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OZET

KATALAZ VE PEROKSIDAZ ENZIMLERININ PARAFIN DESTEKTE
IMMOBILIZE EDILEREK TEKSTIL BOYASI GIDERILMESINDE
KULLANIMININ INCELENMESI
Burcu EROL
Yiksek Lisans Tezi
Biyokimya Anabilim Dah
Danmisman: Prof. Dr. Senay CETINUS

2019, 80+xviii sayfa
Bu c¢alismanin ilk bdliimiinde, katalaz ve horseradish peroksidazin (HRP) parafin destekte
immobilizasyonu incelendi. Serbest ve immobilize enzimlerin optimum sicaklik,
optimum pH, termal kararlilik, pH kararlilik, kulanim kararlilig1, saklama kararliligi, Km
ve Vmax degerleri gibi biyokimyasal parametreleri arastirildi. Serbest ve immobilize
katalaz i¢in optimum sicaklik ve termal kararlilik 35 °C, optimum pH ve pH kararlilig1 ise
7.0 olarak bulundu. Serbest katalaz igcin Km= 72,91 mM, Vmax= 137.738,00 pmol.mg

enzim-l, parafin destekte immobilize katalaz i¢cin Km= 83,58 mM, Vmax= 1.500,00
pmol.mg enzim_1 olarak bulundu. Serbest ve immobilize peroksidaz icin optimum

sicaklik 40 °C, termal kararlihik 35 °C, optimum pH ve pH kararlihig: ise 7.0 olarak
bulundu. Serbest peroksidaz icin Km= 21,28 mM, Vmax= 9.393.199,00 pmol.mg

enzim-l, parafin destekte immobilize peroksidaz icin Km= 25,39 mM, Vmax=

2.224.990,00 pmol.mg enzim_1 olarak bulundu.

Calismanin ikinci boliimiinde ise immobilize peroksidaz kullanilarak Asit Blue 129 (AB
129) ve Asit Blue 113 (AB 113) boyalarmin renk giderimi incelendi. Sicaklik, pH, enzim
derigimi, boya derisimi ve hidrojen peroksit derisiminin boya giderimine etkisi arastirildi.
Immobilize peroksidaz ile AB 129 boyasinin renk giderimi (% 85) AB 113’ten daha
yiiksek (% 50) oldugu bulundu. AB 129 boyasinin en yiiksek boya giderimi degerleri 20
°C sicaklikta, pH: 5.0’te, 0,1 mg.mL™ boya, 0,4 mM H,O, ve 0,312 mg immobilize

peroksidaz derisiminde gozlendi.

Sonug olarak, parafin destekte immobilize peroksidaz kullanilarak tekstil atik sularinin

cevreye zararsiz tiirlere doniistiiriilebilmesi ile renk giderimi saglanabilecegi gézlendi.

Anahtar kelimeler: Katalaz, peroksidaz, immobilizasyon, parafin, boya giderimi, Asit
Blue 129, Asit Blue 113.
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ABSTRACT
IMMOBILIZATION OF CATALASE AND PEROXIDASE ENZYMES IN
PARAFFIN SUPPORT AND INVESTIGATION OF THE DECOLORIZATION
EFFECT ON TEXTILE DYES
Burcu EROL
Master of Science Thesis
Department of Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. Senay CETINUS
2019, 80+xviii pages

In the first part of this study, the immobilization of catalase and horseradish peroxidase
(HRP) in paraffin support was investigated. Biochemical parameters such as optimum
temperature, optimum pH, thermal stability, pH stability, usage stability, storage stability,
Km and Vmax values of free and immobilized enzymes were investigated. Optimum
temperature and thermal stability were found to be 35 °C, optimum pH and pH stability
were found to be 7.0 for the free and immobilized catalase. It was found that Km= 72,91
mM, Vmax= 137.738,00 pmol.mg enzyme™ for free catalase and Km= 83,58 mM,
Vmax= 1.500,00 pmol.mg enzyme™ for immobilized catalase in parafin support.
Optimum temperature and thermal stability were found to be 40 °C, 35 °C respectively,
optimum pH and pH stability were found to be 7.0 for the free and immobilized HRP
peroxidase. It was found that Km= 21,28 mM, Vmax= 9.393.199,00 pmol.mg enzyme™
for free HRP peroxidase and Km= 25,39 mM, Vmax= 2.224.990,00 umol.mg enzyme™
for immobilized HRP peroxidase in parafin support.
In the second part of the study, the effect of decolorization from Acid Blue 129 (AB 129)
and Acid Blue 113 (AB 113) dyes were investigated by using immobilized HRP
peroxidase enzyme. The effects of temperature, pH, enzyme concentration, dye
concentration and hydrogen peroxide concentration on the decolorization were
investigated. Using the immobilized peroxidase, the effect of decolorization in AB 129
dye was found to be higher (85%) than that of AB 113 (50%).The highest decolorization
effect of AB 129 was achieved at 20 °C, pH 5.0, with 0,1 mg.mL™ dye, 0,4 mM H,0, and
0,312 mg immobilized peroxidase.
As a result, it was observed that the decolorization of textile wastewater by using
immobilized peroxidase in paraffin support can be converted into environmentally
harmless species.
Key Words: Catalase, peroxidase, immobilization, paraffin, decolorization, Acid Blue
129, Acid Blue 113
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1.GIRIS

Kimyasal tepkimeleri hizlandiran bilesikler katalizor olarak adlandirilir. Enzimler;
olduk¢a kararli olan ve biyolojik sistemlerdeki kimyasal tepkimeleri hizlandiran,
katalitik RNA molekullerinin (ribozimler) bir grubu hari¢ protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir (Gozlkara, 2011). Hicrelerde organik maddelerin anabolizma ve
katabolizmasinda, hiicre solunumu, kas kasilmasi, sindirim gibi 6nemli faaliyetler gesitli
metabolizma tepkimelerinin sonucudur ve bu tepkimeler enzimlerin katalitik etkisiyle

gerceklesmektedir (Nelson ve Cox, 2013).

Enzimler genellikle kimyasal katalizorlerden ¢cok daha buyuk bir kataliz glcline sahip
oldugundan substratlarina kars1 son derece spesifiktirler yani belirli maddeler arasindaki
belirli tepkimeleri katalize ederler. Baz1 enzimler katalizlemeyi sadece protein yapilari
ile olustururken bazilar1 ise bu fonksiyonlari i¢in kofaktor denilen gruplara ihtiyac
duyarlar. Bu guruplar bazen bir metal iyonu ya da kompleks bir organik bilesik
(koenzim) olabilirler (Sekil 1.1) (Keha ve Kiifrevioglu, 2009). Katalitik olarak aktif
olan enzim- kofaktdr kompleksi haloenzim; bu enzimin sadece protein kismini igeren
katalitik olarak inaktif durumda olan kismi ise apoenzim olarak adlandirilir (Nelson ve
Cox, 2013; Keha ve Kiifrevioglu, 2009).

Kofaktor Aktif Bslge Koenzim

Apoenzim

L. >
a

Holoenzim

Sekil 1.1 Enzim sematik gosterimi.

Substrat ve enzimin birbirine baglanmasinda bazen kofaktdrler koprii gérevi gortirler.
Bazen de enzimin aktif merkezinde bulunarak katalitik grup olarak rol alirlar. Ornegin
katalaz enziminin merkezinde Fe bulunur ve hidrojen peroksidin su ve molekdler

oksijene yikilmasina aracilik yapar (Goziikara, 2011).



Enzimlerle katalize edilerek tepkimeye katilan kimyasal maddeler substrat olarak
tanimlanir. Enzimler ile ilgili yapilan ilk ¢alismalarda kullandiklar1 substratin veya
kataliz ettikleri tepkimenin tiirline gore ve enzimin etkiledigi substratin adinin sonuna —
az eki getirilerek adlandirilmistir. Zamanla birgok enzimin ortaya ¢ikmasiyla, sistematik
bir adlandirmaya ihtiya¢ duyulmustur. Uluslararast Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji
Birligi (IUBMB) tarafindan yapilan sistematik bir siniflandirma ile her enzim igin dort
rakamli bir kod numarasi tanimlanmistir. Tanimlanan dort rakamdan ilki enzimin bagh
bulundugu smifi, ikincisi alt alt grubu yani etki ettigi kimyasal yapiyr ve fonksiyonel
grubu, Gguncisu alt alt grubu yani akseptori ve dordiinciisii ise belli bir sinifta enzimin
aldigi sira numarasidir  (Nelson ve Cox, 2013; Gozikara, 2011). Uluslararasi
Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan enzimler alti sinifta

incelenmektedir.
Bunlar;

1. Oksidorediktazlar: Oksidasyon ve Rediksiyon tepkimelerini katalizleyen

enzimlerdir.

2. Transferazlar: C, N, P tasiyan gruplari, bir dondrden bir akseptbre tasiyan

enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Baglara su sokarak baglarin parcalandigi hidroliz tepkimelerini

katalizleyen enzimlerdir.

4. Liyazlar: Hidrolizden ve oksidasyondan farkli bir yol ile baglar kirarak atom, cift

baglarin meydana getirildigi tepkimeleri katalizleyen enzimlerdir.

5. Izomerazlar: Bir molekil icindeki geometrik ve yapisal degisiklikleri katalizleyen

enzimlerdir.

6. Ligazlar: Enerji agisindan yliksek enerjili bir bagin kopmasi ile ortaya ¢ikan enerji
yardimu ile iki molekdlun birbirine baglanmasini katalizleyen enzimlerdir (Aehle, 2007;
Adam ve Yigitoglu, 2012).

1.1 Enzim Aktivitesi

Bir enzimatik tepkimenin hizi, enzimin etkinligi veya enzimin aktivitesi ile iliskilidir.
Etkinligi veya aktivitesi fazla olan bir enzim, belirli bir siirede daha fazla substrat
molekiiliinii iirtin haline doniistiiriir. Enzim aktivitesini gostermek icin kullanilan

birimler sunlardir (Keha ve Kiifrevioglu, 2009):



Enzim Unitesi (U) : 25 °C’de, optimum sartlarda, 1 dakikada,1 pmol (10°® mol) substrati
Uriine doniistiiren enzim miktart ‘1 enzim {nitesi’ (EU) olarak kabul edilmistir. En ¢ok

kullanilan enzim aktivite birimi 1U’dur.

Spesifik aktivite: 1 mg protein basina enzim iinitesidir. U/mg protein seklinde

hesaplanir. Enzimin safliginin bir 6l¢iistidiir.
Katal: Optimum sartlarda 1 saniyede 1 mol substrati iiriine doniistliren enzim miktaridir.

1.1.1 Enzim aktivitesine etki eden faktorler

Enzimlerin etkinligini, dolayisiyla kimyasal tepkimelerin hizin1 artiran veya azaltan pek
cok faktor vardir. Bunlar; pH, sicaklik, enzim derisimi, substrat derisimi, zaman vb.
faktorlerdir (Keha ve Kiifrevioglu, 2009).

pH: Ortam pH’1 enzimatik tepkimelerin gogunda hiz1 etkileyen 6nemli bir faktordir.
Her enzimin optimum c¢alistigi bir pH araligi vardir ve bu pH’a “optimum pH”
denilmektedir. Substrat degistikce enzim tepkimelerinin optimum pH’st farklilik
gosterebilir. Enzimlerin optimum pH’lar1 2-10 arasinda degismektedir. Ornegin

pepsinin optimum pH’1 2 iken, alkalen fosfatazin pH’1 10’dur.

Sicaklik: Sicaklik, enzimlerin hem hizint hem de stabilitesini etkileyen onemli bir
faktordur. Enzimatik tepkimenin hiz1 sicaklik arttitk¢a belli bir noktaya kadar
artmaktadir. Her enzim i¢in birim zamanda substratini en fazla degisiklige ugrattigi
belirli bir sicaklik vardir. Bu sicaklik enzimin optimum sicakligidir. Hayvansal kaynakli
enzimlerin gogunun optimum sicakligi 40-50 °C arasindadir. Bitkisel kaynakli enzimler

daha yliksek sicakliga dayaniklidir, optimum sicakliklar1 50-60 °C arasindadir.

Enzim derigimi: Enzim tepkimesinin hizi enzimin substrata doygun oldugu kosullarda
enzim derisimine bagli olarak dogrusal olarak artmaktadir. Ortamdaki her enzim
molekiilii bagimsiz ¢alistigi icin ortamda ne kadar enzim molek(lu varsa yeterli substrat

oldugu siirece tepkime de hizla siirecektir.

Substratin olduk¢a fazla oldugu bir enzimatik tepkimede, optimal sartlar saglandiginda

olgiilen ilk hiz (V,), enzim konsantrasyonu [E] ile dogru orantili olmaktadir.

Substrat derisimi: Enzim derisimi ve diger sartlarin sabit tutuldugu bir ortamda substrat
derisimi arttikga enzimatik tepkimenin hizi da baslangicta dogrusal bir artis gosterir.
Enzim substratina doygun hale geldiginde yani tepkime hizi maksimuma ulastiginda bu

nokta maksimum hiz noktast Vay adin1 alir.



Zaman: Bir enzim tepkimesinin hizi belirli zaman da iretilen iiriiniin miktart ile
belirlenir. Enzim aktivite tayinlerinde tayin siiresi genellikle 5 dakikadir. Bir enzim
tarafindan katalize edilen bir tepkime slrerken tepkimenin hizi giderek diiser. Bunun
nedeni tepkime devam ederken olusan iiriinlerin aralarinda birleserek aksi yonde bir
tepkime olusturmalari, enzimin zamanla inaktive olmasi, tepkimeyi 6nleyen maddelerin
bulunmasi ve substratin tiikenmesi gibi faktorlerdir. Bu faktorlerin etkilerinin ortadan
kaldirilmasi i¢in enzim ¢alismalart gogunlukla substratin yaklasik % 10’unun sarf

edildigi tepkimenin baslangi¢ asamasinda gergeklestirilir (Keha ve Kiifrevioglu, 2009).

1.2 Enzimlerin Kinetigi

Bir enzimin aktivitesi, o enzim tarafindan katalizlenen enzimatik tepkimenin hizinin,
enzim etkisiyle optimum kosullarda belirli bir siirede {iriine doniistiiriilen substrat
miktarma gore ifadesidir. Enzimlerin katalizleme giigleri “Turnover Sayis1” ile
anlamlandirilir ve birim zamanda bir mol enzimin {iriine doniistiirdiigli substratin mol

sayisi olarak ifade edilir .

Sabit derisimde tutulan enzimlerin tepkime hizi substrat derisimine bagli olarak
dogrusal sekilde artar. Enzim tepkime hizina V, substrat derisimine [S] dersek ve

bunlar grafige gecirirsek Sekil 1.2°deki gibi bir hiperbolik egri ortaya ¢ikar.

Leonard MICHAELIS ve Malid MENTEN bu hiperbolik egriyi matematiksel olarak
tanimlamig, enzimatik tepkimelerde olusan enzim substrat kompleksinin ([ES]) 6nemli

oldugunu ifade etmislerdir (Keha ve Kiifrevioglu, 2009).

Michaelis-Menten Bagintisi su sekilde tanimlanir:

_ VMax[S]
V= e [1.1]



iy [5]

Sekil 1.2 Michaelis-Menten grafigi.

Cogu kez hiz egrisinden Vma'in ulasildigr noktayi tesbit etmek hatali sonuglara neden
olabilir. Bu nedenle Vpa'in yarisina denk gelecek oOlgiimler yapilir. Tepkime hizinin
(1/2)Vmax’a ulastigr andaki substrat degerine de Michaelis-Menten sabitesi denir ve Km
ile  gosterilir.  Michaelis-Menten  kinetigine uyan biitin  enzimler igin
Vo= (1/2)Vmax oldugunda K= [S] kurali gecgerlidir. Vimax Ve Ky degerleri biitiin
enzimler i¢in farkli olup enzimin katalitik aktivitesinin bir 6lcusidir. Km tepkime
mekanizmalarinin basamak sayisi, hizlar1 gibi tepkime o6zelliklerine baglidir. Km, [ES]
kompleksinde enzimin substratina olan ilgisinin dl¢iistidiir (Keha ve Kiifrevioglu, 2009;

Nelson ve Cox, 2013).

Enzimlerin Vmax degerleri birbirinden farkli olup pH, substratin yapisi, iyonik siddet ve
sicaklik ile degisime ugrar. Substrata doygunlugun oldugu tepkimelerde enzim miktar1
ile hiz dogru orantilidir. Enzim miktar1 iki katina ¢iktiginda hizda iki katina ¢ikar

anlamina gelmektedir (Keha ve Kiifrevioglu, 2009).

Diisiik substrat derisimlerinde [S] < K, tepkime hiz1 birinci basamaktir yani, substrat

derisimi ile orantilidir.

