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OzZET

Reaktif boyalar; tekstil endustrisinde parlak renkleri, mikemmel sabitlik dereceleri ve
kolay uygulanabilirlikleri nedeniyle yaygin olarak kullaniimaktadir. Ancak boyama islemlerinden
sonra atiksuda kalan ¢ogu reaktif boya toksik veya kanserojen etkiye sahiptir. Sentetik boyalarin
giderimi igin basvurulan koagulasyon, flokllasyon, adsorpsiyon, oksidasyon gibi fizikokimyasal
ve elektrokimyasal metotlarin zaman ve maliyet alici 6zellikleri ile birlikte istenilmeyen yan
Urdnlerin olusumlari, biyolojik veya enzimatik tekniklerle c¢alisan arastirmacilari tehlikeli
boyalarin giderimi konusunda cgalismaya yonlendirmistir. Sentetik boyalarin dekolorizasyon ve
giderimi icin enzimatik yontemlerin uygun maliyetliligi, toksik olmayan metabolitlerin Uretimi ve
ihmli sartlar gerektirmesi (sicaklik, basing ve pH) gibi avantajlari nedeniyle fizikokimyasal
tekniklere kiyasladiginda daha fazla tercih edilen c¢evre dostu proseslerdir. Son yillarda,
atiksulardan boyar madde gideriminde biyolojik olarak aritiimasina iliskin arastirmalar artmistir.

Bu calismada kitosan (Kit), indirgenmis grafen oksit (RGO), manyetit (FesO,),
glutaraldehit ile modifiye edilerek Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe3;O, boncuklari elde edildi. Kitosan
kompozit boncuklarin IR, SEM, XRD, TGA ve VSM cihazlarn kullanilarak karakterizasyon
calismalari yapildi. Trametes versicolor (EC 1.10.3.2.) lakkaz enzimi kitosan kompozit
boncuklar Gzerine immobilize edildi ve immobilizasyonunda en iyi aktivite gosterdikleri kosullar
(pH ve sicaklik) belirlenerek kinetik parametreleri (Ky, Vmax, Ea) bulundu. immobilize lakkaz
orneklerinin termal kararlliklari, depolama kararliliklari, inhibitor etkisi ve organik solventlere
karsi stabilitesi arastirildi ve sentetik tekstil boyasi olan Reaktif Mavi 21 (RM 21)’ i igceren sulu
¢ozeltiden giderimi incelendi.

immobilizasyon verimleri ve gram taslyici basina elde edilen enzim aktiviteleri, taglyici
olarak Kit-RGO kullanildiginda sirasiyla % 55.29 ve 2.372 U g, Kit-RGO-Fe;0, kullanildiginda
ise % 57.07 ve 250 U g'1 olarak hesaplandi. Serbest lakkaz igin optimum pH 4.0, immobilize
enzimleri i¢in optimum pH 5.0 ve optimum sicakliklar ise 40 °C olarak belirlendi. Organik
solvent, inhibitor, termostabilite ve depolama c¢alismalari sonucunda immobilize enzimlerin
serbest enzime gore daha kararli ve daha az inhibe oldugu bulundu.

Calismada, etkili bir boya giderimi icin pH, reaksiyon siresi, enzim immobilize boncuk
miktari, iyonik siddet etkisi, boya konsantrasyonu ve sicaklik gibi farkli parametrelerde enzimatik
boya giderimi incelendi. Ayrica muamele edilmis boya ¢ozeltileri ile fitotoksisite galigmalar
yapildi. Artan immobilize enzim miktari ve reaksiyon siresi ile boya gideriminin arttigi goéraldi.
Oda sicakliginda 1 saatlik inkiibasyon sonrasinda Kit-RGO (izerine immobilize enzim igin ylizde
boya giderim degerinin % 80 ve Kit-RGO-Fe;04 boncuklar Gizerine immobilize enzim igin ise %
85 olarak hesaplandi.

Anahtar kelimeler: Lakkaz, immobilizasyon, Kitosan, Boya giderimi
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ABSTRACT

Reactive dyes are widely used in textile industry due to their bright colors, excellent
colorfastness and easy applicability. But most of the reactive dyes, which remain in the waste
water after dyeing process, have toxic and carcinogenic effects. Time and cost consuming
characteristic of physicochemical methods like coagulation, flocculation, adsorption, ion-
exchange, oxidation and electrochemical methods applied for removal of synthetic dyes
together with generating undesirable by-products prompts researchers to study on biological or
enzymatic techniques for removal of hazardous dyes. Supplying much more eco-friendly
process due to production of non-toxic metabolites and requiring mild conditions (temperature,
pressure and pH) in comparison with physicochemical techniques and being cost-competitive
are some advantages of enzymatic methods for decolorization and removal of synthetic dyes. In
recent years, the researches related to utilization of the biological treatment to remove dyes
from waste water have increased.

In present work, chitosan (Kit) was modified by reduced graphene oxide (RGO),
magnetite (Fe;O,) and glutaraldehyde (GA) and obtained Kit-RGO and Kit-RGO-Fe3z0,4 beads.
Chitosan composite beads were characterized by IR, SEM, XRD, TGA and VSM. Laccase from
Trametes versicolor (EC 1.10.3.2.) were immobilized on chitosan composite beads and the
conditions in which immobilized laccases showed their maximum activities (pH and
temperature) and the kinetic parameters (Ky,Vmax,Ea) were determined. The thermal
stabilities, storage stabilities, effect of inhibitors and organic solvents stabilities of all
immobilized laccase preparations were researched and synthetic textile dye, reactive blue 21
was removed by immobilized laccases from aqueous solutions.

The immobilization yields and the activities per gram carrier were calculated 55.29 %
and 2.372 U g for Kit-RGO, 57.07 % and 2.50 U g™ for Kit-RGO-Fe;0,, respectively.Optimum
pH was found as pH 4.0 for free laccase and found as pH 5.0 for immobilized enzyme, and
optimum temperature was found as 40 °C for free laccase and for immobilized enzyme. As a
result of the organic solvents studies, thermal stabilities, storage stabilities, effect of inhibitors
immobilized laccases were found to be more stable and less inhibited than free laccase.

In this study, for effective dye decolorization various parameters such as pH, incubation
time, the amount of beads, ionic strength, dye concentration and temperature were investigated
on enzymatic decolorization. Furthermore, phytotoxicity was performed using decolorized dye
solution. As the concentration of incubation time and the amount of enzyme-immobilized
enzymes was increased, the decolorization rate of dye also was increased. At room
temperature, during 1 hour incubation decolorization rate were calculated as 80 % and 85 % for
immobilized laccase on Kit-RGO and Kit-RGO-Fe;0, beads, respectively.

Key words: Laccase, Immobilization, Chitosan, Dye decolorization
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1. GIRIS

Enzimler biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canliliga zarar vermeyecek ilimli
kosullarda gergeklesmesini sadlayan ve protein yapisinda olan 6zel biyokatalizérlerdir [1]. Batuin
proteinler gibi enzimlerin de monomeri, amino asitlerdir. Canli organizmalarin hayatsal
faaliyetlerini gergeklestirmeleri igin gerekli pek ¢ok biyokimyasal reaksiyonlardan sorumludurlar
[2]. One c¢ikan avantajlar yiiksek katalitik etkinlikleri ve sahip olduklari dzgulliikleri sebebiyledir.
Enzimler sadece reaksiyonlara karsi dedil substratlarina karsi da yuksek 6zgullik
sergilediklerinden istenilen tek bir son Grlnlin olusumunu sadlamakta ve gereksiz yan Grunlerin
olusmasini engellemektedirler. Bunlara ek olarak enzimler, katalizienmemis reaksiyonlara
kiyasla reaksiyon hizini 107-10'° kez arttirirlar. Katalizledikleri reaksiyonlar arasinda, mevcut
organik kimya metotlariyla ulasilamayan, kompleks kimyasal transformasyon reaksiyonlari da
vardir. Bu durum enzimleri biyoteknolojik kullanimlar igin son derece dnemli kilmistir [3]. Tim bu
Ozelliklerinde dolayr 1960’lardan bu yana enzimlerin endustriyel kataliz olarak kullanimlari artan
bir ivmeyle yayginlagsmaktadir [1,4]. Enzimlerin enduUstriyel amagh, analitiksel amagli, tipta

teshis, tedavi ve ilag tasarimi amagh kullanimlarida genis uygulama alani bulmaktadirlar [1,5].

Cevre boyutu ele alindidinda enzimlerin protein yapida olmalari biyolojik olarak
bozunmalarina olanak tanir ve atik yonetimini kolaylastirir. Ginumuzde kullanilabilir durumda
olan tatli su kaynaklari, gesitli sebeplerden dolay hizla kirlenmekte ve giderek azalmaktadir.
Hizla artan nulfus, kentlesme, sanayilesme ve gelisen teknoloji ile birlikte her gin yeni kirlilik
cesitleri gindeme gelmektedir. Kentsel ve kanalizasyon atiksularinin yani sira endustriyel
atiksulari da ylizey suyu kaynaklarini etkileyen en dnemli etmenlerdir. Ozellikle tekstil, kozmetik,
boya, kagit, deri, gida, plastik vs. gibi birgok endustriyel atiksularin neden oldugu organik
(proteinler, karbonhidratlar, yag, gres, surfaktanlar, fenoller, pestisidler, klorlu bilesikler vb.),
inorganik (krom, ginko, kursun, nikel, bakir, arsenik, civa, antimon, kadmiyum vb.) ve gesitli
boyar madde Kkirlilikleri insan saghgini ve ekolojik dengeyi tehdit etmektedir. Bu nedenle
endustriyel atiklardan bu tur kirletici maddelerin uzaklastiriimasi oldukga 6nemlidir [6]. Mevcut
atiksu sistemleri ise, bu tip atiklardan inatgi boyar maddeleri ve diger organik kalintilari

tamamen uzaklastirmakta yetersiz kalmaktadirlar.

Boyama atiksularinin aritiimasi, adsorpsiyon, koagulasyon, oksidasyon, filtrasyon ve
iyonlagtirici radyasyon gibi kimyasal ve fiziksel yontemler gerektirmektedir. Bu ydntemlerin
tuma farkli renksizlestirme yetenegine, sermaye maliyetine ve operasyon hizina sahiptir. Bu
yontemler arasindan koagilasyon ve adsorpsiyon yaygin olarak kullaniimaktadir. Ancak bunlar

blylk miktarlarda atiga yol agmaktadir. Biyolojik yontemler, tekstil endulstrisi igin Onerilen



fiziksel ve kimyasal yontemlere karsin maliyetinin disuk olmasi, az ¢camur olusturmalar veya
alici ortamlar icin daha az zararli yan Urdnlerin olusmasi gibi 6zelliklerinden dolay tekstil

endustrisi atiksularinin aritimi igin ideal ¢6zUm olarak kabul edilmektedirler.

Son yillarda, biyoteknoloji alaninda 6zellikle atiksularin aritiimasi konusunda pek ¢ok
calismalar yapilmaktadir. Atik ve ¢evre biyoteknolojisinin en dnemli amaglarindan birisi atiklarin
iceriginin doganin 6zumleyecegi dizeye indiriimesidir. Normalde kullanilan aritim sistemleri
dogadakilerin modifiye seklidir. Biyolojik olarak aritim da bunu hedefler. Clnki dogada
mikroorganizmalar belirli bir hizda organik molekdlleri yikarlar [7]. Tekstil boyalarinin enzimatik
olarak pargalanmasini veya renk giderimini saglayan yaklagsimlarda ise genellikle lignin
peroksidaz (LiP), mangan peroksidaz (MnP) ve lakkaz gibi ligninolitik enzimlere dayanmaktadir.
Lakkaz enzimleri LiP ve MnP enzimlerine gore blylk oranda pargalanmayan cevresel
kirliliklerin yani sira hem fenolik hem de fenolik olmayan lignin esasli bilesenleri
yukseltgeyebilme yetenekleri nedeniyle oldukga ilgi gcekmekte ve bu avantajlari sayesinde de
pek ¢ok endustriyel ve biyoteknolojik silreglerde kullaniimaktadirlar. Bu uygulamalarin
baslicalari kagit, seliloz, tekstil ve petrokimya sanayilerinin neden oldugu atiklarin
detoksifikasyonu, nanobiyoteknoloji, medikal teshisler ve topraktaki herbisit, pestisit ve bazi
maddelerin temizlenmesidir [8]. Lakkaz enziminin ginimizde kullaniimakta olan sentetik tekstil
boyalari da dahil olmak Uzere oldukga genis bir cesitlilikteki boyalari pargalayabilme
yetenedinden dolayl enzimatik boya giderme islemlerinin gelistiriimesinde cazip bir ¢ézim

olarak gorulmektedir.

1.1. Enzim immobilizasyonu

Enzimler, canh hicreler tarafindan metabolik reaksiyonlarini devam ettirebilmek icin bol
miktarda sentezlenirler. Bir canh hicreden enzimin izolasyonu ve saflastinimasi iglemleri
oldukca pahali proseslerde yapilmaktadir. Bu nedenle enzimler pahali materyallerdir. Ayrica
suda ¢ozlinen ve ¢ozeltide serbest halde hareket edebilen enzim molekiillerinin katalizor olarak
kullanildigi reaksiyon ortamindan aktivitesini yitirmeden c¢ikarabilmesi olanaksiz oldugundan
enzimin yeniden kullaniimasi da s6z konusu degildir. Reaksiyonun istenilen anda durdurulmasi
igin inhibitér katilmasi dusindlebilir. Ancak, serbest enzim tarafindan kirletiimis olan reaksiyon
rinlerine bdylece yeni bir kirlilik unsuru eklenmis olacaktir. Uriin veya Urinlerin bu Kirlilik
unsurlarindan aritilmasi maliyeti ¢ok artirmaktadir. Bu ise enzimlerin spesifik ama o dlglde
pahall katalizér olmalari nedeniyle maliyeti yikselten énemli bir etmendir [1,5,9]. Bu nedenle
enzimler, suda ¢6zinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak baglanarak, suda
¢bzinmeyen urlin veren bir kopolimerizasyona enzim molekllinin monomer olarak

katilmasiyla veya suda ¢éziinmeyen mikrokapstullerde tutuklamakla immobilize edilirler [1,9,10].



Enzim immobilizasyonu terimi, enzimlerin fiziksel olarak belirli bir yere yerlestiriimesi
veya hapsedilmesinin yaninda katalitik aktivitelerinin de korunmasi, bu sayede de tekrarlanabilir
ve slrekli uygulanabilir olmasini saglamak olarak ifade edilebilir [11,12]. Tarihte ilk enzim
immobilizasyonu 1916 yilinda Nelson ve Griftin tarafindan adsorpsiyon yontemiyle yapiimistir.
Nelson ve Giriftin sakkarozu hidroliz etmek icin maya invertazini mangal kémuriine adsorbe
etmislerdir. immobilize enzim sistemlerinin pratik olarak ilk kullanimi ise Grobhofer ve Scheilth
(1954) tarafindan yapilmistir [4,13]. immobilize enzimlerin diger énemli uygulamalarina sekerler,
amino asitler ve ilaglarin endustriyel driinleri 6rnek olarak verilebilir [13]. immobilize enzimlerin
ilk endustriyel kullanimi 1969 yilinda Chibata ve g¢alisma arkadaslari tarafindan Japonya’'nin
Tanabe Seiyaku Limited sirketinde, ‘Fungal Aminoagilazi® (Aspergillus oryzae aminoasilaz) (EC
3.5.1.14) DEAE Sephadex ile iyonik baglanmayla immobilize ederek, N-agil-D,L-amino asitleri
hidrolizle, L-amino asitlere ve N-agil-D-amino asitlere donustirmislerdir. Daha sonra da
immobilizasyon calismalari dinyanin her tarafinda yayginlasmis ve cesitli enzimler degisik

amaglarla immobilize edilmistir [14].

immobilize enzimin serbest enzime ustiinliikleri asagidaki sekilde siralanabilir:
Bircok kez ve uzun stre kullanilabilir,
Serbest enzime kiyasla daha kararlidir,
Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar igin uygundur,
Enzimin kendi kendisini pargalamasi (otoliz) olasihgi azalir,
Cevre kosullarina (pH, sicaklik vb.) kargi daha dayaniklidir,

Endustriyel boyutta dnemli bir ekonomi saglar; Uretim kaybi azalir,

ER: A

Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilirler (sizme, santrifijleme vb.) ve

urinlerin enzim tarafindan kirletiimesi s6z konusu degildir [9,15].

