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OZET

TEKSTIL ATIK SULARINDA ENZ iMAT iK RENK G iDERIMININ
DENEYSEL TASARIMI VE OPT iMiZASYONU

Banuay CGKUN

Yuksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisu
Kimya Anabilim Dal
Dansman: Yrd. Dog. Dr. @Quz AKPOLAT
Ocak 2013, 68 sayfa

Sunulan bu ¢caymanin amaci ; Peroksidaz enziminin ¢capragibenzim agregatlari
yontemi kullanilarak tayicisiz immobilizasyonunu gercektemek optimum
immobilizasyon keullarini belirlemektir. Cadmanin ilk kisminda peroksidaz
enziminin capraz R enzim agregatlari hazirlama yontemi ilesiyecisiz
immobilizasyon glemi yapilmstir.

Enzim immobilizasyonunu etkileyenen 6nemli paraeletden olan bgangi¢c enzim
derisim, capraz bglayici orani ve coktlrictu denni secilmktir. Secilen bu
degiskenlerin alt ve Ust sinirlari gergevesinde tamdalel deney tasarim modeline
gore yapilarak deney sayisi ve gg&enlerin dgerleri belirlenmgtir. Yapilan
deneyler sonucunda Onerilen modelin ¢ézimi ve yuezeyap analizi ile
immobilizasyonu etkileyen ggskenlerin optimum dgerleri saptannstir.

Bu amacla yapilan deneyler ve deneysel tasarigngalarin sonunda optimum
kosullar; balangic enzim degimi 0.06 mg/ml, coktirtci tipi BSA ,¢okturlcu
derisimi 2 mg/ml, capraz kgayici tipi glutaraldehit, capraz playici dergimi ise %

3 (v/v) olarak tespit edilngiir. Calismanin devaminda endustriyel boyutta renk
gideriminde tayicisiz immobilize enzim agregat sisteminin kuifaryla optimum
kosullarda elde edilen agregat yapisi endistridenrtesdiilen Reactive blue 160
boyasinin belli degim araliklarinda renk giderimine bakilgr.

Anahtar Kelimeler: Peroksidaz,Capraz Bl Enzim Agregatlari (CLEA),
Fiyicisiz Enzimimmobilizasyonu, Tam Faktoriyel Tasarim



ABSTRACT

EXPERIMENTAL DESIGN AND OPTIMIZATION OF ENZYMATIC
REMOVAL FOR WASTE WATER TEXTILE COLOR

Banuay CGKUN

Master of Science (M.Sc)
Graduate School of Naturel and Applied Sciences
Department of Chemistry Science
Supervisor: Asst. Prof. Dr. @z AKPOLAT
January 2013, 68 pages

The purpose of the proposed study is that ; it weabieved carrier- free

immobilization of peroxidase enzyme by using criisised enzyme aggregates and
to optimize the immobilization. In the first partf ¢he study , carrier —free

immobilization was done cross linked enzyme aggesgareparation methods.

It was chosen the enzyme concentration ,the fateoss linked and the precipitant
concentration as the parametres to affect the inlination. Experiment number and
parameter values were determined by full factateding and the parameters were
choosen between their upper and lower values. éetid uf experiments ,the factor
affect the immobilization was optimized by the $mn of the suggested model and
response surface analysis.

At the end of the work, optimum conditions were@mg/ml as starting enzyme
concentration BSA as precipitant typeBSA precipitation type, precipitation
concentration of 2 mg/ml, glutaraldehyde crossdinktype, cross-linker

concentration of 3% (h/h) respectively. Continoiatiof the study, the aggregate
system, the use of immobilized enzymes in industseale carrier optimum

conditions for the removal of color from the aggreg structure of the industry
obtained a certain concentration range of Rea&lue 160 dye color removal were
investigated.

Keywords. Peroxidase, Cross-Linked Enzyme Aggregates(CLEAjri€r-Free
Immobilization, Full Factori@kesign of Experiments
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1. GIiRIS

Boyar maddeler kompleks aromatik Bilderdir ve genel olarak géli substratlarin
renklendiriimesinde kullaniimaktadirlar. Bazen yapnin ara yuzeyinde g&
metallerle birlgebilmekte ve bu nedenle zehirli ve inhibe ediciigtiytzinden
cevrede kotl sonuclar gorulebilmektedir. Boyar nedeld arasinda azo boyalar
direncli , biyolojik olarak parcalanmayan ve kaldzelliklere sahiptirler. Bu nedenle
boyar madde esasli atiklarin aritimi cevresel klaa 6nemli glerden biridir.
Bugiine kadar kullanilan fiziko kimyasal uzajtlema yontemleri toplam maliyetin
yuksek olgu , yenilenme sorunu ve ikincil Kkirleticiler / camuiretmesi
kullanimlarinda sinirlama getirmektedir. Bunlara elarak boya esasl atiklarin
geleneksel biyolojik atik su aritma yontemi iletmuiaya direncli olglari ve inhibe
edici Ozellikleri nedeni ile cevap vermemektedirledBu nedenlerden dolayi
argtirmalar secici  Ozellikleri nedeni ile enzimatik itena yonlenmeye
baslamislardir. Enzimler 6zel direng Kirleticileri Gzerindeki gosterebilir ve diilk
alikonma surelerinde aromatik Gilderin geng bir dergim aralginda calgilabilir
(Robinson vd., 2001;Levin ve Forchiassin vd., 2005)

Yillik 10000 farkh boya ve renk vericiler Uretilkiedir ve boyama ve baski
endustrisinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Stktboyalar kimyasal olarak cok
cesitlidir fakat endustride en c¢ok kullanilanlar agdan azo bilgkleri,
trifenilmetanlar veya heterosiskil/polimerik yapilasayilabilir. Urin  §leme
yontemleri boyar maddelerin buyik bir miktarininkasular ile kaybina neden
olmaktadir. Bu miktar uygulanan boyanin %210-15'ikarsilik gelmektedir. Bu
boyalarin bir kacisiga ,sicakiga ve mikrobiyal etkiye kar cok dayaniklidir ve bu
da onlari bilgik olarak direncli yapilar yapmaktadir ve birggoda zehirlidir (Levin
ve Forchiassin vd., 2005). Atik suyun renk giderigm cesitli kaynaklarda var olan
temel yontemler kimyasal ve biyolojik yontemler ralla siniflandirilabilir (Robinson
ve McMullan vd., 2001).

Bunlar adsorpsiyon , biyosorbsiyon , ¢oktlirme, kasgl parcalanma, elektrokimya,
fotokimya, biyoparcalanmaglemlerini icermektedir ( Levin vd., 2005; Karimitia
vd., 2007; Vijayaraghavan vd., 2008; RafatullatOteman vd., 2010).



Mikrobiyal renk giderimi bazi agaricilar tarafindan daha ucuz ve cevreye daha az
zararl bir yontem olarak gortlmektedir. Lignin plksidazlar, mangan peroksidazlar
ve lakkazli organizmalar, boyar maddelerin renkegii ile iliskilendirilmistir
(Levin ve Forchiassin vd., 2005; Kariminiaae vd002). Yaban turbundan elde
edilen peroksidaz enzimi kimyasal, ¢cevre, farm&sédi biyoteknolojik endustrilerde
kullanilan ¢ok yonla bir enzimdir (Mohan vd., 2008ci su kabgindan elde edilen
peroksidaz, konkanavalin A kapli kalsiyum aljin&asta taneciklerine immobilize
edilmistir ve tekstil endustrisi aginin renk gideriminde kullanilngiir. Artigin renk
gideriminde redoks aracisi olarak 1.0 mM 1-hidrbksizotriazol varfiinda 580
nm’'de yapilan Oolcimler ile bir saat sonundaki regiderimi % 70 olarak
Olculmistar. Fakat immobilize aci sukagiaperoksidazi en yiuksek renk giderimini
pH 5.0 ve 40°C’de gosterntir. Kesikli islemde U¢ saat sonunda rengin % 90'Ini
gidermitir. Biri immobilize peroksidaz ¢eri aktif silika olan iki reaktorll
dizenekte iki ayhk sureklisiem ile % 40 renk giderimi yapabilgtir. Renk
gideriminin tespiti icin kullanilan absorpsiyon &peimunda glem gérmi ve
gormems artiklarin absorbansinda farkli dalga boylarindaenli farklar
gorulmistir. Bu nedenle peroksidaz/1-hidroksibenzotriazékzehgi surekli bir
reaktorde buyuk artik hacimlerinirslenmesi icin kullanilabilega bildirilmi stir
(Mohan vd., 2006; Mohorcic ve Teodorovic vd., 2006)

Farkli lakkaz-membran reaktor bicimleri beyaz kidntarindan saftarilarak elde
edilen lakkaz ile cadilmistir. Reaktorler dgrudan enzim temasi, enzingilanms,
immobilize enzim ve kitosan membranlara lakkaz irbitice edilmesine dayali
reaktor dizeneklerinin verimlidi incelenmg ve azo boyanin (acid black 10 BX)
renk giderimi incelenmgtir. Deneysel verilere gore lakkaz enzimi haricdaoks
aracllar eklemeden renk gideriminde blyuk gict gidoildirilmistir. Denemelerde
farkl reactor turlerinden lakkaz enkapsuile edjlikitosan membrane reactor ile kisa
temas suresi ve tekrar kullanilabilirlik agisindesttnlikleri oldgu tespit edilmgtir
(Nelson ve Cox, 2005).

Enzim Kkatalizini sulu organik c¢ozlculerde gercghitenek icin uzun yillardir
arggtiricilar tarafindan agirma yapilmaktadir. Fakat yakin zamanda karariviek
bdyle ortamlarda enzimlerin kararglitizerine ¢calmalar ygunlamistir. Kararlilik
calismalar ya kimyasal capraz glama veya protein muhendigii icermektedir.

Capraz bglama ile kararlilgin saglanmasinda iki fonksiyonlu reaktiflerin kullanimi



uzerinedir. Ikincisi enzimleri polimer galarin icine balamaktir. Bunlarin
bircogunda bu bglanma kovalent hanmadir. Uclinciisii de caprazghaenzim
kristalleri ile calgmaktir. Her U¢ yakkamda da genel olarak enzim molekulinin
farkl bolgelerini b&layarak veya enzimin ylzeyindeki bazi amino asltnkdarini
polimere bglayarak yapisal ggamligi arttirmaktir. Kimyasal capraz glama ile
hazirlanan ¢ok sayida ¢ozinmez enzim agregatlaml&amstir. Bu tlr agregatlarin
olusumu genelde protein molekiliine giren molekll igravenolekiller arasi capraz
baglar ile yorumlanmaktadir. Farkli tir enzimlerden kgwmlorediktazlar,
transferazlar, izomerazlar, liyazlar ve hidrolaglatusturulmus bu tir agregatlar
hakkinda bilgi olgmaya balamistir. Bu tlr ¢cbziinmez agregatlarin isil kararlilrkla
serbest hallerine gore daha yiksektir. Onemli ikta da bu amorf yapilarin
uygulamalara gore farkkekillerde ve bicimlerde yapilandirilabilmeleridakiskan
yatak reaktorde, enzim elektrot tasariminda venenmhibitorlerinin ayrilmasinda
vb.). Yapilan bir cabmada doért enzim kimyasal olarak glutaraldehit ifgegat
haline getirilmg ve sicaklik ve organik cozilculere faaktiviteleri incelenmytir.
Bircok durumda incelenen organik ¢ozlculere veaikggl daha yiksek kararllik

gosterdikleri bulunmgtur (Roger., 2011).

Enzimlerin etkin immobilizasyonunda capraz ghaenzim agregatlarinin geni
uygulanabilirlgi gosterilmsve capraz bgEi enzim agregatlarinin  6zelliklerini
etkileyen parametreler belirlengtir. Bu kapsamda agregat hazirlama birkag
basamga ayrilmstir. Birincisi ¢okturticii segimi ve deimin optimize edilmesi,
ikincisi de ¢capraz k@ayici ve protein degiminin optimize edilmesi. Lipaz, Lakkaz,
Fitaz, Galaktoz Oksidaz, Tripsin, Glukoz Oksidaz;G#élactosidaz, Alkol
dehidrojenaz ve format dehidrojenaz enzimleri #gg@njan bu cagimada elde edilen
sonuclara gére agregasyon yontemi her enzim icid0% aktiviteye yukselngtir

(R. Schoevaart vd., 2004).

Pseudomonas cepacia lipazi ve penisilin acilazagapgli enzim agregati olarak
hazirlanmgtir. Lipaz enzimi c¢oktirtct olarak BSA kullanggnda aktivitenin %
100’Unt  korumstur. Penisilin acilaz enziminde ise yine BSA kulldrginda
aktivitenin % 86’s1 kalnstir (Shah vd., 2006). Mantardan lakkaz enzimi capag!i
enzim agregati olarak afwrulmustur. Cokturtcu olara politilen glikol kullanilmi
ve capraz bzayici olarak glutaraldehit kullanilgtir. Aktivite kazanimi % 60.2

olarak bulunmstur.



Peroksidaz enziminin ¢a/icisiz olarak immobilizasyonu ile hidrojen peribks
giderimine yonelik yapilan ¢gamada bgangi¢c enzim degimi, BSA (bovine serum
albumin) miktari ve capraz playici orani dgistirilerek en yiksek enzim aktivitesi
veren bilgim deserleri belirlenmgtir. Yapilan deneyler sonucu flangi¢c enzim
derisimi 0,05 mg/mL, c¢okturict defmi 5 mg/mL, capraz kdayici dergimi % 4
olarak bulunmstur. Linewiever-Burk yontemi ile yapilan cizim ilésslyicisiz
immobilize enzimin Km dgerinde aryy, Vm deserinde digls oldugu ortaya
ctkmistir. Enzim aktivitesi olarak % 40 1n Uzerinde aksvbildirilmistir (Topcgular
ve Ayhan , 2008).

Glukoz Oksidaz enzimi tayicisiz olarak capraz Bl enzim agregatlarn (CBEA)
olarak sentezlenmtir. Calsmada en yiksek enzim aktivitesini veren agregat
yapisinin belirlenmesi icin biangic enzim degimi, en uygun sicaklk, ¢okturicu
turd ve degimi ile capraz bglayici dergimi belli araliklarda taranmgiir. Bulunan
sonuclara bakilginda balangic enzim degimi 0,05 mg/mL, en uygun sicaklik
25°C, cOktarucu tipi BSA, ¢oktirtict dgmi 5 mg/mL, capraz kQgayici dergimi %

2 olarak bulunmgtur. Kinetik sabitler hesaplanmve serbest enzyme gore Km
degserinde aryy, Vm deserinde dgis gozlenmgtir. Calismada elde edilen bir klea
onemli sonug tayin edilenggicisiz immobilize enzim aktivite geri serbest enzime
gore daha yuksek olarak bulungtur (Ayhan vd., 2011).

Geng uygulamalar icin enzim fiyatlarislemin maliyetini belirleyen en 6nemli
etkenlerden biridir. Bu nedenle organizmalardare eddlilecek enzimlerin Uretim
maliyetini dgurmek icin fermentasyon ortaminin optimize edilmgsn calsma

yapilmstir. Bu amacla ksilanaz, amilaz ve lakkaz enzimieritretimi icin farkli

istatistiksel tasarimlar kullanilgtir. Trametes trogiile igninolitik enzim Uretimi ve
renk giderimi icin yine bir deneysel tasarim olarackett-Burman tasarimi
kullaniimistir (Levin vd., 2005 ).

