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OZET

POLI(VINIL ALKOL)-KALSIYUM ALJINAT,
POLI(N-IZOPROPILAKRILAMIT)-KALSIYUM ALJINAT
HIDROJEL KURELERINE LAKKAZ IMMOBILIZASYONU

AKIN, Alper
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Kimya Anabilim Dali, Yiuksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Haydar ALTINOK
Haziran 2010, 128 Sayfa

Bu calismada, Lakkaz enzimi (EC 1.10.3.2), poli(vinil alkol)-kalsiyum
aljinat (PVA-CaAlj), poli(N-izopropilakrilamit)-kalsiyum aljinat (P(NIPA)-CaAlj)
kiurelerine, karbodiimit (CDI), N-hidroksisuksinimit (NHS), karbodiimit ve N-
hidroksistuksinimit (CDI-NHS) ile aktiflegtirilerek kovalent bagdlanma
yontemiyle immobilize edildi. Serbest enzim igin Michaelis-Menten sabiti (K,)
ve maksimum tepkime hizi (Vmak) degerleri sirasi ile 1,70x10?mM, 2,08 x10°
mM.dak" olarak bulundu. immobilize enzimler icin ise Ky, deg@erleri 2,87x1 02
mM — 5,55x102 mM arasinda degisirken Vpax degerleri 5,30x10° mM.dak™ -
8,58x10° mM.dak™' araliginda bulundu. Serbest enzim ve immobilize
enzimler igin optimum pH degerleri sirasiyla 5,0 ve 6,0 ve optimum sicaklik
degerleri sirasiyla 40°C ve 45°C olarak bulundu. Serbest enzim 34 gun
sonunda aktifliginin %60’ in1 korurken immobilize enzimlerinin ise 30-32 gln
sonunda aktifliklerinin yaklagik %80-87’sini korudugu gorildi. immobilize
enzimlerin 5 kez kullanim sonunda ve enzim aktifliklerini %86-92 araliginda

korudugu bulundu.



Anahtar Kelimeler: Lakkaz, poli(vinil alkol), kalsiyum-aljinat, enzim
immobilizasyonu, kovalent baglanma, N-

izopropilakrilamit.
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ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF LACCASE ONTO POLY(VINYL ALCOHOL)-
CALCIUM ALGINATE, POLY(N-ISOPROPYLACYRILAMIDE)-CALCIUM
ALGINATE HYDROGELS

AKIN, Alper
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry, M.Sc. Thesis
Supervisor: Assist.Prof.Dr. Haydar ALTINOK
June 2010, 128 pages

In this study, Laccase (E.C 1.10.3.2) was covalently immobilized onto
poly(vinylalcohol)-calcium alginate (PVA-CaAlj), poly(N-isopropylacryl amide)
-calcium alginate (P(NIPA)-CaAlj) beads by activating with carbodiimide
(CDI), N-hydroxysuccinimide (NHS), carbodiimide and N-hydroxysuccinimide
(CDI-NHS). Michaelis-Menten constant (K,) and maximum reaction rate
(Vmax) values were found as 1.70x10?mM and 2.08x10°mM.min™ for free
enzyme, respectively. K, and Vmax values were changed between 2.88x10
mM - 5.56x10° mM and 5.30x10° mM.min" — 8.58x10° mM.min" for
immobilized enzymes, respectively. Optimum pH and temperature were
observed as 5.0, 6.0 and 40°C, 45°C for free enzyme and immobilized
enzymes, respectively. After 34 days of storage at 4°C free enzyme retained
60% of its original activity and immobilized enzymes were retained 80-87% of
their original activities, after 30-32 days of storage at 4°C. immobilized
enzymes were used repeatedly 5 times, were retained 86-92% of their

original activities.
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1. GiRIS

Gunumuzde endustriyel atiklar cevre ve insan saghgini tehdit eder
durumdadir. Ornegin polisiklik aromatik hidrokarbonlar endustriyel alanlarda
gevreyi en c¢ok kirleten maddeler arasinda yer almaktadir ve aldigimiz
gidalarda birikip ciddi saglik problemlerine ve genetik eksikliklere yol
acabilmektedir. Fenol iceren bu aromatik bilesikler kdmur dondsim
endustrisi, petrol rafinerisi, plastik, aga¢ koruma, metal kaplama, kagit,
tekstil, boya, tekstil endustrilerinin atiklarinda mevcut olan maddelerdir.
Endustriyel atiklarin aritimi icin yapilan fiziksel, kimyasal ve biyolojik
yontemlerin icinde en uygun yodntemlerden birisi de biyoteknolojinin alani
icine giren, dogal enzimlerin kullanilmasidir. Enzimler suda ¢6zlinen spesifik
biyolojik katalizorlerdir. Endustriyel atiklar, genelde sulu c¢oézeltiler olmasi
sebebiyle enzimlerle aritimaya uygundur. Cok sayida organik Kirleticileri
indirgeyen mangan peroksidaz, lignin peroksidaz, lakkaz (fenol oksidaz) gibi
enzimleri sentezleyen ligniolitik mantarlar ¢evre kirleticilere yonelik arastirma
calismalarinda kullaniimaktadir. Polisiklik aromatik hidrokarbonlari indirgeme
mekanizmasinin temeli aromatik zincirin yukseltgenmesidir. Beyaz curukgul
mantarlar ¢ok sayida organik Kkirleticiyi, lignin modifiye edici enzimler
(Mangan Peroksidaz, Lignin Peroksidaz, Lakkaz (fenol oksidaz)) vasitasiyla
indirgerler. Mantar yetistirmenin yerine enzim kullanimi, mantar yetistirmede
kaltarin metabolik hali, pH ve atik su icerigindeki dedisim gibi fiziksel sartlara
ait gereksinimleri gidermistir. Enzimlerin kullanimini ekonomik ve kullanigli
hale getirme enzimlerle aritmayi uygun aritma yontemleri arasina koyabilir.
Eger enzim sodyum veya kalsiyum aljinat, karragenan, kitosan veya seluloz
tirevleri gibi bir destek materyali Uzerine tutturulursa, enzimin istenildigi
zaman ortamdan uzaklastiriimasi ve defalarca kullanimi saglanarak enzimle
aritma daha ekonomik hale getirilir. Ayrica Uzerine immobilize edilen destek
materyalinin ekonomik olmasi sebebiyle polimerik yapidan olusmasi, suda
cbzunmemesi, gbzenekli yapida olmasi, biyolojik, kimyasal, fiziksel ve termal

kararlilik gibi 6zelliklere sahip olmaldir (1-8).



1. ENZIMLER

1.1. Enzimler

1.1.1. Enzimlerin genel o6zellikleri

Enzimler kimyasal tepkimelerin hizini artiran protein  yapisinda
biyomolekullerdir [9,10]. Hemen hemen tum enzimler proteindir. Enzim
tepkimelerinde enzimle tepkime veren moleklllere substrat denir ve enzimler
substratlari farkli GrtGnlere donagturarler. Enzimlerin  etkinlikleri kimyasal
katalizérlerden 10°-~10"® kat daha fazladir. Normal laboratuvar kosullarinda
yuksek sicaklik ve fazla enerji gerektiren pek ¢ok tepkime, enzimlerin
kullanilmasiyla daha duasuk sicaklikta ve daha duastk enerji ile

gergeklesgtirilebilir (11).

1.1.2. Enzimlerin galigmasini etkileyen faktorler
Protein yapisinda olan enzimlerin galismasini etkileyen faktorler
a) Enzim derisimi

Tepkime ortaminda yeterli miktarda substrat varligiyla tepkimenin hizi, enzim

derisimi ile dogru orantili olarak artar.

b) Substrat derisimi

Substrat derigimiyle enzimlerin aktivitesi dogru orantilidir.
c) Sicaklik

Sicakhgin dismesiyle tepkime hizi yavaslar, sicakligin artmasiyla tepkime
hizi artar fakat her enzime gore degisen belirli bir sicakliktan sonra

protein yapisina sahip enzimin yapisi bozulur.



d) Ortam pH’si
Her enzimin en iyi ¢calistigi bir pH araligi vardir. Bu aralik genellikle nétrale

yakin deg@erler oldugu halde asidik veya bazikde olabilir.
e) Ortamdaki su miktari

Sulu ortamda etkili olan enzimler su miktarinin yaklagik %18’in altinda

oldugu ortamlarda ¢alismaz.
f) inhibitorler (engelleyiciler)

Substratlara ¢ok benzeyen, enzimlerle birleserek enzim tepkimelerini
yavaslatan veya engelleyen maddelere inhibitérler denir. inhibitérlerin bazilari
antibiyotiklerin vicuttaki etki mekanizmasinda oldugu gibi enzimlerle birlesip
parcalanmasina neden olurlar. Bazilari ise zirai ilaglar, ilaglar, antibiyotikler,
siyanar, arsenik, yilan zehiri, akrep zehiri, ari zehiri, kursun ve civa gibi agir

metallerde bulunur ve enzimin substratini bozar.

g) Aktivatorler (aktiflegtiriciler)

Enzimlerin tepkimelerini hizlandiran inorganik veya organik maddelere
aktivator denir. Aktivatorler, enzimin substrat ile birlesmesini kolaylastirarak
veya enzimin aktif yuzeyini daha da aktif hale getirerek tepkime hizini

artirirlar.

h) Substrat yluzeyi

Substrat yuzeyi arttikga enzimin etki hizi artar (11).

1.1.3. Enzimlerin uygulama alanlan

Enzimler spesifik oluglari ve ¢ok duslik derisimlerde bile substrat
tepkimelerini kataliziemelerinden dolay! sanayide 6nemli kullanim alanlarina

sahiptirler.



Tip, eczacilik, cevre, gida, kagit, tekstil, deterjan, tarim, hayvancilik gibi
birgok alanda enzimler kullaniimaktadir. Son yillarda biyoteknoloji alaninda

elde edilen gelismelerle enzimlerin uygulama alani artmigtir.

Endustride kullanilan enzimlerin yaklasik %30-35’i deterjan sanayisinde
kullanilir. Ornegin, proteazlar giysilerden protein lekelerinin gikarilmasi igin ve
enfeksiyon olmamasi igin lenslerdeki proteinleri ¢ikarmak igin, amilazlar
bulasik makinasi deterjanlarinda, dayanikli nisasta lekelerinin ¢ikariimasinda,
lipazlar yag lekelerinin ¢ikartilmasini kolaylastirmak igin, selllazlar camasir

yumusaticilarinda kullanilir.

%20-25i nigasta ile ilgili alanlarda kullanilir. Ornegin, bebek gidalarinda
tripsin, amilazlar, amiloglukosidazlar ve glukoamilazlar, nisastayi glikoza ve

cesitli suruplara donustirmede kullanilir.

% 20’si siit ve sit Griinleri sanayinde kullanilmaktadir. Ornegin, rennin peynir
Uretimi, proteinin hidrolizi igin, mikroplar tarafindan dretiimis enzim sit
endustrisinde, lipazlar mavi kuflu rokfor peynirinin Gretimi sirasinda peynirin

olgunlagsmasinda, laktaz laktozu glukoz ve galaktoza pargalar.

%1-20 arasinda dedisen oranlarda ise bira yapiminda Ornegin, arpa
enzimleri, amiloglukozidaz ve pullulanazlar dugsuk kalorili bira yapimi ve
fermantasyonun ayarlanmasinda, betaglukanazlar ve arabinoksilanazlar arpa
bulamacini ve biranin filtrelenme o6zelliklerini iyilestirirler, proteazlar biranin
saklanmasi sirasinda olugan bulanikhidin giderilmesi, amilaz, glukanaz,

proteazlar malttaki polisakkarit ve proteinleri pargalarlar.

Meyve suyu sanayisinde, selulazlar ve pektinazlar meyve sularinin

berraklastiriimasinda kullanilir.

Unlu mamduller sanayisinde, fungal alfa-amilaz enzimleri unlu mamdaller

yapiminda kullanilir.

Biyoyakit sanayisinde, selllazlar selllozik etanol elde etmek icin, seltlozu

fermente edilebilir sekerlere pargalamak icin kullanilir.



Kagit sanayisinde, amilaz, ksilanaz, seltlaz ve ligninazlar kullanilir.
Biyoteknolojik aritmada, ligninazlar (MnP, LiP, Lakkaz) kullanilir.

Genetik mlUhendisliginde, farmakoloji, tarim ve tipta restriksiyon enzimleri,
DNA ligaz ve polimerazlar DNA'nin manipulasyonu igin kullanilir.

Restriksiyon sindirimi ve polimeraz zincir tepkimeleri icin esastir.

Tekstil sanayisinde bakteriyel amilaz dokumadan 6nce nisasta banyosuna

batirilan ipliklerden nisastanin uzaklastiriimasinda kullanilir.

Deri sanayisinde, mikrobiyal tripsin deriden tluy veya Kkillarin

uzaklastirilmasinda kullanilir.

Tip alaninda, tripsin kan pihtilarinin  eritimesinde ve yaralarin

temizlenmesinde kullaniimaktadirlar (11,12).

1.2. Enzimlerin immobilizasyonu

immobilizasyon, enzimlerin ya da mikroorganizmalarin katalitik aktifligini
koruyarak, tekrar ve surekli kullanimini saglamak amaciyla organik veya
inorganik tastyicilara tutturulmasi olarak tanimlanir. Enzimlerin, tepkimeleri
spesifik ve ylUksek bir hizla kataliziemelerinden faydalanmak amaciyla onlari
canli organizma disinda kullanabilmek duslncesi bilim adamlarini harekete
gecirmistir. llk olarak 1916 yilinda Nelson ve Griftin sakkarozu hidroliz etmek
icin maya invertazini mangal kémiriine adsorbe etmiglerdir. immobilize
enzim sistemlerinin pratik olarak ilk kullanimi ise 1954 yilinda Grobhofer ve
Scheilth tarafindan yapilmistir. Arastirmalarinda; karboksipeptidaz, diastaz,
pepsin ve ribonUkleaz enzimlerini poliaminostiren reginesine kovalent
baglanma ile immobilize etmigler ve bu immobilize enzim tlrevlerinin kinetik

parametrelerini incelemislerdir (13-15).



Ozel teknikler gerektirdiginden dolay! enzim saflastiriimasi maliyeti yliksek
olan serbest enzimin akitifligini kaybetmeden istenildigi anda tepkime
ortamindan uzaklastirilmasi gugtur. Bu durum pahali olan enzimlerin tekrar
tekrar kullaniimasina engel olur. Istenildigi anda ortamdan uzaklastirmayi
saglamak kullaninighlik ve ekonomik oldugu igin immobilize enzimlerin son

yillarda kullanimi artmigtir (15).

immobilize enzimlerin serbest enzimlere gére avantajlari;

Tepkime sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilmesi.
Uzun sure kullanilabilirligi.

Cevre kosullarina (pH, sicaklik v.b.) karsi dayanikli olmasi.
Dogal enzime gore daha kararli olmasi.

Uriin olusumu esnasinda kontrol imkani vermesi.

Ardigik tepkimeler icin uygunlugu.

Surekli proseslere uygulanabilirligi.

© N o g bk w0 b=

Enzimin kendi kendini pargcalamasi olasiliginin azalmasi (13,14).

1.2.1. Enzim immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyon yontemleri basitce kimyasal ve fiziksel olmak Uzere iki

ana baglik altinda toplanabilir (16).

1) Kimyasal yontemler
a) Kovalent baglama

b) Capraz baglama

2) Fiziksel yontemler

a) Adsorpsiyon ile immobilizasyon
b) Hapsetme ile immobilizasyon
-Mikro kapsul ile hapsetme yontemi

-Kafes tipi hapsetme yontemi



1.2.2. Kovalent baglanmayla immobilizasyon

Enzim turevlerinin kararli olmasini saglayan, ¢ozeltiye gegcmesini engelleyen
kovalent baglanma ydntemi c¢ok sik kullanilan bir yontemdir. Bu yontem
genellikle enzimin yapisinin ve fonksiyonel gruplarinin bilindigi durumlarda
kullaniir ve enzim ile suda ¢o6zunmeyen aktiflestiriimis destek arasinda
kovalent bag olusturulur. Enzim immobilizasyonunda, enzimin 6zellikleri, pH,
sicaklik, aktif ucun yapisi ve organik ¢ozuculer gibi faktdrlerden dolayi sinirli

sayida yontem kullanilabilir (17-19).

Kovalent baglanma ile immobilizasyon iki basamakta gercgeklestirilir. Bu
basamaklar destek maddesinin aktiflestirimesi ve enzimin kovalent
baglanmasi seklindedir. Destek maddesi; hidroksil, karboksil, amino, tiyol gibi
fonksiyonel gruplar tagimali ve fonksiyonel gruplarin yapisina bagh olarak
glutaraldehit,  karbodiimit, = N-Hidrokisuksinimit,  siyanojen  bromdr,

epiklorhidrin, siyanurik klorur gibi degisik aktifleyici maddeler kullanilabilir.