Yiksek substrat derisimlerinde [S] > Ky, tepkime hiz1 sifirinci basamaktir yani, substrat

derisiminden bagimsiz ve sabittir.

Michaelis-Menten grafigi ile hiperbolik bir grafik elde edildiginden, uygulamalarda
kolaylik saglamak amaci ile Michaelis-Menten esitliginin bir dogru denklemi haline
getirilmesi gerekmektedir. [1.1] deki denklemde esitligin her iki tarafi ters ¢evrildiginde

[1.2] denklemi olusur.



Ky+ [S] Esitlizind [1.2]
— 1tliginden, .
VMax [S] I

<Ir

Ky 1 1

1 —
4 VMax . [S] VMax

[1.3]

[fadesi cikarilabilir.

Esitligin her iki tarafi ters cevrildiginde y= mx+n seklinde bir dogru denklemi elde
edilir. Bu denkleme gore cizilen grafik “Lineweaver-Burk grafigi” olarak adlandirilir
(Sekil 1.3).

= |=

\\_\.‘,—#’ I

K."-I

Sekil 1.3 Lineweaver-Burk grafigi.

Bu grafite x ekseninde 1/[S], y ekseninde 1/V olmak fiizere bir dogru elde edilir. Bu
dogrunun egimi Ky/ Vvax ve y ekseninin kesildigi nokta ise 1/ Vyax olur. Dogru x-
eksenini kesecek sekilde uzatildiginda kesme noktast 1/ Ky’yi verir. Bu grafikten
faydalanarak Ky ve Vax degerleri bulunabilir ve deneylerde ¢ikan yanlis sonuglar da
dogru iizerinde biiyiik sapmalar halinde kolayca farkedilebilir (Keha ve Kiifrevioglu,
2009).

1.3 Katalaz (EC: 1.11.1.6)

Katalaz, reaktif oksijen tiirlerinin, diger bir deyisle aerobik solunumun bir yan iiriinii
olarak {iretilen hidrojen peroksidin etkisinin azaltilmasinda onemli bir rol oynayan
oksidoredliktaz sinifina ait bir enzimdir. Bu nedenle bir antioksidan gbrevi goriir ve
oksidatif strese karsi koruma saglar. Enzim c¢ok ¢esitli aerobik ve anaerobik

organizmalarda bulunur (Sharma ve Ahmad, 2014; Kaushal vd., 2018).



Katalazin bltun hayvan hicrelerinde ve mikroorganizmalarda katalitik aktivitesi
bulunur. Mol kutlesi 250.000 dalton olup dort esit biyiikliikte alt birimi bulunmaktadir
ve her bir alt birim (mol kitlesi~ 60.000) tek bir polipeptid zinciri tarafindan olusturulur
(Valentine, 1964; Vainshtein vd., 1981).

Hicre iginde sitozolde ve daha cok peroksizomlarda bulunmaktadir. Aktif bolgesinde

hem grubu bulunan bir hem proteinidir (Burk, 1990).

Substratinin diisiik maliyetlerle elde edilebilmesi ve enzim aktivitesinin kolaylikla

belirlenebilmesinden dolay1r bilim insanlarinin énemli ¢alisma alanini olusturmustur

(Zamocky vd., 2008).

Superoksit dizmutaz enzimi siiperoksit radikalinin yikimini katalizleyerek hidrojen
peroksit aciga c¢ikarir. Olusan hidrojen peroksit, peroksizomlarda bulunan katalaz

enziminin etkisiyle su ve molekiiler oksijene pargalanir (Kavas, 1989).

2H,0, ==, 21,0+0,
Enzim endiistrisinin gelismesiyle birlikte katalaz enziminin kullanim alan1 da artmaigstir.
Tibbi alanda; klinik taninin yapilmasinda, oksidatif stres tedavisinde; gida endiistrisi
alaninda; gidalarin paketlenmesinde, katalaz-glukoz oksidaz sisteminde, sut ve siit
triinlerinin kalitesinin belirlenmesinde (Inal, 1990); biyoremidasyon alaninda; ortama
oksijen saglayici olarak, tekstil endiistrisinde boya gideriminde ve temizlik alaninda ise

kontak lensleri dezenfekte etmek amaciyla kullanilmaktadir (Kaushal vd., 2018).

1.4 Peroksidaz (EC:1.11.1.7)

Peroksidaz, 32 ve 45 kDa arasinda mol kitlesine sahip olan prostetik grup olarak
ferriprotoporfirin IX ihtiva eden hem grubu igeren enzimdir. Oksitleyici (oksidant)
olarak hidrojen peroksit veya organik hidrojen peroksitleri kullanan oksidorediiktaz
smifina ait bir enzimdir (Adams, 1978; Belcarz vd., 2008).

Peroksidazlar, bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve hayvanlarda bulunur (Doerge vd.,
1997). Ozellikle bitkilerde hiicre duvarinda bulunan ve bitkilerin bilylimesini ve

gelismesini kontrol eden dnemli enzimlerden biridir (Chen vd., 2002).



Hem peroksidazlari, birbirini takip eden benzerligin temelinde iki {ist familya olarak
smiflandirilabilir.  Bunlar hayvan peroksidazlart ve bakteri, bitki, mantar
peroksidazlaridir (Duarte-Vazquez vd., 2000; Rompel vd., 2007).

Peroksidazlar amino asid dizilimleri dikkate alinarak {i¢ grupta incelenmektedir. 1.Grup
sitokrom c peroksidaz (CcP), askorbat peroksidaz (APX), ve bakterial katalaz
peroksidazlar1 igeren hiicre i¢i peroksidazlardir. II. Grup manganaz peroksidaz, lignin
peroksidaz (LiP) gibi salgilanan “fungal enzimleri” kapsamaktadir. III. Grup ise bitki
peroksidazlarint bulundurmaktadir. Kararli olmast ve yabani turp (horseradish)
koklerinden kolayca izole edilmesinden dolay1 bir¢ok uygulamada yer alan “horseradish
peroksidaz” izoenzim C (HRP) III. Grup’ta yer almaktadir. Peroksidaz sinifinin yapi-
fonksiyon iligkileri ile ilgili yapilan ¢alismalarin ¢ogu, III. grup’un temsilcisi gibi
gorilen  HRP ile gergeklestirilmistir (Rodriguez-Lopez, 1996; Schuller, 1996;
Altikatoglu vd., 2009).

Peroksidazlarin katalizledikleri tepkimeler olduk¢a kompleks olmalarindan dolay1

asagidaki gibi genel bir denklem ile gosterilmektedirler (Huystee, 1987).

H,0,+AH, =22 , 2H,0+A

Canli organizmada olusan H,O, oksitleyici 6zellige sahip oldugundan hizli bir sekilde
ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Hiicre igindeki bu gorev antioksidan 6zellik gosteren
katalaz ve peroksidaz enzimleri tarafindan gergeklestirilir (Krych-Madej ve Gebicka,
2017).

Hidrojen peroksit miktar1 peroksizomlarda, H,O,’ten baska bir substrata ihtiyag
duymayan katalaz enzimleri tarafindan diizenlenirken, hiicrenin diger bélimlerinde ise
aktivitesini gosterebilmesi igin H,O,’ten bagka substratlara da ihtiyag duyan farkli

peroksidaz enzimleri tarafindan diizenlenir (Huystee, 1987).

Guaiakol, klorogenik asit o- dianisidin ve katekol gibi birtakim fenolik molekuller
peroksidazlar tarafindan substrat olarak kullanilarak metabolizmada meydana gelen
hidrojen peroksiti suya indirgeyerek zararsiz hale doniistiiriirler (Robinson vd., 1997,

Onsa vd., 2004).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0162013416303555#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0162013416303555#!
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Sekil 1.4 Yaygin olarak kullanilan peroksidaz substratlari.
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Peroksidazin H,0; ile birlikte kullandig1 diger substratlar Sekil 1.4’te verilmistir.
Bunlardan ilk olarak kullanilan guaiakoldiir. Yapilan c¢aligmalarda bitki
fizyolojisinde artan fizyolojik fonksiyonlarin peroksidazlarla iligkili oldugu

bulunmus ve peroksidaz kataliz tepkimesi a¢iklanmistir (Huystee, 1987).

Yapilan ¢alismalar sonucunda peroksidazin tepkime katalizleme mekanizmasi agiga
¢ikarilmistir. Hidrojen peroksitin indirgendigi ve guaiakolin yiikseltgendigi tepkime

mekanizmasi {i¢ basamakta gergeklesir (Sekil 1.5).

O o
eroksidaz fo) o
O O
H:rc':
muaiakol

guaialcol
-H:

:C, CH, HyC

CH,
£
o [ o] (8]
H
H

3.3-dimetoksi-4.4 dihidroksibifenil

\ o He
o

3.3 -dimetoksi-4 4 bifenolinon

Sekil 1.5 Peroksidazin guaiakol substratini guaiakoliin renkli oksidasyon Grtnlerine
¢evirme mekanizmasi (Doerge vd., 1997).

Peroksidazin guaiakolii yukseltgemesi ile amber renkli 3,3-dimetoksi-4,4
bifenokinonun olustugu bulunmustur (Doerge vd., 1997).
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1.5 Parafin

Parafin mumu (parum affinis), petrolden elde edilen renksiz, kokusuz bir mum
¢esididir. Parafin mumu ilk defa 1829 yilinda Carl Reichenbach tarafindan odun
katranindan; daha sonra biitimll tabakalardan; 1867'den sonra da petrolden elde
edilmis, 1947'de de sentetik parafin mumu yapilmistir. Petroliin bir yan Granaddr.
Ayrica ham petroliin, parafininin giderilmesi gerekir. Ham petroliin rafinasyonunda
yan lirlin olarak elde edilen yagli parafin dnce sicakta eritilir, sonra da sogutularak
yalniz parafinin donmasi1 saglanir ve donan posa seklindeki parafin yagh
kisimlarindan stiziilerek ayrilir. Bugiin modern olarak calisan parafin imalathaneleri
de, yukardaki esasa dayanarak parafin mumunu iretir. Yeni metodlara gore yapilan
parafin mumlart % 20 kadar yag ihtiva eder. Bazi durumlarda yag miktar1 % 3'e
kadar dustiriiliir. Daha ileri saflagtirma ile renk, koku ve tadi daha iyilestirilir.
Saflastirma isleminde siilfUrik asit ve kil kullanilir. Ham parafin mumunun erime
noktas1 37 ile 48 °C tam rafine edilmis parafin mumunun erime noktasi ise, 48 ile 66
°C arasinda degisir. Erime noktas1 yiiksek olan parafin mumu cogunlukla 26-30
karbonlu alkanlardir. Sentetik parafin mumu, Ikinci Diinya Savasindan sonra
Fischer-Tropsch teknigiyle elde edildi. Bu metodda ham madde komiirdiir.
Kémdirden elde edilen karbon monoksit ve H; karisimindan manyetik demirin
katalitik etkisiyle hidrokarbonlara doniisiir. Elde edilen iiriinlerden bir kism1 parafin
mumudur. Bunlar ¢ok beyaz olup, petrolden yapilan parafin mumlarindan daha
serttir. 50-55 karbon bulunduran sentetik parafinlerin molekul kitlesi ortalama 750
civarindadir (Url-1).

Tekstilde kullanilan parafin sayesinde, materyallar su veya hava gecirmeyi onler.

Boylece etkili bir yaliim saglanmig olur. Tekstilin bir¢ok alaninda parafinden

yararlanilir. Ornegin iplikte parafin kullanimina bakarsak; parafin, iplige kayganlik

kazandirarak ipligin siirtiinme katsayisini asagiya gekerek, ‘surtinme’ sebebiyle

olusabilecek sorunlara ¢are olur. Parafinlenmesi kotii olmus bir iplik, kaliteli bile olsa

orme isleminde problemler olusacagi i¢in, iplik olarak degeri diiser.

Eczacilikta kullanilan parafin; sivi haliyle, kremler, merhemler, fitil ve kabizlik, vb.

ilaglarda bulunmaktadir. Bunun disinda yapis1 geregi 1s1l iletkenligi diisiik olan parafin,

bir izolasyon malzemesi gibi oldugu icin fizik tedavi ve tip alanlarinda da siklikla

kullanilmaktadir.
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Kozmetikte kullanilan parafin malzemelerin suya karsi dayanikliligini artirir, kalict
olmasini saglar ve oldukega ¢esitli sekillerde degerlendirilir. Hem giizellik {iriinlerinde
hem de bakim f{iriinlerinde parafine rastlamak miimkiindiir. Parafinin cilt bakim
tirtinlerinde kullaniminin amaci; ciltteki gdzenekleri tikamasi, nemi cilde hapsetmesi ve
bu sayede cildin kurumadan yumusacik olmasidir. Cilt i¢in Onerilen maske tariflerinde
parafinli olanlar1 siklikla tercih edilir. Ozellikle soguk parafinin el ve ayak bakiminda
cok sik kullanildigi bilinmektedir. Deride catlama, gerginlik hissi, soyulma vb.
sorunlarla miicadelede ¢ok etkili oldugu belirtilir. Soguk parafin, sicak olanina gore

daha hijyeniktir ¢linki tek kullanimliktir (Url-2).
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2. ENZIM iMMOBILIiZASYONU

Enzimin, katalitik aktivitesini koruyarak tekrar tekrar kullanimimi saglamak amaci ile
kimyasal veya fiziksel olarak ¢6zlinmez kat1 bir destek materyale baglanmasini igeren

teknik immobilizasyon olarak tanimlanmaktadir (Krajewska, 2004; Celebi vd., 2009).

Yaklasik son 30 yilda enzim immobilizasyon caligsmalari 6nem kazanmis olup bir¢ok
enzim degisik desteklere farkli yontemlerle immobilize edilmis ve ¢esitli alanlarda
kullamilmistir (Zhao vd., 2016). Immobilize edilmis enzimler, ilag ve kozmetik Gretimi
proseslerinde ve gida alaninda oldugu kadar ilag salimiminda da biyosensor seklinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Yiiksek substrat spesifikligi, seciciligi ve pH, sicaklik,
atmosfer basinci gibi 1limh kosullarda etkili olma o&zelligi, enzimleri diger

katalizorlerden daha ¢ekici yapmustir (Hoffmann vd., 2017).

2.1 Enzimlerin Immobilizasyon Yontemleri
Enzimlerin immobilizasyon yontemleri ¢6ziinmez formda ve ¢ozinir formda olmak
uzere iki grupta incelenmektedir (Kennedy ve Melo, 1990).

Enzimlerin immobilizasyon Yéntemleri

Coziiniir Enzimler i¢in Yoéntemler Coziinmez Enzimler I¢in Yontemler

Turevlendirme ile  Tirevlendirme
olmadan

Baglanma Tutuklama

Jel yakalama  Lif yakalama  Mikrokapsilleme

Capraz baglanma Tastyiciya baglanma
|
| | | |
a) Fiziksel b) Iyonik c) Kovalent d) Selat veya metale
Adsorpsiyon Baglanma Baglanma Baglanma

Sekil 2.1 Enzim immolizasyon yontemleri (Kennedy ve Melo, 1990).
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2.1.1 Baglanma
Baglanma yontemi ile immobilizasyon iki grupta incelenir: Capraz baglanma ve

tasiyiciya baglanma. Tasiyiciya baglanma ise dort grupta incelenmektedir.

2.1.1.1 Capraz baglanma
Enzimler hem kendi molekiilleri arasinda hem de bir ya da ¢ok fonksiyonlu reaktifler

yardimiyla destekler arasinda kovalent bagli yapilar olusturabilirler (Costa vd., 2005).

Kovalent baglanma ile ¢apraz baglanma arasindaki en belirgin fark enzim molekiilleri
arasindaki kopriiden kaynaklanmaktadir. Capraz baglanmada enzim ve tasiyici (destek)
arasinda koprii olusurken kovalent baglanmada enzim destege dogrudan baglanmaktadir

(Kennedy ve Melo, 1990).

Sekil 2.2 Capraz baglanma (Celebi, 2013).

Klorformat,  karbonildiimidazol,  glutaraldehit,  p-benzokinon, epiklorhidrin,
divinilsiilfonlar ve heterosiklik halojeniirler en sik kullanilan ¢apraz baglama
reaktifleridir. Capraz baglanma derecesi ve immobilizasyon, reaktif ve protein
derisimine, pH ve immobilize edilecek enzime bagli olarak degisebilir (Telefoncu,
1997).