Genel olarak bakilginda biyokimyasal bir sirecte istenen niteliktéinim elde
edilebilmesi dgerl siureclerde oldiu gibi, ancak o sirece gkin parametrelerin
optimum olacalsekilde saptanmasina @alir. Dogru saptama da, ancak ¢ok sayida
deneysel cagmayla gercekligirilebilir. Deney sayisinin artmasi ise daha fazla
zaman, malzeme ve maliyet artdemektir. Bilimsel ¢agmalar da ve muhendislik
problemlerinin ¢c6zimuinde az sayida deney yapargkudsaptamalara wenak icin

argtirmacilar tarafindan izlenecek yol da deneyselsigalara bgamadan 6nce
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toplam maliyeti optimize edebilmek i¢cin deney tasaryapilmasi olup, bunun igin
Onerilen muhtelif deney tasarim modelleri mevcutBunlardan en sik katasilani
Box ve Wilson tarafindan getirilen Cevap Yiuzey Yontemidir. Bu yontemde
mimkin olan en az sayida ki minimum gozlengesteicin, kontrol parametresini
bagimsiz calyma parametrelerine Pl olarak iligkilendiren cevap ylzey
fonksiyonun en yuksek yani maksimum gddanin saptanmasidir. Bu da bir
optimizasyon problemidir ve ¢c6zimu de ancak bir sié@isal §lem gerektirmektedir
(Lubbert vd., 2000).

Enzimlerin katalitik etkisi kimyasal katalizlere igooldukca verimli ve secicidir. Bu
nedenle Onerilen projede cevre acisindan ¢ok bidyigmi olan boyar maddelerin
renk gideriminden kullanilma potansiyeli olan Peidkz enzimi secilngtir.

Calsmada enzimin tayicisiz olarak immobilize edilmesi samasinda
immobilizasyon sonrasi en vyuksek enzim aktivitestrem immobilizasyon
kosullarinin belirlenmesi amaci ile deneyler yapildgakYine bu kapsamda
degsiskenler ve cabma araliklar tam faktoriyel deneysel tasarima dp@le@lenmsi ve

deneylerin tamamlanmasindan sonra oOnerilen modglzulmesi ve ylizey cevap
analizinin yapilmasindan sonra da optimurgetter belirlenecektirimmobilizasyon

optimizasyonu icin kinetik parametreler hesaplakaeazimin aktiviteleri tespit

edilecektir.

Arastirmada peroksidaz enzimistgucisiz olarak immobilize edilecektir. Bu amacla
enzimin immobilizasyonunu etkileyen en 6nemli pagtmgler olan bgdangic enzim
dersimi, capraz bglayici orani ve c¢oOkturicl demni secilmgitir. Segilen bu
degsiskenlerin alt ve Ust sinirlari cercevesinde tam daiel deneysel tasarim
modeline gore yapilacak deney sayisi vgigkenlerin dgerleri belirlenecektir.
Yapilacak deneyler sonucu onerilen modelin ¢bzUralyizey cevap analizi ile
immobilizasyonu etkileyen géskenlerin optimum dgerleri saptanacaktir. Onerinin
kapsaminda endustriyel boyutta uygulama icin bieggma olarak enduistriden temin
edilecek boyar madde ile farkl dgmlerde endustriyel atik su ile renk giderimi

incelenmg olacaktir.



1.1. Enzimler

Enzimler, canl hicrelerin gal olarak yapisinda bulunan ve bu hicrelerinin tek
basina veya coklu olarak yer afgicanhlar olarak adlandirilan biyolojik sistemleri
varhginin sdrdardlebilmesi icin gerekli olan kimyasaligr biyokimyasallarin
uretiimesi ile gerekli olan enerjinin @anmasi, dengeli olarak gdlmasi ve
biyolojik sistemlerden uzak$airiimasi sirasinda kgtasilan ve ¢ok karmgk yapida
olusan bir dizi tepkimenin gercekimesinde yer alarak onu kolaylmabilen, ancak
bu tepkimelere dgrudan katilmayip etkin rol alabilen biyolojik yapid
katalizorlerdir. Biyolojik sistemlere gkin tepkimelerin gercekigiriimesini s&layan
enzimlerin Uretilmesini bA basina bir ¢alyma alani olup, daha sonra tekli veya
coklu olarak kullanilmak uzere, Uretildikleri hicrygapisindan ayrilmalari yani
izolasyonlari ve kullanimlari icin saffariimalari gerekmektedir. Bu prosesler de
hem c¢ok karmgk hem de pahali olduklarindan, ggmlukla pahali proseslerdir
(Bailay, 1986; Telefoncu, 1997; Kieran ve Berodgp1).

1.1.1. Enzimlerin yapisi

Molekul airliklari yiksek olan enzimlerin go (katalitik RNA molekullerinin
kicuk bir grubu dunda) proteinlerden meydana gejtini (Nelson ve Cox, 2005).
Protein yapisinda olmayan enzimler iggker, lipit veya metallere KBadirlar ve
enzimin yapisinda olup da protein 6getasimayan bu gruplara prostetik gruplar adi
verilir. Bagli olunan grup bir metal iyonu ise kofaktér, NADAB, NADP, tiamin,
CoA gibi i1stya dayanikli organik molekuller ise kaan olarak adlandirilir. Enzimin
yapisindaki protein kismina apoenzim, protein olmmayrup iceren enzime de
holoenzim denir (Ozata ve Kutlu, 20G8pirli, 2008).

1.1.2. Enzimlerin kullanim alanlari

Kullanim alanlarina goére enzimler endustriyel, #@ikalve klinik olmak Uzere 3
grupta toplanabilir (Walsh ve Headon, 19%dpirli, 2008; Korli ve Altay, 2009).
Cizelge 1.1 ‘de enzimlerin alti temel sinifi ve ksiyonlari gésterilmektedir.



Cizelge 1.1. Enzimlerin siniflandiriimasi

1.Oksireduktazlar Indirgenme yiikseltgenme reaksiyonlarini kataligterl

2. Transferazlar Fonksiyonel grumsfarini katalizler.

3.Hidrolazlar Kimyasal #larin su varlginda hidrolizini katalizler.

4 liyazlar Eliminasyon yolayyikimi katalizleme.

5.izomerazlar Bir substratin bir izaenddngumu reaksiyonlarini katalizler.
6.Ligazlar iki molekiiliin kovalent blanma reaksiyonlarini katalizler.

Endustriyel enzimler: Dusik saflik derecesine sahip kimyasal reaksiyonlari
katalizleyen biyokatalizorlerdir. Conlukla mikroorganizmalardan (retilirler.
Endustriyel enzimlerin bta tekstil sektoriinde olmak Uzere cevre dostu rireti
gerceklgtirmek amaciyla kullanimlari her gecen gun artmaitaBu grupta yer alan
enzimler; renin, proteazlar, amilazlar, glukoz imoarlar, sukraz, pektinazlar,

selulaz, katalaz vb. dir.

Analitik enzimler: Bilimsel argtirma ve tani kitlerinde kullanilan, saflik dereices
endustriyel enzimlerden daha yiksek olan enzimleriu gruba giren béica

enzimler hekzokinaz, alkoldehidrogenaz, glukozodéasidb. dir.

Klinik enzimler: Cssitli fizyolojik rahatsizliklarin tedavisinde kullalan, saflik
dereceleri yuksek olan enzimlerdir. Bu amacla kulen balica enzimler de

proteazlar, lipazlar, asparaginaz vb.dir.

1.1.3. Enzimlerin galsmasi

Enzimler substrata anip, ardindan enzim-substrat yapisini stltarak
tepkimelerin aktivasyon enerjisini glirir. Enzim kullanimi tepkimenin denge
sabitini etkilemez. Ancak aktivasyon enerjisindegpkime ayni sicaklikta

yuratilmesine rgmen 6nemlsekilde digme gozlenir.

Enzimler 6zgul olduklar substrat ile etiiggek enzim-substrat yapisini giururlar.
Enzimle substrat gkisinin molekiler yoni hentiz tam olarak amimamakla birlikte
bu etkilgimden zayif bglarin sorumlu oldgu bilinmektedir. Birgok durumda, Van
der Waals kuvvetleri ve hidrojen #ari enzim-substrat yapisinin gturulmasini

sglar. Substrat, enzime aktif bdlge olarak bilinengidlz bolgelerden kdanir.
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Substrat molekuli kendinden daha buydk olan enztekdlinin aktif bolgesine
tam uyacaksekildedir. Bu nedenle enzim-substratkisi Sekil 1.1'de anahtar Kkilit

modeli ile tanimlanmaktadir.

c+c| -] [+

Enzim Substrat Enzim-Substrat Enzim
kompleksi

£ 0ooo

Sekil 1.1.Anahtar-kilit modelinin sematik gosterimi

Birden fazla substrat iceren enzim katalizli tep&iende, yakinlk etkisi denilen
sekilde substrat molekullerini reaktif bdlgelerindemr araya getirerek, kendi aktif
bdlgelerine bglar. Bu durumda, dgru pozisyon ve acinin gfturulabilmesi ile

yonlendirme dgru yapilacak ve tepkime hizi arttirilabilecekisgirli, 2008).

1.1.4. Enzimatik tepkime hizi

Genel olarak tepkime hizi tepkimeye giren g@lderin ya da trlnlerin zamanagha
olarak degiminin bir ifadesi olup S, substrat, P, Uriin vgdan bglangictaki enzim
derisimlerini gostermek Uzere genel tepkime denklemn i@nerilen tepkime hizi

asagidaki gibi verilmgtir. Bunlar;

[S]+E, <[S]nEo <[Pl Eo <[P+ Eq (1.1)

veya

[S] O - [P] (1.2)

ve



VvV veya r= as_dp (1.3)
a s Ta Tt '
olarak yazilir ve enzimatik olmayan birinci mertabpkimeler icin en basit tepkime

kinetik modeli

v=kS (1.4)

seklinde iken, bu enzimatik tepkimeler icin birazhdakarmak olup, Michealis-
Menten tarafindan sagidaki gibi Onerilmg ve uygulamada buyuk orandasha

sglamistir.

VilS]
—_VYm 1.

7K, +S] (-9
Buradan k, enzimatik olmayan tepkimeler icin kiketiiz sabitini gosterirken K
enzimatik tepkimeleri icin Onerilmi olan Michealis-Menten kinetik sabitini
belirtmektedir.vy, ise ulgilabilecek en yiksek tepkime hizidir. Tepkime hiplen
bulunmasi bgh basina bir slem olup Sekil 1.2’den anlailacasl gibi tepkimeye
iliskin cizilecek zaman-deiim egrisinin belirlenen noktalarindaki getlerinin
egiminden hesaplanabilir. Tepkime hizinin hesaplamnzasnana ikkin bir limit
islemi olup, hiz hesaplanmasi
AS dS

= -— 1.6
At imai—o dt (1.6)

V=
zamana bgl cizelge haline getirilseydi bu Cizelge 1.2'dajibi olurdu. Goruldgu
gibi tepkime hizlarinin bulunmasindan sonra ancaletik sabitlerin uygun bir
yontemle hesaplanabilegie anlsgilmaktadir. Sekil 1.2 ‘de tepkime hizlarinin
hesaplanmasi gosterilgtir.



Cizelge 1.2. Tepkime hizlarinin hesaplanmasi (Lublbevd., 2000)

(At=1) T [S] \Y
=0 S V=0
t=1 St V1=(S-So)/At
;=2 S w=(S-Sp)/At
bty s, Vo= (Sr S/ At
Derisim 4
[S], [P] Herhangi bir t anindaki tepkime hizi

Herhangi bir t ani

t Zaman

Sekil 1.2. Tepkime hizlarinin zaman-derim egrisinden hesaplanmasi

Sekil 1.3'ten de gorileg gibi, birinci mertebe enzimatik olmayan tepkinreigin
bu, tepkime hizi-desim grafiginde cizilecek olan dg&runun &iminden
hesaplanirken, enzimatik tepkimeler igin bunun &ncdarak Onerilen kinetik
modelin d@rusallatiriimasiyla gercekigirilebilecegi anlssilmaktadir (Bailey, 1986;
Shuler ve Kargi, 1992).
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/ Birinci mertebe
d[S)/dt
() m=k

v

Sekil 1.3. Birinci mertebe enzimatik olmayan tepkiméer icin kinetik sabitlerin
bulunmasi (Smith, 1970)

1.1.5. Enzim inhibisyonu

Enzim faaliyetlerini yavglatan ya da durduran bgi&lere inhibitér adi verilir.
Inhibitor Dbilesiklerin enzim aktif merkezine girerek substratinbu bolgeye
baglanmasini engelleyerek veya aktif merkegria bir bolgeye hdanarak enzim
konformasyonunu dgstirerek enzimin reaksiyon hizinin azaltiimasinardabisyon
denir (Ozata ve Kutlu, 2000).

Enzim inhibisyonu geri dosimli ve geri dongiimsiiz olmak tGzere iki genel gruba
ayrilmistir. Geri dongumlu inhibitorler b&lanmadan sonra kolayca enzimden
ayrilabilmektedir. Etilendiamintetraasetikasit (E&)Tve sitrat gibi bazi bilgklerle
geri dongumsuz inhibisyon gerceldtrilir ve kendi arasinda yamali, yarsmasiz

ve karsik olmak Uzere tce ayrilir.

Yarigmali inhibisyon: Yarigmali inhibitor enzimin aktif bolgesi igin substatl
yarisan, geri donglimlt inhibitorler arasinda yaygin olan birsiggr. Bu inhibisyon
tirinde gorilen kinetik sabit&nin artisi ve bu argla tepkime hizinin diitigdir.
Bu inhibisyon tlrini ortadan kaldirabilmek icinama yiuksek degimde substrat
eklenmelidir.

Yarismasiz inhibisyon:Substrat aktif yerin dindaki bir yere bganir ve yargmali
inhibitorin tersine sadece ES komleksingléair. Bu sekilde enzimin substrata
kargi goOsterdgi affinite  dismektedir. Bu inhibisyon tari tepkime hizini
disirmektedir ve bunu engelleyebilmek icin ortama tiéakeklenmesi
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gerekmektedir. Tepkime ortaminda enzim-substrabitdr yapisi olgtugunda
maksimum hiz (y) diser ve bu da K’'nin artmasina yol acar.

Karigik inhibisyon: Yarismasiz ve kasik inhibisyon iki veya daha fazla substratli
enzimler icin gozlenmektedir. Bu inhibisyon turéndhhibitér genel olarak hem
Kn'i hem de i etkiler. vyy'deki disis tepkime hizinin azalmasiniKleki disusten
daha fazla etkilemektedir.

Geri donigumsuiz inhibisyonda inhibitér dnce aktif bolgeyeglbair, sonra aktif
bdlgede kovalent [gaolusturmak tzere reaksiyona girer (E-1). Ardindan aktifge
inhibitor tarafindan geri dégumsutz olarak bloke edilir ve kalici olarak inakidle
getirilmis olur. Bu kuvvetli bglarin sonucu inhibitér konsantrasyonunursrd@si
halinde inhibitér enzimden ayriimagl icin enzimatik aktivite hizi eski haline
gelmezken, geri dogimlide ise inhibitdr konsantrasyonun azalmasi aktimzini
arttirmaktadir. Ayrica elektrofilik fonksiyon grugplyla da geri dongiimsu
inhibisyon gerceklgirilebilir (Bugg, 1997; Nelson ve Cox, 2005; Topgy 2006;

Kalaycigzlu vd., 2010).

1.1.6. Enzim aktivitesinde etkili etmenler

Sicaklik Etkisi: Kimyasal tepkimelerin timinde sicaklik artile tepkime hizinin

arttigi gorulr. Enzim katalizli tepkimelerin hizi, beliir sicaklik dgerine kadar
artis gostermekte, tepkime veren molekiller arasindakpigma hizi da kinetik
enerjileri arttgl icin yukselmektedir. Bu duruma @a olarak ta aktivasyon enerji
seviyesini gabilen carmmalarin sayisi da artar ve reaksiyon hizi maksinmma
ulasir. Enzim katalizli tepkimelerin hizi ger kimyasal tepkimelerde olgu gibi

Arrhenius aitligine uygun olarak dgsim gostermekte olup sicaklik gigimi

tepkime hizinin yani siraKve \, deserlerini de dgistirir (Bailay, 1986).

