifligine sicakligin etkisi

P(AAm)-NIiPA hidrojelinde immobilize lakkaz akiifligine sicakligin etkisini
incelemek igin B6lim 3.7.2" de anlatildigi gibi deneyler yapildi, elde edilen
absorbans degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 4.8’ de verildi. P(AAm-
NiPA) hidrojelinde immobilize edilen lakkaz igin optimum sicaklik 40 °C
olarak bulundu ve maksimum akiifliklerin sicaklik ile degisimi Sekil 4.8’ de

gOsterildi.
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Cizelge 4.8. P(AAm-NIPA) hidrojelinde immobilize lakkaz akiifligine sicakhgin

etkisi
Absorbans Aktiflik Maksimum
Sicaklik o . ] -
(°0) degisimi (x10™ mM.dak™) aktiflik
(AAs30) (%)
25 0,824 21,1 89
30 0,830 21,3 90
35 0,861 22,0 93
40 0,920 23,6 100
45 0,859 22,0 93
50 0,847 21,7 92
55 0,825 21,2 90
60 0,721 18,5 78
65 0,699 17,9 76
70 0,575 14,7 62
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Sekil 4.8. P(AAm-NiPA) hidrojelinde immobilize lakkazin maksimum

aktifliginin sicaklik ile degisimi
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Literatirde, kovalent baglanma yodntemi ile Eupergit Uzerine immobilize
edilen lakkazin optimum sicakhd 50 °C olarak bulunmustur [64].
Glutaraldehit capraz baglayici ile suda ¢b6zlnebilen kitosan, kitosan
mikrok(reler ve Fe™ gecis metali kelatlari {izerine adsorpsiyon ydntemi ile
immobilize edilen lakkazin optimum sicakhgi ise 45 °C olarak belirlenmistir
[75]. Kaolinit Gzerine kovalent baglanma ydntemi ile immobilize edilen
lakkazin optimum sicakh@ 50 °C, kaolinit ve nanopartikiil Uzerine
adsorpsiyon ydntemiyle immobilize edilen enzimin ve nanopartikil Gzerine
kovalent baglanma yéntemiyle immobilize edilen enzimin optimum sicakligi
45 °C olarak belirlenmistir [76]. Serbest enzim igin bulunan optimum sicaklik
degeri literattrde bulunan deger ile ayni gcikmistir.

4.6. Serbest Enzim Aktifligine Substrat Derisiminin Etkisi

Enzim — substrat tepkimesi asagida verildigi gibi gosterilir

Kq Ks
E+S —k> ES —» E+ U
2

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

Vinak X S

Vo=—"""—— (4,1)
Km+S

Bu mekanizmaya gbére Michaelis-Menten sabiti agsagida verilmigtir.
k2 + k3

Kn= ——— (4,2)
K1
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Vo: Baslangig hizi
Viak: Maksimum hiz
Km: Michaelis-Menten sabiti

S: Substrat derigimi

Michaelis-Menten Esitliginin dizenlenmesi ile Lineweaver-Burk Esitligi elde

edilir:
1 Km 1 1
= X + (4,3)
V Vmak S Vmak

Lineweaver-Burk Esitligine gbre, 1/S nin 1/V ye kars! ¢izilen grafigi bir dogru
verir. Bu dogrunun y-kaymasi 1/Vma degerini verir ve maksimum hiz
hesaplanir. Maksimum hiz bulunduktan sonra egimden (egim=K,/Vma) veya

x-kaymasindan K, hesaplanir.

Serbest lakkazin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek icin 4 farkli
derisimde (0,100-0,025 mM) siringaldazin ¢dzeltileri hazirlanarak, enzim
aktiflik tayini Bélum 3.7.1° de anlatilan yénteme gére yapildi. Tepkime siresi
(12 dakika), pH (5,3), lakkaz derisimi (0,01 mg/mL) ve sicaklik (25 °C) sabit
tutuldu. Cizelge 4.9’ da verilen 1/S ve 1/V degerlerinin grafige geciriimesi ile
serbest enzim i¢in Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 4.9.). Serbest
enzimin K, dederi 6,7x10° mM ve Vpna degeri 1,8x10° mM.dak™ olarak

bulundu.
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S 1/S Absorbans | Aktiflik (V) 1V
(x10° mM) | (x10? mM™) | degisimi (x10* mM.dak™) |(x10% dak.mM™)
(AAs30)
10 1,0 0,436 11,12 8,94
7,5 1,3 0,368 9,44 10,60
5 2,0 0,288 7,39 13,50
2,5 4,0 0,192 4,93 20,30
25 -
y = 3,72x + 558930
R® = 0,9944
20 -

s

€ 15 -

X

m ®

©

R)