2.1.1.2 Tasiyiciya baglanma

Tasiyictya baglanmada enzim molekiiliniin yapisindan faydalamilir. Molekiil
yuzeyindeki iyonik gruplar, fonksiyonel gruplar ve hidrofobik bdlgeler bu baglanmada
rol alirlar (Telefoncu, 1997). Tasiyiciya baglanma yontemi enzimin baglanmasina gore

dort grupta incelenebilir.
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a) Fiziksel adsorpsiyon

Enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en basit yontemdir. Bu ydntemin
temeli destek yiizeyi ile enzimin etkilesimi esasina dayanir. Enzimin tasiyiciya
baglanmasinda iyonik iliskiler ya da Van der Waals kuvvetleri gibi zayif etkilesimler rol
oynar. Enzim ve destek arasindaki baglar destegin kimyasal yapisina ve enzim
molekiiliiniin yiizeyindeki aminoasitlerin tiirline baghdir. Destek maddesi olarak
seliiloz, nisasta, gluten, dekstran, kitosan, seramik, aliimina, aktif karbon, gdzenekli

cam, bentonit, kil ve CaCOj3 kullanilmaktadir (Telefoncu, 1997; Costa vd., 2005).

Yontem; uygun sartlarda enzim ile destegin karistirilmasi ve daha sonra santrifiijleme
ya da filtrasyon ile enzimin fazlasinin materyalden ayrilmasi islemidir. Enzimin

adsorpsiyonu; iyonik kuvvete, enzim ve ¢oziicii derisimine, sicaklik gibi degiskenlere

g€
g€

Sekil 2.3 Tasiyiciya baglanma (Celebi, 2013).

baghdir.

\

Adsorpsiyonla immobilizasyonda yontemin basit olusu, farkli absorbentlerin kullanimi
ve absorbentlerin tekrar kullanimi avantaj iken; enzim ve destek arasindaki zayif baglar

nedeniyle enzimin desorpsiyonu ise en biiyiik dezavantajidir (Kennedy ve Melo, 1990).
b) iyonik baglanma

Iyonik baglanma yontemi ile enzimler, iyon degistirici bolgeler igeren suda
cozlinmeyen tasiyicilara iyonik bag ile baglanirlar. Ayni1 zamanda fiziksel adsorpsiyon
da meydana gelebilir. Iyonik baglanmada baglanmanin kuvveti, fiziksel adsorpsiyondan
daha kuvvetlidir. Bu yontem ortamin iyonik kuvvetine ve pH’1ina bagli oldugundan bu

kosullarin degismesi destekten enzimin ayrilmasina neden olur (Telefoncu, 1997).



Sekil 2.4 Iyonik baglanma ile tasiyiciya baglanma (Celebi, 2013).

Iyonik baglanmada destek maddesi olarak iyon degistiriciler kullanilmaktadir. Destek
maddesi olarak katyon ve anyon degistiriciler olarak iki gruba ayrilirlar. Katyon
degistirici olarak; karboksimetil ve siilfat tlirevleri; anyon degistirici olarak ise,
dietilaminoetil (DEAE), epiklorohidrin ve trietanolamin kullanilmaktadir. Iyonik
baglanma yontemi ile ilk olarak katalaz enzimi DEAE seliiloz {izerine tutturulmustur.
Endiistride ise ilk olarak DEAE safedex kullanilarak aminoagilaz enziminin

immobilizasyonunda kullanilmistir (Kennedy ve Melo, 1990).
c) Kovalent baglanma

Genellikle sulu ortamda ger¢eklesen ve suda ¢oOziinmeyen bir destege enzimlerin
kovalent bag ile baglanmasi yontemidir. Kovalent bag yapis1 giiglii oldugundan
immobilize olmus enzim substrat igeren ¢ozelti icerisine gecemez. Enzimin destege
kovalent bag ile baglanabilmesi i¢in destegin amino, hidroksil, karboksil gibi reaktif
gruplara sahip olmasi gerekmektedir. Bu yontemde uygun tutuklanma yontemini
baglanma tepkimesi, destek ve enzimdeki fonksiyonel grup belirlemektedir (Kennedy
ve Melo, 1990; Telefoncu, 1997).
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Sekil 2.5 Enzimin tastyiciya bir ajan olmadan kovalent olarak baglanmasi (Celebi,
2013).

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak destek maddesi reaktif degilse yardimci bir
reaktif ile aktif hale getirilmesi gerekir. Immobilizasyon oda sicakligi, nétral pH gibi
¢ok 1limlt kosullarda gergeklestirilmelidir (Telefoncu, 1997).

Sekil 2.6 Enzimin tastyiciya bir ajan ile kovalent olarak baglanmasi (Celebi, 2013).

Kolay bulunabilmesi, ucuzluk, hidrofilik olmasi, baglama kapasitesi ve uygulamadaki

dayaniklilig: gibi faktorler destegin seciminde 6nemlidir (Costa vd., 2005).
d) Selat veya metale baglanma

Destek maddesinin yiizeyinin ge¢is metal bilesikleri ile aktive edilmesi yontemidir.
Selat yapisinda olan aktive olmus destege enzim dogrudan baghdir. Immobilize
enzimler icin ilk metal bagi 1971 yilinda Birmingham Novais Universitesinde
gerceklestirilmistir. Seliilozu aktive etmek i¢in demir, titanyum, vanadyum ve ¢inko
gibi gecis metal iyonlarinin kloriirleri veya siilfatlar1 kullanilmistir (Kennedy ve Melo,
1990).
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2.1.2 Tutuklanma

Tutuklama ile immobilizasyon yonteminin prensibi adindan da anlagilabilecegi iizere
enzim molekiiliinii belirli bir ortamda kalmaya zorlayarak bulundugu ¢evreden disariya
ctkamaz durumda bulunmasidir. Tutuklama islemi polimer matriks i¢indeki kafeslerde
gerceklestirilebilecegi gibi yar1 gecgirgen membranlar i¢inde mikrokapsiilleme ve
miseller ile de gergeklestirilebilir. Bu yontemi kovalent baglama ve capraz baglama
immobilizasyon yontemlerinden ayiran en 6nemli fark, enzimin fiziksel veya kimyasal

olarak bir tasiyictya baglanmamis olmasidir (Telefoncu, 1997).

Bu immobilizasyon yontemin avantaji kii¢iikk bir hacim i¢inde enzim ve substrat
arasinda son derece genis bir ylizey alani olusturmasi ve ayni anda immobilizasyon
isleminin gerceklesmesidir. Dezavantajlar1 ise, mikrokapsiilleme sirasinda enzimin
aktivitesinde azalma ve yiiksek enzim derisimi ihtiyacinin olmasidir. Enzimin
tutuklandig1 ortamdan disar1 sizmamasi igin, gozenek biiyiikliigiiniin ¢ok diisiik olmasi

gerekmektedir (Celebi, 2013).

Tutuklanma yonteminin 3 sekli bulunmaktadir; lif yakalamasi, jel yakalamasi ve

mikrokapsulleme (Kennedy ve Melo, 1990).

(a)
=
5
N 5 N
/ : A4
FIIFTTIT T 7T T il @ @

Sekil 2.7 Enzimin (a) matriks igine, (b) fiber igine, (c) kapsul igine tutuklanmasi
(Celebi, 2013).
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2.2 Uygun immobilizasyon Yo6nteminin Secilmesi
Enzimlerin ¢ogu i¢in farkli immobilizasyon yontemleri bulundugu halde tim enzimler
icin Kullanilabilen tek bir immobilizasyon yontemi bulunmamaktadir. Bunun nedenleri

sOyle agiklanabilir:

I. Enzimlerin birbirinden tamamen farkli bilesimde ve kimyasal yapida
olmasi,
ii. Substrat ve triiniin farkli 6zelliklere sahip olmasi,

ii. Uriine uygulanabilen farkli kullamimlarin olmast.

Bundan dolay1 ucuz, basit, yiiksek kullanim kararlilig1 ve kalic1 bir aktiviteye sahip olan
bir yontem bulmak immobilize enzimlerin biitiin uygulamalar1 i¢in gereklidir.
Immobilizasyon metotlarinin avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. Tablo 2.1’de
farkli immobilizasyon yontemlerinin birbirine gore kiyaslamasi verilmistir (Kennedy ve

Melo, 1990).

Tablo 2.1 Degisik tutuklama yontemlerinin karsilastirilmasi (Kennedy ve Melo, 1990).

Ozellik Capraz Fiziksel Iyonik Metal Kovalent Yakalama
baglanma adsorpsiyon baglanma  baglanma baglanma
Hazirhk Orta Basit Basit Basit Zor Zor
Baglanma Kuvvetli Zayif Orta Orta Kuvvetli Orta
gucu
Enzim Diisiik Orta Yiiksek Yiksek Yiksek Diisiik
aktivitesi
Destegin
tekrar Kullanilamaz ~ Kullamilabilir ~ Kullamlabilir ~ Orta Yiiksek Orta
Kkullanim
Tutuklama Orta Diisiik Diisiik Orta Yiksek Orta
maliyeti
Kararhhk Yiiksek Diisiik Orta Orta Yiiksek Yiiksek
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3. TEKSTIL BOYAR MADDELER

Boyar maddeler, rengi veren kromofor ve boyay1 iplige baglayan fonksiyonel grup
olmak (zere genellikle iki ana bilesenden olusan kiiglik molekiillerdir. Literatlrde
uygulandigi ipligin tipine veya kimyasal yapisina gore smiflandirilmis yiizlerce gesit
boya bulunmaktadir. Boyanin iplik iizerine adsorbe olmasi tekstil ipligine ve boyanin

tipine bagli olarak degisiklik gostermektedir (Kocaer ve Alkan, 2002).

Boyar maddeler birka¢ sekilde simiflandirilabilirler. Boyama 6zellikleri, ¢ozunurlik,
kimyasal yapi, kullanilis yerleri gibi 6zellikleri gbz Oniine alinir. Boyar maddelerin
smiflandirilmast yaygin olarak iki farkli bakis acisiyla yapilabilir. Bu bakis agilarindan
birincisi boyar maddelerin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi, ikincisi ise boyar
maddelerin tekstildeki kullanim sekillerine gére siniflandirilmasidir (Baser ve Inanic,
1990).

Kimyasal yapilarina goére boyar maddeler siniflandirilirken temel olan nokta boyar
maddeye absorpsiyon 6zelligi kazandiran kromofor gruptur. Kimyasal yapilarina gére
boyar maddeler; azo boyalar, nitro boyalar, antrakinon boyalar, kikuirt boyalar ve Di-

ve Triarilmetan boyalar olarak da siniflandirilmaktadirlar (Baser ve Inanici, 1990).

Boyar maddelerin kimyasal yapilarindan daha ¢ok tekstildeki kullanim sekillerine gore
siniflandirilmasi daha ¢ok ragbet edilen bir siniflama seklidir. Kullanim amacina gore

boyar maddeler asagidaki smiflara ayrilirlar (Baser ve Inanici, 1990);

Asidik boyalar,

Bazik boyalar,

Reaktif boyalar,

Direkt boyalar,

Dispers boyalar,

Mordan boyalar,

Kpe boyalar,

Metal- kompleks boyalar,

© o N o 0 bk~ w DN PE

Pigment boyalar,

10. inkisaf boyalar.
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3.1 Boyalarin Kullanim Amacina Goére Siniflandirilmasi

3.1.1 Asidik boyalar

Molekiilde bir veya birden fazla karboksilik asit grubu veya silfonik asit grubu gibi
oksokrom gruplar igerirler. Renkli kisim boya anyonudur ve anyonik sinifa girerler.
Asidik boyalar olarak adlandirilmasinin nedeni, uygulamanin asidik banyolarda yapilmasi
ve hemen hemen hepsinin organik asitlerin tuzlar1 olmalaridir. Stlfonik asit grubu iceren
direkt, metal-kompleks ve reaktif boyalar da anyonik yapidadir; fakat farkli yontemler ile
boyama yaptiklarindan asit boyalar sinifina girmez. Elyaf ile asidik boyanin arasindaki

iliski iyonik bag seklindedir.

Asidik boyar maddeler oOncelikle yin, ipek, poliamid elyaf ile katyonik modifiye
akrilonitril elyafi ile kagt, kirk, deri ve besin maddelerinin boyanmasinda kullanilmaktadir

(Baser ve Inanici, 1990).

3.1.2 Bazik boyalar

Organik bazlarin hidrokloriirleri seklinde olup renkli kisim katyonik gruptur. Pozitif yik
tasiyict olarak S ve N atomu bulundururlar. Bazik olarak etki ettiklerinden boyanin
katyonu, elyafin anyonik gruplariyla baglanir. Bu boyalar baslica poliaktilonitril, kismen
de yiin ve pamuk elyafin boyanmasinda kullanilirlar. Boya ile elyaf arasindaki iligki
iyoniktir ve boyar maddenin katyonu elyafin anyonik gruplar ile tuz olusturur (Baser
ve Inanic1, 1990; Mathew vd., 2019).

3.1.3 Reaktif boyalar

Reaktif boyalar % 60-90 fikse oranlar1 ile atik sularda en fazla renge neden olan boyar
maddelerdendir. Biitiin lif tiiketiminin yaklasik % 40’11 karsilayan pamuk lifinden
yapilmis Urtinlerin renklendirilmesinde en c¢ok kullanilan boyar madde sinifidir.
Diinyada yillik 21 milyon tona yakin pamugun renklendirilmesinde yillik 120.000 ton
reaktif boyar madde tiketilmektedir. Reaktif boyar maddeler diger biitiin boyar
maddelerden farkli olarak lif molekiilleriyle tepkimeye giren ve liflere gercek kovalent
baglarla baglanirlar (Eren vd., 2007).

Butlin reaktif boyar maddeler, kromofor tasiyan renkli bir grup, reaktif grup ve
molekiile ¢oziiniirliik saglayan grup icerir. Seliilozik elyafin boyanmasinda kullanilan
bu boyar maddeler pamuk, yiin, ipek ve poliamid boyanmasinda da kullanilmaktadirlar

(Baser ve Inanici, 1990; Eren vd., 2007).
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Reaktif boyalar tekstil boyalariin 6nemli bir sinifin1 olusturmakta ve diinyada en fazla
tilketilen boyalarin basinda gelmektedir. Tekstil siireglerinde kullanilan boyalarin
yaklasik olarak yarist suda ¢Oziinebilen reaktif boyalardir. Suda oldukc¢a iyi
cozlnduklerinden boyama iinitesinde boyanin tamamu seliiloz elyafiyla ile tepkimeye

girmez ve bir kisim boya bosaltim {initelerinden suyla birlikte atilir (Celebi, 2013).

3.1.4 Direkt boyalar

Direkt boyalar genellikle siilfonik, bazen de karboksilik asitlerin sodyum tuzlaridir.
Silfo grubu (-SO3H) asidik bir gruptur ancak NaOH veya KOH ile notralize edildiginde
notral ve iyonik hale gecer buda ¢oziinmeyi artirir. Yap1 bakimindan direkt ve asit boyar
maddeler arasinda kesin bir smir yoktur. Boyama yontemi bakimindan farkhdirlar.
Direkt boyalara bu adin verilmesinin nedeni bir 6n islem olmaksizin dogrudan boyama
yapilabilmesindendir. Renkli kisimlarinda bazik grup iceren direkt boyalar, sulu
cozeltide zwitter iyon seklinde bulunurlar. Suya karsi dayanikliligi (yas hasliklari)
sinirlidir. Boyama sonrasi yapilan ek islemlerle yas hasliklar1 diizeltilebilir (Baser ve

Inanici, 1990).

3.1.5 Dispers boyalar

Suda eser miktarda cozlnebilen bu nedenle sudaki dispersiyonlari halinde
uygulanabilen boyalardir. Poliester, poliamid ve akrilik elyafin boyanmasinda
kullanilirlar. Boyar madde, boyama islemi sirasinda dispersiyon ortamindan hidrofob elyaf
uzerine difuizyon yolu ile gekilir ve boyama boyar maddenin elyaf icerisinde ¢oziinmesi
seklinde gergeklesir. Poliamid ve akrilik elyafin boyanmasinda kullanilirlar (Baser ve
Inanici, 1990). Boyanm sudaki dagilimini ve homojenligini arttirmak icin ortama

dispersiyon ajanlari (dispergant) eklenmektedir (Satar ve Husain, 2009).

3.1.6 Mordan boyalar

Mordan sozctigii, boyar maddeyi elyafa baglayan madde anlamini tasir. Dogal ve bir¢ok
sentetik boya bu smifa girer. Bu boyar maddeler asidik ve bazik fonksiyonel gruplar
icerirler. Bitkisel ve hayvansal elyaf ile kararsiz bilesik olusturduklarindan hem elyaf
hem de boyaya karsi ayn1 kimyasal ilgiyi gdsteren bir madde (mordan), dnce elyafa
yerlestirilir; daha sonra elyaf ile boyar madde suda ¢oziinmeyen bir bilesik vermek iizere
tepkimeye sokulur. Boylece boyanin elyaf tzerine baglanmasi saglanir. Mordan olarak

suda ¢oziinmeyen hidroksitler olusturan Al, Sn, Cr, Fe tuzlart kullanilir.
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Bu tuzlarin katyonlari ile boya molekiilleri elyaf lizerinde suda ¢éziinmeyen kompleksler
olusturur. Giinlimiizde yalnizca krom tuzlari yiin boyamada énem tagimaktadir. Cr (111)
bu amag i¢in en ¢ok kullanilan metal iyonu oldugundan tekstilciler mordan denince akla
Cr (1) iyonunu getirselerde mordanlama bdtin metal iyonlar1 i¢in kullanilan bir

tanimdir (Baser ve Inanici, 1990).