K., (T) =A.exp(E,/RT) 2.7)
Maksimum hiza ukalan o noktadan sonra sicakliksdieye balar ve enzimin g

boyutlu yapisi bozulur. Sicaklik amntiile enzim aktivitesinin dg§imesi olayina

“termal denattrasyon” adi verilmektedir.
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pH Etkisi: Enzimlerin aktivitesi H iyon konsantrasyonuna galir ve her enzimin
aktivite gosterdii pH deserleri birbirinden farklidir. Enzimlerin en fazlakenlik
gosterdgi pH’ ya optimum pHdenir. C@u enzimin optimum pH’si 5-7 arasinda
gorulmektedir (pepsin pH’sI 1-2, tripsin pH’sI &guymayanlar hari¢). Enzimlerin
bircogu aktif bolgesinde iyonik gruplar icermekte ve antpH’sinda meydana gelen
degisiklikler bu aktif bdlgelerin iyonik formunu etkilegktedir. Bu formdaki
degisiklik enzim aktivitesini dgistirmektedir ve busekilde tepkime hizi dgsmis
olur. Enzim aktivite cagmalarinda ortam pH’sinin caillan enzimin optimum pH’si
diizeyinde tutulmasina dikkat edilmelidir (OzataKutlu, 2000; S6zbilir ve Bay,
2008;ispirli, 2008).

Enzim Derkimi: Enzimatik tepkimelerde enzim denatire olngadstrece ve

ortamda yeterli miktarda substrat bulunmasi durwhaumenzim konsantrasyonu
arttikgca reaksiyon hizinda artgostermek gozlenmektedir. Ancak yuksek enzim
dersimlerinde ortamdaki substrat sinirh miktarda @dodan  substratin
tikenmesiyle ve inhibe edici faktorlerin v@hda tepkime hizi agn bir sire sonra
yavalamakta ve sabit bir gere yaklamaktadir. (Ozata ve Kutlu, 2000; Sozbilir ve
Baysu, 2008;ispirli, 2008).

Substrat Dersimi: Sabit bir enzim konsantrasyonlu ortamda substras&ntrasyonu

arttikca enzimatik tepkime hizi da argostermektedir; bdylece birim zamanda
olusan Urin miktari da artmiolmaktadir. Ancak bu astibelli bir noktaya kadar
devam etmekte, substrat demni ne kadar artarsa artsin bu noktadan sonra
dezismemekte, durmaktadiiste ulailan bu maksimum dgre maksimum hizvy,)
olarak tanimlanmaktadir (Ozata ve Kutlu, 20Birli, 2008).

Urlin Derisimi: Enzim katalizli biyolojik tepkimeler genellikle tirini takip eden,

zincirleme tepkimelerdir. Bir enzimin Urinidger enzimin substrati olmakta ve
zincirleme tepkimeler sonucu son urtinsgohaktadir. Ortamdaki Griin deim artis!

ile Grin enzim molekdlune BEnmakta ve enzimi inhibe etmekte ya da aktivitesin
azaltmaktadir. Boylelikle enzimatik tepkime ile gdn Grtinler enzimlerin aktivitesini
kontrol etmektedirlerigpirli, 2008).

Sure: Enzim reaksiyon gisi zamana bzl olarak bir noktaya kadar artar ve belli bir
sure sonra belli bir seviyede sabit kalir, bu duiiinim artginin durdgunu gosterir.

Enzim aktivitesinin zamana Pl olarak azalmasinin sebepleri enzimin denatire
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olmasi, ortamdaki substrat konsantrasyonun gittikcgalmasi, ortamda Urin
birikmesi nedeniyle reaksiyon dengesinin solgrdokaymasi, reaksiyon sonucu
olusan Urtinun asidik ya da bazik olmasindan kaynakhnorpH’sinin dgismesi
olarak gosterilebilir (Ozata ve Kutlu, 2008pirli, 2008).

1.1.7. Michealis-Menten tipi kinetik icin hiz paranetrelerinin deneysel olarak

tespit edilmesi

Michealis Menten tarafindan onerilen kinetik moddid K,, ve \, deserlerinin
yuksek hassasiyette belirlenmesi oldukca zor atalileneysel veriler genellikle
baslangic-hiz deneylerinden elde edilir ve bunun ikesikli calsan bir reaktor
bilinen miktarda substrat {ve enzim [Ek] ile yuklenir. Bolum 1.1.5'te aciklangh
gibi, Uriin (veya substrat) dgirninin zamana kar grafigi cizilip egrinin egimi
hesaplanir. Fakli [ ve [Eq)] baslangic dgerleri icin v ve [S] grileri Sekil 1.4'deki
gibi gdsterilebilir. Ancak boyle bir ¢gizimden keslmr K, degeri belirlemek zordur.
Bundan dolay! alternatif olarak muhtelif hesaplary@ntemleri geltirilmi stir
(Shuler ve Kargi, 1992).

Tepkime Hizi, V
A

»
>

0 S=Kn Substrat, S

Sekil 1.4. Substrat dersiminin tepkime hizina etkisi (Shuler ve Kargi,1992)
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1.1.8. Kinetik modelin dgrusallastiriimasi

Michealis-Menten kinetik modelindeki K (Hiz sabiti) ve w (maksimum hiz)
sabitlerinin hesaplanmasi sirasinda, denklegrudal bir 6zellik taimadgindan
dogrudan ¢6zumi ancak ya kinetik modeli de iceren bsdik olarak gosterilen
uygun eri cizilerek dgrudan benzgirilmesi ile (simulasyon ile) ya da denklemin
oncelikle dgrusallgtiriimasi yapilabilir. Simulasyon kargi& bir islem oldygundan
onun yerine dgrusallgtirma tercih edilereksiem basitlgtirilebilir, ancak yapilan
basitlgtirme islemi ile tum kinetik etkileri tam olarak gosterileyebilir. ister
dogrusal olsun isterse olmasin tum simulasyg@nlerinin cizimi bir optimizasyon
islemi olup, bu noktalarin gizilengeye olan uzakliklarinin toplamini en aza indiren
(minimize eden) bir optimizasyon problemidir ve ptoblemin ¢ézimuine #kin
olarak gerekli olan sayisal c6zimleme yontemledialea ayrintili olarak materyal ve
metot boliminde dgnilecektir (Akpolat, 2010). Aagida kinetik modellerin
dogrusallgtiriimasina ilgkin t¢ yaklgimdan Line weaaver-Burk Yontemi Uzerinde

durulmwtur (Shuler ve Kargi, 1992).

Esitlik 1.8’de verilen Michealis-Menten kinetik modeline weaaver-Burk formu ile

dogrusallgtirilarak sitlik 1.9 elde edilir.

V= m (1.8)
11 K, 1

bu denklemde gdsterilen 1/S’ye kat/v ‘nin ¢izimi K/vy, egimli dogrusal bir cizgi
verir ve y ekseni 1ljy ile Sekil 1.5'de gosterildii gibi keskir. Bu yaklgimin
gerceklatirilebilmesi icin farkli bglangi¢c degimlerinde yapilacak denemelerden
hizin dgrusal dgistiginin bilindigi baslangic bélgesindeki deiim farkindan

hesaplanabilecek hizlarin gergktinutulmamalidir.
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Line weaaver-Burk cizimi y Uzerine guzel tahminler verir, ancak,Hcin ayni
basarlyl veremez cunkl verilerin Line weaaver-Burkimimdeki hatasi simetrik
degildir ve regrasyon analizini uygulamalarinda bu tgizimlerde dikkatli
olunmahdir ve dguk substrat degimlerinde sonuclar biraz sapabil{Echuler ve
Kargi, 1992).Sekil 1.5 ‘de gosterildii gibi egimin cizimi Kn/v, gimli dogrusal bir

cizgi verir.

1v Egim= K/Vp,

N

v

-1/K 1/[8]

Sekil 1.5. Line weaaver-burk cizimi (Schuler ve Karg, 1992)

1.2.immobilizasyon

Biyokatalizorlerin teknik kimya ve biyoteknolojidessitli amaclarla kullaniimaya
baslanmasi, bu katalizérlerin daha ekonomik ve dahdakygli hale getiriime
olanaklarinin argdirilmasina yoneltngtir. Enzim Uretiminde ham madde sorunu
mikrobiyal kaynaklar sayesinde buytk olcide c¢oziglngdrilmektedir. Bununla
birlikte enzimlerin mikrobiyal kaynaklardan izolasy ve saflgtirlmasi oldukca
masrafli  bir  gtir. Endustriyel uygulamalarin  ga sulu  c¢ozeltilerde
gerceklatirildi ginden katalizor olarak kullanilan serbest enzimiktivétesini
yitirmeden geri kazanilmasi olanaksidir. Serbest enzim reaksiyon ortamindan
istenildigi anda uzaklgtirlamadgindan reaksiyonun kontrolti gugtir. Reaksiyonun
istenildigi anda durdurulmasi icin inhibitor katilmasi sdaitlebilir ancak serbest

enzim tarafindan kirletilngiolan drtinlere yeni bir kirlilik unsuru eklengnolacaktir.
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Uriin veya drunlerin bu kirliliklerden kurtulmasglémleri maliyeti artiracaktir.
Katalizor olarak kullanilan serbest enzimi reaksiyostamindan aktivitesi yitirmeden
cikarabilmek olanaksiz olgundan enzimin yeniden kullaniimasi da s6z konusu
degildir. Bu ise enzimlerin ¢ok spesifik ama o olcupahall katalizérler olmalari
nedeniyle maliyeti yukselten 6nemli etmendir. Agreerbest enzimler surekli enzim

sistemlerinde uygulanamazlar (Telefoncu, 1997).

Tdm bu sorunlari olumlu yénde c¢ozecek ,enzimlediestri icin daha cekici hale
getirmek icin 6zellikle son otuz yilda enzim immidasyonu Uzerine agarmalar

yogunlasmistir (ispirli, 2008).

Immobilizasyon yontemi, biyokatalizérleri suda comi@yen bir matriks igerisinde
hapsetmek veya yine suda ¢céziinmeyen biyiaya bglayarak yalnizca substrat ve
aranun hareketliiinin saglandigl sabit katalitik sistemler ofturmaktir (Tanguler ve
Erten, 2006). Enzim dretimindeki hammadde sorurkrobiyal kaynaklar sayesinde
bliyluk Oolcude c¢o6zulmi olsa da enzimlerin bu kaynaklardan izolasyon ve

saflagtirilmasi maliyeti yuksek bistir.

Immobilizasyon igin en go6zle goriinir neden ig®reenzim pahall ise enzimi
yeniden kullanma ihtiyaci ve Ozellikle endustriyglirecte bunun gnmasidir
(Buchholz, vd., 2005]spirli, 2008).immobilizasyon teknikleri, geleneksel yontem
olan taglyicili immobilizasyon ile son vyillarda hizla g&n tglyicisiz

immobilizasyon olarak iki ana grupta siniflandiraktadir (Topcular, 2006).

1.2.1. Enzim immobilizasyonu

Immobilize enzim, bglama yoluyla tutulan veya sinirli bolgeler icertén kati
dest&i ile sabitlenebilen enzimler olarak tanimlagnm immobilize enzim konusu
bircok alanda tam Barili uygulamalarindan hem de son zamanlardailksitan
avantajlarindan dolayr énemli 6lcide dikkat cekradkt Bu durum bu alandaki
calsmalarn daha kullagh ve daha ekonomik biyokatalizérlerin  Gretimi
argtirmalarinin  yapiimasina yonlendirilgtir (S6ylemez ve Fadifgu, 1996;
Telefoncu, 1996). Yakiak 50 yildir c6ziinmez immobilize sistemler ggéfimek icin
pek cok caba gosteriimektedir. Bu galalarda amaclanan hedeflerin ilki heterojen

surecin daha iyi kontrol edilebilmesi, ikincisi diti& ve medikal uygulamalar icin
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sabit ve tekrar kullanilabilir analitik araglar ggkilmesi; Uguncusu proteinler ve
enzimlerin saflgtirilmasinda yeni secici adsorbantlariglaamasi; dérdincusiu kati
faz protein kimyasi icin temel araclar giurulmasi ve bgncisi de protein ilaglarinin
kontrolli  salinimi  icin  etkili mikro aygitlarin  g@nmasidir. Enzim
immobilizasyonundaki metotlar genelden ¢ok 6zeludular icindir. Yapilacaksin

niteligine bali olarak uygun tayicilar, uygunsartlar (pH, sicaklik, ortamin yapisi)
ve enzim secimi yapiimalidir. Yapilan giiamalardan immobilize enzimlerin hem
akademik hem de endustriyel alanda pek cok Ustuslikdgu anlgilmaktadir

(Topgular ve Ayhan, 2007).

1.2.2. Taiyicili immobilizasyon

Enzim immobilizasyonunda @al veya sentetik pek cok organik ve inorganik
materyal kullaniimaktadir. Feyici , suda ¢ozinmeyen kati veya polimer olabilir.
Enzim, ilag, antijen vb. biyolojik molekullerin imobilizasyonlari da t¢ temel grupta
toplanabilir (Topgular, 2006).

Bunlar;

* Suda ¢Ozunmeyengigiclya b&lama yontemleri
* Capraz bglama yontemleri

* Hapsetme yontemleri

Suda c¢oOzinmeyen tgyiclya balama yontemleri; En eski immobilizasyon
yontemidir. Ba&lanma kovalent, iyonik ya da adsorbsiyorseklinde
gerceklgmektedir. Talyicl seciminde; tayici buyukligu, toplam ylzey alani, suda
cbzinmemesi ancak buyudk oranda hidrofobik karaktrhamasi ve tayicinin
kimyasal bilgimi dikkate alinir. En ¢ok kullanilan ¢gyicilar olarak maleikanhidrit,
nitrolanms floroarilmetakrilik gibi polimerik yapilar gostéebilir (Ayhan, 1997;
Telefoncu, 1997).

Capraz baglama yontemleri: Kuguk molekdllin bi- veya multi- fonksiyonel
reaktifler enzim molekulleri arasinda ddar yaparak suda c¢Ozinmeyen
komplekslerin olgmasini sglamaktadir. En c¢cok kullanilan c¢apraz glzama

reaktiflerinden bazilari glutaraldehid, kloroformas karbonildiimidazoldurislem
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kosullari 1hmh olmadgindan 6nemli Olclide aktivite kaybr bu yontemin
dezavantajidir (Ayhan, 1997; Telefoncu, 1997).

Hapsetme yontemleri: Enzim molekdllerinin - belirli  bir yerde tutularak
hareketsizlgtirilmesini temel alir. Polimer matriks igindeki fieslerde, yari gegirgen
membranlar icinde mikrokapsulleme ile gercetltdebilir. Yontemde biyolojik
molekdl fiziksel ya da kimyasal olarak herhangi tagiyiciya b&lanmaz. En ¢ok
kullanilan taryicilar, hidrofilik temele dayali poliakrilat jelve karbohidratlardir
(Ayhan, 1997; Telefoncu, 1997). shwcida Sekil 1.6’da verilen 6zelliklere sahip
olmaldir (Broun vd., 1978; Scouten vd., 1987).

. Hidrohfik karakterde olma,

. Suda gdzitimerme,

. Gézenekli yvapida olma

. Uygun partikiil fonmumda ohna

. Eimyasal ve tenmal stabiliteye sahip olma

. Eovalent baglamada kullanilacak tasiyicilar yumusak kogullarda reaksivon verebilen

[ R R A I R

fonksivonel gruplan tasimal

. Mikroorganizimalara karss direncli olma
Z. Pahali olmama

9. Bejenere olabilme

10. Zehirli olmama

Sekil 1.6. Enzim immobilizasyonunda yararlanilan taiyicilarda aranan dzellikler
(Telefoncu, 1997)

1.2.3. Talyicisiz immobilizasyon

Immobilize enzimlerde tayici olarak kullanilan polimer malzeme, kataliiknayan
kitlenin %90-%99 argiinda seyretmesine $a olarak enzim aktifisinde diise
neden olmakta, bu durumda alikkonma siresi artmaktaverimlilikte de dgis
gozlenmektedir. Ayrica, enzim birstsuci Uzerine immobilize edildinde 6zellikle
yuksek miktarda enzim yuklemesi halinde enzimigadaktivitesinde %50’ye varan
disUsler de gorialmektedir(Ayhan, 1997; Sheldon vd., 2002

Immobilize enzimin istenilen performansi féayabilmesi icin tayicinin yapisini
ve Ozelliklerini belirlemeye gerek uyulgundan tayiciya ba&li immobilizasyon
tasarimlari ¢ok fazla emek ve zaman harcanmasihaagan deneme yaniima

deneylerine bglidir. Bu sebeple, son yillarddasiyicisiZ enzim immobilizasyonu
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calsmalarina ilgi gittikce artmaktadir. §igicisiz  enzim immobilizasyonu
yontemleri olarak, capraz la ¢co6zinmig enzimler, capraz [ enzim kristalleri
kullaniimaktadir (Topcular, 2006).