* 10 -

2 (3

-2 -1 0 1 2 3 4 5

1/S (x10°mM™)

Sekil 4.9. Serbest enzim icin Lineweaver-Burk grafigi

Literatlrde D’Annibale ve arkadaslari Lentinula edodes’ ten elde edilmis

serbest lakkazin K, degerini 0,07mM ve Cerrena unicolor dan elde edilen

lakkaz icin Ky 77 uM olarak bulmuslardir [62,63]. Yinghui ve arkadaslari
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Panus conchatus’ tan elde edilen lakkazin Ky ve Vmak degerlerini sirasi ile
37x10° mM ve 5,9 mM.dak™' olarak bulmuslardir [68].

4.7. immobilize Lakkaz Aktifligine Substrat Derigiminin Etkisi

4.7.1. Poli(akrilamit)-sodyum aljinat hidrojelinde immobilize edilen
lakkaz aktifligine substrat derisiminin etkisi

P(AAm)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz akitifligine substrat
derigiminin etkisini incelemek icin Bolim 3.7.2° de anlatildigi gibi deneyler
yapildi. Tepkime suresi (12 dakika), pH (5,3), lakkaz derisimi (0,01 mg/mL)
ve sicaklik (25 °C) sabit tutuldu. Cizelge 4.10' da verilen 1/S ve 1/V
degderlerinin grafige gecirilmesi ile P(AAm)-NaAlj hidrojelinde immobilize
edilen lakkaz enzimi igin Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi (Sekil 4.10). P(AAm)-
NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enzimi icin K, degeri 6,2x10

mM ve Vimax dederi 1,7x102 mM.dak™ olarak bulundu.

Gizelge 4.10. P(AAm)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine
substrat derisiminin etkisi

S 1/S Absorbans | Aktiflik (V) 1V

(x10° mM) [(x10? mM™) |degisimi (x10™* mM.dak™) | (x10% dak.mM™)
(AAs30)

10,0 1,0 0,965 24,76 4,04

7,5 1,3 0,729 18,70 5,35

5,0 2,0 0,481 12,34 8,11

2,5 4,0 0,261 6,69 14,93
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Sekil 4.10. P(AAm)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkazin Lineweaver-
Burk grafigi

4.7.2 Poli(akrilamit-N-izopropil akrilamit)-sodyum aljinat hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz aktifligine substrat derisiminin etkisi

P(AAm-NiPA)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine substrat
derigiminin etkisini incelemek icin Bolim 3.7.2° de anlatildigi gibi deneyler
yapildi. Tepkime siresi (12 dakika), pH (5,3), lakkaz derigimi (0,01 mg/mL)
ve sicaklik (25 °C) sabit tutuldu. Cizelge 4.11" de verilen 1/S ve 1/V
degerlerinin  grafige geciriimesi ile P(AAm-NiPA)-NaAlj hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz enzimi igin Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi (Sekil
4.11). P(AAmM-NiPA)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enzimi icin,
Kn degeri 1,9x102 mM ve Vimax degeri 6,3x10° mM.dak™ olarak bulundu.
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Cizelge 4.11. P(AAm-NIiPA)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz
aktifligine substrat derigiminin etkisi

S 1/S Absorbans | Aktiflik (V) 1NV
(x10° mM) | (x10? mM™) | degisimi (x10* mM.dak™) | (x10° dak.mM™)
(AAs30)
10,0 1,0 0,896 22,99 4,34
7.5 1,3 0,712 18,26 5,47
5,0 2,0 0,493 12,65 7.9
25 4,0 0,293 7,51 13,3
16 -
y = 2,9570x + 159664
14 - R2 = 0,9954
12 -
= 10 -
£
5
yo] 8 - *
)
>
2 °]
4
2 _
[ /0 T T T T 1
-1 0 1 2 3 4 5
1/S(x10°mM™)