3.1.7 Klpe boyalar

Karbonil grubu iceren ve suda ¢dziinmeyen boyalardir. Indirgenme ile suda ¢dziiniir
hale getirildikten sonra elyafa cektirilirler. Daha sonra yikseltgenme ile yeniden
coziinmez hale getirilirler. Daha ¢ok seliilozik kismende protein elyafin boyanmasinda
ve baskisinda kullanilirlar. Kiipe boyasindaki karbonil grubu oksijeni indirgendiginde
enolat oksijenine doniisiir. Bunlardan ilkinde kromofor ikincisinde oksokrom 6zellik
gosterir. Bu nedenle kiipeleme (indirgeme) islemi az veya ¢ok bir renk degisimi gosterir

(Baser ve Inanici, 1990).

3.1.8 Metal-Kompleks boyalar

Belirli gruplara sahip bazi azo boyar maddeleri ile metal iyonlarimin kompleks
etkilesimi ile olusturduklar1 boyalardir. Kompleks olusumunda azo grubu rol oynar ve
metal katyonu olarak Ni, Cr ve Cu iyonlari kullanilir. Krom kompleksleri daha ¢ok yiin,
poliamid boyamasinda kullanilirken bakir kompleksleri ise pamuk ve deri boyaciliginda

kullanilir (Baser ve Inanici, 1990).

3.1.9 Pigment boyalar

Tekstil elyafi, organik ve inorganik pigmentler ile de boyanabilir. Pigmentlerin elyaf
afinitesi yoktur. Kimyasal bag ve absorbsiyon yapmazlar. Baglayici madde adi verilen
sentetik recinelerle elyaf yiizeyine baglanirlar. Suda ¢oziinemediklerinden sudaki yag ve

yagdaki su emiilsiyonlar1 seklinde ince dagilmis olarak kullanilirlar (Baser ve Inanici,

1990).

3.1.10 Inkisaf Boyalar
Elyaf {izerinde olusturularak son sekline doniistiiriilebilen biitiin boyar maddeler bu

sinifa girer (Baser ve Inanici, 1990).
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3.2 Kullanilan Boyalar

3.2.1 Asit Blue 129 boyasi ve 0zellikleri

Antrakinon molekiiler yapida olup parlak mavi renklidir. Ozellikle yun, ipek ve
poliamid elyaf boyama ve dogrudan baski i¢in kullanilir. Deri boyamalarinda da
kullanilabilir (Url-3).

O NHQQ
IE|§—ON£:1
8
CHs
O HN
H3C CHs;

Sekil 3.1 Asit Blue 129 boyasi.

Tablo 3.1 Asit Blue 129 boyasinin karakteristik dzellikleri.

Adi (C.L) Asit Blue 129 (AB 129)
Molekil Formuli C23H21N2NaOsS
Molekill Kiitlesi 460.48 g mol™

EC Numarasi 229-008-4
Renk Indeks Numarasi 62058
Maksimum Absorbsiyon 629 nm
Dalga Boyu (Amax)
CAS Numarasi 6397-02-0
Boya Icerigi % 25
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3.2.2 Asit Blue 113 boyasi ve 0zellikleri

Azo boyar madde olup suda, etanolde ¢oziiniir, menekse mavisi renk verir. Asetonda az
¢Oziiniir, diger organik ¢oziiclilerde ¢oziinmez.

Yiin, poliamid elyaf ve ipek kumaslarin boyanmasinda, yiin / ¢ubuk karigimli kumas ile
direkt boyalarda da kullanilabilir, deri, kagit ve biyolojik gdlgelemede de kullanilabilir
(Url-4). Azo boyar maddeler yapilarinda -N=N- grubu iceren boyar maddelerdir
(Srinivasan ve Sadasivam, 2018).

NH
Nee
N S-ONa
\ 0
[;/ N O

O=§:O
ONa

Sekil 3.2 Asit Blue 113 boyasi.

Tablo 3.2 Asit Blue 113 boyasinin karakteristik 6zellikleri.

Adi(C.1) Asit Blue 113 (AB 113)
Molekil Formuli Ca2H21NsNa,06S;
Molekiil Kiitlesi 681.65 g mol™
EC Numarasi 222-111-5
Renk Indeks Numarasi 26360
Maksimum Absorbsiyon 566 nm

Dalga Boyu (Amax)
CAS Numarasi 3351-05-1
Boya icerigi % 50
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3.3 Tekstil Atik Sularinda Boya Giderme Yontemleri

Piyasada 100.000'den fazla farkli sentetik boya bulunmaktadir. Diinyada; tekstil, kagit,
kozmetik, gida ve ilag endiistrisinde yillik 700.000 ton boya kullanilmakta ve bu
boyalarin % 10-15'i atik su i¢inde bulunmaktadir (O'Brien ve O'Féagain, 2000). Boya
kullanim1 bazi canli organizmalar i¢in toksisite ve kanserojenlik agisindan tehlikeli

olmaktadir.

Aritma yontemleri tekstil atik suyunun 6zelligine gore degisebilmektedir. Tekstil atik

sularinin aritilmasi genellikle ii¢ ana baslik altinda toplanmaktadir.

Tablo 3.3 Atik su aritma yontemleri (Pavko, 2011).

Fiziksel Aritma Kimyasal Aritma Biyolojik Aritma
Yontemleri Yontemleri Yontemleri

Adsorpsiyon H,O, oksidasyon Bakteriyal aerobik
Sedimentasyon Fenton oksidasyon Bakteriyal anaerobik
Flotasyon Ozon Maya
Koagulasyon Klorinasyon Alg
Membran filtrasyon Elektrokoagulasyon Mantar
Radyasyon Fotokimyasal oksidasyon

Gunumuzde boyar maddelerin giderimi biylk oranda fiziksel ve kimyasal yontemlerle
gergeklestirilmektedir. Ancak bu yontemlerin maliyeti oldukga yiiksek oldugundan yeni
yontemlerin arastirilmasi s6z konusu olmustur. Bu nedenle biiyiik hacimli atik sulardaki
boyar maddelerin etkili ve ekonomik bir sekilde giderilebilmesi igin biyolojik sistemler

gibi alternatif yontemlere gereksinim vardir (Kocaer ve Alkan, 2002).

3.3.1 Boyalarin enzimler ile giderimi

Son zamanlarda arastirmacilar enzimlerle boya giderimine dikkat cekmektedirler.
Bununla birlikte, ylksek derecede renk giderimi elde etmek icin buyuk miktarlarda
enzim gerekmektedir. Bu durum endustriyel alanlarda enzimle boya giderimini
siirlandirmaktadir. Enzimin immobilizasyonu, bu smirlamalarin iistesinden gelmek
i¢in kullanilan yontemlerden biridir. Bu tiir uygulamalar igin immobilize edilmis bir

enzim preparati hazirlamak i¢in her zaman daha ucuz bir destek ve enzim arayis1 vardir.
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Immobilizasyon islemi ile enzimlerin veya mikroorganizmalarin tekrar tekrar
kullanilmasi saglanacagindan, 6nerilen biyoaritma yontemlerinin diger yontemlere gore
¢ok daha ekonomik olmasi beklenmektedir (Liu vd., 2006; Khan ve Husain, 2007).

Endiistriyel atiklarda boyay1 gidermek icin lignin peroksidaz (Novotny vd., 2001),
mangan peroksidaz (Harazono vd, 2003), yabanturpu peroksidaz (HRP) ve soya
fasulyesi peroksidaz (Knutson vd., 2005) gibi bircok peroksidaz ve lakkaz (Levin vd.,
2004) kullanilmaktadir (Husain, 2006; Nisha vd., 2012). Peroksidazlarin boyay1
renksizlestirilmesinde baglatict olarak hidrojen peroksit kullanilmaktadir (Khan ve
Husain, 2007).

Horseradish ya da yaban turpu (Armocia rusticana), diinyanin iliman iklim bolgelerinde
yetistirilen uzun omiirlii dayanikli bir bitkidir (Sekil 3.3). Bitkinin kokleri, organik ve
inorganik bilesikleri oksitlemek i¢in hidrojen peroksit kullanan zengin bir peroksidaz
kaynagidir (Veitch, 2004).

Sekil 3.3 Bayir turpu (Armoracia rusticana) “Horseradish” bitkisi (Celebi, 2013).

Horseradish peroksidaz, bir asirdan uzun siiredir iizerinde ¢aligilan 6nemli bir hem
iceren enzimdir. HRP enzimi, kararli olmasi ve bitki koklerinden kolayca elde
edilebilmesi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu bitkinin kokii birkag tane
farkli peroksidaz izoenzimi igermektedir. Bunlardan en yaygin olanmn HRP C

izoenzimidir (Azevedo vd., 2003; Veitch, 2004).

HRP enzimi, 308 aminoasit kalintisi, bir hem grup (demir (111) protoporfirin 1X) ve iKi
kalsiyum atomundan olusan iki farkli metal merkeze sahiptir (Morawski vd., 2000;
Veitch, 2004). HRP enziminin {i¢ boyutlu molekiil yapisi1 Sekil 3.4’te gosterilmistir.
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Sekil 3.5 HRP C'nin hem baglayici bolgesindeki anahtar aminoasit kalintilar1 (Veitch,
2004).

Hem grubu ve hem kirmizi renkte, geriye kalan aminoasit kalintilar1 ve bazi1 atomlar ise

kirmizi, yesil ve mavi renklerde gosterilmistir. His170, proksimal histidin artii, hem

demir atomuna koordine durumdadir (Sekil 3.5) (Veitch, 2004).

Peroksidazlar, H,0; ile Bilesik I, II ve III olmak tizere ii¢ farkli yap1 olusturlar. HRP’nin
genel calisma mekanizmasi Sekil 3.6’da verildigi gibidir. HRP-1 ve HRP-II, sirasiyla
Bilesik I ve Bilesik II'yi, AH ise indirgenen substrati gostermektedir (Altikatoglu vd.,
2009).
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Sekil 3.6 HRP enziminin genel ¢alisma mekanizmasinin sematik gosterimi.

HRP’nin  enzimatik aktivitesi, hem grubunda bulunan demir atomunun
yiikseltgenmesinden ve indirgenmesinden kaynaklanmaktadir. Sartlarin uygun oldugu
bir ortamda HRP, H,0, ile birleserek [HRP-H,O,] kompleksini olusturur. Olusan
kompleks ¢esitli elektron vericiler ile yiikseltgenir. Organik bilesiklerin, H,O,
varhiginda  peroksidaz  oksidasyonu atik  sulardaki  organik  kirliliklerin

uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir (Celebi, 2013).
HRP + H,0, — [HRP-Hzoz]
[HRP-H,0,] + Substrat — Uriin + HRP + 2H,0

Horseradish peroksidaz (HRP), fenoller, bifenoller, anilinler, benzidinler gibi aromatik
bilesiklerin oksidasyonunu katalize edebilir. HRP enzimi baslica tibbi tani kitlerinde
kullanilmaktadir. Genis bir pH ve sicaklik araliginda aktivitesini korudugundan atik su
aritiminda azo boyalarin giderilmesinde etkili oldugu bilinmektedir (Duran ve Esposito,
2000; Altikatoglu vd., 2009).

Caligmamizda katalaz ve peroksidaz enzimlerinin parafin destekte ayr1 ayr1 immobilize
edilerek immobilizasyonun optimal kosullarinin belirlenmesi, ayrica parafin destekte
immobilize peroksidazin ve katalazin tekstil endiistrisinde kullanilan boyalardan olan

AB 129 ve AB 113’iin giderimine etkilerinin arastirilmas1 amag¢lanmistir.
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4. MATERYAL VE METOD

4.1 Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre : SHIMADZU UV-1800 (Sicaklik Ayarli)
Hassas terazi : RADWAG AS 220.R2
pH metre cihazi : Adwa

Manyetik ¢oklu karistirict  : JEOTECH
Inkiibator :J. P. SELECTA
Su banyosu : Nive

4.2 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Katalaz (EC: 1.11.1.6), horseradish peroksidaz (HRP) (EC: 1.11.1.7), hidrojen peroksit
(W/ v %50), Asit Blue 129 (AB 129) ve Asit Blue 113 (AB 113) boyalar1 Sigma-
Aldrich; parafin, sitrik asit monohidrat, potasyum klorir, disodyum hidrojen fosfat,
sodyum dihidrojen fosfat Merck; guaicol (99+%) Acros Organics; borik asit J.T. Baker;
etil alkol (% 99) Carlo Erba marka kullanilmistir. Biitiin kimyasallar analitik saflikta

olup deneylerin tiim agsamasinda ¢ift distile deiyonize su kullanilmistir.

4.3 Kullanilan Cozeltiler
Sitrat tamponlart: pH: 3.0, 4.0, 5.0, (50 mM)

Fosfat tamponlar1: pH: 6.0, 7.0, 8.0, (50 mM)

Potasyum Klorir- Borik asit tamponu: pH: 9.0, (50 mM)

Stok katalaz: 0,5 mg.mL™ (pH: 7.0, 50 mM fosfat tamponu icerisinde)

Stok horseradish peroksidaz: 0,25 mg.mL™ (pH: 7.0, 50 mM fosfat tamponu icerisinde)
Stok hidrojen peroksit: 10 mM (pH: 7.0, 50 mM fosfat tamponu icerisinde)

Guaiakol: (w/ v) % 0,5 (% 50°lik etil alkolde)
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4.4 Katalaz ve Peroksidazin Parafin Destekte immobilizasyonu

Her iki enzim i¢in de immobilizasyon Pithawala ve arkadaglarinin (2010) kullandig1
yonteme gore yapildi. Termostatli su banyosunda (60 °C) 4 g parafin eritilip parafin
iizerine, 20 mg kat1 enzim eklenerek yavas yavas karistirildi. Deiyonize suda yikanip
glineste kurutulan pamuklu kumas 1 cm?’lik parcalara kesildi. 1 cm®’lik kumas pargalar
karigmakta olan enzim-parafin karistmina daldirilip 3-5 sn bekletilip bir pens yardimi ile
¢ikarildl ve oda sicakliginda kurumaya birakildi. Bu yontemle enzim igeren parafinli 1

cm?lik kumas pargalar1 hazirlandi.

@ (b)

Sekil 4.1 ()1 cm? boyutlarinda kesilmis pamuklu kumas parcalari.
(b) Parafin ve enzim igeren kumas pargalari.
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4.5 Katalaz Enziminin Aktivite Tayini

4.5.1 Serbest ve immobilize katalaz aktivitesinin dlgtlmesi

Katalaz aktivitesinin saptanmasinda kullanilan yontem hidrojen peroksitin su ve
molekiiler oksijene parcalanmasinin 240 nm dalga boyunda spektrofotometrede

izlenmesi ilkesine dayanir (Aebi, 1981).

Katalaz

2H202 — 2]:_:[2(:)“_()2

Serbest katalaz igin yontem:

0,5 mg.mL™" derisimde serbest katalaz stok ¢ézeltisi ve 10 mM H,0, ¢dzeltisi (50 mM,
pH: 7.0 fosfat tamponu) hazirlandi. Kuvars kivet igerisine 2,975 mL H,0, ¢ozeltisi
alind1. Uzerine 0,025 mL katalaz enzimi eklendi ve ¢ozelti karistirilip 35 °C sicaklikta,
spektrofotometrede 240 nm’de bir dakika boyunca her 10 saniyede bir, absorbans
degerleri kaydedilerek aktivite [4.1]°deki denklem kullanilarak hesaplandi. Serbest

katalaz ile ilgili tiim islemler en az 3 tekrarl ¢alisilarak degerlendirildi.

,‘}

= 2973 ml. HYO,

: +
4 0,025 mL katalaz

.

0,5 mg.mL" !
l 1 10 mM Ha0: \

Stok katalaz | S0mM, pH: 7.0

fosfat
tamponunda

240 nm°de, 10 sn’de
bar dlgiim

Sekil 4.2 Serbest katalaz aktivite tayini sematik gdsterimi.
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Immobilize katalaz icin yontem:

1 cm?lik (~0,147 mg.cm™) 3 adet immobilize katalaz, 15 mL 10 mM H,0, (50 mM,
pH: 7.0 fosfat tamponu) i¢ine atilip hafif¢e galkalanarak 240 nm’de bes dakika boyunca
her 30 sn’de bir, absorbanslar1 kaydedilerek aktiviteleri [4.1] nolu denklem kullanilarak
hesaplandi. Immobilize katalaz ile ilgili tiim islemler en az 3 tekrarli calisilarak

degerlendirildi.