Taslyiciz immobilize enzimler ¢ozunmjikristallenmg ve fiziksel yolla agregat hale
getirilmis enzimlerin, dgrudan capraz @anmasi ile hazirlanmaktadir. Bu
sistemleri birbirinden ayiran kullanilan c¢aprazglagicilardir. 1960l yillarin
baslarinda kati faz protein kimyasindaki gahalar c6zinmgienzimlerin veya enzim
kristallerinin, glutaraldehit gibi bifonksiyonel rkiyasal capraz [gayicilar ile
baglanip, bugln aktivitelerini koruyan caprazghaz6zinmig enzimler ya da capraz
bagli enzim kristalleri olgturmanin yolunu agmgtir. Bu sistemler birbirindei§ekil
1.6’da goruld@u gibi kullanilan capraz Igtayici ile ayrilmaktadirlar CRY kristaller,
AGG agregat, SDE sprey ile kurutulgmenzimdir (Cao vd., 2003).

< Y-
% capraz baglayict

{a) (b) c) (d)

Current Orpinion in Biotechnology

Sekil 1.7. Tasiyicisiz immobilize enzim tretimine farkli yaklasimlar: a)kristalle stirme
b)agregasyon c)sprey kurutmasi d)direk capraz bglama

1.2.3.1. Capraz k& ¢c6ziinmig enzim (Cross-linked dissolved enzyme-CLE)

Cozunmg enzimlerin capraz tanmasi ile sicaklik, pH, iyonik kuvvet ve capraz
baglayici miktari gibi faktorler arasindaki hassas giekorunarak okturulmus bu
tur enzimler ile sicakhk dayanimi ggirilebilir. Ancak, ¢ozunurlgl yuksek bu
enzim molekullerinin dezavantajlari; molekuller @irgapraz bganmanin aktiviteyi

distirmesi, tekrar kullanilabilirfiinin ve mekanik dayaniklginin dstk olmasidir.
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Ayrica CLE’lerin slenmesinde ve bu enzimlerin geometrik yapilarinontkoliinde
de bazi zorluklarla karasiimaktadir (Cao vd., 2003).

1.2.3.2. Capraz kg enzim kristalleri (Cross-linked enzyme crystalET)

Glutaraldehid ile capraz pla enzim Kkristalleri ilk olarak Quiocho ve Richards
tarafindan 1964 yilinda tanimlargtar. Temel amaclari X-ray difraksiyon c¢siinalari
icin enzim kristallerini stabilize etmekti, ancakurunla birlikte bu enzim
kristallerinin katalitik aktivitelerinin varfiini da gostermglerdir. Capraz bgi enzim
kristallerinin endustriyel biyokatalizér olarak kamimina ise 90’li yillarin bdarinda
Vertex Pharmaceuticals’daki bilim insanlari tardAn onculik edilmgtir ve
ardindan Altus Biologics tarafindan ticaregtlélmistir. ilk calismalar termolizinin
CLEC'ler ile distk kalorili tatlandirici Gretiminin meraki ile gelestirilmi stir
fakat metodun akabinde geriir enzim grubuna uygulanabilir olgu gosterilmgtir.
CLEC'lerin sicaklikla, organik solvent ve proteddizdenatire olmaya ¢6zunur
karakterli enzim veya liyofilize toza gbre daha aalh oldyu ispatlanmytir.
CLEC’lar dayaniklidir, ayarlanabilir molekdl buyiiigii ile yuksek aktiflikte
immobilize enzimdir, boyutu 1-100um agahda dgisir. Islevsel guvenilirlikleri ve
geri dongum kolaylgl yuksek katalizorlgl ve hacimsel verimlii ile birlesir ve
onlart en iyi sekilde endustriyel biyotransformasyonlara dgiiiir. Bir 6rnekle
aciklanirsa Caldariomyces fumagodan elde edilenrogkroksidazi serbest
kloroperoksidaza goére organik solventlere daha efkikeermal dayaniklik ve

tolerans gosterir (Sheldon, 2007).

1.2.3.3. Capraz k@i enzim agregatlar (Cross-linked enzyme agredait&A)

Capraz bgli enzim agregatlari, gayicisiz immobilize enzim ailesine ¢ok yakin
zamanda katilinglardir(Sheldon vd., 2000).C6zungménzim molekulleri, molekuller
arasi uzakfil etkileyen 6zellikler dgistirilerek daha sonra capraz olarakglzeacak
fiziksel agregatlar okturabilirler (ispirli, 2008). CLEC’nin dezavantaji yiiksek
saflikta enzim gerektirmesi, enzimi kristalize etnigiyacidir. Dger yandan
proteinlerin sulu ¢ozeltilerine tuz veya su ile gliEbilen organik ¢ozicl veya iyonik
olmayan polimer eklenmesi protein molekullerinirziksel agregatlari olarak

cOkeltilerine sebep oldw bilinmektedir, kovalent olmayan @arla bozunma
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olmadan tersiyer yapisini denatirasyon olmadarafada tutar (Sheldon, 2007).
Taslyicisiz  immobilize enzim ailesine yakin zamandatilka CLEA’larin
hazirlanmasi Sekil 1.7'de gosterilmgtir. Molekullerin  agregat okturmasini
sgilamak icin enzim molekillerinin 1slanilabilirlik decesi dgistirilebilir veya
cOzeltinin elektrostatik sabiti, uygun agregatstluucu madde (genellikle bu amacgla
denatlre edici olmayan protein ayirici kullanikgllanilarak farklilgtirilabilir. Bu
kosullar altinda oldukca ¢ozunur olan enzim molekiiller araya toplanir ve dal
enzim konformasyonunda ¢6zinmez enzim agregatlagtuomak Gzere cokelti
olustururlar. Bu fiziksel ¢6zUnmez agregatlar, enzimistallerinin c¢apraz
baglanmasina benzegekilde bi fonksiyonel capraz plyicilar ile ardi ardina
baglanir (Cabana vd. , 2007). En ylUksek aktivite cafgrall c6zinmez enzimlerin,
proteinin ¢@unlugunun c¢oktlruldgl durumda, en diik aktivite herhangi bir
cOkeltme maddesi katilmagnda (CLE) gortlmgttir. Bu gozlemler, ¢bzinmez
enzim agregatlarinin oJumunun, c¢apraz anma boyunca enzim aktivitesini
korumak icin bglica basamak oldiunu 6ne strmektedir. Siki olan bu molekdller,
¢c6zinmiy ve dainik halde bulunan molekillerden daha kolay cajastar ve bu
durum, enzim molekillerinin ¢ozelti icinde glutetehit eklenmesi halinde bile
neden capraz ignmadiklarini aciklamaktadiispirli, 2008).
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Sekil 1.8. CLEA'nin Hazirlanmasi (Sheldon, 2007).
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Capraz bgh enzim agregati okiurmak ve protein saffairmak icin en c¢ok
kullanilan birincil yontem protein agregasyonudBu. yontem ile agregat hazirlarken
kristallendirme basangmin tersine enzimin yiksek saflikta olmasina veuyo
isglcuine gerek duyulmamaktadir. Bu ylzden, gaéltkilenmg herhangi bir enzim
denatlre edici olmayan ortamda 6nceden hazirkafimksel agregatlar okiurmak
uzere kolaylikla yonlendirilebilir (Topgular, 2006)

Protein kristalleriyle kaulastirildiginda kristal formun boyut vegekil optimizasyonu
icin gereken grasa gerek kalmagindan CLEA yardimiyla, CLEC’nin sahip olgu
yuksek saflikta enzim kullanma gereldili kristallendirme keullarinin ayarlanmasi,
boyut vesekil optimizasyonu zorluklari gibi dezavantajlatistesinden gelinmgiir.
Diger yontemlerle, 6zellikle de CLEC ile aktivite, daykllik ve temel prensip
acisindan benzerlik gostermektedir ancak CLEA hadkkicevaplanmasi gereken
bircok soru bulunmaktadir. Bu glamda enzim agregatlarinin boyutunun herhangi
bir  difizyon kisittamasina gitmeden nasil  kontroldilexesi, enzim
konformasyonunun nasil daha esnek hale getilecenzim aktivitesi ve
seciciliginin agregasyon kaillarinin farkhlatiriimasi ile nasil ayarlanaga gibi

bilinmeyen konularin aydinlatiimasi gerekmektedir.

CLEA'lar ile ilgili yapilan calgma konulari; geni bir enzim araliinda
uygulanabilirlgi, boyut kontroll, yeni agregasyon yontemleri veniyeapraz
baglayicilardir. Amag, daha yaygin uygulamalar icinclgii capraz bgi enzim
agregatlarini secip tasarlamak Uzere esnek biotejplatformu olyturabilmektir.

Taslyicisiz immobilize enzimlerin biyokatalizor olardullaniimaya bglamasinin
endustriyel uygulamalar acisindan avantajlarigiyteisiz immobilize enzimin
maliyetini diglrme ve pazarlamayl kolaytaracak sekilde hazirlama kolay
sunma, yaygin bir alanda, esnek kullanim firsatlarmnma olarak 0Ozetlenebilir.
CLEA, birden fazla enzimin bir araya getiriimese kombine edilny capraz bgl
enzim agregatlar ofturmaya olanak tanir (Topcgular, 2006).
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1.3. Deneysel Tasarim Ve Optimizasyon

Deneysel tasarim terimi genellikle deney sonuclaratkileyecek faktorlerin
(parametrelerin) belirlenmesi, bu faktorlerin eithis bulunmasi ve kontrol
edilemeyen faktorlerin etkisinin de en aza indirgesi olarak verilebilir. Deneysel
sonuglarint pek c¢ok faktor etkileyebilgpeden, oldukca karmygk deneysel
tasarimlar yani deneysel gahaya ilgkin faktor seviyelerinin énceden saptahndi

calismalar gerekli olmaktadir.

Deneysel tasarimin 6neminin daha iyi anébilmesi icin drnek olarak segilen bir
reaksiyona igkin reaksiyon verimini etkileyen pH ve Katalizor #gantrasyonu
faktorleri gz 6nune alinsin. Geleneksel yonterabksiyon verimi Gizerine deneysel
faktorlerin etkisi incelenseydi, 6nce katalizér kantrasyonu sabit tutularak ve pH’a
bagli olarak verim O&l¢ulurdl ardindan da elde edilenig (optimum) pH dgeri
sabit tutularak farkli konsantrasyon geeleri igcin verim belirlenir. Bu degerler
arasindan bulunan en iyi pHgi optimum olarak bulunurdu. Ancak ayni gaia
herhangi bir deney tasarim modeli secilerek yapiloisaydi, sonuclar agisindan
faktorlerin birbiriyle olan etkileri de g6z onunediraligindan klasik yontemle
bulunandan daha farkli olagaagiktir.

Deneysel tasarim sonuclari itibari ile inceleindlile ise, hem klasik yontemle yapilan
calismalarda bir faktoriin deri desisirken digerleri sabit tutuldgundan zaman ve
emek tasarrufu yapilagandan maliyet en aza indirgenerek optimize ediedak
hem de tum faktorlerin etkgemleri matematiksel bir modelle ifade edilerek
deneysel olarak bulunacak sonuclarin yaninda haseaplyoluyla da tahmini bir
sonu¢ bulunarak, beklenen sonucun deneysel olarakrcekjsatirilip

gerceklgtirilemeyecegi kontrol edilebilecektir (Arif@lu, 2005).

Faktoriyel ya da Plackett -Burman gibi tarama teskari deneysel bir ¢aimanin
sonucunu etkileyen 6énemli faktdrleri bulmak iginlleailirken, Merkezi Kompozit
Tasarimi ya da Simplex gibi optimizasyon yontemiégi de tarama tasarimlari
sonucu bulunan 6nemli etkin faktorlerin en iyi gdderi optimize edilerek
iyilestirilebilir (Kieran vd., 2001 ; Demir ve Tokath vd 2009 ).
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1.3.1. Tam faktoriyel tasarim

Tarama tasarimlarindan olan full faktériyel tasaemfazla ¢ ya da dorde kadar
olan az sayidaki faktor icin uygun olup ¢6zim igiok zaman harcanggadan
optimizasyon dgiincesinin temelini okturan dguk fayda (ya da maliyet)
yaklasimindan uzaklgmaktadir. Deney sayisi® Zformilii ile hesaplanmaktadir.
Hesaplama algoritmasinda oncelikle parametreldtivea ist sinirlari belirlenerek
sirasiyla +1 ve -1 seviyelerine kodlanaraiegirilir. Ancak deneysel cajmada
gercek dgerler kullanilir. Optimize edilecek olan kontrol gigkeni ya da tasarim
sonucu olarak secilecek buytklik Gzerinde faktdrlerbirbirleriyle olan
etkilesimlerini de 6nerilen model denklemi igeriki faktorlii bir model yalnizca bir
yuzey erisi (ya da fonksiyonu) ile ifade edilip gorselieilebilirken, g faktorll bir
modelde ¢6zim sayisal olarak yapilabilir ve ancdédrlerden biri sabit tutularak
diger ikisinin deerleri alinip bunlara @ olarak yuzey grileri cizilebilir. Cunku
insang@lu Euklidien uzayda ancak U¢ boyutlu gorintulemgiiayabilir. Yine (¢
faktorli bir tasarim modelin kendisi gdintildigiinde 2 yani 8 adet deney faktoriiniin
tarandg! bolgede deneylerin bir kipln ¢alerine yerlgtirildi gi boylece tasarlanmi
deney setinin tumiyle kip hacmi icerisinde yer @ldiisintlebilir. Ancak daha
fazla faktorll tasarimlarda afiwrulan deney setlerinin hayal edilmesi insgnagin
imkansizdir. Tasarim sonucunu gliran ve U¢ faktorin birbiriyle olan gkisini

dogrusal olarak iceren model isgagida verilmitir (Demir ve Tokatl vd. , 2009).

Y = BpXo + X+ B,X, + 05X+, XX, + 0% X 0,5 XX, +By55%X,X, (1.10)

Bu modeldeki katsayilarin hesaplanmasi verilen yiifade eden bu denklemin
gercek deney sonuclarinin glurdusu yilzeye yaklgtirilmasi bir optimizasyon
islemi olup en kucuk kareler metodu ile iki yluzey samalaki farkin en aza

indirgenmesine dayanir. Yani buradaki minimize eckk optimizasyon fonksiyonu
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J= \/Z(y| -deneysel_ yi-hesaplanar~)2 - Minimum (111)
i=1

seklinde olup, katsayilarin kismi turevleri alinifor{fksiyona ilskin o noktadaki

egimler) sifira gitlenir.

z§—§|b=o (1.12)
veya

)

aT=Z(yi_boxoi_blxn_---_blzsxlza):()
.......................................................... (1.13)
2= (= Bt —bK, = Bks) =O

db,, & Yi Xoi TR TP S PEY P

Bu denklem takiminin ¢6zimdi, parametreler ve cdgyindan (faktorler ya da
faktor carpim gruplarindan) aofan (8 adet) dgrusal b&mh denklem takimini
olusturan b katsayilari kiimesi optimum ytizey fonksiyonadelini tanimlar. Yani
dogrusal bg&mli denklem takimi g@gidaki gibi yazilip, buradan da b katsayilari
asagidaki gibi hesaplanir.

b=(X'X)"X'"y (1.14)

<
n
=)
X
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1.3.2. Fraksiyonel faktoriyel tasarim

Tarama tasarimlarindan olan full faktoriyel tasaemfazla li¢c ya da dorde kadar
olan az sayidaki faktor icin uygun olup ¢6zUm iger bir faktorin tek bana ya da
birbiriyle olan etkilgimlerinin tumt gdz 6nine alingindan ¢cok zaman harcanmakta
bu da optimizasyon guncesinin temelini okturan diguk fayda (ya da maliyet)
yaklasimindan uzaklgmaya neden olmaktaydi. Deney sayisi daf@miili ile
hesaplanmakta ve deney sayisi oldukca fazla olyadktRek cok durumda faktérler
aras! etkilgimler cok ©6nemli olmayabilir ve boéyle durumlarda ndg sayisi
azaltilarak faktorlerin etkileri incelenebilir venémli olmayanlar belirlenebilir.
Ornesin 5 faktorli (X1, X2, X3, X4, X5(X1*X2*X3*X4)) bir aktivite calsmasinda
2P =25=16 deney yapilarak faktorlerden hangisinin etktugu incelenebilir. Cok
sayida faktoriin oldiu durumlarda ise, sadece faktdrlerin kendi etkileri
incelendgi PlacketBurman tasarimi yapilir. Burada deneyssakdl’dir (Demir ve
Tokath vd. ,2009).