Sekil 4.11. P(AAm-NiPA)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkazin
Lineweaver-Burk grafigi
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4.7.3. Poli(akrilamit-N-izopropil akrilamit) hidrojelinde immobilize edilen
lakkaz aktifligine substrat derigsiminin etkisi

P(AAm-NiPA) hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifliine substrat
derigiminin etkisini incelemek i¢in Bolim 3.7.2° de anlatildigi gibi deneyler
yapildi. Tepkime siresi (12 dakika), pH (5,3), lakkaz derigimi (0,01 mg/mL)
ve sicaklik (25 °C) sabit tutuldu. Gizelge 4.12° de verilen 1/S ve 1/V
degerlerinin grafige gecirilmesi ile P(AAm-NiPA) hidrojelinde immobilize
edilen lakkaz enzimi icin Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 4.12). P(AAm-
NIiPA) hidrojelinde immobilize edilen lakkaz enzimi icin, K., degeri 0,1 mM
ve Vimax degeri 2,9x102 mM.dak™ olarak bulundu.

Cizelge 4.12. P(AAm-NIPA) hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine
substrat derigiminin etkisi

S 1/S Absorbans | Aktiflik (V) 1V

(x10°mM) [ (x10° mM™") |degisimi (x10* mM.dak™) |(x10% dak.mM)
(AAs30)

10,0 1,0 0,936 22,99 4,34

7,5 1,3 0,802 18,26 5,47

5,0 2,0 0,531 12,65 7,9

2,5 4,0 0,267 7,51 13,3
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Sekil 4.12. P(AAm-NIPA) hidrojelinde immobilize edilen lakkazin Lineweaver-
Burk grafigi

Substrat ve polimerik destek arasindaki etkilesmeyle, substrat-enzim
kompleks olugsumunun ihtimalini distren enzimdeki yapisal degismelerle,
sterik etkilerle, difflzyonel sinirlamalarla K, degisebilir. K, sabiti enzimin
substrata olan ilgisinin bir 6lgtistdur. Deney sonuglarinda enzim immobilize
edildiginde K, degerinin arttigi yani enzimin substrata olan ilgisinin azaldigi
g6rilmektedir. Literatirde D’Annibale ve arkadaslan Lentunile edudes’ ten
elde edilen lakkazin Kn, sabitinin, kitosana immobilize edildiginde 256 uM
olarak bulmuslardir [61]. Eupergite immobilize edildiginde K, nin 0,150 mM
ve Vma degderinin 7,6 x10° mM.dak™ oldugunu tespit etmisler [63]. Dodor,
D.E. ve arkadaslari Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkazi kaolinit
Uzerine immobilize ettiklerinde ABTS substratini kullanarak Ky, degerini 0,165
mM olarak bulmuslardir [72].



4.8. Serbest Enzimin Aktifligine Depolama Siiresinin Etkisi
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Serbest enzimin aktifligine depolama siresinin etkisini incelemek amaciyla,

4 °C de saklanan lakkaz cozeltilerinin 65 glin boyunca Bolim 3.9.1" de

anlatildigr gibi aktiflikleri tayin edildi. Serbest enzimin maksimum aktifliginin

depolama suresiyle degisimi Cizelge 4.13 ve Sekil 4.13’ de gdsterildi.

Cizelge 4.13. Serbest enzim aktifligine depolama siresinin etkisi

Zaman Absorbans Aktiflik Maksimum

(giin) degisimi (x10™* mM.dak™) | aktiflik
(AAs30) (%)
0,586 15,0 100
0,574 14,7 98
0,573 14,7 98

15 0,571 14,7 98

20 0,553 14,2 94

28 0,541 13,9 92

35 0,416 10,7 71

39 0,386 9,9 66

46 0,351 9,0 60

52 0,301 7,7 51

58 0,226 5,8 38

65 0,221 5,7 37
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Sekil 4.13. Serbest enzimin maksimum aktifliginin depolama slresi ile
degisimi

Serbest enzimin 4 °C de depolamada 56. glinde baslangi¢ aktifliginin % 42

sini korudugu go6zlendi. Literatirde Dodor, D.E. ve arkadaslari Trametes

versicolordan elde edilen lakkazin 4 °C de 4 ay depolandiginda serbest
enzimin aktifliginin %90 in1 kaybettigini bulmuslardir [72].