,;; 15 mL H;0;

4 A
/' 3 cm® immaobilee katalaz

10 mbdd HaOn

immobilize | 30 mM, pH: 7.0
katala= fosfat
tamponunda

240 nm’de,
30 =n°de bir dlgim

Sekil 4.3 Immobilize katalaz aktivite tayini sematik gdsterimi.

Baslangi¢c hizinin dogrusal kesiminden dakikadaki sogurum degisimi AA bulunarak
asagidaki denklemden aktivite hesaplandi.

Ve AA

Unite/mL = T

[4.1]

V= Toplam hacim (mL)

V= Enzim hacmi ( mL) (serbest katalaz icin)
Ve= Enzim hacmi (cm?) (immobilize katalaz icin)
b= Kiivet kalinlig1 (1 cm)

€= Molar sogurum katsayisi (0.040 cm?.pmol™)
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4.5.1.1 Serbest ve immobilize katalazin optimum sicakhiginin belirlenmesi
Serbest ve immobilize katalazin 4.5.1’de belirtilen deney yontemleri kullanilarak
aktiviteler degisik sicakliklarda (20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 °C) olctldi.

4.5.1.2 Serbest ve immobilize katalazin optimum pH’min belirlenmesi

Farkli pH’larda (pH: 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0) hazirlanan tamponlar igerisinde 10
mM H,0, c¢ozeltileri hazirlandi. Spektrofotometre kivetine 2,975 mL pH: 3.0’te
hazirlanmis H,O, ¢ozeltisi alindi ve tlizerine 0,025 mL stok katalaz enzimi eklendi ve
cozelti kanistirilip spektrofotometrede 35 °C’de, 240 nm’de her 10 saniyede bir
absorbans degerleri kaydedilerek aktivite [4.1]’deki denklemden serbest katalazin
aktivitesi hesaplandi. Aymi islemler diger pH’larda hazirlanmis H,O, cozeltileri

kullanilarak yinelendi.

Farkli pH’larda (pH: 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0) tamponlar kullanilarak 10 mM
H,0, ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu substrat ¢ozeltilerinden 15°er mL behere
alarak igerisine immobilize katalazdan 3 cm? eklendi. Hafifce calkalanarak yiriitulen
deneyde her 30 saniyede bir spektrofotometrede 35 °C’de, 240 nm’de absorbans
degerleri kaydedilerek immobilize katalazin aktivitesi hesaplandi. Bu iglemler diger pH

degerleri i¢in tekrarlandi.

4.5.1.3 Serbest ve immobilize katalazin kinetik sabitlerinin belirlenmesi

Farkli derisimlerde (5, 10, 15, 20, 25, 30 mM) H,O; substrat ¢ozeltileri (50 mM, pH: 7.0
fosfat tamponunda) hazirlandi. Spektrofotometre kiveti icerisine 2,975 mL 5 mM H,0,
cozeltisinden alind1. Uzerine 0,025 mL katalaz enzimi eklendi ve ¢dzelti karistirilip
spektrofotometrede 35 °C’de, 240 nm’de her 10 saniyede bir absorbans degerleri
kaydedilerek [4.1]’deki denklemden serbest katalazin aktivitesi hesaplandi. Ayni
islemler diger H,O, derisimleri igin tekrarlandi. Lineweaver- Burk grafigi ¢izilerek Vmax

ve Ky, degerleri hesaplandi.

50 mM, pH: 7.0 fosfat tamponu igerisinde farkli derisimlerde (5, 10, 15, 20, 25, 30 mM)
H,0; substrat ¢ozeltileri hazirlandi. Bir beher igerisine 15 mL 5 mM H,0, substrat
cozeltisi alind1 ve Uzerine immobilize katalazdan 3 cm? atildi. Hafifce calkalanarak her
30 saniyede bir spektrofotometrede 35 °C’de 240 nm’de absorbans degerleri

kaydedilerek immobilize katalazin aktivitesi hesaplandi.
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Ayni islemler diger substrat derisimleri igin yinelendi. Lineweaver-Burk grafigi

cizilerek Vmax ve Ky, degerleri hesaplandi.

4.5.1.4 Serbest ve immobilize katalazin termal kararhiliginin belirlenmesi
Stok serbest katalaz ¢ozeltisi 20 °C sicaklikta 1 saat inkiibe edildikten sonra aktivitesi
4.5.1°de anlatilan yontemle tayin edildi. Ayni islemler 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 °C

sicakliklarda inkiibe edilen katalaz kullanilarak yinelendi.

Parafin destekte immobilize katalaz 20 °C sicaklikta 1 saat inkiibe edilip aktivitesi
45.1’de belirtilen sekilde olgiildii. Ayni islemler 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 °C

sicakliklarda inkiibe edilen immobilize katalaz kullanilarak yinelendi.

4.5.1.5 Serbest ve immobilize katalazin pH kararhiliginin belirlenmesi

0,5 mg.mL™" derisimde katalaz ¢ozeltisi 50 mM pH: 3.0 olan tamponda hazirlanarak
35 °C sicaklikta 1 saat bekletildi. Daha sonra 10 mM 2,975 mL H,O, lizerine pH: 3.0’te
bekletilen katalazdan 0,025 mL eklenerek aktivitesi [4.1]’de belirtildigi gibi olgiildii.
Ayni islemler pH: 4.0, 5.0, 6,0, 7.0, 8.0, 9.0’da 1 saat bekletilmis serbest katalaz

kullanilarak yinelendi.

Parafin destekte immobilize katalaz pH: 3.0 olan tampon cozeltide 1 saat 35 °C’de
bekletildi. Daha sonra 10 mM 15 mL H,0, c¢0zeltisine pH: 3.0’te bekletilmis
immobilize katalaz 3 cm? eklendi ve aktiviteler [4.1]°de anlatilan yontemle 6lctildu.
Ayni iglemler pH: 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0’da 1 saat bekletilen immobilize katalaz

kullanilarak yinelendi.

4.5.1.6 Serbest ve immobilize katalazin saklama kararlhiligimin belirlenmesi
Serbest ve immobilize katalaz buzdolabinda (4 °C) ve oda sicakliginda (20 °C) saklandh.
Deney, 5-7 ginde bir 4.5.1’de anlatildigi gibi serbest ve immobilize katalazin

aktiviteleri 6lculd.

4.5.1.7 Immobilize katalazin kullanim kararlihginin belirlenmesi

Parafin destekte immobilize katalazdan 3 cm? alinarak 15 mL 10 mM H,0, (50 mM,
pH: 7.0 fosfat tamponu) ¢oOzeltisi icerisine atild1 ve spektrofotometrede 240 nm’de 30
sn’de bir absorbans kaydedilerek aktivite [4.1]’deki denklemden hesaplandi. Kulanilan
immobilize katalaz 50 mM, pH: 7.0 fosfat tamponu ile yikanarak tekrar ayni miktardaki
substrat ¢Ozeltisine katilarak deney tekrarlandi. Bu islem enzim aktivitesi tamamen

diisene kadar tekrar edildi.
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4.6 Horseradish Peroksidaz (HRP) Enziminin Aktivite Tayini

4.6.1 Serbest peroksidazin aktivitesinin 6lgtilmesi

Guaiakol ve hidrojen peroksit bulunan ortamda peroksidaz aktivitesine bagli olarak
guaiakol’un oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan kirmizimsi esmer renkli oksidasyon
tirtinlerinin olusum hizinin spektrofotometrede 420 nm’de belli araliklarla kaydedilen

absorbans degerlerinden yararlanilarak belirlenmesine dayanmaktadir (Yemenicioglu ve

Cemeroglu, 2013).
Serbest peroksidaz igin yontem:

0,25 mg.mL™ peroksidaz stok ¢ozeltisi ve 10 mM H,0, cdzeltisi (50 mM, pH: 7.0 fosfat
tamponunda) hazirlandi. Kiitlece % 0,5’1ik guaiakol c¢ozeltisi (w/v % 50’lik etanolde)
hazirlandi. Guaiakol ile H,O, ¢ozeltileri esit hacimlerde karistirilarak tepkime ¢ozeltisi
glinliik taze olarak hazirlandi. Kuvars kiivet igerisine 2,2 mL fosfat tamponu ve 0,7 mL
tepkime cozeltisi alindi. Uzerine 0,1 mL peroksidaz eklenip karistildiktan sonra
spektrofotometrede 420 nm’de 1 dakika boyunca her 10 saniyede bir absorbans

degerleri kaydedilerek aktivite [4.2]’deki denklemden hesaplandi.

- 4
(m ! 2.2 mL fosfat tampono
0,25 mg.mL" tepkime " e
W0OmMH:O  cszapsi 0.7 mL tepkime ¢dzaltisi
- - +
= 0.1 ml. peroksidaz enzimi
Stok (30 mM, pH: 7.0/ (Esit hacimde
peroksidar fosfat | Guaiakel + H;0
tamponunda) | cozeltisi)
¥
Eiitlece %o 0.5k
guaiakol
Moy = 0
S0mh pH: 7.0 (% 3070k : :
420 nm’de, 10 =0’ de
fosfat tamponu  etanoclde) bir 6lgGm

Sekil 4.4 Serbest peroksidaz aktivite tayini sematik gosterimi.

36



Immobilize peroksidaz i¢in yontem:

10 mM H,0, cozeltisi (50 mM, pH: 7.0 fosfat tamponunda) ve kitlece % 0,5’lik
guaiakol ¢ozeltisi (w/v % 50’lik etanolde) hazirlandi. Guaiakol ile H,O, ¢ozeltileri esit
hacimlerde karistirilarak tepkime ¢ozeltisi ginlik taze olarak hazirlandi. Bir beherin
icerisine 15,34 mL fosfat tamponu, 4,66 mL tepkime c¢ozeltisi alinarak igerisine
immobilize peroksidazdan 1 cm? (~0,147 mg.cm™) atildi ve deney baslatildi. Hafifce
calkalanarak 3 dakika boyunca her 20 saniyede bir spektrofotometrede 420 nm’de

absorbans degerleri kaydedilerek aktivite [4.2] deki denklemden hesaplandi.

2

! /" [15.34 mL fosfat tamponu
+
F-‘ o 4,66 mL tepkime ¢ozeltizi
tepkime
i 10 mM H20On . +
' W e 1 e immobilize
[ - peroksidaz
immobilize (30 mM, pH: ]'.'I};' (Ezit hacimde
percksidaz fo=fat | Guatakol + H2O»
tamponunda) | gozelbisi)
. 1
(]
Eiitlece %2 0,5'hk
guaiakol
Lt
0 mML pH: 30 (34 5071k \ -
fosfat tamponu  atanclde) 420 nm’de, 20 =n’de
bir dlgiim

Sekil 4.5 immobilize peroksidaz aktivite tayini sematik gosterimi.

Ve AA
EbVe AT(gk

Unite/mL =

V= Toplam hacim ( mL)

V= Enzim hacmi (mL) (serbest peoksidaz icin)

Ve= Enzim hacmi (cm?) (immobilize peroksidaz icin)
b= Kiivet kalinlig1 (1 cm)

€= Molar sogurum katsayist (0.001 cm?.pmol™)

37

[4.2]




4.6.1.1 Serbest ve immobilize peroksidazin optimum sicakhiginin belirlenmesi
Serbest ve immobilize peroksidazin 4.6.1°’de belirtilen deney ydntemleri kullanilarak
aktiviteler degisik sicakliklarda (20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 °C) olclldi.

4.6.1.2 Serbest ve immobilize peroksidazin optimum pH’1inin belirlenmesi

pH: 3.0’te hazirlanan tampon ¢ozelti icerisinde 10 mM H,0, ¢ozeltisi hazirlanip esit
hacimde guaiakol ile karistirilarak tepkime ¢ozeltisi hazirlandi. Kiivete 2,2 mL pH: 3.0
tamponu ve 0,7 mL yukarida hazirlanan tepkime c¢ozeltisi eklendi. Uzerine 0,1 mL
serbest peroksidaz eklenip karistirildiktan sonra (40 °C ayarli) spektrofotometrede 420
nm’de her 10 saniyede bir absorbanslar kaydedilerek aktivite [4. 2]’deki denklem ile
hesaplandi. Ayn1 islemler pH: 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 i¢in tekrarlandi.

pH: 3.0 tamponu kullanarak pH: 3.0’te hazirlanan 10 mM H,O, ile guaiakol
karistirilarak (esit hacimde) tepkime ¢ozeltisi hazirlandi. 15,34 mL pH: 3.0’deki tampon
cozelti tizerine 4,66 mL tepkime cozeltisi eklenip iizerine 1 cm? immobilize peroksidaz
atilip her 20 saniyede bir 40 °C’ye ayarlanmis spektrofotometrede 420 nm’de
absorbanslar kaydedilip [4. 2]’deki denklem kullanilarak aktiviteler hesaplandi. Ayni
islemler pH: 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 i¢in tekrarlandi.

4.6.1.3 Serbest ve immobilize peroksidazin kinetik sabitlerinin belirlenmesi

Farkli derisimlerde (9, 27, 45, 63, 81, 99 mM) guaiakol ve yine farkli derisimlerde (35,
104, 174, 243, 312, 382 mM) H,0; substrat ¢ozeltileri hazirlandi. Farkli derisimlerde
hazirlanan guaiakol ile H,O; ¢6zeltileri (yukarida belirtilen siralamada) esit hacimlerde
karigtirilarak reaksiyon gozeltileri giinliik hazirlandi. Kuvars kiivet igerisine 2,2 mL
fosfat tamponu (50 mM, pH: 7.0) ve 0,7 mL tepkime cozeltisi (9 mM guaiakol + 35
mM H,0, iceren) alindi. Uzerine 0,1 mL peroksidaz eklenip karistirildiktan sonra
spektrofotometrede 40 °C’de, 420 nm’de her 10 saniyede bir absorbans degerleri
kaydedilerek [4.2]’deki denklemden serbest katalazin aktivitesi hesaplandi. Ayni
islemler diger substrat derisimleri i¢in tekrarlandi. Lineweaver- Burk grafigi ¢izilerek
Vmax V& Kp degerleri bulundu. Her bir H,O, substrat derisimi i¢in en az 3 tekrarh

calisild.

Farkli derisimlerde (9, 27, 45, 63, 81, 99 mM) guaiakol ve yine farkli derisimlerde (35,
104, 174, 243, 312, 382 mM) H,0, substrat ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan guaiakol
ile HyO, cozeltileri (yukarida belirtilen siralamada) esit hacimlerde karistirilarak

tepkime ¢ozeltisi giinliik taze hazirlandi. Bir beher igerisine 15,34 mL fosfat tamponu
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(50 mM, pH: 7.0), 4,66 mL tepkime ¢Ozeltisi (9 mM guaiakol + 35 mM H,0, iceren)
almarak icerisine immobilize peroksidazdan 1 cm? birakild: ve deney baslatildi. Hafifce
calkalanarak spektrofotometrede 40 °C’de, 420 nm’de her 20 saniyede bir absorbans
degerleri kaydedilerek [4.2]’deki denklemden immobilize katalazin aktivitesi
hesaplandi. Ayni iglemler diger substrat derisimleri i¢in tekrarlandi. Lineweaver- Burk

grafigi cizilerek Vmax Ve Kiy degerleri hesaplandi.

4.6.1.4 Serbest ve immobilize peroksidazin termal kararhliginin belirlenmesi

0,25 mg.mL™ peroksidaz stok ¢ozeltisi ve 10 mM H,0, cézeltisi (50 mM, pH: 7.0 fosfat
tamponunda) hazirlandi. Hazirlanan enzim ¢ozeltisi 20, 25, 30, 35, 45 ve 50 °C
sicakliklarda 1 saat inkiibatorde edildi. Her bir sicaklikta inklbe edilen serbest
peroksidaz kullanilarak ayr1 ayr1 4.6.1°’deki deney yontemi kullanilarak aktiviteleri
olguldu.

Parafin destekte immobilize peroksidaz 20, 25, 30, 35, 45 ve 50 °C sicakliklarda
inkibatorde 1 saat bekletildi. Her bir sicaklikta inkiibe edilen immobilize peroksidaz

kullanilarak ayr1 ayr1 4.6.1°de belirtilen yontemle aktiviteleri 6l¢uldi.

4.6.1.5 Serbest ve immobilize peroksidazin pH kararhiliginin belirlenmesi

0,25 mg.mL'1 stok serbest peroksidaz pH: 3.0 olan tamponda hazirlanarak 40 °C’de 1
saat bekletildi. Bu bekletilen peroksidazin aktivitesi yontem 4.6.1’de belirtildigi gibi
oOlgiilerek aktivite tayin edildi. Ayni iglemler pH: 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0’da 1 saat

bekletilen serbest peroksidaz icin tekrarlanarak aktiviteler hesapland:.