1.3.3. Deney tasariminda optimizasyon

iki seviyeli (-1 ve +1) faktoriyel tasarimlar herr Baktoriin etkisini genel olarak
inceleyen tasarimlar olup, onemli faktorler buluki@dnm sonra ayrintili inceleme
yapilip her bir faktorin optimum derlerinin bulunmasi gerekmektedir. Bu
durumda Merkezi Kompozit Tasarimi’na skarulur. F+2k+1 seklinde verilen
tasarim (deney) sayisi sirasiyla star tasarim fdutbriyel tasarim, kismi faktoriyel
tasarim ve orta dizeydeki deney sayilarini gosteede. Z'deki seviyeler+1,
2k’dekiler o ve 1'deki ise O dira’nin Degeri secilecek olan dairesel ya da ortagonal
tasarim yontemine gore sirasiylga@daki seviyeleri alir (Demir ve Tokatl vd. ,
2009).

a=7r\/2_k ve a =7k (1.15)
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a Seviyesindeki faktorlerin gerleri de

X, =X
Fa= g Tora (1.16)
(Xorta - Xalt )Veye(xalt - Xorta)

formultyle hesaplanir.

1.4. Tekstil Enzimleri

Son yillarda endustride temiz Uretim yollarinincteredilmeye bglanmasi tekstil
endustrisinde enzimlerin kullaniminin gittikce agsma yol agmstir. Kolay ve hizl
sekilde biyolojik olarak parcalanan enzimlerin kulieni kolaydir ve kontrol
edilebilir. Yalnizca belirli substratlarla etkglen enzimler kimyasallarin kullanim
oranini azaltarak daha cevreci bir ygkta ortaya koymaktadir (Erenler, 2009; Korlu
ve Altay, 2009).

Kovalent b&l yag asitleri ve yuksek miktarda distlfit kdpruleri ylifi ylzeyini
yuksek derecede hidrofob yapmaktadir. Hidrofob gapidolay da ytnin baskisi ve
boyanmasinda yiin ytzeyinin hidrofil boyar maddeldife difizyonu engellenir.Bu
yuzden yin on terbiyeslemlerinde yun lifi yldzeyinin hidrofiligini arttirmak
amaclanmaktadir. Bu yuzden yin liflerinin  6n tedsiywde enzimlerin
kullanilabilirligi Gzerine yapilan c¢aimalar karbonizasyon vegartma alaninda
yogunlasmistir (Duran vd., 2007).

1.4.1. Aindirma islemi (Karbonizasyon)

Bu islemin amaci pamuk liflerinin Gzerinde bulunangygektin ve balmumu gibi
selilozik olmayan maddelerin uzatiailmasi ile absorbansi ve beyagzlartirmaktir
(Topgular, 2006). Karbonizasyolemi yikanmg yine ya da yunli kungkra

uygulanabilmektedir. Mamulin inorganik asitlerleyaeisitilinca asidik 6zellik
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gosteren tuzlarla yuksek sicakliklardeim gérmesi karbonizasyogleminin esasini
olusturmaktadir. Yunun bu inorganik asitlerle karbosyanu da life zarar
verebilmektedir (Korli ve Altay, 2009). Genellikkkali ortamda gercekdérilen

asindirma glemi sonucunda atik suda bulunan kimyasallar cegieindan tehdit

olusturmaktadir (Topcular, 2006).

Geleneksel alkali uygulamalari, giinimizde yerimadgumygak kasullarda calgan
enzimatik yontemlere birakgtir. Bu durumda yin lifinin enzimatik karbonizasyon
selllaz, ligninaz, hidrolaz, lizaz ve oksidorediktagibi enzimler ile
yapilabilmektedir(Duran vd., 2007).

1.4.2. Agartma islemi

Agartma glemi beyaz trikotajlarda, acik tonlu boyanacak kglaraa, yinin dgal
yapisinda olan sarimsi rengi gidermede ihtiya¢c Gunyubir klemdir. YUnin
agartilmasinda daha iyi bir beyazlik elde edebilmen i hidrojen peroksit
kullaniimaktadir (Korlti ve Altay, 2009). Hidrojerepksitin &artma etkisi 6zellikle
hidrojen ve perhidroksil iyonu meydana getirmesuge pH dgerine bgli olarak
bozunmasina dayanir. Bu perhidroksil iyonu tekiahlwrojen peroksit molekuli ile
reaksiyona girer ve toksik bir anyon olan siuperokadikal anyonunu meydana
getirir (Sencan, 2011).

Hidrojen peroksitin hipoklorit ve sodyum Kkloritgére pamuk gartiimasinda
kullanilmasinin sebebi daha az cevre yukustalmasidir, dolayisiyla en c¢ok
kullanilan oksidantdir. Bununla birlikte hidrojenerpksitten daha c¢evre dostu
agartma metotlar icin yapilan cgitnalar enzimatik gartma ve ozon ile gartma
Uzerinde y@unlasmistir. Enzimatik g&artmada saf enzimlerle &l deneysel
sonuclar raporlanmi ancak saf enzimlerin aktivasyonlarini  kaybetmeden
tasinmasinda ve depolanmasinda gido zincire ihtiyac oldgundan ticari

uygulamalar icin uygun gordlmegtir.

Enzimatik &artma icin ¢ farkl yakkam izlenmektedirilki lignin ve hamur 6zi
agartmasinda kullanilan lakkaz/mediator kikder, ikincisi, enzimatik gartmada
peroksidaz enzimlerinin kullaniimasidir. Bu enzimleH,O, gibi cok csaitli

oksidasyon maddelerini aktifierebilmektedirler. Aartma glemi esnasinda bu

enzimler aktivitelerini ¢cok c¢abuk vyitirdiklerindemolay! yeterli beyazlik elde
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edilememgtir. Uglincli yontem ise glukoz oksidaz enzimleri esigde glikoz ve
oksijenden HO, ve glukonik asit olgmasi esasina dayanmaktadinkéya vd.,
2008).

Gunumuzde en yaygin kullanilagaatici kimyasal hidrojen peroksit olup hidrojen
peroksit, pamuk ipliklerine dgudan uygulanabilg@ gibi, glikoz oksidaz / glikoz
enzim sistemiyle de uretilebilmektedider iki durumda da iplikler Uzerine fazla
miktarda hidrojen peroksit uygulanmakta vgadma slemi bittikten sonra dahi
ortamda hidrojen peroksit bulunmaktadir. Bu sehejheterbiye glemi bitirilmeden
once ortamdaki hidrojen peroksit uzagtialmalidir. Geleneksel yontemlerde bunu
saglayabilmek icin yikamaslemi ¢ok sayida tekrarlanmaktadir ancak gunumizde
yapilan cakmalarda ekolojiyi korumak o6nem kazagkhdan dolayl gartmada
enzim kullanimi yayginkamaya balamistir (Topcular, 2006; Koérli ve Altay, 2009).
Yapilan yeni ¢calbmalarda tekstil terbiyesinde ¢evre dostu alterratifydntem olan
ozon kullanimi gorulmektedir. Bu yontemin avantajladogal bir materyal olan
ozonun kararsiz yapisi olgw icin islem siresi sonrasinda hizla oksijene
parcalanabilmesi, hicbir zararli ara Uriin ve reaksa yol agmamasi, zamandan,

sudan ve enerjiden tasarrugkanmasidir (Gulumser vd., 2009).

1.4.3. Boyama atik suyunun aritilmasi

Tekstil endustrisi atik sulari cok g#i kimyasallar ve 06zellikle boyarmaddeler
icerdikleri icin aritilmasi zor olan endustriyelilatsulardir. Bu aritmasiemini
boyarmadde ve kumgm turine ve oOzelliklerine gbére boyama esnasindgtlice
yardimci maddelerin ilave edilmesi daha da ztwraaktadir. Bu maddelerin ¢ok
cesitli tirde olmalari, genelde uzun, birden fazlaraadik halka, birden fazla cift ia
ve 21 dgisik fonksiyon gruplari tamalari nedeniyle biyolojik ayabilirlikleri
disUk olmaktadir (Pekel, 2009).

Tekstil sektorinde yuksek miktarda kimyasal ve sarchyan boyamaslemi
sonucunda okan atik su, dgaya birakilmadan 6nce parcalanmasi gereken atiklar

icermektedir (Topcular, 2006).

Pamuklu tekstil endistrisi atik sularinin kirlilkasurlari; organik madde icgmin,
sicaklgin ve pH'in yuksek olgu, toksik maddelerin bulunmasi, deterjan ve sabun
iceriginin olmasi, kati maddeler ve alkalinite icermesklinde belirtilebilir.
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Boyamada aysmaya kagi ¢cok dayanikh boyalarin kullaniimasi istenddiicin
olusan boya artiklari da biyolojik agmaya kagi dayaniklidir ve zor aymaktadir
(Demirci, 2007) Atik su aritma yéntemle§ekil 1.8’de verildgi gibi dort ana bglik

altinda incelenebilir

Fiziksel aritma; cokelme ve flotasyonslemleriye c¢okebilen veya ylzebilen
tanecikleri ayirmaktadir.

Kimyasal aritma; kimyasal metotlar kullanilarak fiziksel aritiglemleri sonrasi
uzaklgtirllamams, suda ¢ézinmihalde bulunan kirleticileri uzalkdarir.

Biyolojik aritma; atik suda olan organik esasli kati maddeleri noikganizmalar ile

parcalayarak atik sudan uzatlar (Alp, 2005).

ATIKSU ARITMA YONTEMLER i

Fiziksel Aritma Kimyasal Aritma Biyolojik Aritma ileri ve Son

1. lzgaralar 1. Koagilsayon 1. Aerobik Aritma

2. Elekler 2. Flokulasyon biyolojik Yontemleri

3. Kum tutucular 3. Cokturme aritma 1. Azot giderme

4. Yuzer madde 2. Anaerobik 2. Fosfor
tutucular aritma giderme

5. Dengeleme 3. Filtrasyon
Havuzlari 4. Adsorpsiyon

6. Cokeltim 5. Dezenfeksiyon
Havuzlari 6. Iyon

7. Yuzdirme degistirme
Havuzlar 7. Ters ozmoz

8. Ultrafiltrasyon

Sekil 1.9. Atiksu aritma yontemleri (Alp, 2005)

Son donemlerde uygun mantarlar veya bakterileritakudigi mikrobiyal aritim
yontemleri lGzerinde c¢ainalar surduralmektedir. Atik suyun renginin gidersi
islemlerinde ise oksijensiz ortamlarda,ggalukla c¢aitli bakteri sglarinin birleimi

kullaniimaktadir (Gottlieb vd., 2003). Tekstil bdganin oksijenli ortamda
parcalanmasi ise kifler ve mayalardansatumantarlar yardimiyla ganmaktadir.
Atik suyun renksizlgirilmesi, bu mantarlarin htcre gl enzimleri tarafindan
sglanmaktadir (Qu, 2008). Tekstil atik suyunun biy&loaritma glemlerinin

mantarlar ve bakterilerle gercekieilmesi kiyaslandiinda mantarlar tarafindan
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gerceklatirilen oksidatif parcalamasleminin daha az toksik bié& olusturdugu
gorulmektedir ve durum mantarlarla yapilan aritrglaminin bakterilerle yapilan
aritma glemine gore daha avantajli oiglinu go6sterir. Bu amacla literatirde
kullanilan bazi mantarlarsunlardir; Aspergillus foetidus, Aspergillus niger,
Bjerkandera adusta, Geotrichum candidunBu mikroorganizmalarin hicre sl
enzimleri ile parcalanan tekstil boyalari literatéy Reactive Black 5, Acid Orange7,
Acid Red 111 olarak verilngiir (Mohorcic vd., 2006).Sekil 1.9'da bazi tekstil

boyalarinin yapisal formulleri verilstir.
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Reactive Black 5

Sekil 1.10. Bazi Tekstil Boyalarinin Yapisal Formulu
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1.5. Peroksidaz Enzimi

Heme demir grubundaolan peroksidazlar organik substrati okside etmede
kullantlirlar ve bunun igin oksitleyici olarak gdde hidrojen peroksit kullanilir.
Organik sentezde tek 6nemli enzim aromatiksiklerin stereo secici oksidasyonunu
katalizledgi gorulen Caldariomyces fumago’dan elde edilen dg@roksidazdir
(Buchholz vd., 2005). Peroksidaz oksidoreduktangnun bir Gyesidir, oksidasyon-
reduksiyon reaksiyonlarini katalizler. Karaturp gdesidazi (HRP) sinif 1l bitki
peroksidazlari sinifina aittir. Peroksidaz klingnt ve biyoremidasyoni icerensgé
argtirmalarin  konusu olmgtur (Topgular ve Ayhan, 2007). Tum peroksidaz
enzimleri onemli olgide dayaniklidir ve analizi &gdir. Bu peroksidazi turler

arasinda kiyaslama yapmak icin iyi bir enzim kilar.

1.5.1. Peroksidaz enzimin yapisi

Genellikle karaturptan hazirlanan enzim 44000 maksk kdtlesi olan bir
glikoproteindir. Akseptore 6zgudur ¢B8,) fakat enzim analizlerinde pek ¢cok sayida
donor substrati ile reaksiyon vermesi icin de kulibilir. Ornegin o-dianizidin,
pirogallol, hidrokuinon, vb. dir. Peroksidazsik konjugelerde; érngin antikorlar
enzime bgli immunoabsorbsiyon analizlerinde (ELISA) veya aidiyolojisinde
koloidal altin ¢dzeltisi uygulanmaktadirlar (Bissvger, 2004).

Temelde monofonsiyonel ve bifonksiyonel olmak Uzeke farkli peroksidaz
turinden bahsedilebilir. Monofonksiyonel peroksidiaii hayvanlardan, bitkilerden,
bakterilerden ve mantarlardan elde edilirken bitipénel peroksidaz 6zellikle bazi
bakteri ve mantar cinslerinden elde edilmektedikH#&ar vd. , 2005). Yaklak 250
kDa molekul @irhigina sahip olan her iki tir peroksidaz da molekideellikler
acisindan benzerlik g¢amaktadir ve dort alt dniteden olaaktadirlar.
Monofonksiyonel peroksidaz tirt enzimler gehir pH aralginda calgan, organik
solventlere dayanikli glikoprotein yapida enzimérk bifonksiyonel peroksidazlar
ise, glikoprotein yapida gédirler. Tipik peroksidazlarin aksine aktif oldwad pH
araligl dardir ve sicak@a, organik ¢cozuculere daha duyarhdir (Topculaf&0
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Peroksidazlar, hidrojen peroksiti elektron alicarak kullanarak farkli oksidatif

tepkimeleri katalizleyen enzimlerdir. Tepkipesekilde gercekligr:

Verici + H,0, < Oksitleneerici +2H,0

1.5.2. Peroksidaz enziminin mekanizmasi

Uc adimdan olgtugu saptanngtir. Birinci adimda aktif substrat “biek 1” olusur.

kl
HRP+H,O, < Bilesik |
(2.17)
k2
ikinci adimda, “bilgik 1" aktif “bile sik 1I” e donisur.
k
X (1.18)

Bilesik |+ AH & Bilesik 1l + A

AH: Indirgenmj verici, A: Yiikseltgenm verici

Uctincti adimda , “bikék 11” nin yikimi ile enzimin geri dongiimi gozlenir.

k4

Bilesik Il + AH & HRP+A +2H,0 (1.19)
Son adimda da urlin glumu gergeklgr.
2A7 A, (1.20)

(Topgular, 2006).
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1.5.3. Peroksidaz enziminin siniflandirilmasi

Peroksidazlar aminoasit dizilive yapilarina gére hayvan peroksidazlari ve bitki,
mantar ve bakteri peroksidazlari olmak Uzere iknek grupta incelenebilir. Bu
peroksidaz turlerinin farklari aminoasit digiérinden kaynaklanmaktadir (Topcular,
2006).