4.9. immobilize Enzim Aktifligine Depolama Siiresinin EtkKisi

4.9.1. Poli(akrilamit)-sodyum aljinat hidrojelinde immobilize edilen
lakkaz aktifligine depolama siliresinin etkisi

P(AAm)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifliine depolama
siresinin etkisini incelemek icin, 4 °C de saklanan immobilize enzimin belirli
araliklarla 65 gin boyunca Bolim 3.9.2" de anlatilan yéntem ile aktiflikleri
tayin edildi. Poli(akrilamit)-sodyum aljinat hidrojeline immobilize lakkazin
maksimum aktifliginin depolama slresiyle degisimi Cizelge 4.14 Sekil 4.14’

de gosterildi.
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GCizelge 4.14. P(AAm)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine
depolama sulresinin etkisi

Zaman Absorbans Aktiflik Maksimum
(gan) degisimi (10 mMM.Oak™) | i
(AAs30) (%)
0,703 18,1 100
0,646 17,5 92
0,605 16,1 86
15 0,601 15,9 85
20 0,596 15,7 84
28 0,581 15,3 83
35 0,583 15,5 83
39 0,571 14,7 81
46 0,564 14,5 80
52 0,556 14,3 79
58 0,549 141 78
65 0,529 13,6 75
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Sekil 4.14. P(AAm)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkazin maksimum
aktifliginin depolama stiresi ile degisimi

immobilize enzimin 4 °C de depolamada 56. giinde baslangi¢ aktifliginin %
79’unu korudugu goézlendi.

4.9.2 Poli(akrilamit-N-izopropil akrilamit)-sodyum aljinat hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz aktifligine depolama siiresinin etkisi

P(AAmM-NiPA)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz akiifligine
depolama slresinin etkisini incelemek igin, 4 °C de saklanan immobilize
enzimin belirli araliklarla 56 gtiin boyunca B6lim 3.9.2’ de anlatilan yontem ile
aktiflikleri tayin edildi. Poli(akrilamit-N-izopropil akrilamit)-sodyum aljinat
hidrojeline immobilize lakkazin maksimum aktifliginin depolama suresiyle
degisimi Cizelge 4.15 Sekil 4.15 de gdsterildi.
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Cizelge 4.15. P(AAm-NiPA)-NaAlj hidrojeline immobilize lakkaz aktifligine
depolama suresinin etkisi

Zaman Absorbans ektiflik 1 Maksimum
(gtn) degisimi (A0 mM.dak™) | osirii
(Msso) (%)
0,966 24.8 100
0,960 24.6 99
14 0,946 24,2 97
21 0,926 238 95
28 0,900 23 1 93
35 0,873 224 o)
42 0,870 223 o)
49 0,846 21,7 87
56 0,833 21.4 86
100 -+
X 90 -
x
g
= 80
>
£
g
S 70-
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Sekil 4.15. P(AAm-NiPA)-NaAlj hidrojeline immobilize lakkazin maksimum
aktifliginin depolama stiresi ile degisimi
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immobilize enzimin 4 °C de depolamada 56. giinde baslangi¢ aktifliginin %

86’sini korudugu gdzlendi.

4.9.3. Poli(akrilamit-N-izopropil akrilamit) hidrojelinde immobilize edilen

lakkaz aktifligine depolama siiresinin etkisi

P(AAm-NIPA) hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine depolama

siresinin etkisini incelemek icin, 4 °C de saklanan immobilize enzimin belirli

araliklarla 56 gin boyunca Bélim 3.9.2" de anlatilan yéntem ile aktiflikleri

tayin edildi. P(AAm-NIiPA) hidrojeline immobilize edilen lakkazin maksimum

aktifliginin depolama stresiyle degisimi Gizelge 4.16 Sekil 4.16’ da gosterildi.