1.2. Enzim immobilizasyon Yéntemleri

Bir enzim immobilizasyon sisteminde temel bilesenler; enzim, matriks ve enzimin
matrikse baglanma yéntemidir. Matriks, kati-faz destek ve tasiyici ile es anlamh olarak kullanilir
[13]. Enzimi baska bir ylizeye immobilize ederken, enzimin katalitik aktivitesinde kayba neden
olmayan, dogal yapisini ya da baglanma bdlgelerindeki reaktif gruplarini degistirmeyen uygun
metodun segilerek, enzim icin en elverigli tasiyici malzemelerin kullaniimasi en énemli noktadir
[16]. Enzimin aktif bdlgesine dair bilgiler bunun saglanmasinda yardimci olacaktir. Enzimin aktif
bdlgesi immobilizasyon sirasinda korunabilir ve korumaya yardimci olan maddeler, daha sonra

aktivite kaybina neden olmadan uzaklastirilabilirler [4].



Kullanilan immobilizasyon teknidi ne olursa olsun immobilize edilen enzimden
beklenilen 6zellikler sunlardir:
# Yiksek saflik,
¥ Yiksek kararllik,
¥ Ekonomik olmasi,
¥ Tekrar kullanilabilirlik,
¥ YUksek Urin yluzdesi,

¥ Reaksiyon kontroliine olanak vermesidir.

GiUndmuzde henuz pek c¢ok biyokatalizér (enzim) icin en uygun immobilizasyon
yonteminin tasariminda izlenecek sistematik bir yéntem bulunmamaktadir. Optimizasyon su an
icin deneme-yanilma yéntemiyle yiritiilmektedir. immobilizasyon tekniginin segimi amaglanan
sonu¢ esas alinarak ve biyokatalizoriin, reaksiyonun ve reaktorin tipi g6z oninde
bulundurularak yapilmalidir. Glinimizde kullanilan immobilizasyon yontemleri ise asagidaki

tabloda g0sterilmistir (Tablo 1). Elbette bu ydntemlerin kombinasyonlari da mimkindir [4].

Tablo 1. Enzim immobilizasyon yéntemileri [5,9,15]

Jelde Tutuklama

Tutuklama Mikrokapstilleme

Lipozom Teknigi

& Cozinmez
€ | . Formda —
% Wvnobilizasyon Capraz Baglama —  Adsorpsiyon
>
&= .
= Enzim S .
o —
= — Baglama Kopolimerizasyonu lyonik Baglama
8 [
= _| Ultrafiltrasyon Tasiyiclya Baglamap=+— Selat Baglama
£ Membranlari
i
E | || Cozinen Formda| | |  Hollow-Fiber | Kovalent Baglama
E Immobilizasyon membranlar
Biyospesifik
Cozlnen- 1l Baglama
¢ozlnmeyen
Enzimler

Buna gore immobilizasyon yontemleri; ¢6ziinmez formda immobilizasyon ve ¢ozunur

formda immobilizasyon olmak uzere iki ana gruba ayrilir [5].



1.2.1. Goéziinmez Formda immobilizasyon Yéntemleri

Coézunmez formda immobilizasyon ydntemleri baglama ve tutuklama olarak ikiye

ayriimaktadir.

1.2.1.1. Baglama Yoéntemleri

Baglama yontemi; capraz baglama, enzim kopolimerizasyonu ve tasiyiciya baglama
olmak Uzere Ug gruba ayrilmaktadir.

* Capraz Baglama: Kiigiik molekilli iki veya ¢oklu fonksiyonel gruplari olan reaktifler enzim
molekdilleri arasinda gapraz baglar yapmaktadirlar (Sekil 1.1). En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama
reaktifleri; glutaraldehit, klorformat ve karbonilimidazol, heterosiklik halojendrler, bioksiranlar,
gliserol poliglisidil eter, divinilstilfonlar, p-benzokinon, gegis metal iyonlari ve epiklorohidrinlerdir
[5,17]. Genellikle pahal olmadigi ve ticari olarak kolay bulundugu bulundugu igin glutaraldehit

capraz baglama reaktifi olarak kullaniimaktadir.

Intermolekiillerin
fapraz baZlanmasi ‘\’
* —"
Capraz Baglayici

Intramolekiillerin
apraz Baglanmasi

Sekil 1.1. Capraz baglama ile immobilizasyon [1]

* Enzim Kopolimerizasyonu: Enzimler monomerlerden biri gibi davranarak matrikse
baglanmaktadir. Yontem polimer matrikse tutuklanmaya benzemekle birlikte enzim kagisinin

Onlenmesi gibi Usttinligu vardir.



* Tasiyiciya Baglama: Molekil ylzeyindeki fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ve hidrofobik
bdlgeler bu baglamada rol aldigindan enzim molekilinin yapisindan yararlanilir. Enzim
immobilizasyonunda dogal veya sentetik birgok organik ve inorganik materyal kullaniimaktadir.

Tasiyici membran, suda ¢éziinmeyen kati veya polimer olabilir.

Tasiyiciya baglama ydntemleri; iyonik baglama, biyospesifik baglama, adsorpsiyon,

selat baglama ve kovalent baglama olmak izere bes gruba ayrilr.

X lyonik Baglama: Bu yéntem, iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢éziinmeyen tasiyicilara
enzimin iyonik baglanmasi temeline dayanir. Bazi durumlarda iyonik baglama yaninda fiziksel
adsorpsiyon da etkili olmaktadir (Sekil 1.2). iyonik baglama c¢ok yumusak kosullarda
gerceklestiginden enzimin konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklige neden olmaz.
Ancak enzim ile tasiyici arasindaki bag kovalent bag kadar gigli olmadigindan enzim kagisi

sOz konusudur.

9 |9

iyonik baglama (D-(+)-—()-En iyonik baglama (D-(+)—(-)-En

Biyospesifik baglama Adsorpsiyon Selat Baglama

Sekil 1.2. iyonik baglama, biyospesifik baglama, adsorpsiyon ve selat baglama ile ilgili sematik

gosterim (D: Destek, En: Enzim) [5]

3¢ Biyospesifik Baglama: Enzimler ile antikorlar ve lektinler arasindaki biyospesifik etkilesimden

yararlanarak enzim immobilize edilebilir (Sekil 1.2).

€ Adsorpsiyon: Enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en basit yontemdir. Yéntem
yuzey aktif, aktif karbon, gbzenekli cam, kul, silikajel, CaCOj, nisasta, gluten gibi suda

¢bziinmeyen bir adsorbanin enzim c¢odzeltisi ile karigtirilmasi ve enzimin asirisinin iyice



yikanarak uzaklastirimasi temeline dayanir. Enzimin tasiyiciya baglanmasinda etkin olan van

der Waals kuvvetleridir (Sekil 1.3).

'\’#__..

8 o —

() \
. . Destel

Iﬂ

Sekil 1.3. Enzimi destege adsorpsiyon yontemiyle baglama [1]

X Selat Baglama: Bu yontemde, destek katisinin yizeyini aktiflestirmek ve enzimi destek
materyaline baglamak igin gecis elementleri Titan (lll), Titan (1V), Zirkonyum (1V) kullanilir (Sekil
1.2).

3¢ Kovalent Baglama: Enzimin suda ¢6ziinmez bir tasiyiciya kovalent baglarla baglanmasi
esasina dayanir. Bu immobilizasyon teknidi genellikle enzim ve tasiyici arasinda en gugli
baglari sagladigindan yaygin olarak kullaniimaktadir. Bundan dolayl kullanilan matriksten
enzimin sizintisi kovalent baglanmig immobilize enzimler ile siklikla minimuma indirilmis olunur.
Kovalent baglama ydntemi, enzim immobilizasyonu igin birgok kimyasal reaksiyonlari igerir.
Enzimin ylzeyinde yer alan amino asit artigi ile destek yizeyinde yer alan fonksiyonel grup

B

o)

arasindaki kimyasal bag Sekil 1.4’de gdsterilmistir [5].

>

oo

| Destek

Sekil 1.4. Enzimin destede kovalent immobilizasyonu: (A) Aktif amino asit artigi; (B) Destegin

fonksiyonel bag yapacak grubu; (C) Destek; (D) Ara kol [5].



Kovalent immobilizasyonda rol oynayan amino asit artiklari Sekil 1.5’de gosterilmistir.

Sistein, lisin, tirozin ve histidin artiklari en aktif yapilar olarak degerlendirilebilir [4].

(Arg, -) (i«fls. ++)

(N-terminal, +)
OH
OH

( Karbohid., )

(Asp, +)

Tr. - Gl +
(Tye, ) HO C j e (Glu, +)
OH
(C-terminal, +)

NH

(Trp, -)

Sekil 1.5. Reaktif amino asit artiklari: (+) enzim immobilizasyonunda sikga kullanilir; (-) enzim
immobilizasyonunda sik kullaniimaz; () enzim immobilizasyonunda c¢ok sik kullaniimaz; (++)

enzim immobilizasyonunda ¢ok sik kullanilir [1,5].

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicinin fiziksel ve kimyasal ozellikleri
immobilize enzimin performansini (6rnegin aktivitesini, segciciligini, kararliigini) dogrudan
etkilemektedir. Segilen tasiyicilar reaktif degillerse yardimci bir reaktif ile aktiflestiriimesi gerekir.
Aktiflestiriimis desteklere enzimlerin immobilizasyonunda duisik immobilizasyon etkinligi ve

enzim kararliliginda artis veya azalis meydana gelebilmektedir [1,5,15].

Baglanmada yer alabilecek fonksiyonel gruplar asagida listelenmistir [9]:
Amino grubu
Karboksil grubu
Sdlfidril grubu
Hidroksil grubu
imidazol grubu
Fenolik grup
Tiol grubu
Treonin grubu

ER T

indol grubu



Ardindan c¢apraz baglayici bir ajan, enzimin fonksiyonel bir grubuyla aktivite edilmis

tasiyictyr  baglamak icin kullanilir. Tasiyici Uzerindeki fonksiyonel grubun tanitiimasi

gerekmektedir. Bunun igin fonksiyonel monomerlerle kopolimerizasyon ya da polimer tipi

reaksiyon kullanilir. Bu amagla kullanilan yontemlerin baslicalari Sekil 1.6°da verilmisgtir.

ER A

¥

Chy— CH.—CHy I COOH + RN = C = NR " - CHO Wi~ ~ OBl —
(% | =
Epoksidasyon Karboimid Silanizasyon
Metodu Mietodu Mletodu
L
LR
NH o+ D= H = CHCH = C=0 = < "‘ H+C l N r [l.
D+ -3 -LCH: - -
H H i | |
Glutaraldehit Siyanojen Tresil Klorid
(Capraz Bromid Mietodu
Baglama)

L

Sekil 1.6. Fonksiyonel monomerler

Destege kovalent bagli immobilize enzimin performansini etkileyebilecek dzellikler:
Enzim ybénlenmesi,
Kimyasal bagin yapisi,
Enzimin baglanma ortaminin ézellikleri,
Enzim ve destek arasinda olusan bagin sayisi,
Destegin yluzeyindeki ya da destegin igindeki enzim dagilimi,
Destegin fiziksel 6zellikleri (g6zenek blyUklugl, gegirgenligdi, sekli vb.),
immobilizasyon sirasinda ya da immobilizasyon sonrasinda enzimin konformasyonu,

Destegin kimyasal yapisi (yapinin kimyasal bilesimi, aktif fonksiyonel gruplar, aktif olmayan

fonksiyonel gruplar)'dir.

3
¥

Kovalent bagla immobilize edilen enzimler su avantajlara sahiptir:
Olusan siki bagd sonucu, kullanim asamasinda sizinti ya da pargalanmayla karsilagsiimaz,

immobilize edilmis enzim substratia gok kolay baglanti kurabilir ¢iinkii enzim destegin

yuzeyinde tutturulmustur,

¥

Enzim molekllleriyle destek madde arasindaki glgli etkilesim nedeniyle g¢ogunlukla isi

kararhihdinda bir yukselis gorulebilir.
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Diger yandan kovalent bagin dezavantajlari ise:
¥ Destekler genellikle yenilenebilir degildir,
¥ immobilizasyonun optimum kosullarini bulmak zordur,
¥ Enzim molekdllerinin aktif yapisi kismi modifikasyonlarla bozulabilir,
¥ Enzim molekulleriyle destek arasindaki kuvvetli etkilesimler, enzim molekiillerinin serbest

hareketini engelleyebilir ve bu da enzim aktivitesinde bir azalmaya yol acar.

1.2.1.2. Tutuklama Yontemleri

Tutuklama ydnteminde, enzim moleklllu belirli bir mekanda durmaya zorlanmaktadir.
Enzim bulundugu cevreden disariya ¢ikamaz. Bu islem polimer matriks igindeki kafeslerde
gerceklestirilebilecedi gibi yari gegirgen membranlar iginde mikrokapsilleme ve miseller ile de
gerceklestirilebilir. Bu yontemi, kovalent baglama ve c¢apraz baglama ile immobilizasyondan
ayiran en énemli 6zellik enzim molekulunuln fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya

baglanmamis olmasidir (Sekil1.7).

Enzim

Jel pézeltist

Sekil 1.7. Enzim tutuklama yontemi ile immobilizasyonu [1]

Tutuklama yontemi; polimer matrikste tutuklama, mikrokapsiilleme, lipozom teknigi

olmak Uzere Uge ayrilir.

* Polimer Matrikste Tutuklama Yontemi: Yiiksek derecede gapraz bagli bir polimerin enzim
cOzeltisi icinde olusturulmasi temeline dayanir (Sekil 1.8). Polimerlesme sonucu enzim
molekilleri ¢apraz bag aglari arasinda tutuklanmakta ve bdylece ana ¢ozeltiye gegmeleri
engellenmektedir. Bu amagla en ¢ok kullanilan polimer N,N’-metilenbisakrilamid ile ¢apraz

baglanmis poliakrilamiddir.
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Sekil 1.8. Enzimin polimerler arasinda tutuklanmasi [1,5]

#* Mikrokapsilleme Yontemi: Enzim molekdllerinin  yari gegirgen bir membran iginde
tutuklanmasi esasina dayanir (Sekil 1.9). Yar gegirgen membranin gézenek g¢aplari; substrat
molekdllerinin kapsdul igine girisine ve urin molekdllerinin disarn ¢ikisina olanak verecek bir
buyiklikte olmalidir [1]. Mikrokapsdllerin biyukligu 1-100 p arasinda degismektedir.