1.5.4. Kullanim alanlari

Peroksidazin izoenzimleri, yaprici, bilgisayar cipleri, otomobil parcalarinin
dretimi, tipta kullanilan tgdis Kkitlerinin Uretimi ya da endustriyel atik sutar
temizlenmesi gibi ggtli alanlarda, farkli amagclarla kullaniimaktadml&etrol, k&it,
tekstil ya da komursleme gibi sektdrlerde kullanilan tehlikeli kimyasain dgaya
veriimeden ©Once, suda c¢oOzunebilen dahatkiimolekil &irhkh bilesiklere
donistirilmesinde de peroksidazin izoenzimleri sikcaakulmaktadirlar. Tekstil
sektoriinde ise peroksidaz enziminin atik su amaaki rolU genitir. Ayrica,
agartma glemlerinde kullanilan hidrojen peroksitin ve boyamglaminde kullanilan
blayuk molekul &irlikli boyalarin parcalanmasinda kullaniimaktadiropcular,
2006).
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2. MALZEME VE YONTEM

Sunulan cabmada; Horseradish Peroksidaz Enziminin caprazli b&nzim
agregatlar olgturularak talyicisiz immobilizasyonu gercelgteilmistir. Kullanilan
serbest enzim SIGMA-Aldrich Chemie’den satin alakatemin edilmgtir. Serbest
enzimin ¢6zinmez agregatlarini glumak icin ise ¢ézunngidurumdaki enzim,
uygun bir proteik feeder vaginda bifonksiyonel bir capraz gayici ile muamele
edilmistir. Bu islemin yapilmasinin amaci protein yapisindaki mdlelgi ve
molekdller arasi etkik@mleri degistirerek fiziksel olarak enzimin ¢bziinmez yapiya
kavuturulmasidir. Son olarak da tekstigaatma glemindeki atik suyun icergi
peroksitin giderimi icin hazirlanan serbest ve ggteformundaki enzimlerin farkh
calisma kaullarindaki aktiviteleri tayin edilmgtir. Devaminda optimum kaoillarda
elde edilen agregat yapisi endustriden temin edleactive blue 160 boyasinin belli
derisim araliklarinda renk giderimine bakilgr.

2.1. Peroksidaz Enziminin Talyicisiz Olarak Agregat Formda Eldesi

25°C ortam sicakiinda pH’si 7 olan borat tampon c¢oézeltisinde ¢6zin®d5 mg
enzim/mL degimli 80pL enzim ¢o6zeltisine, 5mg BSA eklenerek @) Idevir/dak
karistirma hizinda 5 dakika slreyle kamilarak proteinin tamaminin ¢ézinmesi
sglanmstir. Enzim molekdllerinin capraz Benabilmesi icin ortama %2 (h/h)
olacaksekilde glutaraldehit (GA) eklenstir ve son hacim 1mL’ye tamamlangtir.
Sonra c¢ozeltiler ilk 15 dakika katwrillarak toplam 2 saat 25 °C’de tutulgtur. 2
saatin sonunda c¢ozeltiler 4°C’de bir gece beklagilme ayni sicaklikta 7000

devir/dak kagtirma hizinda 15 dakika sire ile santriftijlegimni
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Ortamdaki fazla GA’in uzakkirilmasi amaciyla supernatant alindiktan sonrafd d
destile su ile yikanmtir. Burada agregat ajtururken literatiirdeki ¢caimalardan
optimum degerler kullaniimsgtir (Topgcular, 2006ispirli, 2008).

2.2. Peroksidaz Enziminin Aktivite Tayini

Birim Tanimi: Peroksidaz enziminin 1 aktivite birirpH=7 ve 25°C’de ldakika sure

icinde 1pmol hidrojen peroksiti g@-,) suya dongttiren enzim miktaridir.

Yontem: 25° C ortam sicakinda HO,in o-dianizidin ile reaksiyona sokularak

POD enzimi yardimiyla suya ddgrilesi esasina dayanir.

H,0, + 0—dianizidinO TP - o - dianizidin+ H,0

2.3. Hidrojen Peroksit Tayini

Hidrojen peroksit tayini igin potasyum permangana sulfirik asit ¢ozeltisi
hazirlanmgtir.

* Potasyum permanganat ¢ozeltisinin hazirlanmasi
3.2 g KMnQ, 1000mL suda ¢ozulngtiir.
»  Sulfurik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

100 mL HSO, 1000 mL suda ¢ozulngtur.

1 mL kasar numunesi alinip 10 mL$0, ¢ozeltisi ile kawtiriimistir. 0.020 M
KMnOQOyile titre edilms, eflatun- kirmizi renk dontim noktasi gézlestini Titrasyon
H.O2'nin tamami giderilene dek surdurtlgtir. Harcanan KMn@miktarlar 1.7 ile
carpilarak banyodaki #, miktarlari g/ L olarak bulunmgur. Bu slemler hem
serbest peroksidaz enzimi ile hem de caprazli b&nzim agregati ile
gerceklatirilmi stir. Elde edilen veriler dgrultusunda zamana gla H,O, derisimleri
ve dongum yuzde miktarlarinin grafikleri gizilrgtir (Duraner, 1998).
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H,O.+ o-dianizidin  —22» o-dianizidin+0

\ )

1mL kasar numune alinir

l

1ImL kasar numune +10mL,BO,=> KMnOyile titre edilir

Banyodaki H,O, miktari (g/L)= Harcanan KMnQ@ miktari* (1.7)

olarak hesaplanrtir.

» Serbest peroksidaz enzimi igin;

0,5 Molar 1mL HO, tzerine 6,0 mM 1mL o-dianizidin ilave edilgnve 0,5 mg/mL
POD enziminden 25uL enjekte edilerek tepkime gdesgkimistir. Bir dakika
sonra 1mL drnek alinip 6rnek 10 mL$O, ¢ozeltisi ile kagtirimistir ve eflatun-
kirmizi renk donim noktasi gézlenene kadar KMi®titre edilmsgtir ve harcanan
KMnO, miktarlari kaydedilmgtir.  Ayni iglemler 5 dakika boyunca
gerceklatirilmistir ve titrasyonda kullanilan KMnQ miktarlari kaydedilmitir.
Harcanan KMnQ@miktarlari 1.7 ile carpilarak banyodaky®, miktarlari g/ L olarak
bulunmutur. Elde edilen veriler dgultusunda zamana @la harcanan KO
miktarlarinin grafikleri cizilmgtir.

* Agregat icin;

0,5 Molar 5 mL HO, Gzerine 6,0 mM 5 mL o-dianizidin ilave edilsnve icerisine
olusturulan capraz kg agregat daldirilarak bir dakika bekletiktii. Bu ¢ozeltiden
1 mL 6rnek alinip 6rnek 10 mL80O;, ¢ozeltisi ile kagtirlarak eflatun- kirmizi renk
donim noktasi gozlenene kadar KMni titre edilmgtir ve harcanan KMn@
miktarlarikaydedilmitir. Bu miktarlar 1.7 ile ¢arpilarak banyodakp® miktarlari
g/ L olarak bulunmgtur. 2.3.1 de yapilanslemler aynisekilde agregatlara da

uygulanmgtir.
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2.4. Tam Faktoriyel Tasarim Uygulanmasi

Agregat hazirlanmasina gkin parametrelerin  Tam Faktoriyel Tasarim ile
optimizasyonu icin secilen faktorler, Cizelge 2d‘dbelirtilmistir. Tasarim

degerlendirmesi deneysel caina bolgesi kapsamindagdzlendirilmistir.
Deneysel Tasarim ve Yizey Cevap Model DenkleniVidelel
Cozum Onerisi (2= 2°= 8:Deney sayisl)

Optimizasyonu s#ayan deneysel verilerin modellegdicevap yuzey fonksiyon
modelindeki katsayilarin hesaplanmasi ya dgerdbir deysle, ylzeyi ifade eden
denklemin cizilerek olgturulan ytzeyin gercek deney sonuclarinistltan yizeye
yaklastirilmasi, bir optimizasyorsiemi olup en kiguk kareler metodu ile iki ylizey
arasindaki uzakliklarin toplaminin en aza indirgesimyani minimizasyonuna

dayanir. Minimize edilecek optimizasyon fonksiyonu;

J= \/Z (yl —deneysel_ yi-hesaplanar)2 - Minimum (21)
i=1

seklinde olup, katsayilarin kismi turevleri alinipfim eitlendiginde (yani
fonksiyona ilgskin o noktadaki gimler sifir oldgunda), cevap ylzey
fonksiyonundan olgan d@rusal denklem takimi ¢ozilerek katsayilar bulugiur.
Bdylece optimizasyon cizilerek parametrelerin miaimdeerlerine ulallmis olur.
Ornesin buradaki ic parametreli bir gaha icin bu, parametreler ve carpimlarindan
(faktorler ya da faktor carpim gruplarindan) salo (8 adet) dgrusal b&imli
denklem takimini okiuran b katsayilari kiimesi optimum ylzey fonksiyonu
modelini tanimlar. Dgrusal bg& mli denklem takimi, yani ytuzey fonksiyon modelini

tanimlayan y=bX'in b katsayilar kimesinin ¢ozungégadaki gibi verilmitir.
b=(X'X)"X'y ap.

Bu katsayilar yardimiyla da optimum parametresgad bélgesi hesaplanarak insan
distince yapisinin algilayabilegieyalnizca iki parametrenin @esken dgerlerinin
sabit oldgu t¢ boyutlu grafikler halinde gorseiteilebilmektedir.
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Calsmanin bu kisminda hesaplama algoritmasinin ¢6zugiih MATLAB
programlama dili kullanilacaktir (Arifgu,2005; Demir ve Tokath vd. ,2009
;LUbbert vd., 2000).

( MATLAB programlama dili uygulanirken Cizelge 2.1Cizelge 2.2. ve Cizelge
2.3.'de verilen kodlama , araliklar ve veriler larlldi.)

Cizelge 2.1. Tam faktoriyel tasarimda agregat ogumunda uygulanan calsma araliklari

Faktorler (-1) Seviye (+1) Seviye
Baslangic enzim degimi (mg/ml) (BE) 0.04 0.06
Capraz bglayici orani (v/v) cB) 1 3
Cokturucu degim (mg/ml) CD) 2 6

Dgerlendirme Olgiiti

Absorbans @simi (%) (AB)
(Aktivite Hesaplanacaktir) (A) 0 100

Cizelge 2.2. Tam faktériyel tasarim deneysel tasan gosterimi

Deneysel Tasarim:

Faktorler Faktor etkilesimleri Sonuglar

No - BE CB CD - - - - AB (A)
Xo X1 X2 X3 X1X2 X1X3 XoX3 X1XoX3 Y

1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 0-100
2 +1 +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1 0-100
3 +1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 0-100
4 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 0-100
5 +1 -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 0-100
6 +1 +1 -1 +1 -1 +1 -1 -1 0-100
7 +1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 -1 0-100
8 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 0-100

Yiizey Cevap Model Denklemi

y = bOXO + blxl + b2X2 + b3X3 + b12X1X2 + b13X1X3 + b23X2X3 + b123X1X2X3
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Cizelge 2.3. Ug faktérun olgim dgerleri

No - (BE) (GB) (€D) - - - - AB

1 - 004 1 2 - - - - 0-100
2 - 0.06 1 2 - - - - 0-100
3 - 004 3 2 - - - - 0-100
4 - 006 3 2 - - - - 0-100
5 - 004 1 6 - - - - 0-100
6 - 0.06 1 6 - - - - 0-100
7 - 004 3 6 - - - - 0-100
8 - 006 3 6 - - - - 0-100

2.5. Tam Faktoriyel Tasarimile Agregat Olusumu

2.1 kisminda anlatilagekilde agregat okumu gerceklgmistir. Buradaki fark enzim
immobilizasyonunu etkileyenen 6nemli parametrelerdglan balangic enzim
derisimi, capraz bglayici orani ve ¢okturict demni oranlarinin alt ve ust sinirlar
cercevesinde Cizelge 2.4'deki oranlarda gsgatistir. Tam Faktoriyel Tasarim
kapsaminda uc¢ faktorinde secilmesiyle seki adeklifaagregat olsgumu
gerceklatirilmistir. Cizelge 2.4.’de verilen parametrelerin oranlarirsikiz tane

agregat olsumu gerceklsgtirilmi stir.

Cizelge 2.4. Cakilan parametrelerin birim gdsterimi

Agregat Baslangic Enzim Derisimi Capraz Baglayici Coktaruct Derisim
1l.agregat 0.04 mg enzim/ml %21(h/h) 2 mg
2.agregat 0.06 mg enzim/ml %21 (h/h) 2mg
3.agregat 0.04 mg enzim/ml %3(h/h) 2mg
4.agregat 0.06 mg enzim/ml %3(h/h) 2 mg
5.agregat 0.04 mg enzim/ml %21 (h/h) 6 mg
6.agregat 0.06 mg enzim/ml %21(h/h) 6 mg
7.agregat 0.04 mg enzim/ml %3(h/h) 6 mg
8.agregat 0.06 mg enzim/ml %3(h/h) 6 mg

2.6. Tepkime Hizlari Ve Kinetiginin Bulunmasi

Genel olarak tepkime hizi tepkimeye giren @lderin ya da Urlnlerin zamanagha
olarak degiminin bir ifadesi olup S, substrat, P, Uriin vgdan bglangictaki enzim
derisimlerini gostermek Uzere genel tepkime denklemn iQnerilen tepkime hizi

asagidaki gibi Bolum 1.1.5’de verilngtir;
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[S]+E, < [S]n B, < [Pl E, & [P+ Ey (2.4)

Burada tepkime hizi

dS dP
olarak yazilir. Enzimatik tepkimeler icin kinetikadel Michealis-Menten tarafindan
asagidaki gibi onerilmgtir.
_ Vml[S]
YTk, s

(2.6)
Buradan k, enzimatik olmayan tepkimeler icin kiketiiz sabitini gosterirken K
enzimatik tepkimeleri igin ©neriligi olan Michealis-Menten kinetik sabitini

belirtmektedir. w,ise ulgilabilecek en ylksek tepkime hizidir.

Tepkime hizlarinin (v) ve doéginelerin (x) deneysel Olcimlerden sayisal olarak
hesaplanmasi yapilgtir. Michealis-Menten kinetik modelindekiK(Hiz sabiti) ve

Vm (maksimum hiz) sabitlerinin hesaplanmasi sirasiddaklem dgrusal bir 6zellik
tasimadgindan dg@rusallgtirma yapilir. Kinetik modellerin dgusallgtiriimasina
iliskin olarak yapilan yakkamlar uGzerinde ayrinti olarak Bo6lim 1.1.8'de
durulmwtur. Bunlardan en yaygin olarak kullanilan Line aeer-Burk yaklaimidir,
ancak bu yontemin kullanilabilmesi farkl substraglangi¢c degimlerini gerektirir.

Calismanin bu bdliuminde benzer gramalarin sonuclari géz 6niine alinarak dlgek
blayutmenin modellenmesinde kullanilacak olan Midisedenten kinetik sabitleri

dogrudan hesaplanstir.
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Cizelge 2.5'de tepkime hizlarinin nasil hesaplgmadi gosterilmgtir. Literattrde
verilen ve Cizelge 2.6’da sunulan,Ky, oranlari, 6lctilen substrat dgmi ve
tepkime hizlaryla birlikte Michealis-Menten denkime tginarak kinetik sabitler

bulunmutur (Topgular, 2006).