Cizelge 4.16. P(AAm-NIPA) hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifligine

depolama suresinin etkisini

Zaman Absorbans Aktiflik Maksimum
(gdin) degisimi (10 mM.dak™) | i
(AAs30) (%)

0 0,926 23,8 100

7 0,926 23,8 99

14 0,906 23,2 97

21 0,894 229 96

28 0,879 22,6 94

35 0,864 22,2 93

42 0,860 22,1 93

49 0,856 22,0 92

56 0,850 21,8 91
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Sekil 4.16. P(AAm-NIPA) hidrojelinde immobilize edilen lakkazin maksimum
aktifliginin depolama siresi ile degisimi

immobilize enzimin 4 °C de depolamada 56. giinde aktifliginin % 91’ini
korudugu gbézlendi. Literatirde, lakkaz DEAE-Granocel 500, CM-Granocel ve
akrilik taslyicilara kovalent baglanma ile immobilize edildiginde, 4 °C de 4 ay
depolandidinda immobilize lakkazin aktivitesinin %90 1n1 korudugu
belirtilmigtir [69]. Bizim bulgularimiz da bu sonugla uyum gdéstermektedir.
Lakkazi glutaraldehit ¢capraz baglayici ile suda ¢6zinen kitosan, kitosan
mikrokureler ve Fe*® gecis metali kelatlari Gizerine adsorpsiyon ydntemi ile
immobilize edildiginde, 4 °C de 3 ay sonunda kelat (izerine immobilize
edilmis enzim ve suda c6zlUnebilen kitosan Uzerine immobilize edilmig
enzimin aktifliginin %10 unu kaybettigini , mikro kireler Gzerine immobilize
edilmis enzimin ise aktifliginin %15 ini kaybettigi verilmistir [75].
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4.10. immobilize Enzim Aktifliginin Kullanim Sayisi ile Degigimi

4.10.1. Poli(akrilamit)-sodyum aljinat hidrojelinde immobilize edilen
lakkaz aktifliginin kullanim sayisi ile degigimi

P(AAm)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz 1 gin boyunca 10 kez
kullanilarak Bélim 3.10.1° de anlatildigi gibi aktifligi tayin edildi. immobilize
enzimin maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi Cizelge 4.17 Sekil
4.17° de gosterildi.

Cizelge 4.17. P(AAm)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifliginin
kullanim sayisi ile degisimi

Kullanim Absorbans Aktiflik Maksimum aktiflik
sayls| degisimi (x10™* mM.dak™) | (%)
(AAs30)

1 0,990 25,35 100
2 0,987 25,31 99
3 0,983 25,22 98
4 0,952 24,43 96
5 0,941 24,15 95
6 0,875 22,45 89
7 0,836 21,45 85
8 0,827 21,22 84
9 0,792 20,32 80
10 0,703 18,04 71
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Sekil 4.17. P(AAm)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkazin maksimum
aktifliginin kullanim sayisi ile deg@isimi

immobilize enzimin 10 kez kullanilmasi sonucunda baslangic aktifliginin %

71’ ini korundugu gd6zlendi.

4.10.2. Poli(akrilamit-N-izopropil akrilamit)-sodyum aljinat hidrojelinde
immobilize edilen lakkaz aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

P(AAm-NiPA)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz 1 giin boyunca 10
kez kullanilarak Bolim 3.10.1° de anlatildigi gibi akitifligi tayin edildi.
immobilize enzimin maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi Cizelge
4.18 Sekil 4.18 ‘ de gosterildi.
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Cizelge 4.18. P(AAm-NiPA)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz

aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

Kullanim Absorbans Aktiflik Maksimum

sayls| degisimi (x10™* mM.dak™) |aktiflik
(AAs30) (%)

1 0,697 17,88 100
2 0,693 17,78 99
3 0,687 17,62 98
4 0,664 17,03 95
5 0,654 16,78 93
6 0,644 16,52 92
7 0,634 16,26 90
8 0,624 16,01 89
9 0,614 15,75 88
10 0,591 15,16 84
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Sekil 4.18. P(AAm-NIiPA)-NaAlj hidrojelinde immobilize edilen lakkaz

aktifliginin maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi
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immobilize enzimin 10 defa kullaniimasi sonucunda baslangic aktifliginin %
84’ inU korundugu gbézlendi

4.10.3. Poli(akrilamit-N-izopropil akrilamit) hidrojelinde immobilize
edilen lakkaz aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

P(AAm-NIPA) hidrojelinde immobilize edilen lakkaz 1 giin boyunca 10 defa
kullanilarak Bélim 3.10.1° de anlatildigi gibi aktifligi tayin edildi. immobilize
enzimin maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi Cizelge 4.19 Sekil
4.19° da g0sterildi.