Giozenek '
(19
—-—

Substrat J“

Kiresel
metnbrat

Sekil 1.9. Mikrokapsilleme ile enzim immobilizasyonu [1,5]

* Lipozom Teknigi: Sivi-ylizey yapici membran temeline dayanir (Sekil 1.10). Yontemin en
dnemli Ustiinligl; sireksiz, déniisimlii ve tamamen fiziksel olusudur. Onemli sakincalari ise;
substrat ve Uriiniin membranda gegisinin ¢dzinurlige bagimli olmasi, iglem sirasinda enzimin

inaktive olmasi ve sivi olan membrandan enzimin kagma olasiligidir.
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Sekil 1.10. Enzimlerin immobilizasyonu igin lipozom kapstl [1,5]

1.2.2. Géziiniir Formda immobilizasyon

Cozunlr formda immobilizasyon yontemi enzimin herhangi bir tasiyiciyla fiziksel veya
kimyasal etkilesiminden ¢ok, yari gegirgen bir zarla gevrelendigi ve enzime genis bir hareket
alaninin saglandigi bir yéntemdir. Yari gecgirgen 6zellik gosteren oyuk elyaf membranlar ve
ultrafitrasyon  membranlarin  kullanimi  enzimlerin  ¢6zinir formda immobilizasyon
yontemlerinden biridir. Bu immobilizasyon yontemi higbir kimyasal bilesigin veya teknigin
kullanilmasinin gerekmedidi son derece kolay bir yontemdir. Oyuk elyaf membranlar ile
ultrafiltrasyon membranlari enzimi gegirmezken substrat ve Grinln gegcisine izin verir. Ayrica
mikroplarin enzime ulagsmasini engelleyerek koruyucu etki gésterirler. Enzim tasiyiciya herhangi
bir bdlgesinden baglanmadidi i¢in molekiller geometrisi, esnekligi ve dolayisiyla katalitik
etkinligi degismez, ancak substratin membrandan gegip enzime ulagsmasinda kisitlamalar bu
yontemin en 6nemli dezavantajlarindan birini olusturur. Substrat molekilli ne kadar kiglkse
membrandan gegisi o denli kolay olacagindan enzimin etkinligi de o oranda artacaktir. Enzimler
¢OzUnur formda kullanilmadan énce disik veya yuksek molekil agirlikh bilesiklerle kimyasal
olarak modifiye edilerek daha kullanigli ve kararli hale getirilebilirler [1,5,15].

A

Faz J —— 9 Dispersiyon
Faz

v

Srayizey (o1vl membrar

Sekil 1.11. C6zunur formda immobilizasyon [1]
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1.3. Enzim immobilizasyon Yéntemlerinin Kiyaslanmasi

Enzimlerin ¢coguna uygulanabilen ¢ok sayida immobilizasyon teknikleri gelistiriimesine
karsin, enzimlerin bilesenlerinin ve kimyasal Ozelliklerinin oldukga genis, drtnlerin ve
substratlarin farkh ézelliklerde olmalari nedeniyle bitiin enzimler veya uygulamalar i¢in gegerli
tek bir yontem belirlemek mimkiin degildir. Bu nedenle immobilizasyonu distnilen her farkl
enzim icin ve her farkh durumda bir veya birkag degisik yontem onerilebilir. Tablo 2'de

immobilizasyon ydntemlerinin kiyaslanmalari gésterilmistir [5].

Tablo 2. immobilizasyon yéntemlerinin kiyaslanmasi [5,15]

Karakteristik Fiziki iyonik Selat veya Kovalent

Adsorpsiyon Baglanma Metale Baglanma
Baglanma
Hazirlama Kolay Kolay Kolay Zor

Baglanma Giicii Zayif Orta Orta Guglu
Enzim Aktivitesi Orta Yiksek Yiksek Yiksek
Destegin Tekrar Kullanilabilirligi MUmkdin Mimkun Mimkun Nadiren
immobilizasyon Maliyeti Dislk Dislk Orta Yiksek
Kararlilik Dusuk Orta Orta Yuksek

Genel Uygulanabilirlik Evet Evet Evet Hayir

Enzimin Mikrobiyal Ataklara Karsi Hayir Hayir Hayir Hayir

Korunabilmesi

Bahsedilen tim immobilizasyon ydntemlerini bir arada degerlendirmek gerekirse,
adsorpsiyon kolay ve ucuzdur ancak g¢ogunlukla kararli degildir ve geriye déniisim gdzlenir.
Tutuklama ve mikrokapsulleme ydnteminde ise diflizyon problemleri gdzlenir. Enzimin kovalent
baglanma ile bir tasiyiciya baglanmasi endistriyel agidan en cazip yontem olarak 6ne
cikmaktadir. CUnku kovalent baglanma &zellikle ¢apraz baglanma ile birlikte uygulandiginda
etkili ve kararlidir. Capraz baglama ajani olarak da en iyi sonuglar glutaraldehit ile yapilan
calismalarda elde edilmigtir. Kovalent baglanmanin uygulanacadi tasiyiciya ait de gunumuze
kadar pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Organik ya da inorganik, dodal ya da sentetik pek cok madde

denenmis ve kitin ve kitosan i¢lerinde en 6n plana gegen iki malzeme olmustur [4].

1.4. Enzim immobilizasyonunda Kullanilan Tasiyicilar

ideal bir tasiyici genel olarak; ucuzluk, zehirsizlik, hidrofiliklik, biyolojik uygunluk,

mikrobiyal ataklara karsi ve basinca karsi fiziksel direng, enzimin segciciligini arttirma, drin
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inhibisyonunu dugtrme gibi 6zelliklere sahip olabilmelidir. Tasiyicinin fiziksel O6zellikleride
(ortalama tanecik c¢api, sisme davranisi, mekanik diren¢g ve basing altindaki davranigi)
immobilize enzimlerin performansini son derece etkilemektedir. Tasiyicilar kimyasal
bilesimlerine gore organik veya anorganik olarak siniflandirilabilirler (Tablo 3). Inorganik
tastyicilarin  pek ¢ok avantajlarina ragmen (6rnegin fiziksel, kimyasal veya mikrobiyal
indirgemelere karsi yilksek stabilite), pek ¢ok endistriyel uygulamalarda organik tasiyicilar

kullanilir [13]. Organik tasiyicilar dogal ve sentetik olarak alt gruplara ayrilirlar.

Tablo 3. Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilar [13]

[Organik J

*Dogal Polimerler

Polisakkaritler, Selliloz, Dekstran, Agar, Agaroz, Kitin, Alginat
Proteinler,Kolajen, Albumin

Karbon

*Sentetik Polimerler

FPolistiren

Diger polimerler: poliakrilat, polimetakrilat, poliakrilamitler,poliamitler, wvinil ve allil
polimerler

[[norgan'[k J

*Dogal mineraller: Bentonit, Silika

*Cam(gbzeneksiz ve kontrol edilmis gtizenekli), metaller, metal oksitler

1.4.1. Kitin ve Kitosan

Deniz Urunleri Ureten sirketler tarafindan buylk miktarda yenge¢ ve karides kabuklari
degerlendiriimeden cevreye atilmaktadir ve bu kaynaklara ait atiklar yillik 1.2 milyon tondan
fazladir [18-20]. Ozellikle son yillarda atiklarin yeniden degerlendiriimesinin giindeme
gelmesiyle birlikte, kabuklu su urinlerinin yenebilir kisimlari ayrildiktan sonra kalan bu atiklar
curimeye birakilmak yerine, kimyasal veya biyolojik ydntemlerle yeniden degerlendiriimektedir.
Bu sekilde elde edilen Uriinlerin basinda kitin ve baslica tlrevi olan kitosan gelmektedir [18].
Yengeg, istakoz ve karides gibi deniz hayvanlarinin kabuk kismi % 30-40 protein, % 30-50
kalsiyum karbonat ve kalsiyum fosfat ile % 20-30 kitinden olugsmaktadir [21]. Karides kitinlerinde
% 6.29, yengeg kitinlerinde ise % 6.24 oraninda azot bulunmaktadir. Bu azot orani kitini yararli
bir selatlasma (metal tutma) ajani yapmaktadir [22]. Kitin eklem bacakhlarin kitikula
tabakasinda, ayrica bazi fungi ve mikroorganizmalarin hiicre duvarlarinda bulunur, kararhlik ve

dayanikhginin temelide buradan gelir [4,9,13].
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Dogada selilozdan sonra en ¢ok bulunan ikinci biyopolimer olan kitinin yapisinda,
sellilozun 2. karbonundaki hidroksil yerine asetamid (-NHCOCH;) baghdir [19,23-27]. Kitin B-
(1—4) baglari ile bagli 2-asetamido-2-deoksi-B-D-glukoz Unitelerinden (N-asetil-D-glukozamine)
meydana gelir [4,25,27]. Kitosan, kitinin baslica tirevi kimyasal olarak B-(1—4)-2-asetoamido-2-
deoksi-B-D-glikozdan olusan unitelerinden olusan bir kopolimeridir [17,19,23,25,28] (Sekil 1.12).

O O —OH
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-
Selluloz
ey S s
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Kitosan

Sekil 1.12. Kitosan, kitin ve sellilozun yapisi [23,29]

Kitosan, dogal biyopolimer kitinin deasetilasyonu (asetil gruplarinin bir kisminin veya
tamaminin guglu alkaliler ile uzaklastiriimasi) ile elde edilen lineer hidrofilik polisakkarittir
[30,31,32]. Bu nedenle kitin ile kitosan arasindaki temel fark deasetilasyon derecesinden
kaynaklanmaktadir. Prensip olarak amid gruplarinin hidrolizi i¢in asidik ve bazik ortamlarin ikisi
birden kullanilabilirse de, kitindeki glikozit baglarinin hassasiyetinden dolayi asidik hidroliz tercih
edilmemektedir. Asetil gruplarinin uzaklastiriimasi ile kitosanin yapisinda reaktif amino (-NH,)
gruplari ortaya cikar. Sekil 1.13'de kitinin ylUksek sicaklikta (120 °C’de) % 40 NaOH ile
etkilegtiriimesi sonucu deasetillenmis kitosani gdstermektedir Bu serbest amino gruplari
kitosanin fiziksel ve kimyasal 6zeliklerinin temelini olusturmaktadir. Bunun diginda asetilasyon

derecesi biyolojik bozunabilirligi ve immiinolojik aktiviteyi de etkilemektedir [33].
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Sekil 1.13. Kitinin kitosana deasetilasyonu [29]

Kitosanin, kitin ve selllozdan farkli olarak sahip oldugu amin grubu, ¢éziinme sirasinda
protonlanir ve bundan dolayi da kitosan pozitif yiiklenmis olur [34]. Bu 6zellik, kitosanin katyonik
bir polisakkarit oldugunu gosterir [35,36]. Bununla birlikte, kitosanin polikatyonik 6zellige sahip
olmasi, protein, anyonik polisakkaritler (alginat, karregean ve pektin gibi), anyonik
glikozaminoglikanlar, yag asitleri ve fosfolipidler gibi negatif yukli olabilen bilesenlerle kolay bir
sekilde etkilesime girmesini saglamaktadir [25,37]. Kitosan su, alkali ve organik solventlerde
¢oziinmez, etanolde siser ancak amino gruplarinin varligi pH degerinin 6’dan kigik oldugu
organik asitlerin pek gok gozeltilerinde ¢ozinir hale gelir [23,25]. Bu ¢6zUnUrlik, zincir boyunca
tekrarlanan gruplarin dagihmi ile de kontrol edilebilir [24]. Asetik asit ve formik asit, kitosani
¢bzmek igin en ¢ok kullanilan iki asittir. Ayrica nitrik asit, hidroklorik asit, perklorik asit ve fosforik
asit gibi bazi sulu inorganik asitler de ¢ézinme sinirlidir (% 1 hidroklorik asitte ¢dztndr; silfirik
ve fosforik asitte ¢bzlinmez) ancak daha uzun karistirma ve isitmanin ardindan kitosan

cozeltileri hazirlamak icin kullanilabilir [13,24].

Kitosanin kitine gore iki buyuk avantaji bulunmaktadir. Bunlardan birincisi kitini czmek
icin lityum klorir ve dimetilasetamid gibi toksik 6zellikte olabilen ¢dézgenler kullaniimasina karsin
kitosanin seyreltik asetik asit iginde kolayca ¢oziinebilmesidir. ikinci avantaji ise birgok kimyasal

reaksiyon i¢in aktif kisim olan serbest amin gruplarina sahip olmasidir.
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Kitosanin 6zelliklerine etki eden parametreler; deasetilasyon derecesi, molekdl agirhigi,

viskozite, ¢ozunurllik ve renk seklinde siralanabilmektedir.

#* Deasetilasyon Derecesi: Kitin ve kitosan arasindaki temel farkhlik, yapilarindaki asetil
iceriginden kaynaklanmaktadir. “Deasetilasyon Derecesi (DD)” kitinin yapisinda bulunan
aminoasetil gruplarindan asetil grubunun uzaklastiriima derecesidir. Bdylece geride sadece
amin grubu kalmaktadir. Kitosanin deasetilasyon derecesinin, basta ¢ézinme 6zelligi olmak
Uzere birgcok parametre Uzerinde blylk etkisi bulunmaktadir. Kitinin belli derecede
deasetillenmesi (% 60 ve Uzeri) sonucunda “kitosan” elde edilmektedir. Deasetilasyon derecesi
metal iyonlar ile etkilesimlere girebilecek serbest amino gruplarinin oranini kontrol eder.
Kitosandaki amino gruplari kitindeki asetamido gruplarindan daha c¢ok reaktiftir. Amin
gruplarindaki azotun serbest elektron c¢ifti metal iyonlarin adsorpsiyonundan sorumludur.

Kitosandaki amin grubunun pKa degeri 6.2 ile 7.0 arasindadir [33,38].

#* Molekll Agirligi: Kitosanin dogal ve sentetik polimerlere uygulamasinda énemli olan diger bir
parametre de molekll agirhgidir. Kitin ve kitosanin molekudl agirligi, elde edildidi kaynaga ve
Ozellikle deasetilasyon kosullarina (sicaklik, zaman ve NaOH konsantrasyonu) bagl olarak
degismektedir. Ortamda bulunan ¢ézinmus oksijen, kitosanin pargalanmasina neden olmakta
ve molekil agirigini distirmektedir. Diger yandan, ¢ok yiiksek sicakliklar da kitosanin molekiil
agirhigina olumsuz etki etmektedir. Ornegin 280 °C ve lizerindeki sicakliklarda kitosan
parcalanmaya baslamakta, polimer zinciri kopmakta ve bdylece molekil agirligr dismektedir [
38].

* Viskozite: Viskozite, demineralizasyon suresinin artmasi ile diismektedir. Yaklasik 4 °C’de

depolanan kitosan ¢dzeltisinin viskozite agisindan en iyi stabiliteyi gosterdigi gorulmustur [38].

* COzunurluk: Kitin, cok miktardaki molekdl ici ve molekiller arasi hidrojen baglar ile yari
kristalin yapida bir polimerdir. Bu nedenle seyreltik asitlerde ve bircok organik ¢dzgende
¢ozinememektedir. Kitosan, katyonik yapisi sayesinde pH’nin degerinin 6’dan kiguk oldugu
¢ozeltilerde kolayca ¢oOziinebilmektedir. Diger yandan, inorganik asitler igerisinde kitosanin
¢6zunurligu oldukga dusuktir. Kitosanin ¢ézinmesi amaciyla genellikle asetik asit, formik asit
ve laktik asit gibi organik asitler kullaniimaktadir. Bunlar arasinda en ¢ok kullanilan ¢ézgen
asetik asittir [38].

#* Renk: Kabuklu deniz hayvanlarinin yapisindaki pigment, kitin ile kompleks olusturmaktadir
(4-keto ve 3,4,4-diketo-B-keroten turevleri). Toz halindeki kitosan oldukga yumusak olup rengi

aclik saridan beyaza kadar ¢esitli tonlarda degisebilmektedir. Cesitli literatlrlerde, renk giderme
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islemi icin alternatif olarak; KMnO,, NaHSOj; Na,S,0, veya H,O, gibi kimyasallarinda
kullanilabilecegi ifade edilmektedir [38] .

Genel olarak bakildiginda kitosan asagida belirtilen fiziksel 6zeliklerinden dolayi birgok
endustriyel uygulamada kullanima sahiptir [13,20,39]:
3 Toksik degildir, biyouyumludur ve biyobozunurdur,
3 Yenilenebilir 6zelliktedir, bol miktarda bulunmaktadir,
¥ Cozunmesi igin zararli organik ¢ozuculere gerek duyulmaz,
¥ Katyonik polimer olup negatif yiklu ylzeyler ile kolayca etkilesir,
¥ Asit giderici, antitlser, antitimor, antimikrobiyal, antioksidant, antibakteriyel ve antifungal
etki gibi biyolojik etkileri vardir.