Destek Aktiflesmis Enzim bagl!
destek destek

_ X —@
Aktiflestirme X Enzim o
—_>» n R — @
X e
X o

Sekil 1.1. Kovalent baglanma ile immobilizasyon

Yonteminin en buyuk avantaji, baglarin ¢ok kuvvetli olmasi nedeniyle her
turli ortamda kullaniimasi ve enzim destek materyali Gzerinde yer aldigindan
substrat ile temasinin kolay olmasi ve ayrica, enzim molekuli ve destek

materyalinin birlikte i1sil kararlilik gostermesidir. Kovalent baglama yontemin



dezavantaji ise destek materyali ile enzim arasinda siki etkilesimin enzimin

dogal konformasyonunu bozmasidir (20).

1.2.3. Enzim immobilizasyon yontemlerinin karsilastiriimasi

Her immobilizasyon yonteminin uygulama sartlarina goére avantajlari ve
dezavantajlari vardir. Bu nedenle immobilizasyon islemi sirasinda veya
sonrasi aktif merkezin zarar gérmeyecegi bir yontem secilmelidir. Segimin
uygun olabilmesi i¢in enzimin yapisinin iyi bilinmesi gerekir (21,22). Cizelge

1.1’de immobilizasyon yontemlerinin kiyaslanmasi gosterilmigtir.



Cizelge 1.1. Immobilizasyon ydntemlerinin kiyaslanmasi

Karakteristik Kovalent Adsorbsiyon | Capraz Tutuklama
Baglama Baglama
Destek Agaroz lyon Fonksiyonel Aljinat
Maddesi Seliloz degistirici olarak inert | Karageenan
PVC regine proteinler Kolojen
iyon  degistirici | Aktif kdmur Poliakrilamit
regine Slika jel Jelatin
Gozenekli cam Kil Silikon kauguk
Gozenekli politretan
cam
Baglanmanin Kimyasal Tersinir, Gluteraldehit Fiziksel
Dogasi baglanma pHa  goére | Bisizosiyanat hapsetme
degisken, Bisdiazobenzidin
iyonik ile gapraz
siddetin baglanma
yuksek
olmasi ile
enzim
ayrilabilir
Hazirlama Zor Kolay Orta Zor
Enzim Aktivitesi Yuksek Orta Dusiuk Dusik
Substrat Degisebilir Degismez Degisebilir Degismez
Spesifikligi
Rejenerasyon MUmkdin degil MUmkin Mimkin degil Mimkin degil
Destegin  Tekrar | Nadiren MUmkan imkansiz imkansiz
Kullanilabilirligi
immobilizasyon Yuksek DusUk Orta Orta
Maliyeti
Kararlilk Yuksek Dusuk Yuksek Yuksek
Genel Orta Dusiuk Dusik Yuksek

Uygulanabilirlik




1.2.4. Enzim destek materyali

Enzim immobilizasyonunda destek olarak kullanilan bazi destek materyalleri

Cizelge 1.2°de verilmigtir (23).

Cizelge 1.2. Enzim immobilizasyonun da kullanilan bazi destek materyalleri

Dogal Polimerler Sentetik Polimerler Anorganik maddeler
Sellloz Stiren esasli polimerler Kil

Nisasta Akrilamit esasli polimerler | Cam

Aljinat Naylon Silikajel

Karragenan Vinil ve allil polimerler Ponza tagi

Kollagen Akrilat esasli polimerler Aktif karbon

Jelatin iyon degistirici recineler Metaller

AlbUmin Maleik anhidrit polimerleri | Metal oksitler

ipek Bentonit

Enzim destek materyalinde aranan nitelikler

e Hidrofilik karakter,

e Suda ¢bzinmeme,

e Gobzenekli yapl,

e Mekanik 1sil kararlilidi ve uygun partikul formu,

e Kimyasal ve termal isil kararhligt,

e Kovalent baglamada kullanilacak destekler yumusak kosullarda tepkime
verebilen fonksiyonel gruplar tagimali,

e Mikroorganizmalara karsi direnglilik,

e Ucuzluk,

e Zehirsizlik.

Destek materyaline baglanmada enzim molekulinin protein yapisindan
yararlanilir. Enzim molekult uUzerindeki fonksiyonel gruplar baglanmada
etkilidir (17).
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1.2.5. Sodyum aljinat

Aljinik asit 1881 yilinda, Stanford tarafindan kahverengi su yosunlarindan
(Iranda yosunu) ekstraksiyonla elde edilmistir (14). Kahverengi alglerin hiicre
duvarlarinda bulunan lineer asidik bir polisakkarit olan aljinik asidin elde
edildigi belli bagl algler asagida verilmistir. Bu yosunlardaki aljinik asit icerigi
%20-40 arasinda degismekle birlikte, hlicre zarinin temel bilesenini olusturur
(24).

) Laminariales,

) Fucales,

. Eisenia bicyclis,
) Ecklonia,

. Ascophyllum,
. L. Digitata,

. L. Cloustoni,
. Macrocysistis pyrifera,
° Lessonia,

Aljinik asit, Uronik asidin B-1.4-D-Mannuronik Asit (M) ve a-1.4-L-Gluronik
Asit (G) in iki tarinin birlesmesiyle meydana gelen heteroblok bir
kopolimerdir. BUtliin aljinat molekullerinde her iki homopolimerik sira birlikte
bulunur. Mannuronik asit-gluronik asit orani (M/G) ture, mevsime ve algin
yetistigi ortama gore degismektedir. G blogu orani ylksek olan aljinatlar
basinca dayanikli ve kirilgan iken G blogu disuk aljinatlar basinca az

dayanikh ve esnek karakterlidirler (25-27).

Genellikle sodyum, potasyum, amonyum tuzlari ve propilen glikol esteri
seklinde bulunan aljinik asitin ve kalsiyum aljinatin sudaki ¢6zunarligu son-
derece sinirli iken, sodyum, potasyum, amonyum tuzlari ile propilen glikol
esteri suda kolaylikla ¢ozunebilirler. Sodyum aljinat, kokusuz tatsiz beyaz

hafif bir toz olup suda ¢6zunduginde viskoz kolloidal bir ¢dzelti olusturur.
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Hooc—7~, H HO %o
H OH
i OH HO 0
OH H H H
(a) (b)
OH /H
i NaOOC_ ¢ o
Na0OC_ (0 0" O O,
HO
Naooc~ H

(c)

Sekil 1.2. (a) B-1.4-D-Mannuronik Asit
(b) a-1.4-L-Gluronik Asit

(c) Sodyum aljinat in kimyasal yapisi

Aljinatin  yiksek molekul kutlesi, suda ¢Ozunurlugunun iyi olmasi ve
biyouyumlulugu nedeniyle, gida endulstrisinde stabilizatér ve koyulastirici
olarak kullanildigi gibi, kozmetik, kagit, plastik ve ila¢ endustrisinde sik sik
kullanilmaktadir. Ayrica aljinatin iki dedgerlikli metal ¢ozeltileri icerisine
damlatilmasiyla meydana getirilen Ca-aljinat kireleri, agir metal igceren atik
sularin aritilmasi galismalarinda enzim immobilize edilerek kullaniimaktadir
(27-29).

1.2.6. Poli vinil alkol (PVA)
Molekul formala (C2H40),, Molekul katlesi 85 000-124 000 g/mol aralhidinda

ve yogunlugu 1,269 g/ml’ dir. Poli vinil alkol gesitli enzim ve hicrelerin

immobilizasyonu icin siklikla matriks olarak kullanilir. Poli vinil alkol
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mukemmel bir film olusturucu, emilsiyonlastirici ve yapistirici 6zellige
sahiptir. Ayni zamanda yada, yaglanmaya ve c¢ozlclye karsl direngli,
kokusuz, toksik olmayan, yuksek gerilme direnci, oksijen ve aromaya karsi
bariyer gibi 6zellikleri, yiksek nem absorblama 6zelligine baglidir. Erime
noktasi 230°C’dur. PVA kulanim kolayligi, dusuk fiyat, yuzeyindeki hidrofilik
karakter ve hidroksi guruplarindan dolayr kimyasal tepkime yetenedinden
dolayi, gesitli enzim ve hucrelerin immobilizasyonunda matriks olarak siklikla
kullanilir. Kimyasal yapisi polimer zincirine ilgisinden veya benzemesinden
dolay! protein kararligina neden olur. Poli vinil alkolin en genis kullanimi poli
vinil buteral hazirlanmasi igin Amerika’da kullanilir. Cin’de polimerlestirmede
yardimci madde olarak genis bir pazara sahiptir. Japonya’da vinilon fiber

Uretiminde énemli kullanima sahiptir.

Bazi kullanim alanlart;
1. Lateks boyalarda yapiskan ve kalinlastirici malzeme olarak, kagit
kaplamaciliginda, astar olarak, sag¢ spreyi, sampuan ve tutkal olarak
kullanilr.

2. Polietilen tereftalat siselerinde karbondioksit bariyeri olarak kullanilir.

w

Yuzey aktif madde olarak polimer kapsulli nano kareler
olusturulmasinda kullanilir.

Kimyasallara karsi koruyucu eldiven yapiminda kullanilir.

Paketlemede suda ¢dzunebilir film olarak kullaniglidir.

Betonda destekleme materyali olarak kullanilir.

N o o &

iyotla karistirilip polarize 1s1§in titresim diizlemini degistiren madde
yapiminda kullanilir.

8. Epoksi gibi yapismayan materyallerin yumusatiimasinda kullanilir.

9. Go6z damlalarinda ve sert kontak lenslerde yaglayici olarak kullanilir.

10.Medikal uygulamalarda tampon madde olarak kullanilir (30,31).
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1.2.7. Poli (N-izo propil akrilamit) (P-NiPA)

Molekdl formull [ H,C-CH-CO-NH-CH(CHs), ]n. Sicakliga duyarli polimer P-
NiPA ilk olarak 1950 yilinda sentezlenmistir. P(NIPA) sicakllk ve pH
hassasiyetinden dolayr biyolojik olarak aktif sistemlerde (protein
konjugasyonunda) katyonu aktif ¢cozulebilir polimer olarak su ve fizyolojisine
uygun ortamlarda kullanilir. P-NIPA'nin kenar zincirlerindeki hidrofilik amid
guruplari ve hidrofobik izopropil guruplarindan dolayi ¢arpraz bagh sismis
hidrojeller olusturur. P-NiPA hidrojeli sulu gozeltide, hizli ve donisebilir
hidrasyon-dehidrasyon degisimini Kritik Cozelti Sicakligina yakin kiguk
sicaklik degisimlerinde gosterir. Kritik Cozelti Sicakliginin altinda hidrojeller
siserken, Uzerindeki sicaklikta ise hidrojeller buzusur ve bozulmus suyu
gitmis hidrofobik bir hal olusur. Bunun sebebi ise network yapidaki hidrofilik-
hidrofobik dengenin bozulmasindan dolayidir. Sicakliga hassas P-NIiPA
hidrojelleri immunoassay uygulamalarinda, ila¢ ulastirma sistemlerinde,
ayirma iglemlerinde ve enzimlerin immobilizasyonunda kullanigli  bir
maddedir. Bu uygulamalarda sisme tarzi ve mekaniksel kuvvet 6onemlidir.
Hidrojellerin sisme derecesi; hidrojelin dogasina, sistigi ortama ve c¢arpraz

baglanma yogunluguna baghdir (32-42).

1.3.Lakkaz

1.3.1. Lakkazin dogada bulunusu

Trametes versicolor veya Coriolus versicolor adiylada bilinen polyporaceae
grubuna ait mantarlar lakkaz enzimini Uretirler. Ylzeyi ince tuylu ve
bulundugu c¢evreye gore farkli renkler alan bu mantar hindi kuyruguna
benzeyen yapida olup dinyada ¢ok yaygin olup odun c¢uraticusudur.

ilkbahar ve sonbaharda agagc kiitiiklerinde toplu olarak gikar (Sekil 1.3) (43).
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Sekil 1.3. Trametes versicolor tiri mantarin dogadaki goruntusu (44).

1.3.2. Lakkaz enzimi ve ozellikleri

Beyaz curukgul mantarlardan elde edilen (Trametes versicolor E.C.1.10.3.2.)
lakkaz enzimi, her molekuld dort bakir iyonu tasiyan bir oksidoreduktazdir.
Yaklasik 500 amino asitten olusup ¢ogu 55-85 kDa molekul kitlesine sahiptir.
Lakkaz enzimi bilinen en eski enzimlerdendir, ilk olarak 1883 yilinda Yoshida
tarafindan, Rhus verniciferanin 6zsuyundan izole edilmigtir. Optimum pH
arahg: 3,0-7,5 ve optimum sicaklik araligi 40-80°C’dur. Lakkaz enziminin
optimum pH degeri kullanilan substrata gore degismektedir. Lakkaz redoks
enzimlerinin bir alt sinifidir. Karbohidraz ve proteazlar gibi hidrolitik
enzimlerinin substrat 6zgunlugunin aksine redoks enzimlerinin substrat

6zgunlugu oldukga azdir (45,46) .
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Lakkaz enzimi kaynagindan, molekidl kuotlesi, optimum pH, substrat
O6zgunlugu gibi ozellikleri farkli olan tlurde elde edilebilir. Lakkaz enzimi
bakteriler, bocekler, yuksek yapili bitkiler ve mantarlardan Uretiimektedir.
Lakkazin elde edildigi mantar tirine Trametes versicolor, Rhus vernicifera,
Trametes hirsuta, Panus tigrinus, Flavodon flavus, Agaricus bisporus ornek
olarak verilebilir. Bunlardan beyaz c¢urik¢il mantarlar daha ¢ok
kullanilmaktadir. Lakkaz enzimi, glikoprotein yapisindadir. Enzimin
karbonhidrat miktari, agirlikga %15-45'ini olusturur. Enzim heksozamin,
glukoz, mannoz, galaktoz, fruktoz ve arabinoz gibi karbonhidratlari igerir (46-
48). Lakkaz enzimi, aromatik substrati oksitlerken, ayni zamanda oksijen
molekulindn suya indirgenmesini katalizler (Sekil 1.4.) (49). Lakkazin aktif
bdlgesinde hidratlanmis elektron, oksijen ve degisik tiplerde bakir atomlari

bulunur.

Syﬁk Eing 03
Lakkaz
Siq Eyiik H,0

Sekil 1.4. Lakkazin indirgenme-yukseltgenme mekanizmasi

Lakkaz enzimi 4-benzendiol, siringaldazin, naftol, diklorofenol, metoksifenol,
askorbat, pirogallol, kresol, syringic asit vb. tlrevleri gibi genis bir araliktaki
substratlarla tepkime vermektedir (50). Genel olarak fenoller, amino fenoller
ve aromatik diaminler ile benzer 6zellikler gosteren substratlar, lakkaz enzimi
tarafindan oksitlenebilir (51). Sekil 1.3'de siringaldazinin lakkaz ile verdigi
tepkime ve sonugta olusan Uran gdsterilmektedir (52). Sekil 1.6’da X-isinlari
kristalografisiyle goruntilenen Trametes versicolor’dan elde edilen lakkaz

enziminin U¢ boyutlu yapisi gosterilmigtir (53).

16



H3C O Siringaldazin O CH3 H3C O O CH3

oD o e o

H;C-O O-CHj; H5C-O O-CHjy

Sekil 1.5. Siringaldazinin lakkaz ile verdigi tepkime

Sekil 1.6. X-iginlar kristalografisiyle gortntllenen Trametes versicolor'dan

elde edilen lakkaz enziminin Ug¢ boyutlu yapisi

1.3.3. Siringaldazin

C1sH20N20s  kapali  formuline sahip  siringaldazin  (4-Hidroksi-3,5-
dimetoksibenzaldehit azin) molekul katlesi 360,3 g/mol’dur. Yapisal
Ozelliklerinin benzerliginden dolay! genel olarak fenoller, amino fenoller ve
aromatik diaminler ile benzer 6zellikler gosterip lakkaz enzimi tarafindan

kolayca oksitlenebilir (51).
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1.3.4. Lakkazin uygulama alanlan

Beyaz curtukgul mantarlarin ve onlardan elde edilen enzimlerin kullanildigi

alanlar;

1. Fabrikalardan ¢ikan atik sularin renginin gideriimesinde ve toksisitesinin
azaltilmasinda (54,55).

1. Lignin pargalanmasi amaciyla kagit ve kagit hamuru ureten endustrilerde
(56,57).

2. Biosensor olarak nanobiyoteknoloji alaninda (58).
3. Agir metallerin biyolojik adsorpsiyonunda (59).

5. Pestisid ve herbisid’lerin biyolojik yikiminda (5).
6. Enzim uretiminde (60).

7. Mikrobiyal protein kaynagi olarak (61).

8. Hormon Uretiminde (62).

9. Katalizor olarak Anti-kanser ilaglarinin Uretiminde (63).

1.3.5. Lakkaz enziminin immobilizasyonu ile yapilan ¢aligmalar

1995 yilinda Rogalski vd. (64) Phlebia radiata’dan elde edilen lakkazi o—
aminopropil-trietoksisilanla aktiflestiriimis goézenekli cam Uzerine kovalent
baglayarak immobilize etmislerdir. Enzimin baglanma kapasitesini %98 ve
immobilize enzimin aktifligini %96 olarak bulmuslardir. immobilize enzimin

4°C’de iki hafta depolandiginda aktifligini %100 korudugunu belirtmislerdir.
1997 yilinda Piacquadio vd. (65) Polyporus versicolor’dan elde edilen lakkazi

yenilenebilir Cu®* kelatlarina immobilize ederek elma suyundan fenoliin

giderilmesi Uzerine ¢alismislardir.
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1998 yilinda Luterek vd.(66) Cerrena unicolordan elde edilen lakkazi
silanlanmig gbzenekli cam kureler Uzerine immobilize etmisler ve substrat
olarak siringaldazin kullanip enzimin baglanma kapasitesini %94, immobilize
enzim aktifligini %100, immobilizasyonla optimum pHnin 5,5 den 5,7’ye
kaydigini belirltmislerdir. immobilize enzimin 7 ay 4°C’da saklandi§inda
aktifliginin  %95’ini, ayni sartlardaki serbest enzimin aktifliginin %40’ini

korudugunu tespit etmislerdir.