Parafin destekte immobilize peroksidaz pH: 3.0 olan tampon icinde 40 °C sicaklikta 1
saat bekletildi. Bekletilen immobilize peroksidazin aktivitesi 4.6.1°de belirtilen
yontemle olgiilerek hesaplandi. Ayni islemler pH: 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0’da 1 saat

inkiibe edilen immobilize peroksidaz ile yinelenerek aktiviteler hesaplandi.

4.6.1.6 Serbest ve immobilize peroksidazin saklama kararliliginin belirlenmesi
Serbest ve immobilize peroksidaz buzdolabinda (4 °C) ve oda sicakliginda (20 °C)
sakland1. Deney, 5-7 gunde bir 4.6.1°deki yontemle serbest ve immobilize peroksidazin

aktiviteleri hesaplandi.
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4.6.1.7 immobilize peroksidazin kullanim kararlihgimin belirlenmesi

Bir beher icerisine 15,34 mL fosfat tamponu (50 mM, pH:7.0), 4,66 mL tepkime
cozeltisi alinarak icerisine immobilize peroksidazdan 1 cm? atilip ve deney baslatildu.
Hafifce calkalanarak her 20 saniyede bir spektrofotometrede 420 nm’de absorbans
degerleri kaydedilerek aktivite [4.2]’deki denklemden hesaplandi. Kullanilan
immobilize peroksidaz 50 mM, pH: 7.0 fosfat tamponu ile yikanarak tekrar ayni
miktardaki substrat ¢Ozeltisine atilarak deney tekrarlandi. Bu islem enzim aktivitesi

tamamen diisene kadar tekrar edildi.

4.7 SEM Analizleri

Orneklerin SEM gorintileri igin Sivas Cumhuriyet Universitesi ileri Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde (CUTAM) bulunan Yiiksek Taramali Elektron
Mikroskobu (TESCAN MIRA3, XMU) kullamldi. Ornekler Quorum K150 cihazi ile
Argon plazma, 20 mA’de Au ile kaplanip 10 kV hizlandirma voltaji, 10 mm ¢alisma
mesafesinde SEM gorintileri kaydedildi.

4.8 Parafin Destekte immobilize HRP Enzimi Ile AB 129 ve AB 113 Boyalarinin

Renginin Giderilmesi

4.8.1 immobilize peroksidaz ile AB 129 boyasimin renk giderimi

Deney Yontemi:

10 mg.mL™ derisimde AB 129 stok ¢ozeltisi suda hazirlandi. Son derisimi 0,1 mg.mL'l
olacak sekilde pH:5.0’de hazirlanmis sitrik asit tamponunda seyreltildi. Bu ¢ozeltiden
20 mL alinarak icine immobilize peroksidaz 2 cm? (~0,156 mg.cm™) eklenip baslangic
absorbans1 629 nm dalga boyunda olculerek kaydedildi (Ap). Daha sonra lzerine (0,4
mM) 160 pL H,O, eklenerek tepkime baglatildi. Oda sicakliginda manyetik
karistiriciyla hafif karigtirarak 15. dakikada ¢6zeltinin absorbansi (A;) tekrar Olctlerek
[4.3]’deki denklem kullanilarak % boya giderim degerleri hesaplandi.

(AbS(O) - AbS(l))
AbS(O)

% Boya Giderme = X100 [4.3]

ADbs (o): boyanin maksimum dalga boyunda gosterdigi absorbans degeri,

Abs (1): tepkime H,0; ile baslatildiktan sonra her bir bekleme siiresi sonunda Ol¢tlen

maksimum dalga boyundaki absorbans degeri.
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10 mg ml-* Asit Blue 120

- stok gizeltisi
h m N\

50 mM, pH: 5.0 (Aa)

sitrik asit

\amacsd  tamponu —
> 629 nm

Sekil 4.6 immobilize peroksidaz ile AB 129 boyasinin renk giderim ydntemi sematik
gosterimi.

4.8.1.1 Sicaklik etkisi

4.8.1°deki deney yontemi kullanilarak farkli sicakliklarda (20, 30, 35, 40, 45, 50 °C)
AB 129 boyasi giderimi arastirildi.

4.8.1.2 pH etkisi

AB 129 boyasinin immobilize peroksidaz ile HO;, baglaticis1 kullanilarak farkli
pH’larda (pH: 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0) 20 °C’de AB 129 boyas: giderimi
4.8.1°deki deney yontemi kullanilarak incelendi.

4.8.1.3 Enzim derisiminin etkisi
Farkl1 derisimlerde (0,156, 0,312, 0,468, 0,624, 0,780 mg) AB 129 boyas1 kullanilarak
immobilize peroksidaz ile renk giderimi 4.8.1°’deki deney yonteminde belirtildigi gibi

incelendi.

4.8.1.4 Boya derisiminin etkisi
AB 129 boyasinin farkli derisimlerinde (0,025, 0,05, 0,10, 0,15 ve 0,20 mg.mL'l)
giderilmesi 4.8.1°deki deney yontemi kullanilarak gerceklestirildi.
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4.8.1.5 H,0, derisimi etkisi
AB 129 boyasinin immobilize peroksidaz ile H,O,’in farkli derisimlerinde (0,2, 0,4, 0,6,

0,8 ve 1,0 mM) 4.8.1°deki deney yontemi kullanilarak renk giderimi incelendi.

4.8.2 immobilize peroksidaz ile AB 113 boyasimin renk giderimi

Deney Yontemi:

10 mg.mL™ derisimde AB 113 stok ¢ozeltisi suda hazirlandi. Son derisimi 0,025
mg.mL'1 olacak sekilde pH:4.0’de hazirlanmis sitrik asit tamponunda seyreltildi. Bu
cozeltiden 20 mL alinarak i¢ine immobilize peroksidaz 2 cm? ( ~0,152 mg.cm™) eklenip
baslangi¢ absorbansi 530 nm dalga boyunda olgllerek kaydedildi. (Ao) Daha sonra
uzerine (0,4 mM) 160 pL H,0O; eklenerek tepkime baslatildi. Oda sicakliginda manyetik
karistiriciyla hafif karistirarak 15. dakikada ¢6zeltinin absorbansi (A;) tekrar Olculerek
[4.3]’deki denklem kullanilarak % boya giderim degerleri hesaplandi.

&' 160 11 H,0,

f} (0.4 mMi)
b_.m mg ml’!
(boya + tampon)
(20 ml)

10 mg ml-* AsitBlue 113

- stok gizeltist
y ['] N\
|
(Ad)

50 mM, pH: 4.0
sitrik asit
b e tAmMpONU

530 nm

Sekil 4.7 Immobilize peroksidaz ile AB 113 boyasinin renk giderim yontemi sematik
gosterimi.
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4.8.2.1 Sicaklik etkisi
4.8.2°deki deney yontemi kullanilarak farkli sicakliklarda (20, 30, 35, 40, 45, 50 °C)
AB 113 boyas1 giderimi arastirildi.

4.8.2.2 pH etkisi
Immobilize peroksidaz ile H,O, baslaticis1 kullanilarak farkli pH’larda (pH: 3.0, 4.0,
5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0) 20 °C’de AB 113 boyas:1 giderimi 4.8.2’deki deney yontemi

kullanilarak incelendi.

4.8.2.3 Enzim derisiminin etkisi
AB 113 boyasinin, farkli enzim derisimleri kullanilarak (0,152, 0,304, 0,456, 0,608,
0,760 mg) giderilmesi 4.8.2’deki deney yonteminde anlatildigr sekilde gerceklestirildi.

4.8.2.4 Boya derisiminin etkisi
Farkli derisimlerinde (0,005, 0,01, 0,015, 0,025, 0,035 ve 0,045 mg.mL™') AB 113
boyasi kullanilarak immobilize peroksidaz ile renk giderimi 4.8.2’deki deney

yonteminde belirtildigi gibi gergeklestirildi.

4.8.2.5 H,0, derisimi etkisi
Farkli derisimlerde H,0O; (0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0 ve 2,0 mM) kullanilarak immobilize
peroksidaz ile AB 113 boyasi giderimi 4.8.2’deki yontemle arastirildi.
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5. BULGULAR

5.1 Katalaz Enzimi i¢in Bulgular

5.1.1 Serbest ve immobilize katalazin optimum sicakhiginin belirlenmesi

Serbest ve immobilize katalazin optimum sicakliginin belirlenmesinde substrat derigimi
ve enzim miktar1 sabit tutularak farkli sicakliklarda enzim aktiviteleri ol¢ildi ve
sicaklik-% aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 5.1). Serbest ve immobilize katalaz igin

optimum sicaklik 35 °C bulunmustur.

110

100 |

0o Yo}
o o
T T

Aktivite (%)

~
o
T

60 F —&—immobilize katalaz
L ——serbest katalaz

50 L L L L L 1 L L L L 1 L L L L 1 L L L L 1 L L L L
10 20 30 40 50 60

Sicakhk (°C)
Sekil 5.1 Serbest ve immobilize katalazin optimum sicaklik grafigi.

5.1.2 Serbest ve immobilize katalazin optimum pH’inin belirlenmesi
Serbest ve immobilize katalazin optimum pH’inin belirlenmesinde farkli pH’lardaki
tamponlarda hazirlanmis substrat ¢ozeltileri kullanilarak enzim aktiviteleri 6l¢tldi ve

pH-% aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2 Serbest ve immobilize katalazin optimum pH grafigi.

Serbest ve immobilize katalazin optimum pH’1 7.0 olarak bulundu.

5.1.3 Serbest ve immobilize katalazin Kinetik sabitlerinin belirlenmesi
Serbest ve immobilize katalazin Kinetik sabitlerinin belirlenmesi amaciyla sabit
miktarda enzim ve farkli derisimLerde substrat kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi

cizildi (Sekil 5.3 ve 5.4).

Serbest katalaz icin K= 72,91 mM, Vpa= 137.738,00 umol.mg enzim_l, immobilize

katalaz i¢cin K= 83,58 mM, V.= 1.500,00 pmol.mg enzim_1 olarak bulundu.

Serbest katalaz, Km= 72,91 mM, Vmax= 137.738,00 pmol.mg enzim™ degerlerinde 35
°C sicaklikta, pH:7.0’de [H20,]= 10 mM substrat derisiminde, 1 dakikada mg enzim
bagina 16.613 pumol H,0, pargalamustir.

. -1
Immobilize katalaz, K= 83,58 MM, Vnax= 1.500,00 pmol.mg enzim degerlerinde 35
°C sicaklikta, pH:7.0’de [H20;]= 10 mM substrat derisiminde, 1 dakikada mg enzim
basina 160 pmol H,O, pargalamistir.

Bu degerler enzimlerin baslangi¢ hizini belirlemek icin denklem [1.2] Michaelis-

Menten Esitligi kullanilarak hesaplanmistir.
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1/Vx10** (umol™ mg enzim)

1/Vx10*® (umol™ mg enzim)

H
H

1,2

y =5,2934x + 0,0726
R?=0,9879

1,0

0,8

0,6

-0,04 0,00 0,04 0,08 0,12 0,16 0,20 0,24
1/[S] (H,0, ) (mM1)

Sekil 5.3 Serbest katalazin Lineweaver-Burk grafigi.

y = 55,529x + 0,6644
R*=0,9943
10,00

8,00

6,00

-0,05 0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

1/[S] (H,0, ) (mM1)

Sekil 5.4 Immobilize katalazin Lineweaver-Burk grafigi.
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5.1.4 Serbest ve immobilize katalazin termal kararlihiginin belirlenmesi
Serbest ve immobilize katalaz 1 saat degisik sicakliklarda inkibattrde bekledikten

sonra aktivite 6l¢iimil yapildi ve sicakliga kars1 % aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 5.5).

110

100 |

(o]
o
T

Aktivite (%)
3

(o))
o
T

== serbest katalaz

ul
o
T

== immobilize katalaz

40 i 1 1 1 1 1 1
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Sicaklik (°C)
Sekil 5.5 Serbest ve immobilize katalazin termal kararlilik grafigi.

Serbest ve immobilize katalaz 35 °C sicaklikta yiiksek termal kararlilk gdstermistir.
35 °C’nin iizerindeki sicakliklarda (35-50 °C) immobilize katalazin termal kararlilig:

serbest katalazdan yiliksek bulunmustur.

5.1.5 Serbest ve immobilize katalazin pH kararhhigimin belirlenmesi
Serbest ve immobilize katalaz 1 saat degisik pH degerlerinde bekledikten sonra aktivite

Olgtimii yapildi ve pH ‘a kars1 % aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 5.6).
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Sekil 5.6 Serbest ve immobilize katalazin pH kararlilik grafigi.

Serbest ve immobilize katalazin pH kararliliginda farklilik gozlenmemis, her ikisinde de

pH: 7.0’de kararlilig1 en yiiksek bulunmustur.

5.1.6 immobilize katalazin kullanim kararlihgmin belirlenmesi
Immobilize katalaz enziminin kullanim kararliliginin belirlenmesinde ayn1 immobilize

enzim kullanilip yikanarak tekrar kullanilarak aktiviteleri 6l¢uldi. Zamana kars1 aktivite

grafigi cizildi (Sekil 5.7).

120 |

100

Aktivite (%)
5 3 8

N
o
T

0 i 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 3 6 9 12 15

Zaman (dak)
Sekil 5.7 immobilize katalazin kullanim kararlilig1 grafigi.
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Immobilize katalaz yaklasik {i¢ kullanimda % 60 aktivitesini kaybetmistir. Dérdiincii

kullanimda ise aktivitesinin yalniz % 20’sini korudugu bulunmustur.

5.1.7 Serbest ve immobilize katalazin saklama kararhiliginin belirlenmesi
Serbest katalaz enziminin biri oda sicakhiginda (20 °C), digeri ise 4 °C (dolapta)
sicaklikta saklanarak belirli giinlerde aktiviteleri 6l¢iildii (Sekil 5.8).

120

100 B

(e}
o

[ep)
o

Aktivite (%)

N
o

=@=14 derece
=fl=20 derece

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63
Zaman (gin)

Sekil 5.8 Serbest katalazin 4 °C ve 20 °C’de saklama kararlilig1 grafigi.

20 °C’de saklanan serbest enzim aktivitesinin yarisin1 ilk bir haftada, tamamini 14
giinde yitirmistir. 4 °C’de saklanan serbest enzim ise 40 giin kadar aktivitesinin yaklagik

% 80’ini korumustur.
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Immobilize katalaz da ayni sicakliklarda oda sicakliginda (20 °C) ve 4 °C (dolapta)
sicaklikta saklanarak belirli giinlerde aktiviteleri 6l¢iildii (Sekil 5.9).

120

100 B

00
o

Aktivite (%)
S

40
=@=14 derece
20 | == 20 derece
0 i 1 1 1 1 1 1 1 1

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63
Zaman (gun)

Sekil 5.9 immobilize katalazin 4 °C ve 20 °C’de saklama kararlilig1 grafigi.
Immobilize katalaz 4 °C sicaklikta ilk 14 giinde aktivitesinin %20’sini kaybederken
yaklasik 40 giinde halen % 80 aktivitesini korumustur. 20 °C’de bekletilen immobilize
katalaz ise aynmi sicaklikta saklanan serbest katalazdan daha yuksek bir saklama
kararlihg gostermistir. Aktivite kayb1 daha yavas gergeklesmistir. immobilizasyonla

20 °C’de saklama kararliliginda artis gdzlenmistir.
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5.2 HRP Enzimi I¢cin Bulgular

5.2.1 Serbest ve immobilize peroksidazin optimum sicakhiginin belirlenmesi

Serbest ve immobilize peroksidazin optimum sicakliginin belirlenmesinde substrat
derisimi ve enzim miktar1 sabit tutularak farkli sicakliklarda enzim aktiviteleri ol¢iildii

ve sicakliga kars1 % aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 5.10).

Sicaklik arttikca serbest ve immobilize peroksidazin aktivitesinde artis gozlenmistir.

Immobilize peroksidaz 40 °C’de optimum gostermistir.

110
100
90
80
70
60
50

Aktivite ( %)

40

30
20 =¢=—immobilize peroksidaz
== serbest peroksidaz

10

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Sicaklik (°C)

Sekil 5.10 Serbest ve immobilize peroksidazin optimum sicaklik grafigi.

5.2.2 Serbest ve immobilize peroksidazin optimum pH’inin belirlenmesi
Serbest ve immobilize peroksidazin optimum pH’inin belirlenmesinde farkli pH’lardaki
tamponlarda hazirlanmis substrat ¢ozeltileri kullanilarak enzim aktiviteleri 6lgiildii ve

pH-% aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 5.11).
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Sekil 5.11 Serbest ve immobilize peroksidazin optimum pH grafigi.