1.4.2. Kitin ve Kitosanin Kullanim Alanlari

Kitin ve kitosan tlrevleri hem tek hucreli canlilarda hem de yiksek organizasyonlu
Okaryot organizmalarda enzimatik olarak ykima ugrayabilmektedir. Mikroorganizmalardaki
kitinaz ve kitozinaz enzimleri ile yuksek organizasyonlu canlilarda lizozomal enzimler, kitin ve
kitosani pargalarlar. Kitosanin lizozomal enzimlerin etkisi ile pargalanabilmesi, bu polimerin

farmasoétik alanda kullanimi agisindan buyik 6nem tagimaktadir [24].

Dogal bir polikatyon olan kitosan da diger polikatyonlar gibi mikroorganizmalarin hicre
duvarlarinin yapisinda bozulma meydana getirerek antimikrobiyal &zellik gosterirler.Ornek
olarak kdltur ortami igerisinde % 0.02 kitosan bulunmasi Escherichia coli’ nin gelisimini inhibe

etmistir. Ayni zamanda cesitli bitki patojenlerinin gelisiminide kitosanin varligi durdurmustur [33].

Kitin ve kitosan arasindaki ayrim icin kriter polimerin seyreltik asit icerisindeki
¢ozunurligudar. Kitin az sayida ¢odzliclde ¢Ozinlir ve Kkitini ¢ézmek igin kullanilan g¢ogu
¢ozuculer toksiktir bu nedenle yiyecek endustrisinde kullaniimaz. Kitosan igin kullanilan
¢ozuculer ise genellikle daha givenlidir. Kitosan serbest amin gruplarinin protonlanmasindan
dolayi seyreltik CH3COOH, HCI, HBr, HI, HNO3; ve HCIOte ¢oziinir. Bu ylzden kitosan

yiyecek endistrisinde glivenle kullanilir [22].

Kitosan son yillarda adindan sik¢a bahsedilen diyetetik yardimci maddeler arasinda yer
almaktadir. Sindirim enzimleri tarafindan hidrolize edilememesi, ylksek viskozitesi, jel
olusturma ve yilksek su baglama yeteneg@i gibi nedenlerle bitkisel diyetetik liflere benzerlik
gOstermektedir [13]. Ancak klasik liflerden farklidir. Kitosan midede ¢ézlnerek, intragastrik yag

damlaciklari ile emilsiyon olusturarak pH 6.5-6.8'de ince bagirsakta ¢okmeye baslamakta ve
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bagirsaklarda jel olusturmaktadir. Lipidler olusan bu polisakkarit matriks igerisinde tutunarak

digkiyla birlikte uzaklagsmaktadir.

Gidalarin paketlenmesi igin biyobozunur polimerlerin kullaniimasi ¢evresel ve
fonksiyonel katkilarindan dolayi gittikge artmaktadir. Kitosanin bu amagla da kullanilabilecegi
farkedilmistir. Bu amagla kitosan yaklasik % 2 asetik veya formik asit icerisinde ¢6zulir ve diiz
bir zemin Uzerine dokilerek film olusumu saglanir. Kitosandan hazirlanan filmler dretilen
gidalara, kapsulleme malzemelerine veya paketleme materyallerine uygulanabilir [33]. Bu
filmlerin 6nemli bir 6zellidi oksijene gegirgen olmasidir. Bu nedenle yara iyilesmesi gibi cesitli

biyolojik uygulamalarda kullanilabilmektedir.

Meyve suyu Uretiminde, meyvelerin preslenmesinden sonra olusan bulanikhgin
giderilmesi igin jelatin gibi ajanlar kullaniimaktadir. Kitosan tuzlari glcli pozitif ylkler tagimasi
nedeniyle, meyve suyundaki negatif yikli kolloidlerle elektrostatik etkilesime girerek,
bulanikliga neden olan bu pargaciklarin ¢okmesini saglamaktadirlar. Dolayisiyla kitosan veya

tuzlari etkili durultma ajanlar olarak kullanilabilmektedir [40].

Kitosan sahip oldugu yapisindan dolayi, dispers, direkt, reaktif, asit, vat, sulfur ve naftol
boyalar gibi gok sayida boya sinifina karsi oldukga yiksek bir affiniteye sahiptir. Sadece bazik
boyalar icin kitosan dislk afiniteye sahiptir. Boyalarin kitosan tarafindan emilimi ekzotermiktir,
sicakliktaki artis boya emilim oranini arttirirken toplam emilim kapasitesini azaltir. Ayrica
atiksuyun pH degeride bazi boyalarin kitosan tarafindan emiliminde 6nemli bir faktor olabilir.
Cunklu disUk pH’larda kitosanin serbest amin gruplari anyonik boyalarla etkilesime girecek
sekilde kolayca protonlanir [33]. Bdylece, bu amin gruplarinin protonlanmasi metal anyonlari
veya anyonik boyalarla elektrostatik etkilesimine neden olabilir. Kitosandaki amino gruplari
metal iyonlari ile gugli bir sekilde etkilesim igerisindedir. Aslinda, azot atomlari metal katyonlari
ile reaksiyon verebilen serbest elektron giftlerine sahiptir. Bu sebepten amin gruplari selatlama
mekanizmasi ile metal katyonlarinin tutulmasini saglamaktadir [22]. Bu nedenle atiksularin civa,
kursun ve krom gibi agir metallerden arindiriimasinda kullaniimaktadir [19]. Bu biyopolimer
fizikokimyasal karakteristigi, kimyasal stabilitesi, ylksek reaktifligi, mikemmel selatlama
davranigi ve kirliliklere karsi yuksek seciciligiyle diger biyomateryallere karsi cazip bir alternatif
temsil etmektedir [17]. Olumlu Ozelliklerine ragmen, zayif mekanik dayaniklihk ve yapisal
batinliginin azalmasi kitosanin uygulamalarini sinirlar [41]. Kitosanin modifikasyonlari ile
fizikokimyasal oOzelliklerinin ve bdylece farkh alanlarda uygulamalarinin geligtirilmesi
amaclanmistir. Kitosan yaygin olarak nanomateryalleri disperse etmek igin kullaniimaktadir [31].
Kitosanin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin gelistiriimesiyle etkili bir yaklagsim dolgu organik-

inorganik maddelerin eklenmesiyle kompozitelerinin olusturulmasidir. Bu maddeler Killer,
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hidroksiapatit, metal nanopartiktller, karbon nanotip ve grafen gibi karbon temelli maddeler
olabilir. Karbon nanotiipler (CNT) yapilari ve dikkat g¢ekici 6zellikleri nedeniyle biyopolimer
matriksler icin takviye maddeleri ideal kabul edilmistir. Ancak son yillarda CNT’lerin sentezi
sirasinda olusan yabanci maddelerden kaynaklanan toksikligi, hidrofobik 6zelligi nedeniyle
pargaciklarinin biyolojik ortamda zayif dispersiyonu ve topaklasmasi biyomalzeme olarak
kullanimini kisitlamaktadir. Son zamanlarda grafen nanolevhalarinin biyopolimer kompozit
materyallerinin hazirlanmasinda daha iyi bir dolgu maddesi oldugu disinilmektedir. Ayni
zamanda grafen iyi bir biyouyumluluga sahiptir [43]. Son zamanlarda kitosan ile grafen gesitli
galigmalarda kullaniimaktadir. Ornegin glukoza duyarlilik igin biyonanokompozit film matriksi
olarak, kreatin katkili grafen oksit ile toksik olmayan ve biyolojik uyumlu biyokompozitler
sayilabilir [42]. Bunlara ek olarak, grafen ve kitosan (kimyasal veya kovalent olmayan)
arasindaki gergek bir bag etkilesimide gorlimustir. Bu calismalar suda ¢dzlnebilir kitosana
indirgenmis grafen oksit katkili kullanimini; manyetik kitosana grafen oksit katkili kullanimini;
farkli yontemlerde kovalent fonksiyonlandiriimis grafen oksidin ile kitosan kullanimini;
nanokompozit Uretmek igin grafen oksit ile kitosani giglendirme c¢alismalarinida igerir. Bu
calismalarda kitosanin dogal o6zellikleri ile grafen nano yapilarinin dikkat ¢ekici 6zelliklerini
birlestirilmistir [43]. Kitosan kompozitleri; immobilizasyon ve enzimatik uygulamalar,
elektrokimyasal sensoérler, biyosensorler, adsorpsiyon c¢alismalari, polimerler, kapsilleme ve

kaplama gibi pek ¢ok kullanim alanina sahiptir.

Kitosan ¢apraz baglama ajanlari glutaraldehit, 1,1,3,3-tetrametoksipropan, oksitlenmis
B-siklodekstrin (B-siklodekstrin polialdehit), etilenglikoldiglisidileter, epiklorohidrin,
gliserolpoliglisidileter veya hekzametilendiizosiyanat gibi ajanlari (bi-fonksiyonel reaktifler) ile
reaksiyon verebilir. Glutaraldehitle kitosanin heterojen ¢apraz baglanmasi sonucu 6zellikle amin
gruplarinin sayisinda dusls olur, bunun sonucunda adsorpsiyon kapasitesinde, 06zellikle
selatlasma mekanizmasi vasitasi ile adsorplanan metal iyonlarinin olmasi da bir dislise neden
olur ancak kitosanin ¢éziinmesini engeller. Dider taraftan asetik asit ¢ozeltisinde kitosanin
homojen capraz baglanmasi gerceklestiriimis, Grin c¢oktirilmis ve sonra c¢apraz bagin
absorpsiyon kapasitesini artirdigi gérilmustir. Reaksiyon imin fonksiyonlarini olusturmak igin
kitosanin amin grubu ile ¢apraz baglanma ajani olan glutaraldehitin aldehiti arasinda olusan

Schiff baz reaksiyonu sonucu glutaraldehitle gapraz baglanma meydana gelir [44] (Sekil 1.14).
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Sekil 1.14. Glutaraldehit ile gapraz bagl kitosanin reaksiyon mekanizmasi [44]

Kitosan biyopolimerinin farkl capraz baglayici maddelerle ya da fiziksel modifikasyonlar
ile olusturulan kitosan bazli adsorbentler jeller, membranlar, nanolifler, boncuklar,
mikropartiklller, nanopartiklller tiplerine kadar farkh formlarda kullanim agisindan ¢ok yonli
malzemelerdir [17,29]. Kitin-kitosan tozlari ve tabakalar ticari Grin olarak Sigma-Aldrich ve
Kitosan jel tanecikleri (Chitopearl) Fuji Spinning Co. Ltd. (Tokyo, Japonya), firmalarindan elde
edilebilirler. Farkh formlardaki kitin ve kitosanlar laboratuvar ortaminda uretilmektedir [4,23].

1.5. Grafen

Karbon tabanli maddeler, gruplar ya da molekiller birgok agidan diger maddelerden
farkhdirlar. Bu fark karbon atomunun elektron dagiim semasinda degisik konfigirasyonlarin
kullanilmasinin  mimkin olmasindan ya da diger bir deyisle atomik orbitallerinin farkl
melezlesmesinden kaynaklanir [46]. Elektronik konfigirasyonuna (sp, sp2 veya sps) bagli
olarak, amorf karbon, iki boyutlu grafit veya ¢ boyutlu elmas gibi gesitli allotropik formlar
sergiler [45].



Fulleren

Sekil 1.15. Karbonun allotroplari: Nanotiip (1 boyutlu, sp?), Elmas (3 boyutlu, sp®), Grafit (2
boyutlu, sp?), Grafen (2 boyutlu, sp?), Fulleren (0 boyutlu) [47]

Sekil 1.15°de karbon atomunun en 6nemli allotroplari gériinmektedir. Bu allotroplarin
her birinin detayli bir seklide incelenmesinin sonucunda hepsinin benzen halkali ayni motif
yaplya sahip oldugu anlasiimistir. Linus Pauling 1950’lerde bu allotroplarin yapisini ilk kesfeden
bilim adamidir. Karbon atomlari 2s ve 2p orbitallerinin birlesimi ile 120 derece agcil sp2
melezlesmesi yaparken bosta kalan pz orbitalleri ise grafenin elektronik 6zelliklerini belirleyerek
ona sira digi 6zellikler kazandirir. Saydam olan bu grafen tabakasinin 6zelligi elektrigi ve isiyi
cok hizli bir sekilde iletmesidir. Grafenin yapisi gelikten 6 kat hafif olup, yodunlugu ise 6 kat
daha disUktir. Buna karslilik gelikten 6 kat daha sert ama 13 kat daha fazla esneme yetenegine
sahiptir. Grafenin verilen bir dogrultuda silindirik bir sekilde kivrilmasiyla ve iki uctaki karbon
atomlarinin birbirleri ile bag yapmasiyla elde edilen bir diger karbon allotropu yapilar karbon
nanotuplerdir. Karbon nanotipler bir boyutlu yapilardir. Grafit ise grafen tabakalarinin Ust Uste
gelerek aralarinda zayif van der Waals etkilesimi ile baglanmasi sonucu elde edilen (¢ boyutlu
allotropudur. Bu etkilesim oldukga zayiftir. Kursun kalemi kagida surtiince bu zayif baglar kirilir

ve kagida yayilan grafen ve grafit tabakalar yazi izlerini olusturur.
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Sekil 1.16. Grafitin yapisi [48]

Sekil 1.16°'da da goruldigu Uzere grafit cok tabakal bir yapiya sahiptir. Her bir tabakada
karbon atomlari 0.142 nm (1.42 Angstrom) araliklarla birbirine altigen 6rgi yapisiyla bagli olup
tabakalar arasi uzakligi ise 0.34 nm’dir. Normal sartlarda karbon atomunun en kararli oldugu

durum grafit durumudur [46].

Fulleren Nanotup Grafit

Sekil 1.17. Grafitik formlarin esas yapisi olan grafen [49,50]
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Tdm grafitik formlarin esas yapisi olan grafen, son 4 ila 5 yil icerisinde en heyecan
verici aragtirma konularindan birisi haline gelmistir. Bu iki boyutlu materyal, 6 Gyeli halkayi
olusturan karbon atomlarinin tabakalarini kapsayan yeni bir nanokarbon olusturur [46,49,51].
Grafitin temel yapisi olan grafen, diz bir petek yapisinda dizenlenmis sp2 karbon atomlarindan
olusan bir atomik kalinlikta tabakadir (Sekil 1.17). Grafen ¢ok yiksek mekanik dayanikliliga,
yuzey alanina, termal ve elektriksel iletkenlige sahiptir. Bununla birlikte, grafen hidrofobiktir ve
sonu¢ olarak sadece uygun yilzey aktif madde ilavesi ile polar ¢oziculer icinde kararl
dispersiyonlar elde edilebilir [52]. Grafen Uretimi; mekaniksel eksfoliyasyon, sivi faz
eksfoliyasyonu, termal eksfoliyasyon, elektrolitik eksfoliyasyon, kimyasal buhar biriktirme,
epiksiyel biyime ve kimyasal oksidasyonu gibi cesitli teknolojik  yéntemlerle
gerceklestiriimektedir [41]. Bu teknolojiler arasinda, kimyasal oksidasyon basitligi, ekonomik
acidan kolayhgi ve olgeklenebilirligi nedeniyle en popiler sentez yontemidir. Grafitin kimyasal
oksidasyonu silfurik asit, nitrik asit ve fosforik asit gibi konsantre asitler ile potasyum
permanganat ve potasyum perklorat gibi son derece okside edici maddeler kullanilarak
olusturulmus bir yontemdir. Bununla birlikte oksidasyon basamag grafen oksitin hazirlanmasi
icin genellikle gok mesakkatli basamaktir ve kontrol gerektirir. Bu nedenle grafen oksitin verimli

bir sentezi igin, grafitin eksfoliyasyonu basit bir metot gerektirir [41].
Gunumuzde grafen oksit (GO) Brodie, Staudenmaier ya da Hummer yontemleri ile bu
yontemlerden bazi varyasyonlari kullanilarak grafit oksitin elde edilisi Uzerinden

sentezlenmektedir [53] (Tablo 4).