1999 yilinda Rogalski vd.(67). Cerrena unicolordan elde edilen lakkazi,
gbzenekli cam yuzeyini iki polisakkarit tabakasi ile kaplayip ¢apraz
baglanmis, y-aminopropyltriethoxysilane (APTES) ile aktivasyonunundan
sonra DEAE dekstran olusturup bu matrikse kovalent baglanma yontemi ile
immobilize etmiglerdir. Substrat olarak siringaldazin kullanmiglardir. Degisik
pH ve sicakliktaki aktiviteleri incelemigler ve immobilize enzimin organik

¢ozlculerde aktivitesinin ylksek oldugunu tespit etmiglerdir.

1999 yilinda D’Annibale vd.(68) zeytinyadi fabrikalarindan c¢ikan atik
sulardaki fenollerin uzaklastiriimasi Uzerine yaptiklari ¢alismada Lentinula
edodes’ten elde edilen lakkazi glutaraldehit ile capraz baglanma ve
adsorpsiyon yontemini kullanarak kitosan (zerine immobilize etmisler,
substrat olarak DMP (2,6-dimetoksifenol) kullanmiglardir. Optimum pH’si
serbest ve immobilize enzim igin 4,0, optimum sicakliklar ise sirasiyla 50°C

ve 60°C, K, degerlerini 77 uM ve 256 uM olarak bulunmustur.

1999 yilinda Reyes vd.(69) Coriolopsis gallica’dan elde edilen lakkazi
aktiflestirilmis agaroz Uzerine immobilize etmisler ve hidroksibenzotriazolle
kullaniminin, rengi giderilen tekstil boyasi cesitliligini ve boyanin rengini

giderme hizini artirmasi Uzerinde galismislardir.

2000 yihinda Lante vd.(70) atik sulardaki farkl fenol turevlerini uzaklastirma
Uzerine yaptiklari c¢alismada adsorpsiyon yontemi ile polietersulfon
membrana Plerotus ostreatus’dan elde edilen lakkazi immobilize etmislerdir.

Siringaldazin substratini kullanarak serbest enzim igin optimum pH 6,3
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immobilize enzim icin ise pH 6,6, optimum sicaklik serbest enzim igin 40°C,
immobilize enzim igin ise 35°C oldugunu belirlemiglerdir. Enzimin baglanma
kapasitesini %40 ve 32°C’da immobilize enzimin serbest enzime gore %18

daha aktif oldugunu bulmuslardir.

2000 yilinda Krastanov(71), Pyricularia oryzae’den elde edilen lakkaz ve
tyrosinazin  mikroperl Uzerine immobilize edilip karisgimlardan fenol

kaldirilmasi tzerine galismigtir.

2000 yihinda Hublik vd.(72) fenolik kirliliklerin gideriimesi Uzerine yaptiklari
calismada eupergit Uzerine Plerotus ostreatus’dan elde edilen lakkazi
kovalent baglanma yontemi ile immobilize etmislerdir. Substrat olarak,
siringaldazin, ABTS, fenol ve DMP substratlarini kullanmiglardir. pH 5,8,
50°C’da 40mM fosfat tamponunda siringaldazin substrati ile lakkazin en
yuksek oksidasyonunu gosterdigini ve immobilize lakkazin 25°C’da 10 gln

boyunca depolandiginda %2 oraninda aktifligini kaybettigini tespit etmislerdir.

2000 yilinda Ruiz vd.(73) Trametes versicolor’dan elde edilen lakkazi, cam,
cam tozu, silikajel ve naylon 66 membranlarina kurutma yoluyla immobilize
ederek dietil eter, etil asetat ve metilen klorit gibi organik ¢oézuculerde
aktifligini ve stabilitesini gelistirmek Uzerine c¢alismiglardir. Organik
cbzucllerde naylon-66 membranina immobilize edilen lakkazin ylksek

aktifliginin engellendigini tespit etmislerdir.

2001 yilinda Freire vd.(49) adsorpsiyon ve kovalent baglanma ydntemi ile
aktiflestirilmis karbon fiber mikro elektrotlar Uzerine Trametes versicolordan
elde edilen lakkazi immobilize etmiglerdir. Substrat olarak katekol kullanmis
ve optimum pH’si 5,0 olarak bulmuslardir. 2 ay boyunca immobilize lakkazin

aktifligini korudugunu tespit etmislerdir.

2001 yilinda Leontievsky vd.(74), Coriolus versicolordan elde edilen lakkazi
Celite R-637 Uzerine gluteraldehit kullanarak kovalent baglama ile immobilize

ederek toksik ve c¢evreye zararli kimyasallardan biri olan 2,4,6-
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trichlorophenol’i  toksik olmayan maddelere dondsturilmesi Uzerine

calismislardir.

2002 yilinda Al-Adhami vd.(75) DEAE-Granocel 500, CM-Granocel ve akrilik
tasiyicilara Ug farkli beyaz ¢urtkg¢ul mantardan (Trametes versicolor, Cerrena
unicolor ve Heterobasidin annosun) elde ettikleri lakkazi kovalent baglanma
ile immobilize etmislerdir. Siringaldazin substrati kullanarak Cerrena
unicolor'dan elde edilen lakkazin optimum pH’si 5,2, DEAE-Granocel Uzerine
immobilize edilmis lakkaz i¢in optimum pH’si 5,0, optimum sicakligi ise
serbest enzim icin 40°C ve immobilize enzim igin 55°C olarak bulmuslardir.
immobilize lakkazin 4°C’da 4 ay depolandiginda aktifliginin =~ %90’ Inini

korudugunu bulmusglardir.

2002 yilinda Yinghui vd.(76) N-hidroksisuksimid ile aktiflestirilmis
karboksillenmis polivinil alkole kovalent baglama ile Panus conchatustan
elde edilen lakkazi, immobilize etmislerdir. immobilizasyon igin optimum
pH’si 3,2 ve sicaklgi 40°C ve immobilize lakkazin 10 kez kullanimda

aktifliginin %60’in1 korudugunu tespit etmiglerdir.

2003 yilinda Zille vd.(77) Trametes villosa'dan elde edilen lakkazi alumina
uzerine immobilize ederek tekstil alaninda kullanilan Reactive Black 5 boya

atiginin giderilmesi Uzerinde ¢alismiglardir

2003 yihinda Zamora vd.(78) cesitli boyar maddelerin renk giderimi Gzerine
yapilan galismada silikali destek materyallerine Trametes versicolor’dan elde
edilen lakkazi kovalent baglama ve adsorpsiyon yontemi ile immobilize

etmiglerdir.

2004 yihnda Quan vd.(51), yaptiklari ¢alismada silan ile modifiye edilmis
platin elektrot Uzerine Corilus hirsutus’dan elde edilen lakkazi kovalent
baglama yontemi ile immobilize etmiglerdir. Baska bir ¢alismalarinda ise
lakkazi camsi karbon elektrot Uzerine kovalent baglayarak immobilize

etmislerdir. Platin elektrot Gzerine immobilize edilmis lakkazin optimum
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sicakhigini 60°C olarak belirlemislerdir. Substrat olarak ABTS, PPD (p-
fenilendiamin) ve PAP (p-aminofenol) kullanildiinda optimum pH’lar

siraslyla 3,5, 6,0 ve 5,0-5,5 olarak bulmuslardir.

2004 yilinda Dodor vd.(79) polisiklik aromatik hidrokarbonlar; piren,
benzopiren, benzoantrasen gibi maddelerin uzaklastirmasi igin yapilan
calismalarinda kaolinit Uzerine Trametes versicolordan elde edilen lakkazi
immobilize etmigler, immobilize enzim ig¢in optimum pH’si 4,5 olarak
belirlemislerdir. Asidik bilesiklerde serbest enzimin aktifliginin  %97’den
fazlasini kaybettigini, immobilize enzimin aktifliginin ise %40’indan fazlasinin
korundugunu ve serbest enziminin optimum sicakliginin 40°C, immobilize
enzimin ise 60°C oldugunu bulmuslardir. 4°C’da 4 ay depolandiginda serbest
enzimin aktifliginin  %90’inin1 korudugunu, immobilize enzimde ise 4°C’da 90
gun depolama sonunda aktifliginde kayip olmadigini bulmuslardir. ABTS
(2.2’-azinobis-3-metilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) kullanildiginda K, degerini
serbest enzim ic¢in 0,262 mM, immobilize enzim igin 0,165 mM olarak

bulmuslardir.

2004 yilinda Quan vd.(80) DenilLite’den elde edilen lakkazin platin elektroda
immobilize edilerek, hastalik sirasinda vicut sivisinda derigimin ylkselmesi
degdisik hastaliklarin gostergesi olan katekolamin ve katekolin amperometrik

olarak belirlenmesi Uzerine galismiglardir.

2004 yihinda Quan vd.(81) aktiflestiriimis platin elektrot UGzerine lakkazi
kovalent baglayip, biyosensor olarak kullanmig ve karakterizasyonunu
incelemiglerdir. Platin ylizeyine immobilize edilmis lakkazin K, sabitini 85uM

olarak bulmuslardir.

2004 yilhinda Kandelbauer vd.(82), Trametes modesta’dan elde edilen lakkaz
enzimin aluminyum oksit topaklarinin Uzerine immobilize edilip tekstil
boyalarinin giderilmesi online olarak spektroskobik takibinin yapilmasi

Uzerine ¢aligmiglardir.
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2005 yilinda Delanoy vd.(83) Trametes versicolordan elde edilen lakkazin
farkli miktarlarda konjugasyonuyla elde edilen konjuge lakkazlarin
aktivitelerine pH ve sicakligin etkisini inceleyip, kinetik parametreleri

belirtmiglerdir.

2005 yilinda Dominguez vd.(84) aljinat kurelerine immobilize edilen Trametes

hirsuda’dan olugan lakkazin boyalarin rengini gidermesini incelemislerdir.

2005 yilinda Solna vd.(85) fenolik bilegikleri belirlemek icin Trametes
hirsuta’dan elde edilmis lakkazin polimer matrikslere immobilize edilerek bir

amperometrik biyosensor olarak kullanimi Gzerinde galismislardir.

2005 yilinda Aroujo vd.(86), beyaz sarapta istenilmeyen fenolik bilesiklerin
giderilmesi igin yaptigi bir calismada adsorpsiyon yontemi ile kitosan Uzerine
Pleureatus ostreatus, Botrysphaeria sp’den elde edilen lakkazi ve Aspergillus
sp’den elde edilen ticari lakkazi immobilize etmisler, ABTS ve DMP olarak iki
substrat  kullanarak enzim  aktifligini arastirmiglardir. 1,0 mg/ml
Botryosphaeria sp’den elde edilen enzimatik lakkaz ve 1 g destek kullanarak

en yuksek aktiflige ulagsmislardir.

2006 yilinda Xiao vd.(87) gutaraldehit gapraz baglayicisi ile amin sonlu
nanokompozitler (Cu TPAc)-Fes Oy, bakir tetraamin ftalosiyanin) Gzerine iki
basamakli tepkime Uzerinden Pcynoporus sanguineus’dan elde edilen
lakkazi immobilize etmislerdir. ilk asamada c¢apraz baglanma kosullari ikinci
asamada ise enzimin nanokompozitlere kovalent baglanmasi kosullari
incelenmigtir. Lakkazin 5 kez art arda kullanimiyla aktifliginin  %80’ini

korudugunu belirtmislerdir.

2006 yilinda Zawisza vd.(88) hidrofilik silika filmlerinde immobilize edilen
lakkazin biyolojik ve fizikokimyasal 0ozelliklerinin serbest lakkazla ayni
oldugunu bulduklart ¢alismada altin elektrotlar Uzerine biriktirilen
terametoksilan’dan olusturulan ince hidrofilik silika jelde mikrokapsulleme

yontemi ile Cerrena unicolordan elde edilen lakkazi immobilize etmiglerdir.
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immobilize enzimin maksimum performans gosterdigi pH araligi 4,2 — 5,2,

sicakhgi araligi ise 40 — 50°C olarak bulundugunu belirtmiglerdir.

2006 yilinda Yang vd.(89) glutaraldehit gapraz baglayici ile suda ¢6zinen
kitosan, kitosan mikrokiireler ve Fe* gecis metali kelatlar (izerine
adsorpsiyon yontemi ile Rhus vernicifera’dan elde edilen lakkazi immobilize
etmiglerdir. Substrat olarak ABTS, hidroksibenzotriazol (HBT), 3-
hidroksiantranilik asit kullanmiglar. Kitosan Uzerinde %56 immobilizasyon,
mikrokureler tizerinde ise %70 immobilizasyon tespit etmislerdir. immobilize
lakkaz i¢in optimum pH’si 8,0, optimum sicaklhigi ise 45°C olarak
bulmuslardir. 4°C’da 3 aylik depolama sonunda kelat Uzerine immobilize
edilmis enzim ve suda ¢6zlinen kitosan Uzerine immobilize edilmis enzimin
aktifliginin %10’'unu kaybettigini, mikro kureler Uzerine immobilize edilen
enzimin ise aktifliginin %15’ini kaybettigini bulmuslardir, ayrica 15
kullanimdan sonra ise suda ¢Ozunebilen kitosan Uzerine immobilize edilmis
enzim aktifliginin %80’ini, kelat Gzerine immobillize edilmis enzimin aktifliginin

ise %85’ini korudugunu bulmuslardir.

2007 yilinda Dominguez vd.(90) aljinat kurelerine immobilize edilen Trametes
versicolor ile degisik indukleyiciler kullanarak lakkaz aktivitesini

incelemiglerdir.

2007 yihinda Xiaoke vd.(91) Trametes versicolordan elde edilen ve
fonksiyonel kaolinite immobilize edilen lakkazin, bilinen en fazla kanserojen

etkiye sahip benzopirenin biyo bozunmasi tzerinde ¢alismiglardir.

2007 yilinda Champagne vd.(92), silika kurelerine immobilize edilen
Trametes versicolordan elde edilen lakkazin bir antrakinon boyasi Reactive

blue 19’un renginin giderilmesi Uzerinde ¢alismislardir.

2007 yihinda Hu vd.(93) adsorpsiyon ve kovalent baglanma yontemi ile
nanopartikiller (hegzagonal mezogobzenekli silika) ve kaolinit Uzerine

Trametes versicolordan elde edilen lakkazi immobilize etmislerdir. Substrat
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olarak ABTS kullanmiglardir. Kaolinit Uzerine kovalent baglanma ile
immobilize edilmis enzimin optimum pH’st 5,5 optimum sicakligi 50°C,
kaolinit ve nanopartikll Uzerine adsorpsiyon yontemiyle immobilize edilen
enzimin ve nanopartikil Gzerine kovalent baglanma ydntemiyle immobilize
edilen enzimin optimum pH’sini 6,0 optimum sicakhigini ise 45°C olarak tespit
etmislerdir. immobilize enzimin 1sil kararlliklarinin serbest enzime gore daha

iyi oldugunu bildirmiglerdir.

2008 yilinda Niladevi vd.(94) Streptomyces psammoticus’dan elde edilen
lakkazin immobilizasyonu ve dolgulu biyoreaktor kullanarak fenol giderme

uygulamalari Uzerinde ¢alismislardir.

2009 yilinda Fang vd.(95) manyetik kitosan nanopartikulleri hazirlayip lakkaz
enzimini gluteraldehitle c¢arpraz badglayip immobilize sartlari, immobilize
enzimin karakterizasyonu ve biyosensor olarak kullanim Uzerinde

calismislardir.
2009 yilinda Vasilyeva vd.(96) Trametes hirsuta’dan elde edilmis lakkazi

immobilize ederek, elektrik iletkenligine sahip polianilin sentezi kullanimi

Uzerinde galigmiglardir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

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

Fluka (Almanya) firmasindan temin edildi.