Cizelge 2.5. Tepkime hizlarinin hesaplanmasi

T At [S] V= A[S]/At x= A[S]/S
to=0 % S V=0 %=0

b=l At=(t) S vi=(SSy/At Xi=(S-S0)/S
=2 At=(t) S, VE(SrS)/At Xo=(S,S)/S,
bt Aty S Ve=(SrSr/At %=(SrSed)/Sra

Cizelge 2.6. Peroksidaz enzimi icin line weaaver-bki yontemiyle hesaplanan kinetik
parametreler (Topcgular, 2006)

Km (mmaol HO,/L) vm (mmol HO,/L.s.)
Serbest Enzim 2.33 0.760
Tastyicill immobilize Enzim 96.00 0.175
Taslyicisizimmobilize Enzim 33.40 0.127

2.7. Aktivitelerin Hesaplanmasi

Farkh alti degimde hazirlanan §D, cOzeltileriyle Bolum 2.1 ‘de uygulanan
asamalarla birlikte harcanan KMn@Qniktarlari ile 1.7 ile ¢carpilarak banyodaks®h
miktarlari g/L olarak bulunmgiur. Bu klemler sekiz agregat iginde
gerceklatirilmistir. Elde edilen veriler dgrultusunda zaman Bha H,O, derkimleri
cizelgeleri olgturulmustur. Devaminda sekiz agregatin her biri icin zambgai
H.O, dersimleri grafikleri cizilmistir. Cizilen grafikler iki bolgeden okmaktadir.
Her grafgin ikinci bolgesi aktivite gosteren alan olaraknatistir. Her bir agregat
icin bulunan dgerler lineerlgtirme yapilarak en yiksek korelasyona sahip olunan

deger her bir agregat icin aktivite geri olarak tespit edilngtir.
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2.8. Tam Faktoriyel Tasarimin Programlanmasi

% MATLAB Dosyasi
clc, clear, clf

'‘CommandWindow'
% B _Cos Ver H202 D 000 Tam_Fak Tas 01

'% Full Faktoriyel Deney Tarama Tasarimi'

0/ —m e o
BACCompM_Data 01 01 Den_Bol=xlIsread('Deney_Bolgksi8");
BACCompM_Data 01 0l=xlsread('Deneysel_TasarimQ}).xls
XXD=BACCompM_Data_01_01(:,1:1);XX0=BACCompM_Data_@1(:,2:2);
XX1=BACCompM_Data_01_01(:,3:3);XX2=BACCompM_Data_@1(:,4:4);
XX3=BACCompM_Data_01_01(:,5:5);XXB=BACCompM_Data_@11(:,2:9);
R =BACCompM_Data_01_01(:,10:10); nK=length(XXD);

O e

%Grafik Yuzey Fonksiyonun Belirlenmesi icin
%(Uc Faktorlu Tasarim)
% Y_X1_X2_X3 X4= +b0*x0+b1*X1+b2*X2+b3*X3 ...

% +b12*X1*X2+b13*X1*X3+b23*X2*X3..
% +b123*X1*X2*X3
/) m o m e e

y=R; A=XXB: % y=bX; B=(X"*X)"-1*X"*y

% Yuzey Fonksiyon Katsayilarinin Hesabi

Y, R, X', A, bb=inv(transpose (A)*(A))*transpd#9*R; b=bb, K=b;
0/f) == mm oo mme

% R_01_00_X2_ X3 Grafiginin cizimi icin X1 Parametresi Sabit)
X1=0; X2=XX2; X3=XX3;

O e
figure(1) % Verilerden Grafik Cizdirilmesi
plot3(X2, X3, R, 'k*); grid

title('X1-Baslangic Enzim Derisimi-Sabit')
xlabel("X2-Capraz Baglayici Orani');
ylabel("X3-Cokturucu Derisimi');
zlabel('R-Aktivite"); grid ; hold on

0/ e e e
% Fonksiyondan Grafik Cizdirilmesi
xX=2;yy=xx; DelX=(xx-(-xx))/(nK-1);
DelY=DelX; XX=-xx:DelX:xx; YY=-yy:DelY:yy;
[X2 X3]=meshgrid(XX,YY);

R X1 X2 X3 = K(L)+K(@)*X1+K(3)*X2+K(4)*X3+ ...
K(5)*X1.*X2+K(B)*X1.*X3+K(7)X2.¥X3+ ...
K(8)*X1.%X2.*X3:;
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mesh(X2,X3,R_X1_ X2 X3); grid
7

% R_01_X1 00_X3 Grafiginin cizimi icin (X2 Paramedr Sabit)
X1=XX1; X2=0; X3=XX3;

0/ e e e

figure(2) % Verilerden Grafik Cizdirilmesi

plot3(X1, X3, R, 'k*); grid

title("X2-Capraz Baglayici Orani-Sabit’)

xlabel("X1-Baslangic Enzim Derisimi');

ylabel("X3-Cokturucu Derisimi');

zlabel('R-Aktivite');grid ; hold on % !

O e

% Fonksiyondan Grafik Cizdirilmesi
xxX=2;yy=xx; DelX=(xx-(-xx))/(nK-1); DelY=DelX; XX=xx:DelX:xx; YY=-

yy:DelY:yy;
[X1 X3]=meshgrid(XX,YY)

R X1 X2 X3 = K(1)+K(2)*X1+K(3)*X2+K(4)*X3+ ...
K(5)*X1.*X2+K(6)*X1.*X3+K(7)*X2.*X3+ ...
K(8)*X1.*X2.¥X3;
mesh(X1,X3,R_X1 X2 X3); grid
7

% R_01_00_X2_X3 Grafiginin cizimi icin (X3 Paramedr Sabit)
X1=XX1; X2=XX2; X3=0;
0/ e e e
figure(3) % Verilerden Grafik Cizdirilmesi
plot3(X1, X2, R, 'k*"); grid
title("X3-Cokturucu Derisimi-Sabit')
xlabel("X1-Baslangic Enzim Derisimi'); ylabel("X2a@raz Baglayici Orani’);
zlabel('R-Aktivite");grid ; hold on % !
0/ e e e e

% Fonksiyondan Grafik Cizdirilmesi
xx=2;yy=xx; DelX=(xx-(-xx))/(nK-1); DelY=DelX; XX=xx:DelX:xx; YY=-

yy:DelY:yy;
[X1 X2]=meshgrid(XX,YY);

R X1 X2 X3 = K(1)+K(2)*X1+K(3)*X2+K(4)*X3+ ...
K(5)*X1.*X2+K(6)*X1.*X3+K(7)*X2.*X3+ ...
K(8)*X1.*X2.*X3;
mesh(X1,X2,R_X1 X2 X3); grid
72
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'‘Deney_BolgesiOl.xIsExcel Dosyas)

Faktorler (-1) Seviye (+1) Seviye
Baslangic enzim degimi (mg/ml) BE) 0.04 0.06
Capraz bglayici orani (v/v) CcB) 1 3
Cokturict degim (mg/ml) QD) 2 6

'‘Deneysel_Tasarim01.xl€xcel Dosyas)

Deney % X1 X2 X3 XiXo | XXz | XoXz | XaXoXs y

1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 0.1711
2 1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 0.1625
3 1 -1 1 -1 -1 1 -1 1 0.1708
4 1 1 -1 1 -1 -1 -1 0.2188
5 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 0.2167
6 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 0.1938
7 1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 0.1533
8 1 1 1 1 1 1 1 1 0.1375

2.9. Optimizasyon Calsmalari Ve Istatistiksel Deerlendirme

Tam faktoriyel deney tasarimi cercevesinde farkizim bglangic degimleriyle
yapilan denmelerin aktivite sonuclari optimize el olup bu sonuglar istatistksel
olark deneysel verilerle uyumu acisindargetéendiriinmitir. Bun amacla yazilan

programlar gagida verilmitir.

% MATLAB Dosyasi

0ff) =mmmmmmmmmmmm e

clc, clear, clf

‘CommandWindow'

% B _Cos Ver H202 D 000 Tam_ Fak Tas 01 Kod 01

'%Full Faktoriyel Deney Tarama Tasarimi Sonuclapti@izasyonu'
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% B_Cos_Ver_ H202 D 000 1 5 Dak Ara En_Yuk R2 Egmt @&km*
clc, clear, clf

%Akt C Akt Agr Akt

Akt Mat= ...

[0.012 1 0.1711; ..
0.012 2 0.1625; ...
0.012 3 0.1708; ...
0.012 4 0.2188; ...
0.012 5 0.2167; ...
0.012 6 0.1938; ...
0.012 7 0.1533; ...
0.012 8 0.1375; ...
0.018 1 0.0972; ...
0.018 2 0.1056; ...
0.018 3 0.1306; ...
0.018 4 0.1458; ...
0.018 5 0.1444; ...
0.018 6 0.1292; ...
0.018 7 0.1234; ...
0.018 8 0.0917; ...
0.024 1 0.0341; ...
0.024 2 0.0698; ...
0.024 3 0.0344; ...
0.024 4 0.0542; ...
0.024 5 0.0509; ...
0.024 6 0.0595; ...
0.024 7 0.0501; ...
0.024 8 0.0687; ...
0.03 1 0.0657; ...
0.03 2 0.0458; ...
0.03 3 0.0146; ...
0.03 4 0.0279; ...
0.03 5 0.0637; ...
0.03 6 0.0494; ...
0.03 7 0.0401; ...
0.03 8 0.0550; ...
0.36 1 0.0296; ...
0.36 2 0.0573; ...
0.36 3 0.0215; ...
0.36 4 0.0114; ...
0.36 5 0.0215; ...
0.36 6 0.0582; ...
0.36 7 0.0312; ...
0.36 8 0.0507; ...

0.042 1 0.0270; ...
0.042 2 0.0238; ...
0.042 3 0.0333; ...
0.042 4 0.0327; ...
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0.042 5 0.0274: ...
0.042 6 0.0668: ...
0.042 7 0.0616: ...
0.042 8 0.0446 ];

Akt_C(:,:)=Akt_Mat(:,1:1); Akt_Agr(:,:)=Akt_Mat(:,2);Akt(:,:)=Akt_Mat(:,3:3);
X=Akt_Agr,Y=Akt_C, Z=Akt

plot3(X,Y,Z, 'k*'), xlabel('Agregat’),ylabel('Kons&rasyon'),zlabel('Aktivite")
grid

0 ---

% MATLAB Dosyasi
1 —
clc, clear, clf

'‘CommandWindow'
% B _Cos Ver H202 D 000 Tam_Fak Tas 01 Kod 01

'% Full Faktoriyel Deney Tarama Tasarimi Sonuabgutimizasyonu Istatistiksel
Degerlendirmesi'

0/~
BACCompM_Data 01 01 Den_Bol=xlIsread('Deney_Bolgksi8");
BACCompM_Data 01 01 =xIsread('Deee Tasarim01.xIs");
XXD=BACCompM_Data_01_01(:,1:1);XX0=BACCompM_Data_@(:,2:2);
XX1 =BACCompM_Data_01_01(:,3:3);XX2=BACCompM_Datd ®1(:,4:4);
XX3=BACCompM_Data_01_01(:,5:5);XXB=BACCompM_Data_@1(:,2:9);
R =BACCompM_Data_01_01(:;,10:10); nK=length(XXD);

0/ e e e e

%Grafik Yuzey Fonksiyonun Belirlenmesi icin

%(Uc Faktorlu Tasarim)
% Y_X1 X2 X3 X4= +b0*x0+b1*X1+b2*X2+b3*X3 ...
% +b12*X1*X2+b13*X1*X3+b23*X2*X3..
% +b123*X1*X2*X3

y=R; A=XXB; % y=bX; B=(X"*X)"-1*X"*y
% Yuzey Fonksiyon Katsayilarinin Hesabi
Y, R, X', A, bb=inv(transpose (A)*(A))*transpd®9*R; b=bb, K=b;

X1=XX1;X2=XX2;X3=XX3;
R_X1 X2 X3 = K(L)+K(@)*X1+K(3)*X2+K(4)*X3+ ...
K(5)*X1.*X2+K(B)*X1.*X3+K(7)*X2.*X3+ ...
K(8)*X1.%X2.*X3;

% R, R_X1_X2_ X3 Grafiginin cizimi
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figure(1)

plot(R, R_X1_X2_X3, 'k*);

xlabel('R-Deneysel Aktivite');
ylabel('R_X1_X2_X3-Modelsel Aktivite');
title('"Full Faktoriyel Deney Tasarimi'), grid

0/ mm e e e
% Model Sapma Degerleri

MSD=R-R_X1_X2_X3; C=MSD; NMSD=MSD*1e16;
xmin=0.13; xmax=0.22; ymin=-1; ymax=+1;
RO=xmin:0.01:xmax; NMSDO0=zeros(1,((xmax-xmin)/0.01);
0/ e e e e

% Normallestirilmis verilerin hazirlanmasi

nC=size(C); % Size of the datarimat
MeanC=mean(C); % Means of the dablanons
StdC=std(C) ; % Standard deviatiohthe columns
Cn=[;

fori=1:.nC(1) % Row-wise standardization lo¢ tdata matrix
Cn=[Cn; (C(i,:)-MeanC)./StdC]; % Eqg.13mpleDat:1.doc
end

% Normallestirilmis Model Sapma Degerleri Grafigirtizimi

figure(2)

plot(R,Cn, *',R0O, NMSDQO, 'b-'), axis([xmin xmax ymymax])
xlabel('R-Deneysel Aktivite'); ylabel('S-Aktiviteapmalari’);
title('Normallestirilmis Model Aktivite Sapmalai), ‘grid ;

% Korelasyon Katsayisi

NMSD_Top=0;

fori=1:.nC(1)
NMSD_Top=NMSD_Top+NMSD(i)2;

end

KOR_Kat=1-(NMSD_Top/nC(1))

0/ mm e e e

2.10. Reaktif Blue 160 Boyasinin Hazirlanmasi

Yaygin ticari diazo boyadir. Pamuk ve viskon boyasmda kullanilir fakat ipek,
yun ve polyester icin uygun giédir. Endistride yaygin olarak kullaniimaktadiritP

ve Dhiraj ,2012)Sekil 2.1. ‘de molekil yapisi gosterilen boya ¢cdzehazirlandi.
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Sekil 2.1. Reactive blue 160 molekil yapisi

2.11. Boya Cozeltisinin Hazirlanmasi

Molekiil yapisindan molekiilzgarligini hesaplayarak 10M boya ¢zdeltisi hazirladik
ve spektrofotometre de absorbansi 1 olarak dgiinehiiz dger olarak degimi bu
yiizden 16 M olarak belirledik.

2.12. Renk Giderimin S&lanmasi

Bu bolimde tam faktériyel tasarimina gore yapilaneysel cajmalar cercevesinde
optimum kaullarin belirlendgi aralikta olana agregat ile 10 ml hazirlanan boya
cozeltisinden alinarak 26 ‘de alinan boya cozeltisinin icerisine daldiriiagregat
ile spektrofotometreden 616 nm ‘de ve belli zanthlmmlerinde alinan Olgim

degerleri ile renk gideriminin gdandigi gozlenmstir.
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3. BULGULAR VE IRDELEME

Sunulan cadmada kapsaminda; Horseradish Peroksidaz enziminalyicisiz
immobilizasyonu yapilmtir.Capraz bgli enzim agregatlarn elde edilgtr.Ve
capraz bal enzim agregatlarinin 6zelliklerini etkileyen paretreler belirlenngtir.

Calsmada enzimin tayicisiz olarak immobilize edilmesi samasinda
immobilizasyon sonrasi en yuksek enzim aktivitestrem immobilizasyon
kosullarinin belirlenmesi amaci ile deneyler yapgmm Yine bu kapsamda
degiskenler ve ¢cabma araliklari tam faktoriyel deney tasarimina dagkrlenmitir.

Deneylerin tamamlanmasindan sonra Onerilen modglzulmesi ve ylzey cevap
analizinin yapiimasindan sonra da belirlenen optindeserler, deneysel olarak da

sinanmgtir.