Tablo 4. Grafit oksit sentezleme yontemleri [53]

+HNO; H:O0 Dagilma

Brodie Yontemi Grafit + KCIO, " + GO
60 °C
Grafit .
Oksit Staudenmaier + H.504HNOs KCIO, H-0 Dagilma
Sante: e e Grafit > » > o GO
Sentez Yontemi 5o

Yonlemler

+H,50, KMnO4 H;O H;O: Dagilma
Hummer-Offeman Grafit E . - . . GO
Yontemi 02C =°C 90°C
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Brodie, grafitin oksidasyonu igin nitrik asit icerisinde potasyum klorati kullanmis ve
tekrarlanan muamelelerden sonra, grafit oksit olarak adlandirilan seffaf pargacikli sari
dispersiyonu elde etmistir. 19. yy'in sonlarinda, Staundenmaier tarafindan iki asamal bir
prosedurle grafit oksiti Gretme yodntemi gelistiriimistir [54]. Staundenmaier ydntemi 60 °C
civarindaki sicakliklarda ayrisan klorindioksit (ClO,)in artan konsantrasyonlarinda olusan
tahmin edilemeyen patlamalarin neden oldugu tehlike minimize ederek buyik olcllerde grafit
oksidin hazirlanmasini mumkun kilmaktadir [54]. Bu yéntemin avantaji sadece hizli olmasi degil
ayni zamanda daha koruyucu olmasidir. Yontemin birinci basamaginda grafite, sulfurik asit ve
nitrik asit ve potasyum kloratin karisimi ile muamele edilmektedir. ikinci basamaginda ise
potasyum permanganat ile oksidasyonu sonucu grafit oksit elde edilmektedir [54]. Dolayisiyla
Staudenmaier yontemi patlamalarin tehlikelerini minimize ederek buyik olgllerde grafit oksidin
hazirlanmasini mimkin kilimaktadir [54]. Hummer'in yontemi ise daha yiksek verimli, daha az
tehlikeli ve daha az zaman tlkettidi icin daha yaygindir. Bu yoéntem grafen tabakalari arasindaki
oksijen molekdllerinin buyik miktarlarda etkilesimine yol acan sulfirik asit ve potasyum
permanganat ile grafitin muamelesini icermektedir [55]. Hummer ve Offeman tarafindan 1958
yillinda geligtirilen bu yontem en 6nemli ve yaygin kullanilan grafit oksit sentez yontemidir
(Hummer yontemi). Bu yontemde grafitin oksidasyonu, grafit tozunun bir kat agirligina muadili
olarak Ug¢ katina denk KMnQO, ve 0.5 katina denk NaNOj'l iceren konsantre H,SO, icerisinde

muamele edilerek gergeklestirilmistir.

Hummer’in yontemi daha 6nceki tekniklere gore en az Gi¢ 6nemli avantaja sahiptir [56]:
¥ Birincisi, birkag saat icerisinde reaksiyon tamamen tamamlanabilmektedir.
% ikinci olarak, patlayici CIOz’nin olusumdan dolayi reaksiyon giivenligi artirmak icin KCIOgz'tin
kullanimi yerine KMnQy4 kullaniimaktadir.
% Uclinciist, dumanli HNO3'Un yerine NaNOgz'in kullanimi ile asit dumanin olusumu elimine
edilmektedir [56].

Grafit oksit
| b '%.'5} ﬂmﬂ"l
Grafit Dkaiday : ge 2l . Grafen oksit
[E— 11 T T \ua,, Ultrasonikasyon

e =G b e\
SEVRAYESAS

Sekil 1.18. Grafitten, grafit oksit ve grafen oksit yapilarina gegisin temsili gésterimi [57]
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Dagilmis (eksfoliye edilmig) grafit oksitin veya grafen oksitin katmanlarinin olusturulmasi
icin grafit oksitte ultrasonik dalgalar yardimiyla gortnur partikili kalmayana kadar muamele
edilir [45,51] (Sekil 1.18).

LAY ni";v"-:""‘"""'
Grafen oksit Grafen

Sekil 1.19. Grafen oksitten, indirgenmis grafen oksit yapisina gegisin temsili gésterimi [57,58]

Eremia ve arkadaslari (2013) calismalarinda, indirgenmis grafen oksitin ylzeyinde
enzim ile agresif etkilesimlere meyili gruplarin daha az olmasi ve yapisinda (grafen ile grafen
okside gore) daha fazla bulunan yapisal bosluklari ile elektron aktarim hizinin ve enzim
yuklemesinin daha iyi olmasi sebebiyle enzim immobilizasyonunda indirgenmis grafen oksitin
daha iyi bir aday oldugunu vurgulamistir [59]. Grafen oksit yapisindan grafene gegis igin cesitli
indirgeme ydntemleri kullaniimaktadir. indirgeme yontemleri arasinda: termal indirgeme,
kimyasal indirgeme, ¢ok basamakli indirgeme sayilabilir. Kimyasal indirgeme de, termal
indirgemede oldugu gibi grafen oksitteki tim fonksiyonel gruplarin uzaklastirilabilmesi mimkin
degildir. Grafen oksidin kimyasal indirgenmesinin en énemli avantaji dusik veya orta derece
sicakliklarda indirgeme ajanlarinin yardimi ile deoksijenizasyonun olabilmesidir. Kimyasal
indirgeme prosesleri kimyasal reaksiyonlara dayandiklarindan, kimyasal deoksijenizasyon
indirgeyici ajanlara bagl olarak belli gruplara karsi secimli olabilir [60]. Genel olarak, grafen
oksit levhalarinin indirgenmesi gugcli indirgeyiciler kullanilarak gerceklestiriimektedir. Tipik
indirgeyici ajanlar hidrazin, 1,1-dimetil hidrazin, hidrokinon, askorbik asit, sodyum borhidrir
(NaBH,)'dir [51,55,60-63]. Hidrazin hidrat diger gugcli indirgeyicilerden farkh olarak su ile
reaksiyon vermez ve cok ince ve kaliteli grafit benzeri levhalar Uretiminde en iyisi oldugu
bulunmustur [64,65] (Sekil 1.20). indirgenme islemleri sirasinda, grafen oksitin sudaki
kahverengi renkli dispersiyonu siyaha ddéner ve indirgenmis levhalar kimelenmistir ve
cokmustir. indirgenmis grafen oksit oksijen atomlarini uzaklastirilmis olmasi nedeniyle daha az
hidrofilik olmustur ve bdylece ¢okelmistir. Hidrazin epoksitlerle birlikte halka agiimasi olayinda

yer alir ve hidrazino alkoller olustururlar [60,64-66].
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(a)

Hidrazin tarafindan
indirgeme

Sekil 1.20. Grafitin oksidasyon ve rediksiyonu (a); Hidrazin tarafindan epoksit indirgenmesine

iliskin 6nerilen reaksiyon mekanizmasi (b) [60,64-66]

1.6. Lakkaz Enzimi

Lignin, bitki hiicre duvarinin yapisal olusumunu saglayan, seliiloz ve hemiselllozu
mikrobiyal ataklara karsi koruyan ve gesitli hidroliz edilmeyen -C-C- ve -C-O- baglari tarafindan
birbirine baglanan fenil propanoid birimleri iceren kompleks bir biyopolimerdir [67,68]. Lignin
molekdlleri hiicre igine tasinabilmesi igin oldukga buyuktir. Heterojen yapisindan dolayi ligninin
biyolojik olarak parcalanmasi icin ekstraselller enzimler olmasi gereklidir. Ligninin
degredasyonundan sorumlu iki tip ekstraselliler enzim vardir. Bunlar fenoloksidazlar ve
peroksidazlardir. Polifenoloksidazlar (PFO enzimleri), oksidorediktaz grubuna giren enzimlerdir
ve bakir igerirler. Substratlari fenolik bilesiklerdir. Ozellikle bitkiler aleminde yaygin olarak
bulunan PFQ’lar, hayvansal dokular ve kif mantarlarinda da bulunmaktadirlar. Substratlarini
oksijen egliginde esmer renkli bilesiklere oksitlemektedirler. Bu olay gida teknolojisinde

enzimatik esmerlesme olarak da bilinmektedir [69].
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Lakkazlar (EC 1.10.3.2, p-difenol: benzendiol: dioksijen oksidoredlktaz), mavi bakir
proteinleridir fakat cogunlukla polifenol oksidazlar olarak tanimlanirlar [70]. Lakkaz, substratin
oksidasyonu katalizlerken oksijenin suya indirgenmesini saglar. Bu reaksiyonu agagidaki
esitlige gore katalizlenir [17,71-73]:

0,+4e” +4H+m2H20 (1)

Bitkiler, mantarlar, bakteriler ve bécekler tarafindan Uretilen lakkazlar, lignin ve bazi
inorganik iyonlarin molekiler formlari, metoksifenoller, fenoller, o- ve p- difenoller,
aminofenoller, polifenoller, poliaminler gibi pek ¢ok organik bilesigin oksidasyonunu katalizler
[17,72-77].

Lakkaz 19. ylizyildan bu yana galisan birka¢ enzim arasindadir. Lakkaz ilk olarak Japon
vernik agaci Rhus vernicifera agacinin salgiladigi bulunmustur [68,78-80]. izolasyonu ve
purifikasyonundan yaklagik 10 yil sonra ‘lakkaz’ olarak adlandiriimistir [67]. Sonrasinda 1896
yilinda Bertrand ve Labord, lakkazin funguslar tarafindan da salgilanan bir enzim oldugunu
bulmustur. Literatirde anlatilan lakkazlarin buyldk bir ¢ogunlugu ylksek organizasyonlu
mantarlardan izole edilmistir [68]. Ancak en yaygin lakkaz dUreticileri Trametes versicolor
(Sekil1.21), Trametes hirsuta, Trametes ochracea, Trametes villosa, Trametes gallica, Cerrena
maxima, Coriolopsis polyzona, Lentinus tigrinus ve Pleurotus eryngii gibi ada¢ c¢lrikgdl
mantarlaridir [68,81].

Sekil 1.21.Trametes versicolor funguslarinin fotografi [84]

Lakkaz enzimi elde edilen bakteri Azospirillum lipoferum [67,82] ve Alteromonas sp.
[83]dur. Bakteriyel lakkazlarin bakir emilini maksimize ederek gergeklestirmesinde (bakir
homeostazisi), hidrojen peroksit ve UV isiklarina spor korumasi yoluyla saglanan korumada ve

kahverengi spor pigmentlerinin biyosentezinde rol oynadigini goralar [79].
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Agaglar, salgam, pancar, elma, kuskonmaz, patates, armut ve diger cesitli sebzelerde
de lakkaz tespit edilmistir [81]. Tum bitki lakkazlari molekuler agirligi 90-130 kDa arasinda ve
(% 22-45) yuksek karbonhidratli monomerik proteinlerdir [68]. Ayni zamanda lakkazin Bombyx
(ipek bocegi), Calliphora (gok sinekler), Drosophila (meyve sinegi), Lucilia (yesil sinek),
Manduca (domates kudu), Musca (karasinek), Oryctes (gergedan bdcegi), Papilio (narenciye
kirlangic tlrd), Sarcophaga (yumurtalarini ete birakan karasinek), Schistocerca (gekirge) ve
Tenebrio (un kurdu)’yu iceren ¢ok sayida bdcek cinsinde mevcut oldugu bulunmustur [81].
Bdceklerde lakkaz tipi proteinlerin asil fonksiyonlarinin epidermisteki kitikulanin sertlestiriimesi

saglamak olduguna dustnulmektedir [79].

Lakkazlar izoenzimler halinde bulunur ve oligomerlerden multimerik kompleksler
olusturur. Cogunlukla monomer basina U¢ redoks bdlgesine bagli doért bakir atomu igerir.
Monomer siniflarinin molekil agirhd 50-100 kDa arasindadir. Yapisinda bulunan % 10-45
oranindaki kovalent bagl karbonhidrat kismi enzime yiiksek stabilite sagladigi bir glikoproteindir
[85]. Enzimin igerdigi karbonhidratlar: heksozamin, glikoz, mannoz, galaktoz, fruktoz ve
arabinozdur [86].

1.6.1. Lakkaz Enziminin Bakir Merkezleri

Lakkazlar monomerik veya multimerik bakir iceren enzimlerdir ve bu enzimlerde bakir
atomu 6nemli bir prostetik gruptur [67]. Monomerik lakkaz molekillerinin yapilari UV-Visible ile
elektron paramanyetik rezonans (EPR) spektroskopi teknikleri kullanilarak tg¢ gruba ayrilmigtir
[80, 87-89] (Sekil 1.22):

¥ Tip1 (T1), EPR spektrumlariyla saptanabilir, 605 nm dalga boyunda bir absorpsiyon bandi
gOsteren mavi bakir;

¥ Tip2 (T2), EPR spektrumlariyla saptanabilir, UV-Vis bdlgede absorpsiyon bandi olmayan
normal bakir; azid, florid ve siyanide karsi affinitesi vardir.

¥ Tip3 (T3), EPR ile saptanamayan, 330 nm’de absorpsiyon bandi goésteren birlesmis iki
cekirdekli bakir merkezidir.
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Sekil 1.22. Lakkaz aktif bolgesi: Bakir atomu ve ligand mesafesi ile ilgili olarak yénlenmesini

gosteren 6rneklendirme cizim (B.subtilis lakkazinin (Cot A) bakir merkezleri) [67,90,91]

Bakir molekiilleri genellikle histidin, 16sin ve sistein kalintilari ile koordine edilmistir [89].
T1 bakiri cogunlukla iki histidin amino asitinin iki azotu ve sistein amino asitinin de kukart grubu
ile bag yapmis durumdadir (Sekil 1.22). Lakkaz enziminin karakteristik mavi renginden T1
bakirin, sistein (Cys) amino asitinin kdkurt (S) grubu ile yaptigi bag sorumludur [67]. Bu tip
enzimde T1 bodlgesinin fonksiyonu T2/T3 kimelenmis bakira elektron transferinin ardindan,
indirgen substrattan (elektron dondérl) elektron alimini saglamaktir [67]. T2 bakir merkezinde 2
histidin amino asiti ve T3 bakir merkezinde de 6 histidin aminoasiti bulunmaktadir [90,92]. T2 ve
T3 bakir merkezleri ise bir butiin olarak degerlendirilebilir ve bu nedenle de genellikle ‘li¢
cekirdekli bakir kimesi’ olarak adlandirilirlar ve molekiler oksijenin suya indirgenmesi sirasinda
suyun serbest birakildigi yerdir [89,90,93]. Iki T3 bakir atomu arasindaki kuvvetli
antiferromanyetik baglanma hidroksil koéprisu ile olusur. Bu geometri bozulmus trigonal

bipiramidal kooordinasyon olarak tanimlanmaktadir (Sekil 1.23).
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Sekil 1.23. Lakkazin aktif bolgesindeki bakir atomlarinin diizenlenisi [67,68]

Lakkazin substrat araligi kismi olarak redoks potansiyeline (Eo) gore belirlenmistir.
Genelde fungus kaynakl lakkaz ile agac¢ kaynakh lakkaz karsilastirildiginda fungus kaynakh
olan ylksek redoks potansiyeline sahip oldugu gorilmustir. Fungus kaynakli: 0.5-0.8 V, adag
kaynakli: 0.3-0.4 V degerindedir. Bu ylksek deger Tip 1 bakirinin sahip oldugu ¢ ligandin (2
histidin(his) ve 1 sistein (cys)) trigonal piramidal geometrideki koordinasyonu sonucudur [67]
(Sekil 1.28). Lakkazlarin rapor edilen redoks potansiyelleri fenolik olmayan bilesiklerin redoks
potansiyellerinden daha dusuktir. Bu nedenle de lakkazlar normalde bu tip maddeleri
oksitleyemezler. Buna ragmen, elektron transfer aracilari (redoks aracilari veya mediator)
olarak rol alan kiguk molekillerin varliginda ise lakkazlarin fenolik olmayan bilesikleri de
oksitledigi bulunmustur. Yiksek redoks potansiyeline sahip (>900 mV) kugik molekdl agirlikli
dogal bilesikler mediator olarak adlandirniir [67]. Mediatorler substrat ile lakkaz arasinda
elektron tasiyici gibi davranan kiguk molekiller olup, bu kigik molekdller kitleli bilesikler
enzimatik oksidasyonla kararl radikallere dénudsturulirler ve bu molekiller, bir gesit elektron
mekidi (redoks aracisi) olarak davranirlar ve prensipte lakkaz enzimlerinin substrati olmayan
diger bilesikleri oksitlerler [67,93] (Sekil 1.24).