1-Etil-3-(3-Dimetilaminopropil) Karbodiimit Hidroklorar :
(CeH17N 3.HCI MA:191,7 g/mol) Sigma (Almanya) firmasindan temin edildi.

- CHs,
CH2_CH2_CH2_N\ HCI

CH3_CH2

N-Hidrokisuksinimit : (C4sHsNOs;  MA:115,09 g/mol) Fluka (Almanya)

firmasindan temin edildi.

Polivinilalkol (PVA) : -CoHsO- Merck (Almanya) firmasindan temin edildi.
MA:85 000-124 000 g/mol araliginda ve d= 1,269 g/ml.

OH

CH,—CH

n
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Kalsiyum Klorur: CaCl, MA:110.99 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.

HsC CHs
o} O/
H—oO E:N——N:E| O—H
O,
© N
H3C/ CHs

N-izopropil akrilamit : (CeH1NO, MA:113,16 g/mol) Aldrich (Almanya)

firmasindan temin edildi.
H,C=CH-CO-NH-CH(CHs),

Amonyum persiilfat : (NH4)2S20s , MA:228,19 g/mol) Analar ( ingiltere )

firmasindan temin edildi.

I I

*NH, O —ﬁ—o — 0 — S — O NH/
|
o) o)

Etil alkol (Mutlak) : (CoHs0OH, MA:46,06 g/mol) Riedel-de Haen (Almanya)

firmasindan temin edildi.
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Fosforik asit: (HsPO4, MA:98,0 g/mol) Riedel-de Haen (Almanya)

firmasindan temin edildi.

Sitrik asit : (CeHgO7, 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’-Tetrametiletiiendiamin (TEMED) : (CeHieN2, MA:116,21 g/mol)

Merck (Almanya) firmasindan temin edildi.

CH3;

H3;C
>w
H3C

<

CH3;

I —O0O—T
II—O—-=T

Sodyum aljinat: Sigma (Almanya) firmasindan temin edildi.

. NaOOC_ ¢ o
Na0OC_ o 0 OHO O,
HO
Naooc”~ H
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2.2. Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre : SHIMADZU UV /Vis-1800 Spektrofotometre

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

Calkalamali su banyosu : MEMMERT marka sicaklik kontroll su banyosu

Terazi : Sartorius CP224S

2.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.3.1. Sodyum hidroksit ¢ozeltisi

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

2.3.2. Siringaldazin ¢ozeltisi

0,00360 g siringaldazin mutlak etil alkolde ¢6zilerek hacmi 100 mL'ye

tamamlandi (0,1 mM).

2.3.3. Sitrat tamponu

2,104 g sitrik asit saf suda ¢odzllerek hacmi 250 mL’ye tamamlandi. 2,0 M
sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH 5,3’e ayarlandi (0,04 M, pH: 5,3).

2.3.4. Fosfat tamponu
1,35 mL fosforik asit saf suda ¢ozilerek hacmi 500 mL’ye tamamlandi. 2,0 M
NaOH ile pH 6,5’e ayarlandi.
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2.3.5. Lakkaz ¢ozeltisi

0,0100 g lakkaz enzimi alinarak fosfat tamponu (0,04 M pH: 6,5) ile hacmi
100 mL ye tamamlandi. Hazirlanan enzim ¢o6zeltisinden 1 mL alinarak fosfat
tamponu (0,04 M pH: 6,5) ile hacmi 10 mL’ye tamamlandi (0,01 mg/mL).

2.3.6. 0,3 M Kalsiyum kloriir ¢ozeltisi

11,1 g CaCl; bir miktar saf suda ¢6zuldikten sonra hacmi saf suyla 500 mL’

ye tamamlandi.

2.3.7. 0,03 M Kalsiyum klortir ¢ozeltisi

1,11 g CaCl; bir miktar saf suda ¢6zuldikten sonra hacmi saf suyla 500 mL’

ye tamamlandi.

2.3.8. Sodyum aljinat ¢ozeltisi

0,25 g sodyum aljinat 25 mL saf suda ¢ozuldu ( % 1 w/v ).

2.3.9. N-izopropil akrilamit gézeltisi

0,7 g N-izopropil akrilamit 10 mL saf suda ¢dzuld.

2.3.10. Poli(N-izopropil akrilamit) eldesi ve ¢ozeltisi

0,7 g N-izopropil akrilamit 10 mL saf suda g¢ozilerek Uzerine 10 mg
amonyum persulfat ve 10 damla N,N,N’,N’-tetraetilendiamin (TEMED) ilave
edilip iyice karismasi saglandiktan sonra 10 ml sicak saf suya yavasca
dokulerek kati ¢okelek olusturuldu. Olusan ¢okelek alinarak 25 ml saf suda

¢cozulda.
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2.3.11. Karbodiimit ¢ozeltisi

100 mg karbodiimit 100 mL saf suda ¢dzuldu

2.3.12. N-Hidroksi suiksinimit ¢ozeltisi

100 mg N-Hidroksi suksinimit 100 mL saf suda ¢6zuldi

2.3.13. Karbodiimit ve N-Hidroksi siiksinimit ¢ozeltisi

50 mg karbodimit ve 50 mg N-Hidroksi suksinimit 100 mL saf suda ¢6zuldu

2.4. Siringaldazin Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Siringaldazin kalibrasyon egrisini hazirlamak igin farkli derigsimlerde (0,100
mM, 0,075 mM, 0,050 mM, 0,025 mM) siringaldazin ¢ozeltileri hazirlanip,
tepkime balonuna 9 mL sitrat tamponu (0,04 M, pH: 5,3) ve farkli derigimler
de hazirlanan 1 mL siringaldazin ¢ozeltisi eklendi. Cozeltilere 0,1 mL Lakkaz
enzimi (0,01mg/mL) ilave edilip tepkime balonlari 10 dakika 25°C’daki
¢alkalamali su banyosunda tutulduktan sonra cikariip 12. dakikada UV
gorunur bolge spektrofotometresi (SHIMADZU UV/Vis1800 ) kullanilarak 530
nm dalga boyunda absorbanslari okundu. Siringaldazin derigimlerine karsilik
gelen absorbans degerleri grafige gecirilip kalibrasyon grafigi hazirlandi
(Cizelge 2.1, Sekil 2.1).
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Cizelge 2.1. Siringaldazin derigimi ile absorbansin degisimi

Siringaldazin derigimi Absorbans
(x10° mM) (As30)
0,0 0,000
2,5 0,114
50 0,244
7,5 0,371
10,0 0,472
0,6
0,5 1
g 0.4 A
E )/
3
© 0.3 1
c
=
o 0,2 1
3
<
0,1 1
0 L L L T L]
0 2 4 6 8 10 12

Siringaldazin Derisimi *10° mM

Sekil 2.1. Siringaldazin kalibrasyon egrisi
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2.5. Kovalent Baglanma Yéntemiyle Enzim immobilizasyonu

2.5.1 Karbodiimit kullanarak enzim immobilizasyonu

Sodyum aljinat ( kutlece %1’lik, 0,5 g ) 50 mL saf suda ¢dzuldl ve olusan
¢ozeltiden 10 mL alinarak Gzerine 5 mL PVA ¢ozeltisi eklenip iyice karistirildi.
Daha sonra 0,3 M CaCl, ¢ozeltisine damla damla ilave edildi ( Sekil 2.2). Na-
aljinat, CaCl; ile temas ettiginde sodyum-kalsiyum degdisimi nedeniyle suda
¢ozinmeyen Ca-aljinat polimerik klreleri elde edildi. Yuzey aktiflestirme
islemi karbodiimit ile su sekilde gergeklestirildi. Ca-aljinat polimerik klreleri
karbodiimit ¢ozeltisi (0,5 mM) igine ilave edildikten sonra oda sicakliginda
manyetik karistirici ile 4 saat slreyle karistirilarak bir gece aktiflesme
isleminin tamamlanmasi igin bekletildi. Daha sonra karbodiimit baglanmig
kureler Gzerine enzim ¢ozeltisi (0,05 g lakkaz 20 mL ( 0,04 M pH=6,5 ) fosfat
tamponunda ¢ozllerek hazirlandi) ilave edilerek dort saat sireyle manyetik
karigtirici ile karistirilarak enzim immobilizasyonu gergeklestirildi. Yuzey
Uzerine adsorbe olan enzimler deiyonize su ile yikanarak ortamdan
uzaklastirildi. Daha sonra kullaniimak Uzere 4°C’da saf su iginde bekletildi.
Ayni islemler 5 mL PVA yerine 1 mL P(NIPA) ¢ozeltisi konularak tekrarlandi.

Karboksil grubu tasiyan matriksler karbodiimit kullanilarak aktif hale getirilip
enzimlerin immobilizasyonunda kullanilabilirler. Bu immobilizasyon Sekil 2.3’

de gosterilmigtir.
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Ma-aljinat
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—_— CaCl, Cozeltisi

Sekil 2.2. Ca-aljinat kurelerinin elde edilmesi

0
OH
HO 0
0 —N
0] )
Ca+2
5
0 0 0
) 0 A R—N
0 ' 0
0 =0 Enzim— 0
HO
HO
gO

Sekil 2.3. Polimerik destegin karbodiimit ile aktiflestiriimesi ve polimerik
destege enzim baglanmasi
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2.5.2 Hidroksisuksinimit kullanarak enzim immobilizasyonu

Sodyum aljinat ( kutlece %1’lik, 0,5 g ) 50 mg saf suda ¢dzlldu ve olusan
¢ozeltiden 10 mL alinarak Gzerine 5 mL PVA ¢ozeltisi eklenip iyice karistirildi.
Daha sonra 0,3 M CaCl, ¢ozeltisine damlatilarak ilave edildi ( Sekil 2.2). Na-
aljinat, CaCl; ile temas ettiginde sodyum-kalsiyum degdisimi nedeniyle suda
¢ozinmeyen Ca-aljinat polimerik klreleri elde edildi. Yuzey aktiflestirme
islemi N-hidroksisuksinimit ile su sekilde gergeklestirildi. Ca-aljinat polimerik
kureleri N-hidroksisuksinimit ¢ozeltisi icine ilave edildi ve oda sicakliginda
manyetik karistirici ile 4 saat slreyle karistirilarak bir gece aktiflestirme
isleminin tamamlanmasi igin bekletildi. Daha sonra hidroksistksinimit
baglanmis kureler Uzerine enzim cozeltisi (0,05 g lakkaz 20 mL (0,04 M
pH=6,5) fosfat tamponunda c¢o6zllerek hazirlandi) fosfat tamponunda
cOzulerek hazirlandi) ilave edildikten sonra 4 saat sureyle manyetik karigtirici
ile karigtirlarak enzim immobilizasyonu gergeklestirildi. Yuzey Uzerine
adsorbe olan enzimler deiyonize su ile yikanarak ortamdan uzaklastirildi.
Daha sonra kullaniimak tzere 4°C’da saf su i¢inde bekletildi. Ayni islemler 5
ml PVA vyerine 1 mL P(NIPA) c¢ozeltisi konularak tekrarlandi. Bu

immobilizasyon Sekil 2.4’de gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Polimerik destegin N-hidroksisuksinimit ile aktiflestiriimesi ve
polimerik destege enzim baglanmasi

2.5.3. Karbodiimit ve N-hidroksisiiksinimit kullanarak enzim

immobilizasyonu

Sodyum aljinat ( kutlece %1’lik, 0,5 g ) 50 mg saf suda ¢6zuldl ve olusan
¢ozeltiden 10 mL alinarak Gzerine 5 mL PVA ¢ozeltisi eklenip iyice karistirildi.
Daha sonra 0,3 M CaCl, ¢Ozeltisine damlatilarak ilave edildi ( Sekil 2.2 ). Na-
aljinat, CaCl; ile temas ettiginde sodyum-kalsiyum degisimi nedeniyle suda
¢ozinmeyen Ca-aljinat polimerik kureleri elde edildi. Yuzey aktiflestirme
islemi karbodiimit ve N-hidroksisUksinimit ile su sekilde gergeklestirildi. Ca-
aljinat polimerik kureleri karbodiimit ve N-hidroksisuksinimit (1:1 oraninda)
¢Ozeltisi igine ilave edildi ve oda sicakliginda manyetik karistirici ile 4 saat
sureyle karistirilarak bir gece aktiflestirme isleminin tamamlanmasi igin

bekletildi. Daha sonra karbodiimit ve hidroksistksinimit baglanmis kireler
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Uzerine enzim c¢ozeltisi (0,05 g lakkaz 20 ml (0,04 M pH=6,5) fosfat
tamponunda c¢ozilerek hazirlandi) ilave edildikten sonra doért saat sireyle
manyetik karistirici ile karigtirilarak enzim immobilizasyonu gercgeklestirildi.
YUuzey uzerine adsorbe olan enzimler deiyonize su ile yikanarak ortamdan
uzaklastirildi. Daha sonra kullaniimak Uzere 4°C’da saf su iginde bekletildi.
Ayni iglemler 5 mL PVA yerine 1 mL P(NIPA) c¢ozeltisi konularak tekrarlandi.

Bu immobilizasyon Sekil 2.5’de gosterilmistir.

(I)H
) “ ;
0
b ) 1’10 i
08 V.
hy ¢ 0 o\ i/ \
0 0
0 o | O o | N
0 H
K AW,
0 0 R1 T2 0 0 0 +
|
N=0=] R1—f;l 0 0
0 [
0 ?‘0 frn—y \ O Ry—NH
g - “ |
(—0H
HO OH
0 0 0 “

éS % Q?Z R—A

Sekil 2.5. Polimerik destegin karbodiimit ve N-hidroksistksinimit ile
aktiflestiriimesi ve enzim baglanmasi
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2.6. Aktiflik Tayini

2.6.1. Serbest enzimin aktiflik tayini

Serbest lakkazin aktiflik tayini Leonowicz ve Grzywnowicz tarafindan verilen
yonteme gore yapildi [97]. Aktiflik tayininde 9 mL sitrat tamponu (0,04 M, pH:
5,3) Uzerine 1 mL siringaldazin g¢ozeltisi (0,1 mM) ve 0,1 mL lakkaz ¢dzeltisi
(0,01 mg/mL) eklenerek tepkime basglatildi. Cozelti c¢alkalamali su
banyosunda 25°C’da 10 dakika calkalandi ve 12. dakikada 530 nm de
absorbans degeri odlguldli. Tepkime hizi, Olgllen absorbans degerleri ve
kalibrasyon egrisinin egiminden (AAs30/AC) faydalanarak asagidaki bagintiya

goOre hesaplandi.

AC AAs30 AC
Hz (V)= ——— = X
At At AAs3o
AC 1
AA530 eg im

Bu esitlikte AC, mM olarak siringaldazin derigsimindeki, AAszy (Ao-At)
absorbanstaki, At zamandaki degisimi gosterir. Butun aktiflik tayinlerinde

deneyler iki kere yapildi ve dlgimler iki kere okundu ve ortalamalari alindi.
2.6.2. immobilize enzimin aktiflik tayini

immobilize lakkazin aktiflik tayini icin karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj,
hidroksisUksinimitle aktiflestirilmis PVA-CaAlj, karbodiimit ve
hidroksisUksinimitle aktiflestirimis PVA-CaAlj, karbodiimitle aktiflestiriimis

P(NIPA)-CaAlj, hidroksisiiksinimitle aktiflestirimis P(NiIPA)-CaAlj, karbodiimit
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ve hidroksisiksinimitle aktiflestiriimis P(NIPA)-CaAlj polimer kireciklerinin
Uzerine immobilize edilmis lakkaz enzimi hazirlanarak Uzerine 9 mL sitrat
tamponu (0,04 M, pH: 5,3), 1 mL siringaldazin ¢ozeltisi (0,1 mM) eklendi.
Karisim calkalamali su banyosunda 25°C’da 10 dakika calkalandi ve 12.
dakikada absorbans degerleri dlgildii. Olglilen absorbans degerlerinden

aktiflikler Bolum 2.6.1° de anlatildigi gibi hesaplandi.

2.7. Enzim Aktifligine pH Etkisi

2.7.1. Serbest enzim aktifligine pH etkisi

Serbest lakkazin aktifligine pH’nin etkisini belirleyebilmek amaciyla farkli pH’
larda (3,0; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5, 8,0) fosfat tamponlari
hazirlandi. Her bir pH’da aktiflik Bolum 2.6.1’ de anlatilan yonteme gore tayin
edildi. Tepkime slresince, sicaklik (25°C) ve siringaldazin baslangi¢ derisimi
(0,1 mM) sabit tutuldu.