Serbest peroksidaz i¢in optimum pH 6.0-7.0 araliginda, immobilize peroksidaz icin ise

pH: 7.0 olarak bulunmustur.

5.2.3 Serbest ve immobilize peroksidazin kinetik sabitlerinin belirlenmesi

Serbest ve immobilize peroksidazin Kinetik sabitlerinin belirlenmesi amaciyla sabit
miktarda enzim ve artan derisimlerde substrat kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi
cizildi (Sekil 5.12 ve 5.13). Serbest peroksidaz i¢in K= 21,28 mM, Vnax= 9.393.199,00

pumol.mg enzim_l, immobilize peroksidaz igcin Kp= 25,39 mM, V= 2.224.990,00

.-l
pmol.mg enzim olarak bulundu.

Serbest peroksidaz, Kn= 21,28 mM, V= 9.393.199,00 pmol.mg enzim_ldegerlerinde
40 °C sicaklikta, pH:7.0’de [Guaiakol]= 45 mM substrat derisiminde, 1 dakikada mg

enzim basina 6.377.400 pumol guaiakolii {iriine doniistiirmiistiir.

. 1
Immobilize peroksidaz, Kn= 21,28 mM, Vpax= 9.393.199,00 pmol.mg enzim

degerlerinde 40 °C sicaklikta, pH:7.0’de [Guaiakol]= 45 mM substrat derisiminde, 1

dakikada mg enzim basina 1.422.425 pmol guaiakolii {irline doniistiirmiistiir.

Bu degerler enzimlerin baslangi¢ hizim1 belirlemek igin denklem [1.2] Michaelis-

Menten Esitligi kullanilarak hesaplanmistir.
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Sekil 5.12 Serbest peroksidazin Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 5.13 Immobilize peroksidazin Lineweaver-Burk grafigi.

53



5.2.4 Serbest ve immobilize peroksidazin termal kararhiiginin belirlenmesi
Serbest ve immobilize peroksidaz 1 saat farkli sicakliklarda inklbe edildikten sonra

aktivite 6l¢imii yapildi ve sicaklik-% aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 5.14).
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20 | =¢=—immobilize peroksidaz
=f=serbest peroksidaz

0 i 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Sicaklik (°C)

Sekil 5.14 Serbest ve immobilize peroksidazin termal kararlilik grafigi.

Immobilize peroksidaz ve serbest peroksidazin 35 °C sicaklikta termal kararlilig

yiiksek oldugu bulunmustur.

5.2.5 Serbest ve immobilize peroksidazin pH Kkararhhginin belirlenmesi
Serbest ve immobilize peroksidaz 1 saat farkli pH’da bekledikten sonra aktivite 6l¢ctimdi

yapildi ve pH’a kars1 % aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 5.15).

Immobilize peroksidazin pH kararlilig1 serbest peroksidazdan daha diisiik bulunmustur.

54



120
=&—immobilize peroksidaz
100 | ==serbest peroksidaz

Aktivite ( %)
@ 00
1S o

ey
o
T

pH
Sekil 5.15 Serbest ve immobilize peroksidazin pH kararlilik grafigi.

5.2.6 Immobilize peroksidazin kullanim kararlihgimin belirlenmesi
Immobilize peroksidazin kullanim kararliligiin belirlenmesinde ayn1 immobilize enzim

taze substrat ¢ozeltisine atilip tekrar tekrar yikanarak aktiviteleri 6lgiildi (Sekil 5.16).
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Sekil 5.16 Immobilize peroksidazin kullanim kararlilig1 grafigi.

Immobilize peroksidazin kullanim kararliliginin iki kullanimdan fazla olmadig, glincl

kullanimda aktivitesini % 80 kaybettigi gozlenmektedir.
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5.2.7 Serbest ve immobilize peroksidazin saklama kararhilhi@imin belirlenmesi

Serbest peroksidaz ve immobilize peroksidaz oda sicakliginda (20 °C) ve 4 °C (dolapta)

sicaklikta saklanarak belirli glinlerde aktiviteleri 6l¢cildl (Sekil 5.17). Serbest enzim 4

°C sicaklikta, 20 °C’deki sicakliga gore daha yiiksek saklama kararlilig gostermistir.
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Sekil 5.17 Serbest peroksidazin 4 °C ve 20 °C’de saklama kararlilig1 grafigi.
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Sekil 5.18 Immobilize peroksidazin 4 °C ve 20 °C’de saklama kararlilig: grafigi.

Immobilize peroksidazin 4 °C sicakliktaki saklama kararliligi, 20 °C’dekine gore daha

yiiksek bulunmustur (Sekil 5.18).
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5.3 SEM Gdruntuleri
Bu calismada kullanilan pamuklu kumas, parafinli kumas, immobilize katalaz ve

immobilize peroksidazin SEM goriintiileri Sekil 5.19 ve 5.20°de verilmistir.
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SEM HV: 5.0 kV WD: 19.21 mm SEM HV: 5.0 kV WD: 19.88 mm MIRA3 TESCAN
200 pm
SEM MAG: 256 x Det: SE erformance in nanospace SEM MAG: 250 x Det: SE Performance in nanospace

(pamuklu kumas) (parafinli kumas)
Sekil 5.19 Pamuklu kumas ve parafinli kumasin SEM goruntleri.

Sekil 5.19 incelendiginde kumasin igcerdigi pamuk lifleri agik ve net olarak

goriilmektedir. Kumas parafin ile etkilestirildiginde lifler arasindaki bogluklar ve

kumasin tamaminin parafin ile kaplandigi SEM goriintiilerinden anlagilmaktadir.
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SEM HV: 5.0 kV WD: 19.90 mm MIRA3 TESCAN| SEM HV: 5.0 kV WD: 19.65 mm MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 10.0 kx Det: SE Performance in nanospace SEM MAG: 10.0 kx Det: SE Performance in nanospace

(parafinli kumas) (immobilize katalaz)

SEM HV: 5.0 kV WD: 19.41 mm I MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 10.0 kx Det: SE Performance in nanospace

(immobilize peroksidaz)
Sekil 5.20 Parafinli kumas, immobilize katalaz ve immobilize peroksidazin SEM
goruntdleri.
Katalaz ve peroksidaz parafin destekte immobilize edildikten sonra cekilen SEM
goriintiileri Sekil 5.20°de verilmistir. Parafininin kendisi olabildigince homojen bir
gorinime sahipken enzim immobilize edilen parafin destek kati katalaz ve kati

peroksidazi ¢oziinmemis formda igerdiginden heterojen bir goriiniime sahiptir.

58



5.4 Immobilize Horseradish Peroksidaz ile Asit Blue 129 (AB 129) Boyasimn
Renginin Giderilmesi

5.4.1 Zaman etkisi

Immobilize peroksidaz ile AB 129 boyasinin giderilmesi; 20 °C’de, 0,312 mg
peroksidaz (2 cm?), 0,1 mg.mL™ boya, 0,4 mM H,O, derisiminde ve pH: 5.0’te
gerceklestirildi.

90 -

Boya Giderme (%)

0 1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Zaman (dak)
Sekil 5.21 Zamanla immobilize peroksidaz ile AB 129 boya giderimi grafigi.

Sekil 5.21 incelendiginde en ylksek boya giderme degeri 8 ve 9. dakikalarda
gozlenerek boya giderme siiresi olarak bunun yaklasik iki kat1 olan 15 dakika optimum

giderme siiresinin deneyde kullanimina karar verildi.

5.4.2 Sicaklik etkisi
pH: 5.0°te, 0,312 mg (2 cm?) immobilize peroksidaz, 0,1 mg.mL™ boya, 0,4 mM H,0,
kullanilarak farkli sicakliklarda 15 dk etkilesim zamaninda boya giderimi incelendi.

Farkl1 sicakliklarda zamana kars1 boya giderimi Sekil 5.22°de verilmistir.
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Boya Giderme (%)
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Zaman (dak)
Sekil 5.22 Immobilize peroksidaz ile zamana kars1 farkli sicakliklarda AB 129 boya

giderimi grafigi.
20, 30, 35, 40, 45 ve 50 °C’de boya gideriminin yaklasik ilk bes dakikada (% 85)
maksimum boya giderimine ulagildig1 bulundu.
Sekil 5.23’de gortldigi gibi bu ¢alismada 15. dakika sonunda 20, 30, 35, 40, 45 ve 50

°C icin siras1 ile % 85, % 87, % 87, % 89, % 89, % 88 boya giderme degerleri
hesaplanmistir. 20-50 °C sicaklik araliginda birbirine yakin boya giderim degerleri elde

edildi.
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Sekil 5.23 Immobilize peroksidaz ile farkli sicakliklarda AB 129 boya giderimi grafigi.

Boya Giderme (%)

5.4.3 pH etkisi
Immobilize peroksidaz ile optimum boya giderim pH’1; 20 °C’de, 0,1 mg.mL™ boya,
0,312 mg (2 cm? enzim, 04 mM H,O, derisiminde ve 15 dakika siire ile
gerceklestirildi.

90 1
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pH
Sekil 5.24 Immobilize peroksidaz ile farkli pH’larda hazirlanan AB 129 boya giderimi
grafigi.
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Immobilize peroksidaz ile AB 129 boyasinin giderilmesi ¢alismalarinda farkli pH’larda
(pH: 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0) hazirlanan boyanin immobilize peroksidaz ile 15
dakikalik siirede boya giderme degerleri incelenmistir. Bu degerler sonucunda pH:

5.0’te en yiksek boya giderim (% 85) degerine ulagilmistir (Sekil 5.24).

5.4.4 Enzim derisimi etkisi

Artan immobilize peroksidaz derisimleri kullanilarak (0,156, 0,312, 0,468, 0,624 ve
0,780 mg) 0,1 mg.mL'l AB 129 boyasmin renk giderimi aragtirildi. Enzim derigimi
arttik¢a boya gideriminde énemli bir degisim gézlenmedigi bulundu (Sekil 5.25).

o

75 +

Boya Giderme (%)

70 +

65 T T T T T 1
0 0,156 0,312 0,468 0,624 0,78 0,936

Enzim Derisimi (mg)
Sekil 5.25 Farkli derisimlerinde immobilize peroksidaz ile AB 129 boya giderimi
grafigi.

5.4.5 Boya derisimi etkisi

Artan AB 129 boyasinin boyasi derisiminin (0,025, 0,05, 0,10, 0,15 ve 0,20 mg.mL'l),
immobilize peroksidaz ile giderimi 4.8.1°de anlatildig1 gibi incelendi ve boya
derisimine karsilik boya giderim grafigi ¢izildi (Sekil 5.26). Boya derisimi arttik¢a boya
gideriminin yaklasik % 7 azaldig1 g6zlenmistir.
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Sekil 5.26 Farkli boya derisimlerinde immobilize peroksidaz ile AB 129 boya giderimi
grafigi.

5.4.6 H,0; derisimi etkisi
Immobilize peroksidaz kullanilarak AB 129 boyasi gideriminde H,0; derisimi (0,2, 0,4,
0,6, 0,8 ve 1,0 mM) etkisi incelenip H,O, derisimine karsilik boya giderim grafigi

cizilmigtir (Sekil 5.27). En ylksek boya giderimine (%78) 0,4 mM H,0, derisiminde

ulastlmistir.

Boya Giderme (%)
N @ ®» &3 & J
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~
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

H,0, (mM)
Sekil 5.27 Farkli H,O, derisimlerinde immobilize peroksidaz ile AB 129 boya giderimi
grafigi.
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5.5 immobilize Horseradish Peroksidaz ile Asit Blue 113 (AB 113) Boyasinin
Renginin Giderilmesi

5.5.1 Zamanin etkKisi

Immobilize peroksidaz ile AB 113 boyasinin renk giderilmesine ait zamana karsilik
boya giderim grafigi Sekil 5.28’de verilmistir.
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Sekil 5.28 Immobilize peroksidaz ile 15 dakika stiresince AB 113 boya giderimi grafigi.

Sekil 5.28 incelendiginde 6 ve 7. dakikalarda maksimum boya giderimine (% 45)

ulasilmigtir. Calismamizda 15 dakikalik boya giderim siiresi kullanilmistir.

5.5.2 Sicaklik etkisi

Immobilize peroksidaz ile farkl1 sicakliklarda AB 113 boyasinin giderimine ait grafikler
Sekil 5.29°da verilmistir. En yiiksek boya giderim degerine (%53) 30 °C sicaklikta
ulagilmistir. 35 °C’den sonra sicaklik yiikseldikce boya gideriminin diistiigii

gbzlenmistir.
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Sekil 5.29 immobilize peroksidaz ile zamana karsilik farkli sicakliklarda AB 113 boya
giderimi grafigi.
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R R N N W W b
U O U1 O U1 O U1 O
1 1 1 1 1 1 1 1

o

10 20 30 40 50 60
Sicaklik (°C)
Sekil 5.30 Immobilize peroksidaz ile farkl1 sicakliklarda AB 113 boya giderimi grafigi.

Sekil 5.30°da goriildiigi gibi 20, 30, 35, 40, 45 ve 50 °C icin stras1 ile % 50, % 54,
% 53, % 45, % 45, % 40 boya giderme degerleri elde edilmistir. 20-35 °C sicaklik
araliginda % 50-55 arasinda bir boya giderim degeri elde edilmis tiim diger boya

giderim ¢aligmalarinda oda sicakliginda yapilmasina karar verilmistir.
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5.5.3 pH etkisi
Farkli pH’larda (pH: 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0) hazirlanan AB 113 boyasinin
immobilize peroksidaz ile boya giderimi incelenmis ve sonuglar Sekil 5.31°de

verilmistir. En yiiksek boya giderim degerine (% 52) pH: 4.0’te ulasiimistir.
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Sekil 5.31 Immobilize peroksidaz ile farkli pH’larda AB 113 boya giderimi grafigi.

5.5.4 Enzim derisimi etkisi
AB 113 boyasmin giderimine immobilize peroksidaz derisiminin etkisi incelenerek
Sekil 5.32°de verilmistir. Diisiik enzim derisimlerinde boya gideriminde énemli bir fark

gbzlenmezken yiiksek enzim derisimlerinde boya gideriminin azaldigi bulunmustur.
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Sekil 5.32 Farkli derisimlerinde immobilize peroksidaz ile AB 113 boya giderimi
grafigi.
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5.5.5 Boya derisimi etkisi
Immobilize peroksidaz ile AB 113 boyasi giderimine boya derisiminin (0,005, 0,010,
0,015, 0,025, 0,035 ve 0,045 mg.mL'l) etkisi incelenerek Sekil 5.33’de verilmistir.

70 1
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Sekil 5.33 Farkli boya derigsimlerinde immobilize peroksidaz ile AB 113 boya giderimi
grafigi.

Sabit enzim derisiminde boya derisimi arttitkga boya giderimi artmakta ve 0,015

mg.mL™* boya derisiminden sonra daha fazla boya giderimi olmayip % 50 maksimum

boya giderimine ulasilmistir. Diger deneylerimizde 0,025 mg.mL'1 boya derisimleri
kullanilmistir (Sekil 5.33).
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5.5.6 H,0, derisimi etkisi
Immobilize peroksidaz ile AB 113 boyasi giderimine H,O, derisiminin (0,1, 0,2, 0,4,
0,6, 0,8, 1,0 ve 2,0 mM) etkisi incelenerek Sekil 5.34’te verilmistir.
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Sekil 5.34 Farkli H,O, derisimlerinde immobilize peroksidaz ile AB 113 boya giderimi
grafigi.