H:0 Lakkaz (oks) « ,  Mediator

Y Y
S

0 / \ Lakkaz (md) *

Sekil 1.24. Lakkaz mediator oksidasyon sisteminin katalitik donglst [67,78]
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Lakkaz enzimleri igin ilk redoks aracisi olarak ABTSnin 2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzothiazoline-6-siilfonik asit) tanimlanmasindan, son zamanlardaki -NOH- tipi sentetik
redoks aracilarinin  (HBT: 1-hidroksibenzotriazole; VLA: violurik asit ve NHA: N-
hidroksiasetanilide) ve fenol aromatik tirevlerinin (ferrosiyanid) kullaniimasina kadar olan
surecte, lakkaz enzimleri ile fenolik olmayan bilesiklerin oksidasyon mekanizmalari hakkinda
¢cok sayida calisma bulunmaktadir. Bu bulgular ise lakkaz enzimleri tarafindan oksitlenen

bilesiklerin gesitliliginin daha da genislemesine yol agmistir [93].
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Sekil 1.25. Lakkaz ile ABTS’nin oksidasyonu [78]

Dogal olarak bulunan redoks aracilarinin kullaniimasi ise hem c¢evresel hem de
ekonomik agidan avantajlar sunmaktadir. Lakkaz mediatér sistemler (LMS) (lakkaz aracilikh
sistemler) ise kagit hamurunun delignifikasyonu ve beyazlatiimasi, organik kirleticilerin
oksidasyonu, c¢aylardaki droglarin (bir bitkinin tamamini veya yaprak, koék, meyve gibi
kisimlarinin kurutulmasi ile elde edilen triin) ve fenollerin analizi gibi biyosensérlerin veya biyo-
yakit hucrelerinin gelistiriimesi, tekstil boyalarinin renk giderimi, biyoremidasyon, meyve

sularinin ve saraplarin berraklastiriimasi gibi gok sayidaki strece uygulanmistir [93].



1.6.2. Lakkaz Enziminin Reaksiyon Mekanizmasi

Lakkaz enzimlerinde bulunan farkh bakir merkezleri, indirgenmis bir substrattan aldiklari
elektronlari, toksik peroksit ara urlnlerinin olusmasina yol agmadan, molekiler oksijene
aktarirlar. Redoks prosesi bakir atomlarinin olusturdugu katalitik merkezinde gergeklesir [93].
Molekuler oksijeni, dort elektron transfer ederek iki su molekiline indirger [68]. Katalitik
dongide 1 oksijen molekilinin indirgenmesiyle, 2 H,O molekilinin serbest kalmasi, 4

substrat molekultnin oksitlenmesi sonucu 4 radikalin olusmasiyla gerceklesir [68] (Sekil 1.26).

4 Sub 4 Sub «
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Sekil 1.26. Lakkazin katalitik dongUsi 1 oksijen molekilin indirgenmesiyle 2 H,O molekulinin

serbest kalmasi [68]

ABTS gibi belirli substratlar potansiyel olarak iki elektronunu verebilmesine ragmen
lakkazlar sadece 1e~ oksidasyonunu tamamlayabilmektedirler [67]. Substratlarin oksidasyonu
reaktif radikallerin olusmasina yol agmaktadir. Olusan reaktif radikaller ise enzimatik olmayan

reaksiyonlar ile asagidaki reaksiyonlara katilirlar [90]:

* Polimerlerin Pargalanmasi: Lakkaz, lignin veya humik asit gibi kompleks dogal polimerlerin
pargalanmasinda rol almaktadir. Uretilen reaktif radikaller, kovalent baglarin kirimasina ve
monomerlerin serbest birakiimasina yol acgarlar. Sterik engelleme nedeniyle lakkaz, dogrudan
dogruya polimer ile temas edemeyebilir. Bunun yerine, lakkaz tarafindan okside ve aktive
edilebilen kuguk organik molekduller veya metaller (6rnegdin veratril alkol, 3-hidroksi-antranilik asit

ve Mn 2+) radikal katalizli polimerizasyonu saglayabilirler [90,93].
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* Aromatik Halkalarin Kirilmasi: Cesitli ¢calismada, aromatik halkalarin lakkaz araciligi ile
kinldig1 rapor edilmektedir. Bu reaksiyon ise nitroaromatikler ve sentetik boyalar gibi

ksenobiyotik bilesiklerin pargalanmasi agisindan biyoteknolojik olarak ilgi gekmektedir [90,93].

%* Monomerlerin Capraz Baglanmasi: Fenolik bilesiklerin ve aromatik anilinlerin lakkaz ile
enzimatik oksidasyonu, radikallerin olusmasina yol agar. Olusan radikaller ise birbiri ile
tepkimeye girerek C-C, C-O ve C-N baglari araciligi ile kovalent olarak baglanarak dimerleri,
oligomerleri veya polimerleri olustururlar. Topraklardaki dogal veya ksenobiyotik fenoller veya
aromatik aminler, béylece organik himik matriksine baglanabilirler. Stibstitiie bilesiklerin olmasi
halinde ise reaksiyon kismi demetilasyon ve dehalojenizasyon esliginde gerceklesebilir. Lakkaz
enzimlerinin sahip oldugu bu kapasite ise bu enzimlerin, kirlenmis topraklar veya atiksularin
detoksifikasyonunda kullaniima potansiyellerinin temelini olusturur. Lakkaz araciliiyla fenolik
prekirsorlerin capraz baglanmasi yiksek organizasyonlu bitkiler icin lignifikasyon sirecinin bir
parcasidir. Katekollerin proteinler ile lakkaz katalizli oksidatif kenetlenme reaksiyonlari bocekler

icin kitikula sertlegsmesi ile ilgili olabilir [90,93].

1.6.3. Lakkaz Enziminin Substratlari ve inhibitorleri

Lakkaz enziminin reaksiyon verdigi substratlar, genis bir aralikta degdismektedir. Bu
substratlardan bazilari metoksifenoller, o- ve p-difenoller, aminofenoller, polifenoller, anilinler,
benzen tiyoller ve fenotiyazinler 4-benzendiol, syringaldazine, naftol, askorbat, pirogallol, kresol,
siringik asit vb. tlrevleridir [14,17,72,93,94]. Substrat aralii N-hidroksibenzotriazol (HBT), 3-
hidroksiantranilik asit, ve 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzothiazoline-6-silfonik asit) (ABTS) gibi diger
fenolik olmayan bilesiklerin dahil edilmesiyle attinlabilir [71]. Substratlarin sayisi lakkazin
mediatdrlerle kombinasyonu kullanilarak daha da arttirimaktadir [95]. Farkh organizmalardan
elde edilen lakkazlarin substrat 6zgullikleri farkliliklar gostermekle birlikte, lakkaz aktivitesini
belirlemek ve &lgmek icin yaygin olarak kullanilan birka¢ bilesik de bulunmaktadir. Bu
bilesiklerden ikisini ise SGZ (syringaldazine; 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzaldehid azin) ve ABTS
olusturmaktadir. Bu iki substratin her ikisi de lakkaz enzimleri icin 6zguldir. Fakat hidrojen
peroksit varliginda peroksidaz enzimleri tarafindan da oksitlenirler [73]. Bu iki bilesigin her ikisi
de zehirli olmadidi gibi, oksitlendiklerinde olusturduklari yodun renkleri nedeniyle o6zellikle
lakkaz aktivitelerinin  fotometrik olarak belirlendigi durumlarda kullanishdirlar. 2,6-
Dimetoksifenol ise dogal olarak bulunan bir lakkaz substrati olmasina ragmen, zehirlidir ve
zamanla oto-oksidasyona ugrama egilimindedir [93]. Yaygin olarak ABTS kullanildiginda
oksidasyonu ile aktivite 6lcima, diger yontemlerle (fenolik substratlarla) kinonlar agida ¢ikarken
ABTS oksidasyonu sonucunda tek bir adimda renkli Grin olan ABTS® radikal katyonunun

olusmasi ile sonlanmasina dayandirilabilir. Lakkazlar kaynagindan bagimsiz olarak, birgok
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anyon tarafindan inhibe edilebilir. Florlr, siyandr, tiyosiyanat ve azid benzeri anyonlarin bakir

bolgeleri ile etkilesime girmesiyle kuvvetli sekilde inhibe olabilir.

1.6.4. Lakkaz Enziminin pH ve Sicaklik Stabiliteleri

Aktiviteye pH'nin Etkisi: Lakkaz enzimleri i¢in aktivitelerinin pH’a bagimli olmasi bu
parametreyi 6nemli kilar. Fenolik substratlar i¢in lakkaz enzimlerinin pH bagimliliklari ¢an egrisi
seklindedir. Bunun nedeni ise pH’daki artisin, fenolik bilesiklerin pH’ya bagh olarak fenol-fenolat
doénusumleri nedeniyle rediksiyon potansiyelindeki bir dislise baglanirken, aktivitenin pH ile
olan yarigsmaci korelmesi ise ¢ cekirdekli kimedeki hidroksit inhibisyonuna baglanmistir [93].
Can egrisi seklindeki egrinin maksimum noktasi ise genellikle asidik pH’larda meydana
gelmektedir, fakat maksimum aktivitenin pH 9-10 gibi bazik bélgelerde meydana geldigi lakkaz
enzimleri de bulunmaktadir [93]. Tipik fungal lakkaz enziminin optimum pH degeri asidik

bdlgededir.

immobilizasyonun sonrasinda tasiyiciya bagli enzimlerin pH aktivite egrilerindeki
kaymanin nedeni kovalent baglanma sirasinda enzim molekllinin ugradidi kimyasal
degismedir. Clinkl enzim yiklU tasiyicilarda immobilize edilirse enzimin mikro ¢evresi ile 6lgim
yapilan, ¢ozelti bdlgesi arasinda H*ve OH’ gruplarinin dagihmi bakimindan énemli farkliliklar
olusur [96] (Sekil 1.27). Bu etkiyi inceleyebilmek igin tasiyicinin yiksiz olmasi gerekir. pH
aktivite egrisinin serbest enziminkine kiyasla asidik veya bazik bodlgeye kaymasinin
nedenlerinden biri de, enzimatik reaksiyon sonucu immobilize enzim molekilindn
mikrogevresinde H* veya OH’ iyonu birikmesidir. Dolayisiyla immobilizasyondan sonra enzimin

optimum pH degerinden kayma gdzlenir.

Dig cozelts
(chg faz)

Polimer matrilss

Milro gevre
(15 faz)
Sekil 1.27. YUklG tasiyicilarin mikro ¢evresinde olusan iyonik tabakanin sematik gdsterimi.

Polianyonik tasiyici (a); Polikatyonik tasiyici (b) [96]
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Serbest ve immobilize enzim aktivitesine sicakhidin etkisi genellikle “optimum egrileri”
cgizilerek belirlenir (Sekil 1.28). Bu grafik bagil aktivitenin sicaklk ile degisimini gdsterir. Bagil
aktivite ise deney kosullarinda elde edilen aktivitenin yine ayni kosullarda ulasilan en yilksek
aktiviteye oranidir ki bu oran hi¢cbir zaman 1'den veya % 100'den biylk olamaz.
immobilizasyondan sonra enzimin optimum sicakligi genellikle degisir. Bu degisimi daha iyi
yorumlayabilmek i¢in (bagil aktivitelerin) 1/T'ye karsi grafie gecirilmesi (Arrhenius diyagrami)
daha uygun olur [96] (Sekil 1.28).
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Sekil 1.28. Enzim aktivitesinin sicakliga bagli derisimi (a) ve aktivasyon enerijisinin bulunmasi
(b) [94]

Tipik fungal lakkaz enziminin aktivite gésterdigi sicaklik 50-70 °C arasinda degisir [97].
Bains ve ark., tarafindan enddstriyel atiksu ile kirlenen topraklardan izole edilen proteobakteri
Uyesi alkali tolerant bir bakteri izolatinin Urettigi lakkaz enziminin ise en az 24 saat sureyle pH 3-
10.6 arasinda kararli oldugu, optimal aktivitesini ise 55 °C’de ve pH 6.5’de gdsterdigi rapor
edilmistir. B. subtilis endospor kilif proteini olan CotA ise substrat olarak ABTS’ye karsi en
ylUksek lakkaz aktivitesini 75 °C’de gOstermistir. S. Cyaneus tarafindan Uretilen lakkaz enzimin
optimal sicakhginin ise 70 °C oldugu belirlenmistir. Bu enzim, ortam pH’sinin 5.0-8.0 oldugu
kogullarda ve 40 °C’de, 120 dk. inklbe edildiginde aktivitesinin % 100’UnU korurken; ayni
sicaklikta fakat ortam pH’sinin 3.0-4.0 oldugu kosullarda ise aktivitesinin % 50’sini korudugu
belirlenmistir [93]. Gedikli ve arkadaslarinin ticari olarak piyasada satilan bir kot boyasinin
Trametes versicolor ATCC 200807’in bugday kepedi iceren potato dekstroz broth besiyerinde
gelistiriimesi ile elde edilen lakkaz aktivitesi ylksek kiltir sivisi ile renk giderimi ¢alisiimasinda,
enzimatik renk gideriminde optimum degerini pH 4.0 olarak bulunmustur. Calismada

inkibasyon sicakliginin enzimatik renk giderimine etkisini belirlemek amaciyla 20-90 °C arasi
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sicaklik degerleri galisilmis ve 55 °C’ye kadar sicaklik arttikca yuzde boya giderimininde arttigi

ancak daha sonra belirgin bir bicimde azaldidi rapor edilmigtir [98].