2.7.2. immobilize enzim aktifligine pH etkisi

immobilize lakkazin aktifliine pHnin etkisini incelemek amaci ile
karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj, hidroksistksinimitle aktiflestiriimis
PVA-CaAlj, karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestirimis PVA-CaAlj,
karbodiimitle aktiflestiriimis P(NiPA)-CaAlj, hidroksistksinimitle aktiflestiriimis
P(NiPA)-CaAlj, karbodiimit ve hidroksistiksinimitle aktiflestirimis P(NiPA)-
CaAlj polimer kurecikleri Gzerine immobilize edilmis lakkaz enzimi ve farkli
pH’larda (3,0; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0) fosfat tamponlari
hazirlanarak, her bir pH’'da aktiflik tayini Bolum 2.6.2°de anlatilan yonteme
gore yapildi. Tepkime suresince, sicaklik (25°C) ve siringaldazin derisimi
(0,1 mM) sabit tutuldu.
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2.8. Enzim Aktifligine Sicakligin Etkisi

2.8.1. Serbest enzimin aktifligine sicakhgin etkisi

Serbest lakkazin aktifligine sicakligin etkisi farkh sicakliklarda ( 25°C, 30°C,
35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C) arastirildi. Her bir sicaklik igin aktiflik
tayini Bolim 2.6.1° de anlatilan ydnteme gore yapildi. Tepkime suresince, pH

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

2.8.2. immobilize enzimin aktifligine sicakhigin etkisi

immobilize lakkazin aktifligine sicakhigin etkisini incelemek amaci ile
karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj, hidroksistksinimitle aktiflestiriimis
PVA-CaAlj, karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestirimis PVA-CaAlj,
karbodiimitle aktiflestiriimis P(NiIPA)-CaAlj, hidroksisiiksinimitle aktiflestiriimis
P(NiPA)-CaAlj, karbodiimit ve hidroksistiksinimitle aktiflestirimis P(NiPA)-
CaAlj polimer kurecikleri Uzerlerine immobilize edilmis lakkaz enzimi
hazirlanarak farkh sicakliklarda ( 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C,
60°C ) aktiflik tayini Bolum 2.6.2'de anlatilan yonteme gore yapildi.
‘1Tepkime suresince, pH (5,3) ve siringaldazin derisimi (0,1 mM) sabit
tutuldu.

2.9. Enzim Aktifligine Substrat Derigiminin Etkisi

2.9.1. Serbest enzimin aktifligine substrat derigiminin etkisi

Serbest lakkazin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek igin 4 farkh
derisimde (0,025 mM, 0,050 mM, 0,075 mM, ve 0,100 mM) siringaldazin

cOzeltileri hazirlanarak, enzim aktiflik tayini Bolum 2.6.1.’de anlatilan yonteme
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gore yapildi. Tepkime suresince pH (5,3), lakkaz derisimi (0,01 mg/mL) ve
sicaklik (25°C) sabit tutuldu.

2.9.2. immobilize enzim aktifligine substrat derigiminin etkisi

immobilize lakkazin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek igin
karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj, hidroksistksinimitle aktiflestiriimis
PVA-CaAlj, karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestirimis PVA-CaAlj,
karbodiimitle aktiflestiriimis P(NiIPA)-CaAlj, hidroksisiiksinimitle aktiflestiriimis
P(NiPA)-CaAlj, karbodiimit ve hidroksistiksinimitle aktiflestirimis P(NiPA)-
CaAlj polimer kureciklerinin Uzerine immobilize edilmis lakkaz enzimi ve 4
farkli derigsimde (0,025 mM, 0,050 mM, 0,075 mM, 0,100 mM) siringaldazin
cOzeltisi hazirlanarak, enzim aktiflik tayini Bolum 2.6.2° de anlatilan yonteme

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

2.10. Enzim Aktifligine Depolanma Suresinin Etkisi

2.10.1. Serbest enzim aktifligine depolama suresinin etkisi

Serbest lakkazin aktifligine depolama suresinin etkisini incelemek icin 0,04
M, pH 6,5 fosfat tamponunda, 0,01 mg/mL derisiminde enzim g¢ozeltisi
hazirlandi. Bu ¢dzelti buzdolabinda 4°C’da saklandi ve bu ¢dzeltiden belirli
araliklarla 0,1 mL Ornek alinarak Bolum 2.6.1.’de anlatilan yonteme gore
aktiflik tayini yapildi. Tepkime suresince, pH (5,3), siringaldazin derigimi (0,1
mM) ve sicaklik (25°C) sabit tutuldu.

2.10.2. immobilize enzim aktifligine depolama siiresinin etkisi
immobilize lakkazin aktiflijine depolama slresinin etkisini incelemek

amaciyla hazirlanan karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj,
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hidroksisUksinimitle aktiflestirilmis PVA-CaAlj, karbodiimit ve
hidroksisUksinimitle aktiflestirimis PVA-CaAlj, karbodiimitle aktiflestiriimis
P(NIPA)-CaAlj, hidroksisiiksinimitle aktiflestirimis P(NiPA)-CaAlj, karbodiimit
ve hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis P(NIPA)-CaAlj polimer kireciklerinin
Uzerine immobilize edilmis lakkaz enzimi buzdolabinda 4°C’da saklandi. Bu
hidrojellerden belirli araliklarla 6rnek alinarak Bolum 2.6.2.de anlatilan
yonteme gore aktiflik tayini yapildi. Tepkime suresince, pH (5,3), siringaldazin
derigimi (0,1 mM) ve sicaklik (25°C) sabit tutuldu.

2.11. immobilize Enzim Aktifliginin Kullanim Sayisi ile Degisimi

immobilize lakkazin tekrar kullanilabilirligini incelemek igin 1 giinde 5 kez
tekrar kullanildi. Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj, hidroksistksinimitle
aktiflestiriimis PVA-CaAlj, karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestirilmis
PVA-CaAlj, karbodiimitle aktiflestirimis P(NIPA)-CaAlj, hidroksisiksinimitle
aktiflestirilmis P(NiPA)-CaAlj, karbodiimit  ve hidroksistksinimitle
aktiflestiriimis P(NiPA)-CaAlj polimer kireciklerinin (izerine immobilize edilmis
lakkazin Bolim 2.6.2'de anlatilan ydnteme gore aktiflik tayini yapildi.
Tepkime suresince, pH (5,3), siringaldazin derigimi (0,1 mM) ve sicaklik
(25°C) sabit tutuldu.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1. Serbest Enzim Aktifligine pH’nin Etkisi

Serbest lakkaz aktifligine pH’nin etkisini incelemek amaciyla gesitli pH’larda
Bolim 2.7.1’de anlatildigi gibi deneyler yapildi. Elde edilen absorbans
degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 3.1'de verildi. Serbest lakkaz enzimi
icin optimum pH 5,0 olarak bulundu ve maksimum aktifligin pH ile degisimi

Sekil 3.1’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Serbest lakkaz enzimi aktifligine pH’nin etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum
pH (As30) (x10* mM.dak™) Aktiflik (%)
3,0 0,001 0,02 0,15
4,0 0,122 2,12 18,54
4,5 0,452 7,84 68,69
5,0 0,658 11,41 100,00
5,5 0,598 10,37 90,88
6,0 0,423 7,34 64,29
6,5 0,381 6,61 57,90
7,0 0,215 3,73 32,67
7,5 0,094 1,63 14,29
8,0 0,057 0,98 8,66
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Sekil 3.1. Serbest lakkaz enziminin maksimum aktifliginin pH ile degisimi

Literatirde siringaldazin substrati kullanarak Trametes versicolor igin
optimum pH 5, Cerrena unicolor’dan elde edilen lakkaz igin optimum pH 5,2
olarak bulunmustur (75,84).

3.2. immobilize Enzim Aktifligine pH’nin Etkisi

3.2.1. Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kiirelerine

immobilize edilen lakkaz aktifligine pH’nin etkisi

Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojeline immobilize edilen lakkaz
enziminin aktifligine pH'nin etkisini incelemek amaciyla Bolim 2.7.2'de
anlatildigi gibi deneyler yapildi. Elde edilen absorbans dedisimleri ve aktiflik
degerleri Cizelge 3.2’de verildi. Karbodiimitle aktiflestiriimis (PVA-CaAlj)
hidrojeline immobilize edilen lakkaz enzimi icin optimum pH 6,0 olarak

bulundu ve maksimum aktifliginin pH ile degisimi Sekil 3.2°de gosterildi.
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Cizelge 3.2. Karbodiimitle aktiflestiriimis (PVA-CaAlj) hidrojel kurelerde
immobilize edilen lakkaz enzimi aktifligine pH’nin etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum
pH (As30) (x10™* mM.dak™) Aktiflik (%)
3,0 0,015 0,26 1,71
4,0 0,353 6,12 40,34
4,5 0,655 9,63 63,42
5,0 0,800 12,14 79,99
5,5 0,835 14,14 93,13
6,0 0,875 15,18 100,00
6,5 0,593 10,28 67,76
7,0 0,062 1,94 12,80
7,5 0,014 0,24 1,60
8,0 0,003 0,05 0,34
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Sekil 3.2. Karbodiimitle aktiflestirimis PVA-CaAlj hidrojel kurelerine
immobilize edilen lakkaz enziminin maksimum aktifliginin pH
ile degisimi

3.2.2. Hidroksisuksinimitle aktiflestirilmis PVA-CaAlj hidrojeli kiirelerine

immobilize edilen lakkaz aktifligine pH’nin etkisi

Hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis (PVA-CaAlj) hidrojeline immobilize lakkaz
enzimi aktifligine pH’nin etkisini incelemek amaciyla Bolim 2.7.2'de
anlatildigi gibi deneyler yapildi. Elde edilen absorbans dedisimleri ve aktiflik
degerleri Cizelge 3.3'de verildi. Hidroksistksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj
hidrojeline immobilize edilen lakkaz enzimi igin optimum pH 6 olarak bulundu

ve maksimum aktifliginin pH ile degisimi Sekil 3.3'de gosterildi.
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Cizelge 3.3. Hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kurelerine
immobilize edilen lakkaz enzimi aktifligine pH’nin etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum
pH (As30) (x10™* mM.dak™) Aktiflik (%)
3,0 0,001 0,02 0,10
4,0 0,330 5,72 33,07
4,5 0,445 9,05 52,31
50 0,822 13,91 80,37
5,5 0,969 16,81 97,11
6,0 0,997 17,31 100,00
6,5 0,971 16,32 94,30
7,0 0,355 6.16 35,58
7,5 0,031 0,54 3,11
8,0 0,001 0,02 0,10
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Sekil 3.3. Hidroksistksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kurelerine
immobilize edilen lakkaz enziminin maksimum aktifliginin pH ile
degisimi
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3.2.3. Karbodiimit ve hidroksisiiksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj

hidrojeline immobilize edilen lakkaz aktifligine pH’nin etkisi

Karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflegtiriimis PVA-CaAlj hidrojeline
immobilize edilen lakkaz enzimi aktifligine pH’nin etkisini incelemek amaciyla
Bolim 2.7.2'de anlatildigi gibi deneyler yapildi. Elde edilen absorbans
degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 3.4’de verildi. Karbodiimit ve
hidroksisUksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojeline immobilize edilen
lakkaz enzimi i¢in optimum pH 6 olarak bulundu ve maksimum aktifliginin pH

ile degisimi Sekil 3.4’de gosterildi.

Cizelge 3.4. Karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj
hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine pH'nin

etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum
pH (As30) (x10™* mM.dak™) |  Aktiflik (%)
3,0 0,001 0,02 0,16
4,0 0,074 1,28 11,60
4,5 0,286 4,27 38,55
5,0 0,507 7,06 63,78
5,5 0, 556 9,64 87,12
6,0 0, 638 11,07 100,00
6,5 0,357 6,19 55,94
7,0 0,125 2,17 19,59
7,5 0,014 0,24 219
8,0 0,002 0,03 0,31
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Sekil 3.4. Karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj
hidrojel karelerine immobilize lakkazin maksimum aktifliginin pH
ile degisimi

3.2.4. Karbodiimitle aktiflestiriimis PNiPA-CaAlj hidrojel kiirelerine

immobilize lakkaz aktifligine pH’nin etkisi

Karbodiimitle aktiflestiriimis P(NIPA)-CaAlj hidrojeline immobilize edilen
lakkaz enzimi aktifliine pH'nin etkisini incelemek amaciyla Bolum 2.7.2°de
anlatildigi gibi deneyler yapildi, elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik
degerleri Cizelge 3.5°de verildi. Karbodiimit ve hidroksistksinimitle
aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojeline immobilize edilen lakkaz enzimi igin
optimum pH 6 olarak bulundu ve maksimum aktifliginin pH ile degisimi Sekil
3.5'de gosterildi.
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Cizelge 3.5. Karbodiimitle aktiflestiriimis P(NiPA)-CaAlj hidrojel kiirelerine
immobilize edilen lakkazin aktifligine pH’nin etkisi

Absorbans Aktiflik Maksimum
pH (As30) (x10* mM.dak™) Aktiflik (%)
3,0 0,004 0,07 1,13
4,0 0,016 0,28 4,53
4,5 0,057 0,99 16,16
5,0 0,242 2,64 43,08
5,5 0,262 4,54 74,26
6,0 0,353 6,12 100,00
6,5 0,131 2,79 45,63
7,0 0,049 0,85 13,89
7,5 0,009 0,16 2,55
8,0 0,002 0,03 0,57
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Sekil 3.5. Karbodiimitle aktiflestirimis P(NIPA)-CaAlj hidrojel kirelerine
immobilize edilen lakkazin maksimum aktifliginin pH ile degisimi

3.2.5. Hidroksisiiksinimitle aktiflestiriimis P(NiPA)-CaAlj hidrojeline

immobilize edilen lakkaz aktifligine pH’nin etkisi.

Hidroksisuksinimitle aktiflestirimis P(NIPA)-CaAlj hidrojeline immobilize
edilen lakkaz enzimi aktifligine pH'nin etkisini incelemek amaciyla Bolum
2.7.2’de anlatildid1 gibi deneyler yapildi. Elde edilen absorbans degisimleri ve
aktiflik degerleri Cizelge 3.6’da verildi. HidroksisUksinimitle aktiflestiriimis
P(NIPA)-CaAl;j hidrojeline immobilize edilen lakkaz enzimi igin optimum pH 6
olarak bulundu ve maksimum aktifliginin pH ile dedisimi Sekil 3.6'da

gOsterildi.
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Cizelge 3.6. Hidroksisiiksinimitle aktiflestirimis P(NIPA)-CaAlj hidrojel
kirelerine immobilize edilen lakkazin maksimum aktifliginin

pH ile degisimi

Absorbans Aktiflik Maksimum
pH (As30) (x10™* mM.dak™) Aktiflik (%)
3,0 0,004 0,07 0,50
4,0 0,050 0,87 6,26
4,5 0,135 2,34 16,89
5,0 0,582 7,48 53,94
5,5 0,675 11,71 84,48
6,0 0,799 13,86 100,00
6,5 0,472 8,19 59,07
7,0 0,024 1,60 11,51
7,5 0,010 0,17 1,25
8,0 0,001 0,02 0,12
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Sekil 3.6. Hidroksisiksinimitle aktiflestiriimis P(NiPA)-CaAlj hidrojel
kurelerine immobilize edilen lakkazin maksimum aktifliginin pH
ile degisimi

3.2.6 Karbodiimit ve hidroksisiiksinimitle aktiflestiriimis P(NiPA)-CaAlj
hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkaz aktifligine pH’nin

etkisi.

Karbodiimit ve hidroksisiksinimitle aktiflestiriimis P(NIPA)-CaAlj hidrojeline
immobilize edilen lakkaz enzimi aktifligine pH’nin etkisini incelemek amaciyla
Bolim 2.7.2'de anlatildigi gibi deneyler yapildi. Elde edilen absorbans
degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 3.7°de verildi. Karbodiimit ve
hidroksisiiksinimitle aktiflestirimis P(NiPA)-CaAlj hidrojeline immobilize
edilen lakkaz enzimi icin optimum pH 6 olarak bulundu ve maksimum

aktifliginin pH ile degisimi Sekil 3.7°de gosterildi.
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Cizelge 3.7. Karbodiimit ve hidroksistiksinimitle aktiflestiriimis P(NiPA)-CaAlj
hidrojel kurelerine  immobilize edilen lakkazin maksimum
aktifliginin pH ile degigimi

Absorbans Aktiflik Maksimum
pH (As30) (x10™* mM.dak™) Aktiflik (%)
3,0 0,001 0,02 0,17
4,0 0,035 0,06 5,96
4,5 0,212 2,65 26,07
5,0 0,434 5,29 51,97
5,5 0,449 7,79 76,51
6,0 0,587 10,18 100,00
6,5 0,234 6,19 60,83
7,0 0,127 2,2 21,64
7,5 0,011 0,19 1,87
8,0 0,001 0,02 0,17
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Sekil 3.7. Karbodiimit ve hidroksistiksinimitle aktiflestiriimis P(NiPA)-CaAlj
hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin maksimum
aktifliginin pH ile degigimi
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Literatirde, Adsorpsiyon ve kovalent baglanma yontemi ile karbon fiber mikro
elektrotlar Uzerine immobilize edilen lakkazin optimum pH’si 5,0 olarak
verilmigtir [49]. Gdzenekli cam boncuklar Uzerine adsorpsiyon yontemi ile
immobilize edilen lakkaz igin optimum pH’si 5,7 oldugu bulunmustur (66).
Polimer matrislere immobilize edilen Trametes hirsuta’dan elde edilmis
Lakkaz igin optimum pH 6 olarak bulunmustur (85). Adsorpsiyon ve kovalent
baglanma yontemi ile nanopartikiller (hegzagonal mezogdzenekli silika ) ve
kaolinit Uzerine Trametes versicolordan elde edilen lakkazi immobilize
etmislerdir. Substrat olarak ABTS’nin kullanildigi ¢alismada, Kaolinit Gzerine
kovalent baglanma ile immobilize edilmis enzimin optimum pH’si 5,5 kaolinit
ve nanopartikul Uzerine adsorpsiyon yontemiyle immobilize edilen enzimin ve
nanopartikil Gzerine kovalent baglanma ydntemiyle immobilize edilen
enzimin optimum pHnin 6,0 olarak bildirmislerdir (93). Dopamin igin
hazirlanan Mcllvaine tamponunda platin elektroda immobilize edilen lakkaz
icin optimum pH’nin 6,0 oldugu belirlenmistir (80). Calismamizda bulunan

sonuglar ile literatirdeki sonuglar uyumludur.