Immobilizasyon icin yapilacak optimizasyon sonrasinelik parametreler
hesaplanmgtir. Taglyicisiz immobilize enzim aktivitesi optimum ¢wdlarda tespit
edilmistir. Calismanin devaminda endustriyel boyutta uygulama igin agama
olarak endustriden temin edilen reactive blue 16@ab maddesi iceren ¢ozeltinin

renk giderimi incelenngtir.

3.1 Agregatlarin Hazirlanmasi

Tam faktoriyel deneysel tasarim cercevesinde afeggenzim immobilizasyonunu
etkileyen en 6énemli parametreler olarslbagic enzim degimi ,capraz bglayici
orani ve ¢okturicu dermiyle calisma araliklari Cizelge 3.1 ‘de belirtiglioranlarda
hazirlanmgtir. Agregat olgturma kisim 2.1 de anlatifgligibi olusturulmustur.
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3.2. Capraz B&li Enzim Agregatlari

Calismanin bu béliminde tam faktoriyel deney tasaringir@ 6 farkli degimde (

0.012M - 0.018M — 0.024M — 0.030M — 0.036M — 0.04B4O,; baslangic enzim

derisimi, , cokturiicl degimi ve capraz bgayici dersimi degiskenleri kapsaminda
tam faktoriyel deney tasarimina gore gal araliklari belirlenngtir. Belirlenen

optimum dgerler deneysel olarak lc¢ paralel cercevesinde s13an

Bu bdliumde Cizelge 3.1'de verilen U¢ farkll paramebranlarinda kisim 2.1
alaninda anlatilgh gibi agregat olgumu gercekligtirilmistir. Tam Faktoriyel

Tasarim kapsaminda Ug¢ faktorinde secilmesiyle sattet farkli agregat ojumu

gerceklgtirilmi stir.

Cizelge 3.1. Tam faktoriyel tasarim ‘da kullanilanparametre oranlari

Agregat No (BE) (CB) (GD)
1 0.04 1 2
2 0.06 1 2
3 0.04 3 2
4 0.06 3 2
5 0.04 1 6
6 0.06 1 6
7 0.04 3 6
8 0.06 3 6

3.3. Enzim Aktivite Olgumleri

Bu bdlimde olgturulan agregatlarla yapilan deneylerde Olcilen KMn
degerlerinden hesaplanan,®, dersimlerinden elde edilen aktivite gerleri her

agregat icin hesaplandi. Cizelge 3.2."de hesaplakawvite degerleri gosterildi.
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Cizelge 3.2. Sekiz agregat icin hesaplanan aktivitiegerleri

H,0, H,0, H,0, H,0, H,0, H,0,

Agregat dk  0.012 0.018 0.024 0.03 0.036 0.042

1 5 1.4583333 0.9722222 0.9166667 1.0083333 0.77777086785714

1 4 1.25 0.8333333 0.7083333 0.8416667 0.75 0.6547619

1 3 1.1458333 0.7638889  0.90625 0.825 0.6944444 0.625

1 2 0.9375 0.625 0.8125 0.8 0.6736111  0.6071429

1 1 0.875 0.5833333  0.78125 0.75 0.6597222  0.5714286

2 5 1.625 1.0833333  1.21875 0.775 0.8194444  0.5833333

2 4 14583333 09722222 1.1458333 0.7083333  0.69444845654762

2 3 1.25 0.8333333  1.09375  0.6666667 0.6805556 OAEB5

2 2 1.1666667 0.7777778 1.0104167 0.6416667 0.60416675178571

2 1 09791667 0.6527778  0.9375  0.6333333  0.59027784880952

3 5 1.625 1.1388889 0.875 0.7416667 0.625 0.5595238

3 4 17083333 1.0277778  0.8125  0.7333333  0.61111115350143

3 3 1.2916667 0.8611111 0.8020833 0.7083333  0.58333834880952

3 2 1.125 0.75 0.78125  0.6666667  0.5625  0.4642857

3 1 09375 0.625 0.71875  0.6833333 0.5416667 0.42B571

4 5 1.75 1.1666667  0.96875  0.8166667 0.6666667 0.5

4 4 15625  1.0416667 0.9479167 0.775 0.6388889 03802

4 3 1.3541667 0.9027778 0.875 0.7416667 0.625 0.42261

4 2 1.125 0.75 0.84375 0.725 0.6111111  0.4047619

4 1 0.875 0.5833333 0.75 0.7083333  0.6041667  0.36G9047

5 5 1.8333333 1.2222222 0.9583333 0.9833333 0.77777086428571

5 4 15833333 1.0555556 0.9270833 0.8333333  0.76388896190476

5 3 1.375 0.9166667 0.8333333  0.8583333 0.75 0.588333

5 2 1.3333333 0.8888889  0.78125  0.7916667 0.71527785538714

5 1 0.9583333 0.6388889 0.7604167 0.8416667 0.69444845357143

6 5 19166667 1.2777778  0.90625  1.0833333  0.86111118338333

6 4 16666667 1.1111111 0.8645833 0.8666667 0.7916667 0.75

6 3 14583333 0.9722222  0.78125 0.775 0.6944444 Q3B

6 2 1.3125 0.875 0.7291667 0.775 0.6597222  0.6547619

6 1 1.125 0.75 0.7083333  0.7166667 0.625 0.5595238

7 5 1.7083333 1.1388889 0.9791667 0.7833333  0.88888896904762

7 4 15625  1.0416667 0.875 0.7 0.8333333  0.6964286

7 3  1.4583333 0.9722222  0.8125 0.65 0.8263889  0.6666

7 2 1.25 0.8333333 0.8229167 0.6583333 0.8194444 90&B

7 1 09791667 0.6527778  0.78125 0.625 0.7638889 8%

8 5 1.7916667 1.1944444 0.8958333 0.7166667 0.93055866785714

8 4 1.625 1.0833333  0.8125 0.65 0.9027778  0.6190476

8 3 1.5 1 0.75 0.6 0.8888889  0.5952381

8 2 1.375 0.9166667  0.6875 0.55 0.7916667  0.5238095

8 1 1.0625  0.7083333  0.53125 0.425 0.7222222 0.5
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Konsantrasyon

3.4.Tepkime Hizlarinin Bulunmasi

Tepkime aktivilerine bgl olarak tepkime hizlarini hesaplama Cizelge 83 *
verilmistir. Ornek hesaplama’dan {R 0.99 olacalkekilde noktalar alinnstir).
Sekil 3.1.’de gosterilen grafikte tepkimenin ilerlesi zamana kar (dakika)
konsantrasyon gerleri baz alinarak sunulngtur.

Cizelge 3.3 . Aktivitelerin bagli oldugu tepkime hizi

Agregat Baslangi¢c Enzim Capraz Cokturicu Zaman 0.012 M

Numarasi Derisimi Baglayici  Derisim
8 0.06 30 6 5 1.792
8 0.06 30 6 4 1.625
8 0.06 30 6 3 1.500 *
8 0.06 30 6 2 1.375 *
8 0.06 30 6 1 1.0625
Tepkimenin Ilerlemesi
2
L 2
L 2
1.5 ¢
¢
1
0.5
0&
0 1 2 3 4 5 6

Zaman (dakika)

Sekil 3.1. Tepkimeyeiliskin Olarak Olgiilen Zaman- Konsantrasyon Deserleri
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Cizelge 3.4 ‘de gosterilgi gibi dizenlenerek hazirlanan tepkime hizlarb&igede
hesaplannstir.

Baslangic
Konsantrasyonu 11.Bolge |.Bdlge
m2 n2 R22 ml R12
0.012 0.1479 0.6896 0.9747 0.875 1
0.018 0.0986 0.4597 0.9747 0.5833 1
0.024 0.0167 0.775 0.0905 0.7812 1
0.03 0.0558 0.6775 0.8174 0.75 1
0.036 0.0313 0.6174 0.9498 0.6597 1
0.042 0.0262 0.5488 0.9918 0.57142 1

Cizelge 3.4. Duzenlenmgisekilde hesaplanan bdlge | ve bolge Il dgrler

Tepkimenin hizinin hesaplanmasinda korelasyon ‘@&9®blytk olacakekilde
noktalar yeniden secilitir. Sekil 3.2 ‘de korelasyon 0.99 ‘dan blyuk olacak
durumda grafiksel olarak boélgelere ayrigtm.

Tepkime Hizi (R*>0.99 Diizenlenmy)

1.8 /
1.6 ———

- ////’.' y=0.1375x+ 1.0917 =

1.2 Rnlge 1l

R? =0.9945

0.8

0.6 y=06875x __
0.4 RZ=1 Bolgel

0.2
0w’
0 1 2 3 4 5 6
Zaman (dakika)

Konasantarasyon
=

Sekil 3.2. D@grusallastiriimi s tepkime hizi bolgeleri
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3.5. Optimizasyon Calsmalari

Optimizasyon ca$malarinda aktivite olarak tepkimenin Il. bolgesikidénizlar
alinmstir. Tum bu keullar deney tasarimina uygun hazirlanan agregadiar

uygulanmgtir. Hesaplanmiaktiviteleri Cizelge 3.5."de gdsterilmektedir.

Cizelge 3.5. Aktivite olarak tepkime hizi ( Bolgell- Tim hesapmalar icin R> 0.99)

H,O, dergimi 1. agregat 2.agregaB. agregat 4.agregat 5.agregat 6. agregdt agregat 8. agregat

0.012 0.1711 0.1625 0.170¢ 0.2188 0.2167 0.1938 0.1533 0.1375
0.018 0.0972 0.1056 0.1306 0.1458 0.1444 0.1292 23@.1 0.0917
0.024 0.0341 0.0698 0.0344 0.0542 0.0509 0.0595 500.0 0.0687
0.03 0.0657 0.0458 0.0146 0.0279 0.0637 0.0494 00.04 0.055
0.36 0.0296 0.0573 0.0215 0.0114 0.0215 0.0582 1@.03 0.0507
0.042 0.027 0.238 0.0333 0.0327 0.0274 0.0668 6.061 0.0446

Dorduncu agregat ve 0.012 Mstengic konsantrayonu igin bulunan tepkime hizi en
yuksek dgeri verilmistir. Buna bl olarak optimum keullari sglayan agregat dort
numaral agregat olarak belirlerytii. DOrt numaral agregatin alumunda etkili

olan parametrelerin oranlari is@yledir;

* Baslangic Enzim Degimi :0.06 mg enzim /ml
» Capraz Bglayici %3 (h/h)
e Cokturtcu Degim 2 mg

bu oranlarda en yuksek aktiviteyigtmistir.

Tam faktoriyel tasarima goére Mat Lab ‘ta gorselrakatasariminiSekil 3.3'de

verilmistir. Sekilden de ankalacazl gibi dort numarall agregat en yuksek aktivite

degerini vermitir.
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Aktivite

Konsantrasyon Agregat

Sekil 3.3. Bdlge Il icin aktivite gdsterimi

3.6.1Istatistiksel Degerlendirme

Sekil 3.4.’"de modelsel aktivitenin ve deneysel aikéimin tam faktoriyel tasarimda

gorunuamiksekilsel olarak gosterilrgtir.

Full Faktoriyel Deney Tasarimi
02— ———r——

021 ---

02F---

019 - - -

018 - - —

017 - - -

016 - - —

Rxlx2x3-ModeIseI Aktivite

015 - - -

0141 - — -

R el e S S e
F-—r——rFr-——Fr--rFr-—-r-——r-——rFr-——-r-—-

0.13
0.13 014 015 016 017 0.18 0.19

R-Deneysel Aktivite

g ey

o
N}
o
N
=
o
N
N

Sekil 3.4 . Modelsel aktivite ve deneysel aktivitan tam faktoriyel tasarimda gosterilisi

Tam sonuclarin optimizasyonu istatistiksel olanagelendginde noktalarin deneysel
uyumu gOsterilmitir. Grafik incelendginde elde edilen noktalarin istatistiksel
uyumu Korelasyon Katsayisi=0.9133 olarak vertmi Sekil 3.5 ‘de ise istatistiksel

uyum sapma analizi verilstir.
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Normallestiriimis Model Aktivite Sapmalari
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Sekil 3.5 . Deneysel Aktivitelerin Modelde Aktivie Sapmalari

3.7. Cevap Yiizey Fonksiyonlari (0.012 BaDer. Den.igin)

Sekil 3.6., 3.7.ve 3.8. ‘de agregat yapisisalmunda kullanilan parametreleregha

olarak cevap yuzey fonksiyonlari cizilgtir.

X2-Capraz Baglayici Orani-Sabit
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Sekil 3.6. Cevap yuzey fonksiyonunda ¢apraz Igayici orani parametresi sabittir.
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X1-Baslangic Enzim Derisimi-Sabit
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Sekil 3.7 . Cevap ylizey fonksiyonunda bdangi¢c enzim dersimi parametresi sabittir.

X3-Cokturucu Derisimi-Sabit

Xl1-Baslangic Enzim Derisimi

X2-Capraz Baglayici Orani

Sekil 3.8. Cevap yiizey fonksiyonunda ¢oktirtci degimi parametresi sabittir.
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Cevap yuzey fonksiyon grafikleri incelegdide yapilan optimizasyon csinasi

sonuglari gorsel olarak sunumunu igermektedir.

3.8. Renk Giderimi

Tam faktoriyel tasarimina gére yapilan deneysekmalar cercevesinde optimum
kosullarin belirlendgi aralikta olana agregat ile 281 hazirlanan boya ¢ozeltisinden
10 ml ahlnarak ¢o6zeltinin icerisine daldirilanregpt ile spektrofotometreden 616
nm ‘de ve belli zaman dilimlerinde alinan 6lcimgederi ile renk gideriminin
sgilandgl gozlenmgtir Cizelge 3.6.’'da giderim gosterilmektedir. Bogéazeltisine

agregati daldirmadan 6nce 6lgulen absorbagerda’dir.

Cizelge 3.6. 2%C’'de zamana bali renk gideriminin absorbans dezerlendirilmesi.

Sire (saat) Bekletilen Sire Oda Sicakida % Renk Giderimi

0 saat %0

8 saat %16.5
16 saat %22.2
24 saat %29.4
32 saat %36.6
40 saat %43.9
48 saat %52.6
56 saat %63.5
64 saat %71

72 saat %82.2
80 saat %90.2
90saat %100

Hesaplanan renk giderimleri Reactive Blue 160 emilieyasinin 18 M degerinde
hazirlanan ¢ozeltisinde olculgtir. 616 nm ‘de 18 M cozelti ilk dlcimiinde
agregatsizekilde 1.000 absorbansi kayit edigtini Belli saat araliklariyla yapilan
Olclinler sonucunda bu gerler yizde ifadelere cevrilerek gideriminde ylndanda

godsterimi sunulmgtur.

60



4. SONUC VE ONERILER

Peroksidaz enziminin serbest hali veiyecisiz immobilizasyonu gerceklaerek
olusturulan agregat formu ile yapilan bu galada elde edilen sonuclasagida
sirasiyla sunulmgiur.

Calismanin birinci béluminde farkll sekiz CLEA gturularak gerceklgirilen
taslyicisiz enzim immobilizasyonunun performans giieéelenmgtir. immobilize
enzim gruplarinin tekstil sektérindeki boyali swisterdgi performans gucinin
degerlendirilebilmesi i¢in endustriden temin edilenaReve Blue 160 tekstil boyasi
cOzeltisi ile cagilmistir. Elde edilen sonuglar ¢gyicisiz olarak immobilize capraz
bagli enzim agregatlarinin endustriyel boyutta uygalahrligi acisindan onemli
sonuclara ulglmistir. Tam faktériyel deneysel tasarimda optimumsukiari

salayan agregat yapisinda %100 boya ¢oOzeltisinde gatdeimi sglanmstir.

Ayni zamanda capraz @la enzim agregatlarinin hazirlanmasinda peroksidaz
kullanilmasi ve agregatin hazirlanmasinin da binegisel tasarim modeli ile
optimizasyonu ve enzim boyar maddelerin renk gidegrde kullaniimasi literatire

onemli yenilik katmgtir.

Capraz bgh enzim agregatlari yontemi igin optimum skdlar ; bglangic enzim
derisimi icin 0.06 mg/ml ,¢cokturiict dermi 2 mg/ml , capraz kQgayici dergimi icin
%3 (h/h) olarak bulunnytur.
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