1.6.5. Lakkaz Enziminin Potansiyel Uygulamalari

Cevre Kirliliklerinin Kontroliinde: Bazen kismi demetilasyon ve dehalojenilasyon
esliginde ¢ok sayida farkli kovalent baglarla (C—C, C—O, C-N) molekiillerin baglanmasini
katalizleyen lakkaz, gevre kirliliginin kontroli icin kullanilabilir. Mantar lakkazlarinin klorofenol,
klorlu hidroksil bifenil, bisfenol A (BPA) ve nonil fenoller gibi ¢cevresel kirleticileri degrede veya
polimerize edebildi§i pek c¢ok raporda bildirilmistir. Cevre Kirliligi kontrolli igin, baglama
reaksiyonlari uygulamalari, immobilizasyonu yoluyla toksik ve direngli ksenobiyotiklerinin
sizmasini O6nlemenin yani sira detoksifiye etmek igin polimerizasyon reaksiyonlarina da
dayanmaktadir. Topraklarda ise enzimatik baglama organik hiimik materyal Gizerine dogal veya
ksenobiyotik fenollerin baglanmasi igin yeni bir yol a¢mistir. HUmik maddelerin 2,4,6-
trinitrotoluen (TNT)’in baglanmasi, amidodinitrotoluen, diamino nitrotoluenler, dinitrotoluen gibi,
esas bilesene gore daha az toksik fakat hala zehirli, Grlinlere TNT’nin basit alternatif biyolojik
transformasyonunu saglamistir. Dawel ve arkadaslar 2,4-diamino-6-nitrotoluen (2,4-DANT)’nin
izole edilen baglama UrGndndn yapisini belirlemek amaciyla, himik bir bileseni olarak
guaiakoliine (metil katekole), organik toprak matriksi Uzerinde indirgenmis 2,4,6-trinitrotoluen
metabolitlerinin tersinmez olarak lakkaz aracili baglanmasi igin bir model énermislerdir. Bu
enzimatik baglama yoluyla TNT'nin detoksifikasyonu Uzerine benzer ¢alismalara baslanmistir.
TNT anaerobik/aerobik inkiibasyon boyunca katekol veya toprak himik asidine baglanarak
detoksifiye edilmigtir [99]. inek glibresinden gelen anaerobik mikroorganizmalar, anaerobik
asamasi suresince TNT’nin indirgenmesi i¢in kullaniimistir. Daha sonra, Trametes villosadan
elde edilen bir lakkazin, himik asit ile % 25 ve katekol ile % 74 verimle baglanmasiyla
sonuglanan himik maddelere metabolitlerin oksidatif olarak baglanmasi igin aerobik fazda
kullaniimigtir. Benzer sekilde, Wang ve arkadaslari TNT metaboliti 4-amino-2,6-dinitrotoluen (4-
ADNT)'nin fenolik himik monomerler Uzerine basarili baglanmasini rapor etmislerdir. Son
zamanlarda, Nyanhongo ve arkadaslarida himik monomerler ferulik asit ve guaiakolin (metil
katekolliin) TNT metabolitlerini immobilize etmede ¢ok etkili oldugunu ve bitin stabil TNT
metabolitlerin birikimini dnledigini rapor etmiglerdir. Bu ¢alismalarin 6zellikle himik maddelerin
mevcut oldugu veya kolaylikla eklenebildigi atiksular ve asiri derecede kirlenmis topraklarda
pratik bir gecerliligi vardir. TNT’yi hizlica kultir icinde donistiren bir lakkaz geni Trametes
versicolor sugsundan basarili bir sekilde klonlanmistir. TNT ve onun katabolik ara maddeleri
mantar kultirine eklendiginde ilk birka¢ saat icerisinde onlarin donusturildiguni rapor
etmiglerdir [99].
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Lakkazlarin ayni zamanda pentaklorofenoller ile kirlenmis topraklarin iyilestiriimesi igin
potansiyel bir reaksiyon olan pentaklorofenol, himik asit ve ferulik asittin kovalent
baglanmalarina aracilik ettigini gértilmustir. Bu durum polimerizasyon ve azaltiimis toksisite ile
sonuclanan bir mediatoér (ABTS) yoluyla kolaylastiriimis antrasen ve benzo (a) pirenin lakkaz
oksidasyonu icinde kanittir. Metilfenoller ve klorofenoller,onlarin himik asitlerin Uzerine
baglanmasi yoluyla detoksifiye edilmistir. Cogu arastirmaci bisfenol A, nonil fenol, oktil fenol,
triklosan, etinilestradiol ve sentetik strojen gibi endokrin bozucu kimyasallarin lakkaz aracili
detoksifikasyon veya uzaklastirlmasi rapor etmislerdir. Endokrin bozucu ajanlarin
detoksifikasyonun veya uzaklastirimasinin lakkaz aracili oligomerizasyon ve polimerizasyon

yoluyla kolaylastigi ortaya ¢ikarmiglardir [99].

Lignoselilozik malzemelerin modifikasyonu: Lignoselillozik malzemelerin lakkaz aracil
modifikasyonu iki ana yol Uzerinden gergeklestirilir: Lignoselillozik malzeme Uzerine disuk
molekdl agirlikli bilesenleri baglanmasi ve ‘in situ’ yoluyla lignin molekullerinin lakkaz aracili
¢apraz baglanmasidir. Dusik molekdl agirhkli  bilesiklerin  lakkaz aracih  baglanmasi,
lignoselilozik malzemenin fonksiyonlandiriimasi igin daha ilimh ¢evre dostu bir yontemdir.
Ozellikle kagit hamuru ve kagit endiistrisinde, lakkaz kullanilarak lignoseliilozik malzemelerin
elyaf kimyasi degistirme etkisi kagidin mekaniksel ézelliklerinin iyilestiriimesi Gzerine pek ¢ok
calisma ile surdurilmektedir. Fenolik asitler kullanilarak kagit hamurunun arttirilan
mukavemmet O6zelliklerinde pek c¢ok basarili sonug elde edilmistir ve bu durum hidrojen
baglanmalari ve ayni zamanda kagittaki fenolik radikallerin capraz baglanmasini arttiran
karboksil gruplarinin artigina bagh oldugu ortaya c¢ikmigtir. Cogu arastirma kagidin yapisal
Ozellikleri Gzerine odaklanmis olsa da son zamanlarda antimikrobiyal veya antioksidan 6zellikli
fonksiyonel ambalaj materyali gelistirmeyi amaglayan yenilik¢i arastirmalarda da bir artis
olmustur. Ornegin, Elegir ve arkadaslari agartimamis kagit tabakasi Uzerine lakkaz aracil
olarak antimikrobiyal aktiviteye sahip fenollerin asilanmasini rapor etmistir. Elde edilen
kagitlardan kagit tabakasinda sadece monomerik polimer tirevlerinin olanina karsi Gram pozitif
Staphylococcus aureus ve Gram negatif Escherichia colinin buyuk bir etki gdsterdigi

gorilmustar [99].

Tekstil endUstrisi: Gunimuzde, tekstil boyalari 6zel kimyasallar endustrisinde énemli bir
kesimi olusturmaktadir. Tekstil endustrisi tarafindan boyalarin tiketimi, toplam boyar madde
pazarinin Ugte ikisini olusturur. Lakkaz enzimleri boyalarin giderimi icin uygun enzimler olarak
gOzikmektedir onlar sadece cesitli kimyasal yapidaki boyalarin degredasyonu ic¢in kullanim
potansiyeline sahip degildir ayni zamanda boyalarin uzaklastirilmasi icin temel olusturan

baglanma reaksiyonlarina aracilik edebililer. Ornegin, T. villosa lakkazin azo boya
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degradasyonu disinda, aromatik aminler ve katekol arasindaki baglanma reaksiyonlarini

katalizleyebildigi gdzlenmistir [99].

Biyosensor: Birgok lakkaz temeli biyosensorler, lakkazin oksijeni suya indirgemesi ve
dolayisiyla da analitin oksidasyonu sirasinda sensoriin oksijen tiketiminin takip etmesi ilkesine
dayanmaktadir. Cogu arastirmaci, Rodriguez Couto ve Herrera tarafindan arastirilan sensor
temelli lakkaz gibi uygulamalarin veya diger lakkaz mediator sistemi ile birlestirilen diger
polifenol okside edici tirozin gibi enzimlerin benzer sensoérler kombinasyonlarini temel alan

basarili yapimlar rapor edilmektedir [99].

Gida Endustrisi: Enzimler, gida maddelerini gelistirme yeteneklerini ve en az yan etki
ve maliyeti ile spesifik bir sekilde ylriutmeleri nedeniyle gida endustrisinde yaygin olarak
kullanilirlar. Ozellikle icecek endistrisinde lakkaz enzimi aracilikli baglama reaksiyonlari
kullaniimigtir. Saraplarda, demir, bakir ve/veya enzimler ile aldehitlerin amino asitlerin katilimi
ile katalizlenen polifenol oksidasyonlari renk bulanikligina aroma ve lezzet degisikligine neden
olur. Dolayisiyla lakkaz enzimi katalizli baglama reaksiyonlari ile polifenollerin oligomerizasyonu

ya da polimerizasyonu ile sarap igerisinde stabilize edici yéntem olarak uygulanmaktadir [99].

1.7. Boyar Maddeler

Sentetik boyalar tekstil endustrisinin deri tekstili alaninda, kagit uretiminde, gida
teknolojisinde, tarimsal arastirmalarda, fotoelektrokimyasal hiicrelerde ve sa¢ boyasi gibi pek
cok alanda yaygin olarak kullaniimaktadir [100]. Bu organik boyalar ve pigmentler igin diinya
talebinin her yil % 3.5 artacadl tahmin edilmektedir [101]. GUnimuzde 100.000’in lzerinde
sentetik boya ticari olarak kullanilmakta ve yilda 7 x 10° ton boya uretimi yapiimaktadir [95,
102-104].
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Sekil 1.29. Boyar maddelerin kullanim alanlari fotograflar

insan g6zl 380 nm ile 780 nm arasindaki dalga boylarini algilayabilir. Genel olarak bir
maddenin renkli olmasi gortndr bdlge isinlarinin bir boliminid sogurmasiyla iligkilidir. Bir
maddenin renkliligini agiklamak igin bugiine kadar ortaya bircok teori konulmustur. iclerinde en
bilinenlerinden biri molekdiler bag teorisidir. Bu teoriye gére madde tarafindan isigin belli dalga
boyu sogurulur ve insan g6zl sogrulan rengi degil tamamlayicisini algilar. Bu algilama, 1s1gin
maddeler Uizerine ¢garpmasi ve kismen sogrulup kismen yansimasi nedeniyle gesitlilik gdsterir ki
bunlar renk tonu veya renk olarak adlandinilir. Tim dalga boylari birden ayni anda gézimuze
ulasirsa bunu beyaz, hig 1sik ulasmazsa siyah olarak algilariz. Gérinuar bolgedeki ana renkler ve

yaklasik dalga boylari Sekil 1.30’da verilmistir [105].
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Sekil 1.30. Gorunur bélgedeki ana renkler ve yaklagik dalga boylari

Organik bilesiklerin bir kismi tekstil materyallerini (iplik, kumas vs.) renklendirmek igin
kullanilir.  Boyar maddelerin pigmentlerden farki, boyalarin maddelere 6zgin affinite
gostermeleridir [105]. Boyalar genellikle iki anahtar bilesenden olusan kigiuk molekullerdir.
Bunlardan ‘kromofor grup’ boyaya rengini veren grup; ‘fonksiyonel grup’ ise boyanin kumasta
sabitlenmesini saglayan gruptur. Normalde butiin hidrokarbonlar renksizdirler ancak bunlara
kromofor adi verilen doymamis gruplar baglanirsa renkli gortnurler. Kromofor grup baglanmis
hidrokarbonlara ise “kromojen” adi verilmektedir. Kromofor renk verici anlamindadir ve Tablo

5’de boyar maddelerde bulunan kromofor gruplari gértilmektedir [106-109].

Tablo 5. Boyar maddelerde bulunan kromofor gruplar

—-NO (veya =N-OH)
— NO; (veya =NO-OH)
— NN

— G-

— =00

— =C=NH ve -CH=N-
— =C=S ve =C-S-S-

—
o
=
=
=
==
=
oo
—~
G
w
oo
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Kromojenlerin tam olarak boyar madde 6zelligi kazanabilmesi icin “ oksokrom ” adi
verilen ikinci seri grup molekillerin bilesige baglanmasi gerekmektedir. Oksokrom gruplar
kromojene baglanarak hem renk siddeti hem de renk derinligini arttirmaktadir. Bunlar genellikle
amino (-NH,), hidroksil (-OH) gibi tuz olusturan gruplar veya bunlarin tirevi ¢ozinebilir
radikaller, karboksil (-COOH) veya silfon (-SOzH)’lardir [108] (Sekil 1.31). Her yil Uretilen gesitli
boyalar arasinda, tekstilden ilaca kadar degisen sektorlerde diinya ¢apinda kullanilan sentetik
boyalarin en yaygin kromofor grubu Uretilen boyalarin % 80-90’ini olusturan azo (-N=N-) sinifidir

[111-113].

Oksokrom
Kromofor
Oksokrom

Oksokrom

Sekil 1.31. Mordant Yellow 10 azo boyar maddesinin kimyasal yapisi tzerinde oksokrom ve

kromofor gruplarin gésterimi [110]

Boyar maddeler birkag sekilde siniflandirilabilir. Siniflandirmada ¢6ziinirlik, kimyasal
yapl, boyama o6zellikleri, kullanilig yerleri gibi gesitli karakteristikler g6z 6niine alinabilir [114].
Kimyasal yapilarina gore; azo, antrakinon, indigo, polimetin, arilkarbonyum, ftalosiyanin, nitro ve
sulfur boyarlari olarak; uygulama yontemlerine gore ise: anyonik, katyonik, dogrudan, dispers,
vat ve reaktif boyar maddeler olarak siniflandirilabilmektedir. Bunlardan sayica en ¢ok olani ve
kullanilani dispers ve reaktif boyar madde gruplaridir [106,109]. Genel bir siniflandirma yapmak
gerekirse boyar maddeler U¢ grupta incelenebilir. Anyonik (direkt, asit ve reaktif boyalar),

katyonik (bazik boyalar) ve non-iyonik (dispers boyalar) olarak siniflandirilabilir.

% Katyonik (Bazik) Boyar Maddeler: Bu grup boyar maddeler suda ¢ozulir ve ¢ozelti icerisinde
renkli katyonlara ayrilir. Bu nedenle sik¢a katyonik boya adiyla da anilirlar. Renkli bir katyon ile
renksiz bir anyondan ibarettir. Pozitif yik tasiyici olarak N veya S atomu igerirler. Yapilarindan
dolay! bazik (proton alan) olarak etki ettiklerinden anyonik grup igceren liflerle baglanirlar. Bu

Boyar maddeler yin liflerindeki —COOH gruplari ile elektrostatik bag olusturabildiklerinden yin
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liflerini direkt olarak boyayabilmektedir. Bazi bazik boyalar biyolojik aktivite gosterirler ve tipta

antiseptik olarak kullanilirlar [108].

% Asit Boyar Maddeler: Anyonik ve suda ¢6zlinebilen bu boyalarin molekillinde bir veya birden
fazla OH-, SO3H, COOH" gibi oksokrom gruplari igerirler [111]. Genel formilleri Bm-SO3Na*
(Bm: boyarmadde, renkli kisim) seklinde yazilabilir. Bu boyalar Na*, K*, Ca*, NH," vb. gruplarla
tuz olustururlar ve c¢ozelti icinde negatif yUki verecek sekilde iyonlasirlar. Belirli bir dlglide

kagit, deri, yiyecek ve kozmetik alanlarinda da kullanilir [107].

#* Direkt (Substantif) Boyar Maddeler: Bu boyar maddeler anyonik boyar maddeler olup,
¢6zicu grup olarak genellikle silfonik (-SO3Na) grubu bazen de karboksilik asitlerin sodyum
tuzlarini icermektedirler. Boyar maddeler, seliiloz liflerini ve kismen de protein liflerini boyayan

boyar maddelerdir. Kagit, deri, yin, ipek, naylonun boyanmasinda kullanilirlar [111].

* Dispers Boyar Maddeler: Amino ve hidroksil gruplari iceren dusuk molekdl agirhikh
bilesiklerdir. Elektronik fotografcilik sektoriinde, termal transfer baski ve termal transferle boya

yayma islemlerinde dispers sinifina dahil boyar maddeler kullanilir [107,108].

#* Reaktif Boyar Maddeler: Reaktif boyar maddeler suda kolay ¢oziinirler. Reaktif boyar
maddeler uygun kosullar altinda lif ile kimyasal reaksiyona girerek, kovalent bag 6zelligine sahip
tek boyar madde sinifidir. Kiiglik ve basit molekil yapisina sahiptirler. Kiiglik partikil 6zelligi life
hizli bir sekilde nifuz etmelerini saglar. Ticari olarak 1956’da piyasaya ¢ikan bu boya tiri, basit
boyama yontemiyle ylkanmaya karsi ¢ok yiksek oranda dayanikliik saglamistir [108]. Bu
boyalar, kimyasal yapilari, molekil boyutu ve yapisi nedeniyle biyolojik indirgenmeye
dayanikhdirlar. Alici ortamlarda kolayca biyolojik indirgenmeye ugramayan reaktif boyalar tekstil

atiksularinda problem yaratan bilesikler olarak tanimlanirlar [115].