3.3. Serbest Enzim Aktifligine Sicakligin Etkisi

Serbest enzimin aktifliginin Gzerine pH’nin etkisini incelemek amaciyla Bolim
2.8.1°de anlatildigi gibi deneyler yapildi, elde edilen absorbans degisimleri ve
aktiflik degerleri Cizelge 3.8'de verildi ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile

degisimi Sekil 3.8'de gosterildi.

Serbest enzim icin optimum sicaklik 40°C bulundu. 40°C’un altindaki ve
ustindeki sicakliklarda enzim aktifliginde azalmalar goézlendi. Enzimatik
tepkimelerde de tepkime hizi sicaklikla artar. Ancak ylksek sicakliklarda

enzim yapisinda meydana gelen denatirasyon nedeni ile enzim aktifligi
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duser (98). Sicaklik arttikgca dnce enzim molekulinin tersiyer yapisi, sonra
sekonder yapisi (alfa sarmal yapisi) bozulur ve enzimin aktif merkezi

etkilenerek enzim aktifligini yitirir (99).

Cizelge 3.8. Serbest enzim aktifligine sicakhgin etkisi

Sicaklik Absorbans Aktiflik Maksimum
(°C) (As30) (x10* mM.dak™) | Aktiflik (%)
25 0,405 7,03 74,42
30 0,465 8,07 85,44
35 0,519 9 95,36
40 0,544 9,44 100,00
45 0,502 8,71 92,24
50 0,465 8,07 85,44
55 0,395 6,85 72,58
60 0,294 5,1 54,02
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Sekil 3.8. Serbest enzimin maksimum aktifliginin sicaklik ile degisimi
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Literatirde Cerena unicolordan elde edilen lakkazin optimum sicakhgi 40°C
bulunmustur (75). Trametes versicolordan elde edilen lakkazin optimum
sicakiligi 40°C bulunmustur (79)

3.4. immobilize Lakkaz Aktifligine Sicakligin Etkisi

3.4.1. Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kiirelerine

immobilize edilen lakkazin aktifligine sicakhigin etkisi

Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kurelerine immobilize edilen
lakkazin  aktifligine sicakhgin etkisini incelemek ig¢in Bolim 2.8.2°de
anlatildigi gibi deneyler yapildi. Elde edilen absorbans dedisimleri ve aktiflik
degerleri Cizelge 3.9'da verildi. Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj
hidrojel kirelerine immobilize edilen lakkaz icin optimum sicaklik 45°C olarak

bulundu ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile degisimi Sekil 3.9°da gdsterildi.

Cizelge 3.9. Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kurelerine
immobilize edilen lakkazin aktifligine sicakhigin etkisi

Sicaklik Absorbans Aktiflik Maksimum
(°C) (As30) (x10* mM.dak™) Aktiflik (%)
25 0,671 11,64 80,38
30 0,713 12,37 85,41
35 0,742 12,87 88,88
40 0,768 13,32 92,00
45 0,835 14,48 100,00
50 0,686 11,9 82,18
55 0,558 9,68 66,84
60 0,502 8,71 60,13
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Sekil 3.9. Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel Kurelerine
immobilize edilen lakkazin aktifliginin sicaklik ile degisimi

3.4.2. Hidroksisiiksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kiirelerine

immobilize edilen lakkazin aktifligine sicakhigin etkisi

Hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kirelerine immobilize
edilen lakkazin aktifligine sicakligin etkisini incelemek icin Bolum 2.8.2’de
anlatildigi gibi deneyler yapildi. Elde edilen absorbans dedisimleri ve aktiflik
degerleri Cizelge 3.10’da verildi. Hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-
CaAlj hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkaz igin optimum sicaklik 45°C
olarak bulundu ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile degisimi Sekil 3.10’da

gOsterildi.
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Cizelge 3.10. HidroksisUksinimitle aktiflestirimis PVA-CaAlj hidrojel
kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine sicakligin

etkisi

Sicaklik Absorbans Aktiflik Maksimum
(°C) (As30) (x10* mM.dak™) Aktiflik (%)
25 0,256 4,44 31,18
30 0,363 6,29 44,21
35 0,410 7,11 49,93
40 0,660 11,45 80,39
45 0,821 14,24 100,00
50 0,704 12,21 85,75
55 0,499 8,65 60,78
60 0,274 4,75 33,37

59



110 -

100 -

90 -

80 1

70 -

60 A

50 A

Maksimum Aktiflik (%)

40 1

30 ]
20 30 40 50 60 70

Sicaklik (°C)

Sekil 3.10. Hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kirelerine
immobilize edilen lakkazin maksimum aktifliginin sicaklik ile
degisimi

3.4.3. Karbodiimit ve hidroksisiuiksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj
hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine sicakligin

etkisi

Karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis  PVA-CaAlj hidrojeline
immobilize edilen lakkazin aktifligine sicakhgdin etkisini incelemek icin Bolim
2.8.2’de anlatildigi gibi deneyler yapildi. Elde edilen absorbans degisimleri ve
aktiflik degerleri Cizelge 3.11’de verildi. Karbodiimit ve hidroksistksinimitle
aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojeline immobilize edilen lakkaz i¢in optimum
sicaklik 45°C olarak bulundu ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile degisimi
Sekil 3.11’de gosterildi.
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Cizelge 3.11. Karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj
hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine
sicakhgin etkisi

Sicaklik Absorbans Aktiflik Maksimum
(°C) (As30) (x10™* mM.dak™) Aktiflik (%)
25 0,227 3,94 44 34
30 0,395 6,85 45,05
35 0,457 7,93 52,12
40 0,685 11,88 78,12
45 0,877 15,21 100,00
50 0,747 12,96 85,19
55 0,513 8,90 58,51
60 0,291 5,05 33,19
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Sekil 3.11. Karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis (PVA-CaAl))
hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin maksimum
aktifliginin sicaklik ile degisimi
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3.4.4. Karbodiimitle aktiflestirilmis P(NiPA)-CaAlj hidrojel kiirelerine

immobilize edilen lakkazin aktifligine sicakhigin etkisi

Karbodiimitle aktiflestirilmis P(NIPA)-CaAlj hidrojel kiirelerine immobilize
edilen lakkazin aktifligine sicakligin etkisini incelemek icin Bolum 2.8.2’de
anlatildigi gibi deneyler yapildi. Elde edilen absorbans degisimleri ve aktiflik
degerleri Cizelge 3.12'de verildi. Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj
hidrojel kirelerine immobilize edilen lakkaz i¢in optimum sicaklik 45°C olarak
bulundu ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile degisimi Sekil 3.12°de

gOsterildi.

Cizelge 3.12. Karbodiimitle aktiflestirimis P(NIPA)-CaAlj hidrojel kirelerine
immobilize edilen lakkazin aktifligine sicakhgin etkisi

Sicaklik Absorbans Aktiflik Maksimum
(°C) (As30) (x10™* mM.dak™) Aktiflik (%)
25 0,282 4,89 55,09
30 0,317 5,50 61,92
35 0,386 6,70 75,40
40 0,482 8,36 94,15
45 0,512 8,88 100,00
50 0,387 6,71 75,59
55 0,322 4,89 55,08
60 0,259 4,49 50,59
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Sekil 3.12. Karbodiimitle aktiflestirimis P(NIPA)-CaAlj hidrojel kirelerine
immobilize edilen lakkazin aktifliginin sicaklik ile degisimi

3.4.5. Hidroksisiiksinimitle aktiflestirilmis P(NiPA)-CaAlj hidrojel
kiirelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine sicakligin

etkisi

Hidroksisuiksinimitle  aktiflestirimis  P(NIPA)-CaAlj hidrojel  kirelerine
immobilize edilen lakkazin aktifligine sicakhdin etkisini incelemek igin Bolum
2.8.2’de anlatildigi gibi deneyler yapildi. Elde edilen absorbans degisimleri ve
aktiflik degerleri Cizelge 3.13’de verildi. Hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis
P(NIPA)-CaAlj hidrojel kirelerine immobilize edilen lakkaz igin optimum
sicaklik 45°C olarak bulundu ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile degisimi
Sekil 3.13'de gosterildi.
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Cizelge 3.13. Hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis P(NIPA)-CaAlj hidrojel
kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine sicakligin

etkisi
Sicaklik Absorbans Aktiflik Maksimum
(°C) (As30) (x10™* mM.dak™) Aktiflik (%)
25 0,312 5,41 60,67
30 0,356 6,18 69,23
35 0,416 7,22 80,89
40 0,471 8,17 91,59
45 0,514 8,92 100,00
50 0,394 6,83 76,62
55 0,337 5,85 65,54
60 0,240 4.16 46,67
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Sekil 3.13. Hidroksisiksinimitle aktiflestiriimis P(NiPA)-CaAlj hidrojel
kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifliginin sicaklik ile
degisimi
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3.4.6. Karbodiimit ve hidroksisiiksinimitle aktiflestirilmis P(NiPA)-CaAlj
hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine

sicakligin etkisi

Karbodiimit ve hidroksisiksinimitle aktiflestirimis P(NiPA)-CaAlj hidrojel
kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine sicakligin etkisini incelemek
icin Bolum 2.8.2’de anlatildigi gibi deneyler yapildi. Elde edilen absorbans
degisimleri ve aktiflik degerleri Cizelge 3.14’de verildi. HidroksisUksinimitle
aktiflestiriimis P(NIPA)-CaAlj hidrojel kiirelerine immobilize edilen lakkaz igin
optimum sicaklik 45°C olarak bulundu ve maksimum aktifliklerin sicaklik ile

degisimi Sekil 3.14’de gosterildi.

Cizelge 3.14. Karbodiimit ve hidroksisiiksinimitle aktiflestiriimis P(NIPA)-
CaAlj hidrojel klrelerine immobilize edilen lakkazin
aktifligine sicakhigin etkisi

Sicaklik Absorbans Aktiflik Maksimum
(°C) (As30) (x10™* mM.dak™) Aktiflik (%)
25 0,587 10,18 74,71
30 0,632 10,96 80,43
35 0,687 11,92 87,43
40 0,724 12,56 92,14
45 0,786 13,63 100,00
50 0,713 12,37 90,74
55 0,561 9,73 71,39
60 0,329 5,71 41,87
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Sekil 3.14. Karbodiimit ve hidroksisiksinimitle aktiflestirilmis P(NiPA)-CaAlj
hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifliginin sicaklik
ile degisimi

Literatirde, Magnetik kitosan nano partikuller Gzerine gluteraldehitle ¢garpraz
baglanan lakkazin (yapilan galismada) optimum sicakligi ise 45°C olarak
belirlenmistir [95]. Hidrofilik silika filmlerinde immobilize edilen Cerrena
unicolor dan elde edilen lakkazin maksimum performans gosterdigi sicakhgi
araligi ise 40 — 50°C (88). Lakkazin glutaraldehit gapraz baglayici ile suda
¢ozlinebilen kitosan, kitosan mikrokiireler ve Fe*® gecis metali kelatlari
Uzerine adsorpsiyon yontemi ile immobilize edilmis ve optimum sicakhgi ise
45°C olarak tespit edilmigtir (89).

Trametes versicolor'dan elde edilen lakkazin ve nanopartikil Uzerine
adsorpsiyon yontemiyle immobilize edilen enzimin ve nanopartikil Uzerine
kovalent baglanma ydntemiyle immobilize edilen enzimin optimum sicakligi

45°C, kaolinit Uzerine kovalent baglanma yontemi ile immobilize edilen

lakkazin optimum sicakligi 50°C olarak belirlenmigstir (93). Eupergit Uzerine
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kovalent baglanma yontemi ile immobilize edilen lakkazin optimum sicakhgi
50°C olarak bulunmustur (72).

3.5. Serbest Enzim Aktifligine Substrat Derigiminin Etkisi

Enzim — substrat tepkimesi asagida verildigi gibi gosterilir

k4 ks
E+S ——» ES ——» E+U
k2

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

belirtir. Enzim tepkime hizi Michaelis — Menten Esitligi ile verilir.

Vmak X S
Vo =
Bu mekanizmaya gore Michaelis-Menten sabiti asagida verilmistir.
ko + k3
Kmn =
K1

Vo: Baslangig hizi
Vmak: Maksimum hiz
Km: Michaelis-Menten sabiti

S: Substrat derisimi

Michaelis-Menten Esitliginin dizenlenmesi ile Lineweaver-Burk Esitligi elde

edilir;
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V Vmak S Vmak

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

x-kaymasindan K, hesaplanir.

Serbest lakkazin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek igin 4 farkli
derisimde (0,100-0,025 mM) siringaldazin ¢ozeltileri hazirlanarak, enzim
aktiflik tayini BOlum 2.6.1’de anlatilan yonteme gore yapildi. Tepkime suresi
(12 dakika), pH (5,3), lakkaz derisimi (0,01 mg/mL) ve sicaklik (25°C) sabit
tutuldu. Cizelge 3.15'de verilen 1/S ve 1/V degerlerinin grafige gecirilmesi ile
serbest enzim icin Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 3.15). Serbest
enzimin K, degeri 16,98x10° mM ve Vna degeri 2,085 x10° mM.dak™

olarak bulundu.

Cizelge 3.15. Serbest enzim aktifligine substrat derisiminin etkisi

S 1/S Absorbans Aktiflik (V) 1V
(x10° mM) | (x10°mM™) (Asz0) | (x10* mM.dak™) | (x10° dak.mM™)

10 1,0 0,438 7,60 1,316
7,5 1,3 0,372 6,45 1,549
5 2,0 0,275 4,77 2,096
2,5 4,0 0,154 2,67 3,743
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Sekil 3.15. Serbest enzim icin Lineweaver-Burk grafigi

Lentinula edodes’ten elde edilmis serbest lakkazin K., degeri 70 uM ve
Cerrena unicolordan elde edilen lakkaz i¢in Ky, 77 uM olarak bulunmustur
(67,68). Panus conchatus’tan elde edilen lakkazin Ky, ve Vmak degerleri sirasi
ile 37 uM ve 5,9 mM.dak™ olarak bulunmustur (76).

3.6. immobilize Lakkaz Aktifligine Substrat Derigsiminin Etkisi

3.6.1. Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-NaAlj hidrojel kirelerine
immobilize edilen lakkazin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-NaAlj hidrojel kdrelerine immobilize edilen

lakkazin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek icin Bolum 2.9.1’de

anlatildigi gibi deneyler yapildi. Tepkime suresi (12 dakika), pH (5,3), lakkaz
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derigimi (0,01 mg/mL) ve sicaklik (25°C) sabit tutuldu. Cizelge 3.16’da verilen
1/S ve 1/V degerlerinin grafige gecirilmesi ile karbodiimitle aktiflestiriimis
PVA-NaAlj hidrojeline immobilize edilen lakkaz enzimi igin Lineweaver-Burk
grafigi cizildi (Sekil 3.16). Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-NaAlj hidrojel
kurelerine immobilize edilen lakkaz enzimi igin K, degeri 2,88x1 02 mM ve
Vmak dederi 6.00x10° mM.dak™ olarak bulundu.