Calisilan H,O; derisimlerinde % 45-52 arasinda boya giderimi gozlenmistir. H,O,

derisimindeki artisin boya gideriminde 6nemli bir degisiklige sebep olmamustir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismanin ilk agsamasinda katalaz ve peroksidaz enzimleri parafin destekte
hapsedilerek immobilize edildi. Her iki enzimin optimum immobilizasyon kosullari
belirlenip biyokimyasal parametreleri hesaplandi. Serbest enzimler ile immobilize
enzimlerin biyokimyasal parametreleri karsilagtirildi. Calismanin ikinci asamasinda ise
immobilize peroksidazin tekstil boyast gideriminde kullanimi ve optimal kosullari
arastinldi. Immobilize katalaz ile de boyalarm giderim etkisi mevcut ydntem
kullanilarak incelenmesine ragmen higbir boya giderim etkisi gozlenmedigi i¢in daha

ileri ¢alismalara devam edilmemistir.
Stcaklik Etkisi:

Serbest ve immobilize katalaz i¢in optimum sicaklik 35 °C olarak bulundu (Sekil 5.1).
Serbest peroksidaz i¢in sicaklik artisiyla aktivitede artig gézlenirken bir optimum deger
elde edilemedi. Immobilize peroksidaz icin ise optimum sicaklik (Sekil 5.10) 40 °C
olarak tesbit edildi. Mohamed ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada peroksidazi yiin
lizerine immobilize ederek optimum sicakligimi 40 °C bulmuslar (2013a), diger bir
calismalarinda ise HRP’yi kitosana immobilize etmis ve immobilize peroksidazin
optimum sicakhigini 35 °C bulmuslardir (2013b). Bulgularmmzin literatiire uydugu
gozlenmektedir. Immobilize katalazin 35 °C ve iizerindeki sicakliklarda termal
kararlihig, serbest katalazdan daha yiiksek bulundu (Sekil 5.5). Immobilizasyon ile
olusturulan yeni mikro ¢evre enzimi yliksek sicakliklarda denatiirasyondan korudugu
i¢in immobilize katalazin termal kararlilig1 artmigtir. Immobilize peroksidaz ve serbest
peroksidazin 35 °C sicaklikta termal kararlilig1 yiiksek oldugu bulunmustur. 35 °C’nin
altinda ve ustlindeki sicakliklarda immobilizasyonla peroksidazin termal kararlilifinda
serbest peroksidaza gore diisiis gozlendi (Sekil 5.14). Peroksidaz ise yiiksek sicakliklara
dayanikli bir enzim oldugu i¢in serbest peroksidazin immobilize peroksidazdan yiiksek
termal kararlillk gostermesi de dogal olacaktir. Immobilizasyonla olusturulan yeni
mikro cevrenin denatiirasyona egilimini artirdiglr i¢in immobilize peroksidazin 35

°C’nin iizerindeki sicakliklarda termal kararlilig diisiik bulundu.
pH Etkisi:

Serbest ve immobilize katalaz ile serbest ve immobilize peroksidaz icin optimum pH

degerleri 7.0 olarak bulundu (Sekil 5.2, Sekil 5.11). Enzimin immobilizasyonu ile yeni
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mikro ¢evreye bagli olarak aktif bolgede amino asit iyonlagsma derecesindeki degisimler
sonucu bir¢cok enzimin optimum pH’1 degisebilir. Destegin anyonik olmasi ile daha
bazik pH’a dogru, katyonik olmasi ile daha asidik pH’a dogru kayabilir. Iyonik
kuvvetin biiyiik olmasi durumunda bu etki gozlenmez (Krajewska vd., 1990). Inanan
(2019) adl arastirmaci katalazi kitosan Ko-polimerik nano yapilara immobilize etmis ve
hem serbest hem de immobilize katalazin optimum pH’in1 7.0 olarak bulmustur. Bu
sonu¢ bizim bulgularimiz1 desteklemektedir. Yine baska bir ¢alismada ise peroksidazin
immobilize edilmesi ile optimum pH’1 6.5’tan 7.0’ye kaymustir (Yu vd., 2019).
Calismamizda enzimlerin immobilize edilmesiyle optimum pH’inda degisiklik
gozlenmedi. Ayni sekilde serbest ve immobilize katalaz ile serbest ve immobilize
peroksidazin pH kararliligi pH:7.0 olarak bulundu (Sekil 5.6, Sekil 5.15). Yiksek ve
disik pH degerlerinde immobilizasyonla pH kararliligi katalazda de§ismemis,
peroksidazda diisiik c¢ikmistir. Deneylerimizde kullanilan parafin destek suda
¢dziinmeyip, yiiklii gruplar icermemektedir. immobilizasyon isleminde enzim destek ile
herhangi bir etkilesime girmeyip hapsedilerek tutuklanmistir. Yiiksek ve diisiik pH
degerlerinde peroksidazin pH’a bagimli bir miktar denatiirasyonu ile pH kararlilig

beklendigi gibi yiiksek bulunmamastir.
Kinetik Sabitleri:

Serbest katalaz icin Kn= 72,91 mM, Vma= 137.738,00 pmol.mg enzim™, parafin
destekte immobilize katalaz icin Ky= 83,58 MM, Vmax= 1.500,00 umol.mg enzim™
olarak bulundu (Sekil 5.3, 5.4). Serbest peroksidaz icin Kpn= 21,28 mM,
Via= 9.393.199,00 pumol.mg enzim™, parafin destekte immobilize peroksidaz icin
Kn= 25,39 MM, V= 2.224.990,00 pmol.mg enzim™ olarak bulundu (Sekil 5.12,
5.13). Katalaz ve peroksidazin parafin destekte ayri ayri immobilizasyonu ile Kp
degerlerinde kiigiik artis, Vinax degerlerinde ise biiyiik bir azalma g6zlendi. Enziminlerin
parafin destekte hapsedilerek immobilize edilmesi ile ¢ozeltideki substrat ile etkilesimi
serbest enzime gore daha yavas olacak dolayisiyla da tepkime hizi da diisecektir.
Substratin enzime diflizyon hizi ¢ozeltideki substrat derisimi arttikga belli bir sinira
kadar artacaktir. Bu sinirli degere tutuklu enzimin substrat tarafindan timi ile
doyurulmasindan Once erisilirse Vmax degeri serbest enzimin Vi degerinden daha
diisiik olacaktir. Bu ise ¢alismamizda immobilize enzimlerin V. degerlerinin serbest
enzimin  Vpmax  degerlerinden diisiik bulunmasiin sebebini agiklayabilmektedir.

Enzimlerin immobilize edilmesi ile maksimum hizda azalma gézlenen pek ¢ok ¢aligma
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literatiirde bulunmaktadir (Line vd., 1971; Kennedy ve Melo, 1990; Cetinus ve Oztop,
2000; Cetinus ve Oztop, 2003; Mohamed vd., 2013a; Mohamed vd., 2013b). Yu ve
arkadaglarinin (2019) yapmis oldugu arastirma sonucunda peroksidazin immobilize
edilmesi ile Ky degerinde artts Vmax degerinde ise azalma oldugu sonucuna

ulagsmiglardir. Bu sonug bizim bulgularimizi desteklemektedir.
Kullanim Kararliligi:

Immobilize enzimlerin kullanim kararlilig1 incelendiginde, immobilize katalaz yaklasik
tic kullanimda % 45, dordiincii kullanimda ise aktivitesinin % 25’ini korudu (Sekil 5.7).
Immobilize peroksidazin kullanim kararhliginin  yaklagik iki kullanimdan fazla
olmadigi, tiglincii kullanimda aktivitesini % 80 kaybettigi gézlemlenmektedir (Sekil
5.16). immobilize katalaz ve immobilize peroksidaz i¢in kullanim kararlilig1 beklendigi
gibi yiiksek ¢ikmamistir. Monier ve arkadaglarinin (2010) yaptigi calismada kitosan
boncuklarinda HRP’yi immobilize etmisler ve peroksidazin alt1 kullanim sonunda HRP
aktivitesinin % 65,8 gibi yiksek aktivite korunumu bulmuslardir. Calismamizda
enzimin parafin destege fiziksel yontemle hapsedilmesi bir dezavantaj olusturmus,
bunun sonucunda ¢6zeltiye enzimin sizmasi s6z konusu olabileceginden diisiik kullanim

kararliliklar1 gozlenmistir.
Saklama Kararlilig::

Enzimlerin saklama kararliliklar1 incelendiginde 20 °C’de saklanan serbest katalaz ilk
yedi glinde % 56 aktivitesini korurken on dordinct gunde aktivitesinin % 80’ini
kaybetti. Serbest katalaz 4 °C’de daha yiiksek saklama kararliligma sahiptir. Yirmi
sekizinci giinde % 80, ellinci giinde ise % 65 aktivitesini korudu (Sekil 5.8). Immobilize
katalaz 4 °C ve 20 °C’de serbest katalaza gore daha yiiksek saklama kararlilig1 gosterdi.
4 °C’de saklanan immobilize katalazin aktivite kayb1 aym sicakliktaki serbest katalaza
gore daha yavas gerceklesti. Immobilize katalaz elli altinc1 giinde 4 °C’de % 65, 20
°C’de %50 aktivitesini korumustur (Sekil 5.9). 20 °C sicaklikta saklanan immobilize
katalaz ayni sicaklikta saklanan serbest katalazdan daha uzun siire aktivitesini
koruyabildigi igin katalazin immobilizasyonuyla saklama kararliligi artis gézlendi. 20
°C’de saklanan serbest peroksidaz ondérdiincii giinde aktivitesinin % 64’iinii korumus
ve bu aktiviteyi kirk giin boyunca siirdiirmiistiir. 4 °C’de saklanan serbest peroksidaz 20
°C’de saklanan serbest peroksidaza gore daha yiiksek saklama kararliligina sahiptir.

Enzim ilk yedi gunde % 85 aktivitesini korudu ve bu aktivitesini fazla kaybetmeden elli
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altinc1 giine kadar devam etti (Sekil 5.17). Immobilize peroksidazin 4 °C sicakliktaki
saklama kararliligi, 20 °C’dekine gore daha yiiksek bulunmustur. Immobilize
peroksidaz elli altinc1 giinde 4 °C’de % 52, 20 °C’de % 6 aktivitesini korumustur (Sekil
5.18). Peroksidazin parafin destekte immobilize edilmesi ile her iki sicaklikta da
saklama kararliliginda degisiklik gozlenmemistir. Yeni mikro c¢evreye bagli olarak
enzimin zamana bagli denatiirasyona dayaniklilig1r ayn1 kaldig1 i¢in immobilizasyon ile
saklama kararliliginda artis gézlenmemistir. Darwesh ve arkadaslarinin (2019) yapmis
oldugu bir ¢alismada 4 °C ve 25 °C sicaklikta yiiz yirmi giin boyunca serbest ve
immobilize enzimlerin saklama karaliliklarini incelemislerdir. 4 °C’de saklanan serbest
enzimin yliz yirmi giiniin sonunda, 25 °C’de saklanan serbest enzimin ise yirmi gunin
sonunda aktivitesini kaybettigi gdzlenmistir. Peroksidazin immobilize edilmesi ile ise

hem 4 °C hem de 25 °C’de aktivitesini korudugunu gdzlemislerdir.
SEM Goruntleri:

Katalaz ve peroksidaz parafin destekte immobilize edildikten sonra c¢ekilen SEM
gorlntiileri Sekil 5.20°de verilmistir. Parafininin kendisi homojen bir gorlnime
sahipken parafin destekte kati katalaz ve kati peroksidazi ¢oziinmemis formda
icerdiginden heterojen bir goriinlime sahiptir. Bu goriintiilerden de anlasilacagi gibi
parafin i¢inde ¢oziinmeyen enzim Kkristalleri, sicakliginin oda sicakligina diisiiriilerek
parafinin donmasi saglanarak parafin i¢inde hapsedilmistir. Parafin icinde hapsolan ve

yiizeye yakin ezim partikiilleri substrat ile etkilesmislerdir.
AB 129 Boyas: Giderimi:

Immobilize peroksidaz ile AB 129 boyasinin boya giderimi incelenerek maksimum
% 85- 88 arasinda yiiksek boya giderimi elde edildi. Bu degerlere ulasmak igin optimal
kosullar belirlendi. Boya giderim siiresi olarak 15 dakika (Sekil 5. 21) secildi. 20-55 °C
sicakliklar arasinda boya giderimine sicakliin etkisinin olmadig1 gozlendi ve optimal
sicaklik olarak 20 °C kullanild1 (Sekil 5.23). pH: 5.0’te en yilksek boya giderme
degerine (% 85) ulasildig1 i¢in biitiin deneylerde optimal boya giderim pH’1 5.0 olarak
alind1 (Sekil 5.24). Peroksidaz derisiminin boya giderimine etkisi incelendi ve enzim
derisiminin artmasi ile boya gideriminde 6nemli bir degisiklik gozlenmedi (Sekil 5.25).
Forgiarini ve Ulson de Souza’nin (2007) yaptig1 boya giderimi ¢alismasinda yiiksek
peroksidaz derisiminin boya giderimine etkisi olmadigini bulmuslardir. Peroksidazgok

pahali bir enzim oldugundan bu caligmada maksimum boya giderimine minumum
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enzim derisimi ile ulagilmasi biiylik bir avantaj olmustur. Boya derisiminin boya
giderimine etkisi incelendiginde boya derisimi arttikga boya gideriminin azaldigi
goriilmiistiir (Sekil 5.26). Enzim aktivitesine bagli olarak artan boya derisimi ile boya
gideriminin azalmasi1 da dogaldir ve benzer sonuclar literatiirde de bulunmaktadir
(Sekuljica vd, 2015). Farkli H,O, derisimleri kullanilarak immobilize peroksidaz ile AB
129 boya giderimi incelendi (Sekil 5.27). En ylksek boya giderimine 0,4 mM H,0,
derisiminde ulasildi. Yararlanilan kaynakta da 0,4 mM H,O, derisimi kullanilmigtir
(Sekuljica vd, 2015).

AB 113 Boyas: Giderimi:

Immobilize peroksidaz ile AB 113 boyas: giderimi 20 ile 50 °C sicakliklarda optimal 15
dk sure igerisinde incelendi. En yiiksek boya giderimine 20 °C ile 30 °C arasinda
sirastyla % 50 ve % 54 gibi farkli olmayan boya giderim degerlerine ulasildigindan
diger deneyler 20 °C sicaklikta gerceklestirilmistir (Sekil 5.30). Immobilize peroksidaz
ile en iyi boya giderimi pH: 4.0- 6.0 araliginda elde edildi (Sekil 5.31). Enzim
derisiminin artmasi ile boya gideriminde belirgin bir degisiklik gdzlenmedi (Sekil 5.32).
Ancak diisiik enzim derisiminde boya gideriminde fazla bir fark gézlenmezken yliksek
enzim derisiminde boya gideriminin azaldig1 gozlenmistir. Literatiirde benzer sonuglar
bulunmaktadir (Sekuljica vd, 2015). Boya derisimi arttikca immobilize peroksidazin
boya giderim etkisinin arttigi ve 0,015 mg.mL™ boya derisiminden sonra énemli bir
degisim olmadig1 gozlendi (Sekil 5.33). Diger boya giderimi c¢aligsmalari
spektrofotometrenin duyarlilik sinirlar1 igerisinde olan 0,025 mg.mL'1 boya derigiminde
yapilmasina karar verildi. H,O, derisiminin immobilize peroksidaz ile AB 113 boya
giderimine etkisi incelendi (Sekil 5.34). 0,1- 2,0 mM araligindaki H,O, derisimlerinde
maksimum % 52 (0,4 mM H;0,), minimum % 45 (2,0 mM H,0;) boya giderimleri
saglandi. Diger deneylerde 0,4 mM H,0; derisimi kullanild1 (Sekuljica vd, 2015).

Sonug:

Sentetik boyalar endustride degisik sektorlerde kullanilmaktadir. Tekstil, kagit, gida,
plastik ve kozmetik gibi cesitli sektdrlerden renkli atik su desarji ile ilgili sorunlar
endiistriyel ve akademik bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmektedir. Yaklasik 10.000 farkl
boya ve pigment endiistriyel olarak kullanilmaktadir. Sentetik boyalar yilda 0,7-0,8
milyon tondan fazla diinya ¢apinda iretilmektedir (Fazli vd., 2010). Tekstil

endiistrisinde boyama prosesleri sirasinda genellikle renkli, kullanilan prosese ve boya
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tiiriine gore farkli pH’larda atik sular meydana gelmektedir. Cesitli canlilar i¢in bu atik

sularin risk olusturmalari nedeniyle aritilmalari 6nemlidir (Song vd., 2008).

Horseradish  peroksidaz bifenollerin, anilinlerin, fenollerin ve bunlar gibi
heteroaromatik bilesiklerin  oksidasyonlarin1  katalizleyebilmektedir. Horseradish
peroksidaz genis bir sicaklik ve pH araliginda aktivite gosterdiginden atik su
islemesinde kullanilmast uygun goriinmektedir. Sulu c¢ozeltilerden fenollerin HRP
katalizinde fenol giderilmesini saglamak amaciyla son yillarda bir¢ok c¢alisma

gerceklestirilmistir (Duran ve Esposito, 2000).

Literatirde AB 129 ve AB 113 boyalarinin giderimine yonelik enzimatik yontemle ilgili
herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Gergeklestirilen bu tez calismasi ile parafin
destekte immobilize peroksidaz kullanilarak boyalarinin giderimi basarilmistir. En etkili
boya giderimine AB 129 ile ulasilmistir. Cevredeki canlilara zararli olan tekstil

endiistrisi atik sularindan benzer boyalarin giderimine alternatif bir yol sunulmustur.

Bu calismada parafin destekte immobilize edilen enzimlerin gerek termal kararliligi
gerekse kullanim kararlilig1 agisindan serbest enzime gore daha avantajli bir durum
ortaya konamadigi i¢in immobilizasyonda parafinin ¢ok kullanish bir destek olmadigi

kanaatine varilmigtir.
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