Cizelge 4.19. P(AAmM-NIPA) hidrojelinde immobilize edilen lakkaz aktifliginin
kullanim sayisi ile degisimi

Kullanim Absorbans Aktiflik Maksimum akiiflik
sayls| degisimi (x10™* mM.dak™) | (%)
(AAs30)

1 0,675 17,3 100
2 0,664 17,0 98
3 0,643 16,5 95
4 0,621 15,9 92
5 0,612 15,7 90
6 0,602 15,4 89
7 0,588 15,0 87
8 0,566 14,5 83
9 0,543 14,0 80
10 0,526 13,5 77
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Sekil 4.19. P(AAm-NIPA) hidrojelinde immobilize edilen lakkazin maksimum
aktifliginin kullanim sayisi ile deg@isimi

immobilize enzimin 10 defa kullanilmasi sonucunda baslangic¢ aktifliginin %

77’sini korundugu gézlendi.

Literatirde, lakkaz aktive edilmis karboksillenmis PVA (zerine kovalent
baglanma ile immobilize edildiginde immobilize enzimin 10 kullanimdan
sonra akitifliginin %60 n1 korudugu belirtilmigtir [68]. Lakkaz gulutaraldehit
¢apraz baglayicisi ile amin sonlu nanokompozitler (Cu TPAc)-Fesz O4 (bakir
tetraamin ftalosiyanin) (zerine iki basamakl reaksiyon Gzerinden immobilize
edildiginde, 5 kez ard arda kullanimindan sonra aktivitesinin % 80 ini

korudugu belirtilmistir [77].
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5. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI

Bu tez calismasinda elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmisgtir.
1. P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NiPA)-NaAlj, P(AAm-NiPA) hidrojellerinde

tutuklanan yizde lakkaz miktarlari yaklasik %98 olarak bulundu.

2. Serbest lakkaz icin optimum pH degeri 5,0 , P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NIPA)-
NaAlj, P(AAm-NiPA) hidrojellerine immobilize edilen lakkaz enzimi igin

optimum pH degerleri sirasiyla 6,0, 5,5 ve 5,5 olarak bulundu.

3. Serbest lakkaz ve P(AAm)-NaAlj P(AAm-NiPA)-NaAlj, P(AAm-NiPA)
hidrojellerine immobilize edilen lakkaz enzimi igin optimum sicaklik 40 °C,

olarak bulundu.

4. Serbest lakkaz icin Ki, degderi 6,7x102 mM, Vmax dederi 1,8x102 mM.dak ™,
P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NiPA)}-NaAlj ve P(AAm-NiPA) hidrojellerine
immobilize edilen lakkaz enzimi igin Ky, degerleri sirasiyla 6,2x10% mM
1,9x102 mM ve 0,1 mM V. degerleri sirasiyla 1,7x10? mM.dak™, 6,3x10®
mM.dak ' ve 2,9x102 mM.dak™ olarak bulundu.

5. Serbest lakkazin, 4 °C de depolamada 56. giinde baslangi¢ aktifliginin %
42 sini korudugu gozlendi. P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NIPA)-NaAlj ve P(AAm-
NiPA) hidrojellerine immobilize edilen lakkaz enziminin, 4 °C de depolamada
56. ginde baslangi¢ aktifliginin sirasiyla % 79, % 86 ve % 91 ini korudugu
g6zlendi.

6. P(AAm)-NaAlj, P(AAm-NiPA)-NaAlj ve P(AAm-NIiPA) hidrojellerine
immobilize edilen lakkaz enziminin, 10 kez kullanimi sonunda baslangi¢
aktifliginin sirasiyla % 71, % 84 ve % 77 sini korudugu bulundu. Lieratirde
PVA U(zerine kovalent baglanma ile immobilize edildiginde immobilize
enzimin 10 kullanimdan sonra aktifliginin %60 n1 korudugu belirtilmistir [57].
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Bu sonuglara goére P(AAm)-NaAlj P(AAm-NiPA)-NaAlj, P(AAm-NiPA)
hidrojellerine immobilize edilen lakkaz 4°C da depolamada ve genis bir
sicakhk araliginda serbest enzime gbre oldukga ylksek aktiflik
gbstermektedir.  Ayrica immobilize lakkazin tekrar kullanilabilirligi
sonuglarindan da hazirlanan immobilize lakkaz besin, tekstil, kagit, sentetik

kimya ve kozmetik gibi gesitli endustri alanlarinda kullanilabilir.
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