Cizelge 3.16. Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-NaAlj hidrojel kurelerine
immobilize edilen lakkazin aktifligine substrat derigiminin
etkisi

S 1/S Absorbans Aktiflik (V) 1V
(x10° mM) | (x10° mM™) (As30) (x10* mM.dak™) | (x10° dak.mM™)

10,0 1,0 0,915 15,87 6,30

7,5 1,3 0,714 12,39 8,07

5,0 2,0 0,512 8,88 11,26

2,5 4,0 0,279 4,84 20,66
20 -

1V (x102 dak.mM-1)

1/S (x102mM-1)
Sekil 3.16. Karbodiimitle aktiflestirimis PVA-CaAlj hidrojel kurelerine
immobilize edilen lakkazin Lineweaver-Burk grafigi
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3.6.2. Hidroksisiiksinimitle aktiflestirilmis PVA-NaAlj hidrojel kiirelerine

immobilize edilen lakkazin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kirelerine immobilize
edilen lakkazin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek igin Bolum
2.9.2°de anlatildig1 gibi deneyler yapildi. Tepkime suresi (12 dakika), pH
(5,3), lakkaz derigsimi (0,01 mg/mL) ve sicaklik (25°C) sabit tutuldu. Cizelge
3.17°de 1/S ve
hidroksisUksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel klrelerine immobilize

verilen 1V degerlerinin  grafige geciriimesi ile
edilen lakkaz igin Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 3.17). PVA-CaAlj
hidrojeline immobilize edilen lakkaz enzimi icin, K. degeri 32,7x10° mM ve

Vmak dederi 5,3x10° mM.dak™ olarak bulundu.

Cizelge 3.17. HidroksisUksinimitle aktiflestirimis PVA-CaAlj hidrojel
kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine substrat
derisiminin etkisi

S 1/S Absorbans Aktiflik (V) 1V
(x10° mM) | (x10> mM™) (Asz0) | (x10* mM.dak™)| (x10% dak.mM™)
10,0 1,0 0,694 12,04 8,30
7,5 1,3 0,559 9,70 10,31
50 2,0 0,500 8,67 11,53
2,5 4,0 0,215 3,73 26,81
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Sekil 3.17. Hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kirelerine

immobilize edilen lakkazin Lineweaver-Burk grafigi

3.6.3. Karbodiimit ve hidroksisiiksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj
hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine

substrat derigiminin etkisi

Karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis  PVA-CaAlj hidrojeline
immobilize edilen lakkazin aktifligine substrat derigiminin etkisini incelemek
icin Bolum 2.9.2°de anlatildigi gibi deneyler yapildi. Tepkime suresi (12
dakika), pH (5,3), lakkaz derigimi (0,01 mg/mL) ve sicakhk (25°C) sabit
tutuldu. Cizelge 3.18'de verilen 1/S ve 1/V degerlerinin grafige gecirilmesi ile
karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestirimis  PVA-CaAlj hidrojeline
immobilize edilen lakkaz enzimi icin Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil
3.18). Karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestirilmis PVA-CaAlj
hidrojeline immobilize edilen lakkaz icin, K., degeri 0,04835 mM ve Vnak
degeri 8,07x10° mM.dak™ olarak bulundu.
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Cizelge 3.18. Karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj
hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine
substrat derisiminin etkisi

S 1/S Absorbans degisimi Aktiflik (V) 1V
(x10° mM) | (x10> mM™) (AAs30) (x10™* mM.dak™) | (x10% dak.mM™)
10,0 1,0 0,778 13,50 7,41
7,5 1,3 0,605 10,49 9,53
5,0 2,0 0,458 7,94 12,59
2,5 4,0 0,327 5,67 17,63
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Sekil 3.18. Karbodiimit ve hidroksistksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj
hidrojel kirelerine immobilize edilen lakkazin Lineweaver-Burk
grafigi
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3.6.4. Karbodiimitle aktiflestirilmis P(NiPA)-CaAlj hidrojel kiirelerine
immobilize edilen lakkazin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Karbodiimitle aktiflestirimis P(NIPA)-CaAlj hidrojeline immobilize edilen
lakkazin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek i¢in Bolim 2.9.2°de
anlatildigi gibi deneyler yapildi. Tepkime suresi (12 dakika), pH (5,3), lakkaz
derigimi (0,01 mg/mL) ve sicaklik (25°C) sabit tutuldu. Cizelge 3.19'da verilen
1/S ve 1/V degerlerinin grafige gecirilmesi ile karbodiimitle aktiflestiriimis
P(NiPA)-CaAlj hidrojeline immobilize edilen lakkaz enzimi icin Lineweaver-
Burk grafigi cizildi (Sekil 3.19). Karbodiimitle aktiflestirilmis P(NIPA)-CaAlj
hidrojeline immobilize edilen lakkaz icin, Kn dederi 37x10° mM ve Vmax
degeri 5,9x10° mM.dak™ olarak bulundu.

Cizelge 3.19. Karbodiimitle aktiflestirimis P(NIPA)-CaAlj hidrojel kirelerine
immobilize edilen lakkazin aktifligine substrat derigiminin

etkisi
S 1/S Absorbans Aktiflik (V) 1V
(x10° mM) | (x10*> mM™) (Asz0) | (x10* mM.dak™) | (x10? dak.mM™)
10,0 1,0 0,821 14,24 7,02
7,5 1,3 0,558 9,68 10,33
5,0 2,0 0,366 6,35 15,75
2,5 4,0 0,218 3,78 26,44
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Sekil 3.19. Karbodiimitle aktiflestirimis P(NIPA)-CaAlj hidrojel kirelerine
immobilize edilen lakkazin Lineweaver-Burk grafigi

3.6.5. Hidroksisiiksinimitle aktiflestirilmis P(NiPA)-CaAlj hidrojel
kiurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine substrat

derigiminin etkisi

Hidroksisuiksinimitle aktiflestirimis P(NIPA)-CaAlj hidrojeline immobilize
edilen lakkazin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek igin Bolum
2.9.2°de anlatildigi gibi deneyler yapildi. Tepkime suresi (12 dakika), pH
(5,3), lakkaz derigsimi (0,01 mg/mL) ve sicaklik (25°C) sabit tutuldu. Cizelge
3.20de verilen 1/S ve 1/V degerlerinin grafige geciriimesi ile
Hidroksisuksinimitle aktiflestirimis P(NIPA)-CaAlj hidrojeline immobilize
edilen lakkaz enzimi icin Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 3.20).
Hidroksisuiksinimitle aktiflestirimis P(NIPA)-CaAlj hidrojeline immobilize
edilen lakkaz icin, K, degeri 55,5x10™° mM ve Vmax dederi 8,58x10° mM.dak™

olarak bulundu.
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Cizelge 3.20. Hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis P(NIPA)-CaAlj hidrojel
kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine substrat
derisiminin etkisi

S 1/S Absorbans Aktiflik (V) 1V
(x10° mM) | (x10° mM™) (Asz0) | (x10* mM.dak™) | (x10? dak.mM™)
10,0 1,0 0,732 12,7 7,87
7,5 1,3 0,608 10,55 9,48
5,0 2,0 0,407 7,06 14,16
2,5 4,0 0,213 3,69 27,06
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Sekil 3.20. Hidroksisiksinimitle aktiflestirilmis P(NIPA)-CaAlj hidrojel
kurelerine immobilize edilen lakkazin Lineweaver-Burk grafigi
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3.6.6. Karbodiimit ve hidroksisiiksinimitle aktiflestiriimis P(NiPA)-CaAlj
hidrojel kiirelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine substrat

derigiminin etkisi

Karbodiimit ve hidroksislksinimitle aktiflestirimis P(NIPA)-CaAlj hidrojeline
immobilize edilen lakkazin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek
icin Bolum 2.9.2°de anlatildigi gibi deneyler yapildi. Tepkime suresi (12
dakika), pH (5,3), lakkaz derigimi (0,01 mg/mL) ve sicakhk (25°C) sabit
tutuldu. Cizelge 3.21'de verilen 1/S ve 1/V degerlerinin grafige gecirilmesi ile
karbodiimit ve hidroksisiiksinimitle aktiflestirimis P(NIPA)-CaAlj hidrojeline
immobilize edilen lakkaz enzimi icin Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil
3.21). Karbodiimit ve hidroksisiiksinimitle aktiflestiriimis P(NiPA)-CaAlj
hidrojeline immobilize edilen lakkaz icin, Ky degeri 30,8 x 10° mM ve Vimak
degeri 5,19x10° mM.dak™ olarak bulundu.

Cizelge 3.21. Karbodiimit ve hidroksisiiksinimitle aktiflestirimis P(NIPA)-
CaAlj hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine
substrat derisiminin etkisi

S 1/S Absorbans Aktiflik (V) 1V
(x10° mM) | (x10° mM™) (Asz0) | (x10* mM.dak™) | (x10? dak.mM™)
10,0 1,0 0,812 14,09 7,10
7,5 1,3 0,569 9,87 10,13
5,0 2,0 0,375 6,85 14,59
2,5 4,0 0,227 3,94 25,40
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Sekil 3.21. Karbodiimit ve hidroksistksinimitle aktiflestirilmis P(NIPA)-CaAlj
hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin Lineweaver-Burk
grafigi

Deney sonugclarina gére enzimin immobilize edilmesiyle K, degerinin arttigi,

yani enzimin substrata olan ilgisinin dustugu goérulmektedir. Literatirde

Magnetik Kitosan nano partikilleri Gzerine immobilize edilen lakkaz igin K,

degerini 31,1 yM olarak bulmuslardir (95). Eupergite immobilize edildiginde

Kn'nin 0,150 mM ve Vpma dederinin 7,6 x10° mM.dak” oldugunu tespit

etmiglerdir (100).

3.7. Serbest Enzimin Aktifligine Depolama Suresinin Etkisi

Serbest enzimin aktifligine depolama suresinin etkisini incelemek amaciyla,
4°C’'da saklanan lakkaz c¢ozeltilerinin 63 gun boyunca Bolim 2.10.1°de
anlatildigi gibi deneyler yapildi. Serbest enzimin maksimum aktifliginin

depolama suresiyle degisimi Cizelge 3.22 ve $ekil 3.22’de gdsterildi.
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Cizelge 3.22. Serbest enzimin aktifligine depolama siresinin etkisi

Zaman Absorbans Aktiflik Maksimum
(glin) (As30) (x10™* mM.dak™) Aktiflik (%)

0 0,489 8,48 100,00
3 0,461 8,00 94,30
6 0,446 7,74 91,23
13 0,349 6,05 71,39
20 0,348 6,04 71,18
27 0,310 5,38 63,41
34 0,291 5,05 59,53
40 0,313 4,89 57,68
42 0,265 4,60 54,21
49 0,225 3,90 46,02
55 0,209 3,63 42,75
63 0,182 3,16 37,23
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Sekil 3.22. Serbest enzimin maksimum aktifliginin depolama suresi ile
degisimi
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Serbest enzimin 4°C’da depolamada 63. gunde baglangi¢ aktifliginin sadece
%37,2’sini korudugu go6zlendi. Literatirde Trametes versicolordan elde
edilen lakkazin 4°C’da 4 ay depolanmasi sonucunda serbest enzimin

aktifliginin %90’ 1n1 korudugunu bulmuslardir (79).

3.8. immobilize Enzim Aktifligine Depolama Siiresinin Etkisi

3.8.1. Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kirelerine

immobilize edilen lakkazin aktifligine depolama siiresinin etkisi

Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kurelerine immobilize edilen
lakkazin  aktifliine depolama suresinin etkisini incelemek igin, 4°C’da
saklanan immobilize enzimin belirli araliklarla 32 gun boyunca B&lum
2.10.2'de anlatildigi gibi deneyler yapildi. Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-
CaAlj hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine depolama

suresiyle degisimi Cizelge 3.23 ve Sekil 3.23'de gosterildi.

Cizelge 3.23. Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kurelerine
immobilize edilen lakkazin aktifligine depolama slresinin

etkisi
Zaman Absorbans Aktiflik Maksimum
(glin) (As30) (x10™* mM.dak™) Aktiflik (%)
0,732 12,70 100,00
0,725 12,58 99,03
0,702 12,18 95,88
13 0,680 11,80 92,88
20 0,654 11,34 89,33
27 0,644 11,17 87,96
32 0,601 10,43 82,09
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Sekil 3.23. Karbodiimitle aktiflestirimis PVA-CaAlj hidrojel kurelerine
immobilize edilen lakkazin aktifligine depolama suresi ile
degisimi

immobilize enzimin 4°C’da depolamada 32. giinde baslangi¢ aktifliginin %

82’sini korudugu goézlendi.

3.8.2. Hidroksisiiksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kiirelerine

immobilize edilen lakkazin aktifligine depolama siiresinin etkisi

Hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kirelerine immobilize
edilen lakkazin aktifligine depolama suresinin etkisini incelemek icin, 4°C’da
saklanan immobilize enzimin belirli araliklarla 30 gin boyunca Bolum
3.10.2’de anlatildigi gibi deneyler yapildi. Hidroksistksinimitle aktiflestirilmis
PVA-CaAlj hidrojel kirelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine depolama

suresiyle degisimi Cizelge 3.24 ve Sekil 3.24’ de gdsterildi.
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Cizelge 3.24. HidroksisUksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kurelerine
immobilize edilen lakkazin aktifligine depolama suresinin etkisi

Zaman Absorbans ﬁ\ktiflik 1 Maksimum
(gtin) (As) | X107 mMdak) AKtiflik (%)
0 0,572 9,92 100,00
5 0,556 9,64 97,22
12 0,523 9,07 91,45
19 0,501 8,69 87,61
26 0,482 8,36 84,28
31 0,459 7,96 80,26
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Sekil 3.24. Hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kurelerine
immobilize edilen lakkazin aktifligine depolama suresi ile degisimi

immobilize enzimin 4°C’da depolamada 31. glinde baslangi¢ aktifliginin

%80’ini korudugu goézlendi.
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3.8.3. Karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj
hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine

depolama siresinin etkisi

Karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojeline
immobilize edilen lakkazin aktifliine depolama suresinin etkisini incelemek
icin, 4°C’da saklanan immobilize enzimin belirli araliklarla 31 gin boyunca
Bolim 2.10.2°de anlatilan yontem ile aktiflikleri tayin edildi. Karbodiimit ve
hidroksisuksinimitle aktiflestirimis PVA-CaAlj hidrojeline immobilize edilen
lakkazin aktifliginin depolama suresiyle degisimi Cizelge 3.25 ve Sekil
3.25'de gosterildi.

Cizelge 3.25. Karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj
hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine
depolama suresinin etkisi

Zaman Absorbans Aktiflik Maksimum
(glin) (Asso) (x10™* mM.dak™) Aktifik (%)

0,442 7,67 100,00

0,432 7,49 97,70

11 0,412 7,15 93,18

18 0,401 6,96 90,69

25 0,391 6,78 88,43

30 0,384 6,66 86.85
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Sekil 3.25. Karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj
hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifliginin
depolama suresi ile degisimi

immobilize enzimin 4°C’da depolamada 30. giinde baslangi¢ aktifliginin

yaklasik %87’sini korudugu gozlendi.

3.8.4. Karbodiimitle aktiflestiriimis P(NiPA)-CaAlj hidrojel kiirelerine

immobilize edilen lakkazin aktifligine depolama siiresinin etkisi

Karbodiimitle aktiflestiriimis P(NIPA)-CaAlj hidrojel kiirelere immobilize edilen
lakkazin aktifligine depolama suresinin etkisini incelemek icgin, 4°C’da
saklanan immobilize enzimin belirli araliklarla 30 gun boyunca B&lum
2.10.2’de anlatildigi gibi deneyler yapildi. Karbodiimitle aktiflestiriimis
P(NiPA)-CaAlj hidrojel kiirelere immobilize edilen lakkazin aktifliginin
depolama suresiyle degisimi Cizelge 3.26 ve $ekil 3.26’da gdsterildi.
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Cizelge 3.26. Karbodiimitle aktiflestirimis P(NIPA)-CaAlj hidrojel kirelerine
immobilize edilen lakkaz aktifligine depolama suresinin

etkisini
Zaman Absorbans ﬁ\ktiflik 1 Maksimum
(gtin) (Aszo) CAOTmM.dak™) 1 Awdifik (%)
0 0,672 11,66 100,00
5 0,653 11,33 97,15
12 0,633 10,98 94 17
18 0,624 10,82 92,83
26 0,585 10,15 87,03
30 0,558 9,68 83,01
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Sekil 3.26. Karbodiimitle aktiflestiriimis P(NIPA)-CaAlj hidrojel kirelerine
immobilize edilen lakkaz aktifligine depolama suresi ile degisimi

immobilize enzimin 4°C’da depolamada 30. giinde baslangig¢ aktifliginin

%83’Unu korudugu gozlendi.
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3.8.5. Hidroksisiiksinimitle aktiflestirilmis P(NiPA)-CaAlj hidrojel
kiirelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine depolama

siiresinin etkisi

Hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis P(NiIPA)-CaAlj hidrojel kiirelere immobilize
edilen lakkazin aktifligine depolama suresinin etkisini incelemek icin, 4°C’da
saklanan immobilize enzimin belirli araliklarla 31 gun boyunca B&lum
2.10.2'de anlatildigi gibi deneyler yapildi. HidroksisUksinimitle aktiflestiriimis
P(NIPA)-CaAlj hidrojel kiirelere immobilize edilen lakkazin aktifliginin
depolama suresiyle degisimi Cizelge 3.27 ve Sekil 3.27°de gdsterildi.

Cizelge 3.27. Hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis P(NIPA)-CaAlj hidrojel
kurelerine immobilize edilen lakkaz aktifliine depolama
suresinin etkisi

Zaman Absorbans Aktiflik Maksimum

(giin) (Asso) (x10* mM.dak™) Aktifik (%)
0 0,522 9,05 100,00
6 0,512 8,88 98,14
12 0,499 8,66 95,64
19 0,472 8,19 90,47
26 0,459 7,96 87,98
31 0,428 7,42 82,04
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Sekil 3.27. Hidroksisiksinimitle aktiflestirimis P(NiPA)-CaAlj hidrojel
kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine depolama
suresi ile degisimi

immobilize enzimin 4°C’da depolamada 31. giinde baslangi¢ aktifliginin %

82’sini korudugu goézlendi.

3.8.6. Karbodiimit ve hidroksisiiksinimitle aktiflestirilmis P(NiPA)-CaAlj
hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine

depolama siresinin etkisi

Karbodiimit ve hidroksisiksinimitle aktiflestirimis P(NiPA)-CaAlj hidrojel
kirelere immobilize edilen lakkazin aktifligine depolama suresinin etkisini
incelemek icin, 4°C’da saklanan immobilize enzimin belirli araliklarla 30 gun
boyunca Bolum 2.10.2’de anlatildigi gibi deneyler yapildi. Karbodiimit ve
hidroksistiiksinimitle aktiflestiriimis P(NIPA)-CaAlj hidrojel kiirelere immobilize
edilen lakkazin aktifliginin depolama suresiyle degisimi Cizelge 3.28 ve Sekil
3.28’de gosterildi.
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Cizelge 3.28. Karbodiimit ve hidroksisiiksinimitle aktiflestiriimis P(NIPA)-
CaAlj hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkaz aktifligine
depolama suresi ile deg@isimi

Zaman Absorbans ﬁ\ktiflik 1 Maksimum
(gun) (Misso) (A0 mit daic) Aktifik (%)
0 0,677 11,74 100,00
5 0,657 11,40 97,08
12 0,631 10,95 93,23
19 0,622 10,79 91,90
26 0,607 10,53 89,69
30 0,589 10,22 87,03
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Sekil 3.28. Karbodiimit ve hidroksistiksinimitle aktiflestiriimis P(NiPA)-CaAlj
hidrojel kurelere immobilize edilen lakkaz aktifliginin depolama
suresi ile degisimi
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immobilize enzimin 4°C’da depolamada 30. giinde aktifliinin %87 sini

korudugu gozlendi.

Literatirde, magnetik kitosan nano partikuller Gzerine gluteraldehitle ¢garpraz
baglanan lakkazin 30 glin sonunda aktivitesinin %8%’ini korudugu belirtiimigtir
(95). Lakkaz DEAE-Granocel 500, CM-Granocel ve akrilik tasiyicilara
kovalent baglanma ile immobilize edildiginde, 4°C’da 4 ay depolandiginda
immobilize lakkazin aktivitesinin %90’ninI korudugu belirtilmistir (75). Lakkazi
glutaraldehit capraz baglayici ile kitosan mikrokiireler ve Fe™ gecis metali
kelatlar| Gzerine adsorpsiyon ydontemi ile immobilize edildiginde, 4°C’da 3 ay
sonunda kelat Uzerine immobilize edilmis enzim ve suda ¢6zunebilen kitosan
Uzerine immobilize edilmis enzimin aktifliginin %90’nin1 korudugu, mikro
kureler Uzerine immobilize edilmis enzimin ise aktifliginin %85’ini korudugu

belirtiimigtir (89). Sonuclarimiz literatlrdeki sonuglarla uyum goéstermektedir.

3.9. immobilize Enzim Aktifliginin Kullanim Sayisi ile Degigimi

3.9.1. Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kiirelerine
immobilize edilen lakkazin aktifliginin kullanim sayisi ile

degisimi

Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kurelerine immobilize edilen
lakkaz 1 gln icinde 5 kez arasinda kullanilarak Bolum 2.11’de anlatildigi gibi
deneyler yapildi. Immobilize enzimin maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile
degisimi Cizelge 3.29 ve Sekil 3.29'da gdsterildi.
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Cizelge 3.29.Karbodiimitle aktiflestirimis PVA-CaAlj
immobilize edilen

hidrojel kurelerine

lakkaz aktifliginin kullanim sayisi ile

degisimi
Kullanim Absorbans Aktiflik Maksimum
saylsl (As30) (x10™* mM.dak™) Aktiflik (%)
1 0,813 14,10 100,00
2 0,802 13,91 98,67
3 0,788 13,67 96,94
4 0,754 13,08 92,76
o 0,732 12,7 90,05
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Kullanmim Sayisi
Sekil 3.29. Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kurelerine

immobilize edilen lakkazin maksimum aktifliginin kullanim
sayisli ile degisimi
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immobilize edilmis enzimin 5 kez kullaniimasiyla baglangic aktifliginin

%90’nini korundugu goézlendi.

3.9.2. Hidroksisiiksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kiirelerine

immobilize edilen lakkazin aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

Hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kirelerine immobilize

edilen lakkazin aktifligine lakkaz 1 gin boyunca 5 kez kullanilarak Bolum

2.11’de anlatildigi gibi deneyler yapildi. immobilize enzimin maksimum

aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi Cizelge 3.30 ve Sekil 3.30’da gosterildi.

Cizelge 3.30. HidroksisUksinimitle aktiflestirimis PVA-CaAlj hidrojel
kdrelerine immobilize edilen lakkaz aktifliginin kullanim
sayisli ile degisimi

Kullanim Absorbans Aktiflik Maksimum

saylsl (As30) (x10* mM.dak™) Aktiflik (%)
1 0,710 12,32 100,00
2 0,668 11,59 94,05
3 0,652 11,31 91,80
4 0,645 11,19 90,82
5 0,626 10,86 88,14
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Sekil 3.30. Hidroksistuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojel kurelerine
immobilize edilen lakkaz aktifliginin maksimum aktifliginin
kullanim sayisi ile degisimi

immobilize edilmis enzimin 5 defa kullaniimasiyla baslangic aktifliginin %88’

inin korundugu gozlendi.

3.9.3. Karbodiimit ve hidroksisiiksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj
hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifliginin

kullanim sayisi ile degisimi

Karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj hidrojeline
immobilize edilen lakkaz 1 gin boyunca 5 defa kullanilarak Bolim 2.11'de
anlatildigi gibi deneyler yapildi. immobilize enzimin maksimum aktifliginin

kullanim sayisi ile degisimi Cizelge 3.31 ve Sekil 3.31'de gdsterildi.
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Cizelge 3.31. Karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj
hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine
aktifliginin kullanim sayisi ile degigimi

Kullanim Absorbans Aktiflik Maksimum
saylsl (As30) (x10* mM.dak™)|  Aktiflik (%)
1 0,742 12,87 100,00
2 0,731 12,68 98,53
3 0,703 12,19 94,75
4 0,678 11,76 91,38
5 0,641 11,12 86,40
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Sekil 3.31. Karbodiimit ve hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj
hidrojel kirelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine kullanim
sayisl ile degisimi
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immobilize edilmis enzimin 5 defa kullaniimasiyla baslangi¢ aktifliginin %86’

sinin korundugu gozlendi.

3.9.4. Karbodiimitle aktiflestirilmis P(NiPA)-CaAlj) hidrojeline immobilize

edilen lakkazin aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

Karbodiimitle aktiflestirimis P(NIPA)-CaAlj hidrojeline immobilize edilen
lakkaz 1 gun boyunca 5 defa kullanilarak Boélum 2.11’de anlatildidi gibi
deneyler yapildi. Immobilize enzimin maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile
degisimi Cizelge 3.32 ve Sekil 3.32’ de gdsterildi.

Cizelge 3.32. Karbodiimitle aktiflestirilmis P(NIPA)-CaAlj hidrojel kirelerine
immobilize edilen lakkazin aktifliginin kullanim sayisi ile

degisimi

Kullanim Absorbans Aktiflik Maksimum
sayIsl (As30) (x10™* mM.dak™) Aktiflik (%)

1 0,881 15,28 100,00

2 0,847 14,69 96,16

3 0,841 14,59 95,47

4 0,821 14,24 93,20

5 0,811 14,07 92,07
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Sekil 3.32. Karbodiimitle aktiflestiriimis P(NiPA)-CaAlj hidrojel kirelerine
immobilize edilen lakkazin maksimum aktifliginin kullanim sayisi
ile degisimi

immobilize edilmis enzimin 5 defa kullaniimasiyla baslangic aktifliginin %92’

sinin korundugu gozlendi.

3.9.5. Hidroksisiiksinimitle aktiflestirilmis P(NiPA)-CaAlj hidrojel
kiirelerine immobilize edilen lakkazin aktifliginin kullanim sayisi

ile degisimi

Hidroksisuksinimitle aktiflestirimis P(NIPA)-CaAlj hidrojeline immobilize
edilen lakkaz 1 gun boyunca 5 defa kullanilarak Bolim 2.11’de anlatildigi gibi
deneyler yapildi. Immobilize enzimin maksimum aktifliginin kullanim sayisi ile

degisimi Cizelge 3.33 ve Sekil 3.33'de gdsterildi.

95



Cizelge 3.33. Hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis P(NIPA)-CaAlj hidrojel
kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine aktifliginin
kullanim sayisi ile deg@isimi

Kullanim Absorbans Aktiflik Maksimum
saylsl (As30) (x10™* mM.dak™) Aktiflik (%)
1 0,414 7,18 100,00
2 0,404 7,01 97,60
3 0,392 6,80 94,70
4 0,382 6,63 92,29
5 0,373 6,47 90,11
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Sekil 3.33. Hidroksisiiksinimitle aktiflestiriimis P(NiPA)-CaAlj hidrojel
kUrelerine immobilize edilen lakkazin maksimum aktifliginin
kullanim sayisi ile deg@isimi
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immobilize edilmis enzimin 5 defa kullaniimasiyla baslangi¢ aktifliginin

%90’ninin korundugu gozlendi.

3.9.6. Karbodiimit ve hidroksisiiksinimitle aktiflestiriimis P(NiPA)-CaAlj
hidrojel kiirelerine immobilize edilen lakkazin aktifliginin kullanim

sayisl ile degigimi

Karbodiimit ve hidroksisiksinimitle aktiflestirimis P(NIPA)-CaAlj hidrojeline
immobilize edilen lakkaz 1 gun boyunca 5 defa kullanilarak Bolim 2.11’de
anlatildigi gibi deneyler yapildi. immobilize enzimin maksimum aktifliginin

kullanim sayisi ile degisimi Cizelge 3.34 ve Sekil 3.34'de gosterildi.

Cizelge 3.34. Karbodiimit ve hidroksisiiksinimitle aktiflestiriimis P(NIPA)-
CaAlj hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin aktifligine
aktifliginin kullanim sayisi ile degigimi

Kullanim Absorbans Aktiflik Maksimum
sayIsl (As30) (x10™* mM.dak™) Aktiflik (%)
1 0,687 11,92 100,00
2 0,672 11,66 97,79
3 0,653 11,33 95,03
4 0,627 10,88 91,24
5 0,592 10,27 86,15
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Kullanim Sayisi
Sekil 3.34. Karbodiimit ve hidroksisiiksinimitle aktiflestirimis P(NIPA)-NaAlj

hidrojel kurelerine immobilize edilen lakkazin maksimum
aktifliginin kullanim sayisi ile degigimi

immobilize edilmis enzimin 5 defa kullaniimasiyla baslangic aktifliginin %

86’sInI korudugu gozlendi.

Literatirde, Magnetik kitosan nano partikuller Gzerine gluteraldehitle ¢garpraz
baglanan lakkazin 10 kullanimindan sonra aktivitesinin yaklasik %85'ini
korudugu tespit edilmistir (95). Lakkaz gulutaraldehit ¢apraz baglayicisi ile
amin sonlu nanokompozitler (Cu TPAc)-Fes; O4 (bakir tetraamin ftalosiyanin)
Uzerine immobilize edilmis ve 5 kez kullanimdan sonra aktivitesinin %80’inini
korudugu tespit edilmistir (87). Aktive edilmis PVA (zerine kovalent
baglanma ile immobilize edilen lakkaz enziminin 10 kullanimdan sonra

aktifliginin %60’ 1n1 korudugu tespit edilmigtir (78).
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Enzimin Baglandigi | Optimum | Optimum Tekrar

Kire Taru pH Sicaklik kullanim | Depolama | Km (mM) | Vm(mM.dak™)
Serbest 5 40 60% 16,98x10° | 2,09 x107°
Ca alj.+ pva + karb. 6 45 90 82% 28,8x107 6.00x107
Ca alj. + pva + hidr. 6 45 88 80% 32,7x107 5,30x107
Caalj.+

pva+ karb. + hidr. 6 45 86 86% 48,35x10° |  8,07x107
Caalj.+p-nipa+ karb. 6 45 92 83% 37x10° 5,90x107
Caalj.+ p-nipa + hidr. 6 45 90 82% 55,5x107 8,58x107
Ca-alj.+

p-nipa+ karb. + hidr. 6 45 86 87% 30,8x10° | 5,19x10°

Cizelge 3.35. Deneysel Sonuglar

99




4. SONUGLARIN DEGERLENDIRILMESI

Bu tez calismasinda serbest ve immobilize lakkaz enziminin aktivitesine etki
eden cesitli parametreler incelenmistir. Elde edilen sonuglar asagida

O0zetlenmistir.

1. Serbest lakkaz igin optimum pH degeri 5,0 olarak bulundu. Kovalent
baglanma yodntemi ile immobilize lakkaz enzimleri i¢cin optimum pH

degeri 6 bulundu.

2. Serbest lakkaz icin optimum sicaklik 40°C olarak bulundu. Kovalent
baglanma yontemleriyle immobilize lakkaz enzimleri icin optimum

sicaklik degeri 45°C’a yukselmistir.

3. Serbest lakkaz icin K, degeri 16,98x10 mM olarak bulundu. Kovalent
baglanma ydntemi ile immobilize lakkaz enzimleri igin K, degerleri

28,77x10° mM - 55,5 x10™ mM arasinda degistigi gorilimistir.

4. Serbest lakkaz icin Vma degeri 0,002085 mM.dak™', kovalent
baglanma yontemi ile immobilize lakkaz enzimleri igin ise Vmak
degerleri 5,3 x10° mM.dak™ - 8,58 x10° mM.dak™ arasinda degistigi

goralda.

5. Serbest lakkazin, 4°C’da depolamada 34. gunde baslangic aktifliginin
yaklasik %60’ in1 korudugu gdézlendi. Karbodiimitle aktiflestiriimis PVA-
CaAlj, hidroksisuksinimitle aktiflestiriimis PVA-CaAlj, karbodiimit ve
hidroksisuksinimitle aktiflestirilmig PVA-CaAlj, karbodiimitle
aktiflestirimis  P(NiPA)-CaAlj, hidroksisiiksinimitle  aktiflestiriimis
P(NiPA)-CaAlj, karbodiimit ve hidroksisiiksinimitle aktiflestiriimis

P(NIPA)-CaAlj hidrojellerine immobilize edilen lakkaz enziminin,
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4°C’da depolamada baslangi¢ aktifliginin sirasiyla 32. ginde %82’sini,
30. giinde %80’ini, 31. ginde %86’sini, 30. gunde %83’Unu, 31. ginde
%82’sini, 30. ginde %87’sini korudugu gozlendi.

6. Karbodiimitle aktiflestirilmis PVA-CaAlj, hidroksisuksinimitle
aktiflegtiriimis  PVA-CaAlj, karbodiimit ve hidroksistksinimitle
aktiflestirilmis PVA-CaAlj, karbodiimitle aktiflestiriimis P(NIPA)-CaAlj,
hidroksistiksinimitle aktiflestirilmis P(NiPA)-CaAlj, karbodiimit ve
hidroksistksinimitle  aktiflestiriimis ~ P(NIPA)-CaAlj  hidrojellerine
immobilize edilen lakkaz 5 kez kullanimi sonunda baslangi¢ aktifliginin
sirasiyla %90'in1, %88’ini, %86’sinl, %92’sini, %90’InI, %86’sInI

korudugu bulundu.

Karbodiimit, hidroksistiksinimit ve herikisiyle aktiflestiriimis kalsiyum aljinat
kirelerine immobilize edilen lakkaz enzimi, endustriyel atiklarin
zehirsizlegtiriimesi ve renk giderilmesinde, tekrar kullanimiyla ekonomik ve
alternatif bir aritma yoéntemi olarak kullanilabilir. Hidroksisuksinimitle
aktiflestirilmis P(NIPA)-CaAlj kurelerin tekrar kullanim agisindan daha

dayanikli oldugundan endustriyel agidan kullanimlari daha uygundur.
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