Kumasa renk vermek icin yapilan boyama prosesinde kullanilan boyar madde
atiksularin &zelliklerini belirlemektedir. Tek bir boyama islemi igin farkli kimyasal sinifindaki
boyar maddelerin birlikte kullanilabiliyor olmasi ¢ikis suyu bilesimini daha da karmasik hale
getirmekte ve renk giderimini daha da zorlastirmaktadir [98].Tekstil atiksularinin en belirgin
Ozelligi renkleridir. Cok kug¢ik miktarda suyun iginde var olan boya (bazi boyalar igin 1 ppm’den
bile daha az) organik yuk olarak kirliligin kii¢ik bir kismini olustursa da yuksek gérunurliktedir
ve goller, nehirler ve diger su birikintilerindeki suyun seffafligi, estetik degderi ve gaz
¢ozunarligunu etkilemektedir [104]. Boyama surecinde cesitli amaclarla yardimci kimyasallar
olarak metal tuzlar, asitler, bazlar, tamponlar, kompleks madde vyapicilar, dagitici,

dizgunlestirici ajanlar, ylzey aktif maddeleri, okside edici maddeler, indirgeyici maddeler,
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tasiyicilar kullanilabilmektedir. Bu nedenle, boyama islemi sonucunda c¢ikis sularinda boyar
madde haricinde gok sayida farkli bilesiklerde bulunabilmektedir. Sucul ortamlarda birikimleri
sonucu toksik ve kanserojenik Uriin olugsum riski gibi nedenleri de renk giderim proseslerinin
onemini arttirmaktadir. Boyar madde renk gideriminin derecesi zaman, sicaklik, pH ve boyama
islemlerinde kullanilan yardimci kimyasallar gibi cesitli faktorlerin etkisi altindadir. Suda
¢ozinebilen reaktif ve asit boyar maddeler geleneksel aritma sistemlerinden etkilenmeden
ciktiklar icin gevresel agidan en sorunlu boyalar olarak kabul edilirler [100]. Renk adsorpsiyon,
koagllasyon, ¢okeltme, iyon degisimi, oksidasyon ve elektrokimyasal metotlar dahil olmak
uzere fiziksel ve kimyasal ydontemlerle atiklardan giderilmektedir [116]. Ancak, bu yontemler mali

ve metodolojik dezavantajlara sahiptir. Ayrica zaman alici ve ¢gogunlukla etkisizdirler [95,109].

Son zamanlarda, enzim bazli biyoremidasyon geleneksel fiziksel ve kimyasal
giderimden Ustlin birgok avantaji sundugu icin artan bir sekilde ilgi toplamaktadir. Cevresel
uygulamalar icin enzim kullanmanin faydalari dislik enerji gereksinimi, proses sirecinin
kontroli ve yuksek verimlilik igerir. Birgok enzimin ¢evresel uygulamalarda énemli rol oynadigi
bildirilmistir. Biyodegredasyon proseslerinde kullanilan serbest enzim limitasyonuna gére, enzim
immobilizasyonu enzimatik stabilitenin gelistiriimesi ve Urlnlerin enzimden kolay ayrilmasi,
yeniden kullanabilirlik, islem maliyetini azaltmak ve gibi birgok avantaj sunar [101]. Ginimuzde
biyoteknoloji alaninda 6zellikle atiksularin aritilmasi  konusunda pek c¢ok calismalar
yapilmaktadir [8,118]. Atik ve gevre biyoteknolojisinin en énemli amaglarindan birisi atiklarin
iceriginin doganin 6ziumleyecegi dizeye indiriimesidir. Normalde kullanilan aritim sistemleri
dogadakilerin modifiye seklidir. Biyolojik olarak aritim da bunu hedefler. Boyar maddelerin renk
giderim hizlari enzim kaynagina ve boyar maddenin kimyasal yapisina baghdir. Boyar
maddelerin biyolojik aritimlarinin temeli ve anahtari her bir boyar maddeyi etkili bir sekilde
renksizlestirecek uygun mikroorganizma tlrini saptamaktir [117]. Tekstil boyalarinin enzimatik
olarak pargalanmasini veya renk giderimini saglayan yaklagimlarda ise genellikle lignin
peroksidaz (LiP), mangan peroksidaz (MnP) ve lakkaz gibi ligninolitik enzimlere dayanmaktadir.
Lakkaz enzimlerinin LiP ve MnP enzimlerine goére ¢ok daha fazla aromatik bilesiklerin
oksidasyonlarini saglamalarindan dolayi, glinimuzde kullaniimakta olan sentetik tekstil boyalar
da dahil olmak Uzere oldukga genis bir gesitlilikteki boyalarin enzimatik olarak giderilmesinde
cazip bir ¢6zim olarak goérilmektedir [95]. Azo boyalarinin mikrobiyal indirgenmesi Uzerine
mevcut cogu calismalar ¢cok az tuzlu veya tuzun olmadidi sartlar altinda gergeklestiriimistir. Bu
calismalar buyik miktarlarda tuzlarin pek ¢ok tekstil atiksuyu igerisinde azo boyalar ile birlikte
bulundugu gercegini ihmal etmistir. Tekstil boyamada, gesitli tuzlar organik kirleticilerin ayrilmasi
(tuzlu su ile durulama), boyar maddelerin ¢okelmesine yardimci olmak (tuz ile ¢oktirme) ve

boyalarin standartlastirmak icin konsantre boyalar ile karistirarak kullaniimaktadir. Ayrica pH’in
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artmasi icin boya banyosu icerisine NaOH’in eklenmesi ile de sodyum seviyesi artabilir. Yiksek

tuz konsantrasyonlari plazmolize neden olabilir ve biyolojik aktiviteyi azaltabilir [119].

1.7.1. Reaktif Mavi 21 (RM 21)

Remazol Turquoise R-P (C.l. Reactive Blue 21, CAS N0:12236-86-1) (RM 21) kapali
molekdiler formuli (C4o Has Cu Nyg Oy Sg), molekiler agirhgi 1159.62 g mol™ olan bir boyadir
[120,121]. Reaktif mavi 21 boyasi reaktif grubu vinilsulfonik asit (Dye-SO,-CH=CH,) olan
ftalosiyanin boyar madde drnegidir [122] (Sekil 1.32). Ftalosiyanin reaktif boyalar mavi ve yesil
renkler Gretmek igin kullanilan metal kompleks boyalardir. Bu boyalar tekstil boyalarinin en
Onemli boya siniflarindan bir olan reaktif boyalar sinifina dahildir [123]. Tekstil boyalari arasinda
azo boyalar kadar dikkat edilmesi gereken bu boya sinifinda ftalosiyaninin kromofor grubu,
bakir, nikel, krom ve diger metallerle kompleks yapisi igerebilir [122]. Bu boyalarin biyik bir
cogunlugu bakir iceren ftalosiyanin boyalardir. Bakir metali igerdikleri igin 6zel bir toksisitesi
oldugu dustndlen bu boyalar potansiyel olarak mutajenik, zararli ve kanserojeniktir [122,123].
Ftalosiyanin boyalarin, renk sabitligi ve oksidatif degredasyona karsi dayaniklihgi gibi dogal
Ozellikleri, tekstil atiksularindan renk giderimini biraz daha zorlastirmaktadir. Reaktif ftalosiyanin
boyalar suda ¢oézunurligu yuksek, anerobik sartlar altinda biyolojik degredasyona dayanikli
oldugundan atiksu aritim tesislerinde adsorpsiyon yoluyla etkin bir sekilde uzaklastirilamazlar.
Arastirmacilar, boyanin son derece segimli dogasi nedeniyle geleneksel yontemlere karsi
potansiyel ve uygulanabilir bir alternatif olarak enzimatik muamele ile calismaya dikkat
cekmiglerdir. Ftalosiyanin boyalarin sulu ortamlardan gideriminde peroksidazlar son yillarda da
Ozellikle beyaz clrikgil mantarlarla galisiimaktadir [123].
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Sekil 1.32. Reaktif Mavi 21 boyasinin kimyasal yapisi [121]
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1.8. Karakterizasyon Yontemleri

1.8.1. infrared Spektroskopisi

infrared  spektroskopisi numunenin, infrared bdlgede tiim frekanslar igeren
elektromanyetik dalga ile kimyasal baglarindaki titresiminin dlgtilmesi prensibine dayanmaktadir
[124,125]. Molekuldeki atomlarin titresimi sirasinda atomlar arasi uzakhk buylylp
kuguldigunden iki atom arasinda bir elektriksel alan meydana gelir [125]. Bu elektriksel alanin
titresimi IR 1sininin elektriksel alaninin titresimine uyunca absorbsiyon kosulu saglanmig olur ve
IR 1sinI absorblanir. Butin molekiler titresimler IR enerjisinin sogurulmasina neden olmaz. IR
enerjisinin sogurulmasiyla titresim olmasi igin, titresim oldugunda molekilin dipol momentinde
degisiklik olmahdir. Bu kosulu saglayan maddelere “ IR aktif maddeler ” denir [126]. Kizil 6tesi
boélgesinde kimyasal baglarin titresimlerindeki degisim ve absorbsiyon 6zellikleri spektral piklerin
olusmasini saglar. Her fonksiyonel grup kendine 6zgu titresim sikligina sahiptir ve her kizil dtesi

Isik dizisi (spektrum) 6zglldur.

1.8.2. Taramali Elektron Mikroskobu

1933 yilinda Max Knoll ve Ernst Ruska adli iki Aiman bilim adami goériintliyl olusturmak
icin, foton vyerine elektronlari kullanan elektron mikroskobunu kesfetmiglerdir. Hareketli
pargaciklara eslik eden dalga boyunun bulunmasi, bu konudaki ¢alismalari yonlendirmis ve 1s1k
kullanilan mikroskoplarin yerine elektron kullanilan, daha yuksek ¢6zunurlik guicl saglayan
mikroskoplarin kesfine gidilmistir. Elektron mikroskobuyla iki boyutlu gértintii yaninda ¢ boyutlu
gorintl  alinmasi da saglanmistir. Kullanilan elektron demetinin 6nce hizlandiriimasi
saglanmakta ve hizlandirilan elektronlarin incelenen malzemenin ya icinden gegirilmesi ya da
yluzeyinden yansitiimasi ile gorinti elde edilmektedir. Elektron demeti 6rnek malzemenin
icinden gegcirildiginde mikroskoplara gecirmeli elektron mikroskobu (TEM-Transmission Electron
Microscope), Ornek malzemenin yilzeyinden yansitilarak gorintisinin elde edildigi
mikroskoplara ise taramali elektron mikroskobu (SEM-Scanning Electron Microscope) olarak
denilmektedir. Taramali elektron mikroskoplariyla incelenen cisimlerin i¢ boyutlu gérintileri
elde edilmektedir [127]. TEM'’in takip prosedur(; tespit, dehidratasyon, gdmme, kesit alma ve
boyama asamalarindan olusur. SEM’deki takip prosedurt ise TEM’e benzerlik gostermekle
birlikte dokudan kesit alinmamasi ve doku ylzeyinin altin gibi bir metal veya karbon ile
kaplanmasi yoniinden farklihk gosterir. TEM’in galisma prensibi kursun sitrat-uranil asetat ile
boyanmis dokunun iginden gecen elektronlarla etkilesimi esasina dayanmaktadir. Olusan

gOruntu siyah-beyaz ve iki boyutludur. Buna karsin SEM’ de kaplanmis doku ylzeyine ¢arparak
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sacilan elektronlarin bir dedektor ile toplanmasiyla olusan g boyutlu bir gériintl sé6z konusudur
[128].

1.8.3. X-Isini Toz Kirnnnim Olgiimleri

X-1gint kirmimi, kristal yapilarin analizinde kullanilan bir yéntemdir. Bu yéntemle, bir
malzemenin kristal yapisi incelenebilmektedir. ingiliz fizikci W.H. Bragg tarafindan 1913 yilinda
ortaya atilan kurama goére, malzemeye gonderilen X-isini, yapidaki atomlardan kirinima
ugramakta ve sagiimaktadir. Sagilan X-isinlarinin siddeti 6l¢llip, incelenerek, bir kristal yapi
icindeki elektron yogunlugu dagilimi bulunabilmektedir. X-iginlari toz yéntemleri her bir kristal
madde igin X-isini kirlnim deseninin sadece o kristale 6zgu olmasi temeline dayanir. Boylece
eder numunenin kirinim deseni karsilastirildigi maddenin literatiirdeki kirinim deseni ile tam
uyusursa (kirnim agilari ayni olursa), numunenin kimyasal bilesimi bulunabilir [129]. Analitik
kirinim g¢alismalari igin kristal numune homojen, ince bir toz elde edilene kadar 6gutulidr. Bu
durumda ¢ok sayida kiiglk kristal tanecikleri batiin mimkin yonlerde yonlenirler; bdylece bir X-
Isini demetinin malzeme iginden gegerken ¢ok sayida tanecigin buatin mimkin dizlemler arasi
bosluklarda yansimasi i¢in Bragg sartini yerine getirecek sekilde yénlenmis olmasi beklenir
[129].

1.8.4. Termal Analiz Yontemleri

Termal analiz, bir maddenin sicakligini belirli bir programa bagl olarak degistirirken,
maddenin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinde meydana gelen degisiklikleri dlgmeye yarayan bir
dizi 6lgme teknigidir. Olglimi yapilacak madde kimyasal bir reaksiyonun Griinii de olabilir.
Baslica fiziksel 6zellikler kitle, sicaklik, entalpi, boyut vb.dir. Bir minerale veya bir maddeye
uygulanan termal iglemlerle, iIsitma veya sogutma sirasinda meydana gelen reaksiyonlar nedeni

ile olan kutle ve enerji degisimlerinin bulunmasinda kullanilan yoéntemlere “ termoanalitik
yontemler “denir. Bu prensiplerden hareket ederek, incelenmek istenen madde ile termal olarak
inert davranan diger bir maddenin, kontrolli 1sitma sirasinda, kitle, hacim ve diger
Ozelliklerindeki farklarina dayanan ¢ok cgesitli aletli yontemler gelistiriimistir. Bu termal metotlar
arasinda, daha ¢ok maddenin kimyasal &zelliklerini incelemeye yarayan U¢ metot oldukca
onemlidir. Bunlar; Termogravimetri (TG), Diferansiyel Termal Analiz (DTA) ve Diferansiyel
Taramali Kalorimetri (DSC)'dir. Termogravimetrik analiz metotlarinda (TG) programh olarak
artirllan (bazen de eksiltilen) bir sicaklik islemiyle maddenin kitlesinde meydana gelen kayip
(degisiklik) sicakhgin veya zamanin fonksiyonu olarak incelenir. Zamanin fonksiyonu olarak
maddenin kitlesinde meydana gelen azalmayi (bazen artmayi) gésteren grafige “ termogram ”

veya “ termal bozunma egrisi ” denir. Genel olarak kutle degisimlerinin nedeni, su gibi ugucu
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bilesenlerin uzaklasmasi veya maddenin ayrismasidir [130]. Termogravimetrik analizde,
kontrolli bir hizla, uygun bir atmosferde isitilan maddenin kitlesindeki degisimler ¢ok hassas
elektronik bir terazi ile dlgulir. Numuneler ézelliklerine uygun bir sicaklik programinda isitilir.
Numune kitlesindeki degisim miktari, zaman ya da sicakligin bir fonksiyonu olarak kaydedilir.

Cizilen termogramlarda istenen sicaklik araligindaki agirlik kaybi ylizde olarak hesaplanir.

1.8.5. Manyetik Duyarhlik Olgiimleri

Bir maddenin manyetik 6zelligi, icinde bulunan elektronlar ve gekirdeklerin elektriksel
Ozelliklerinden gelir. Ancak cekirdeklerden gelen manyetik Ozellikler, elektronlardan gelen
manyetik Ozelliklerden binlerce defa daha kiguk oldugundan, maddenin manyetik o6zelligi
denince akla elektronlardan meydana gelen manyetik 6zellikler gelir. Bitiin maddeler manyetik

alandan etkilenir ve manyetiklesmenin derecesine “ manyetik duyarlilk ” denir. Manyetik

Ozelliklerin buyuklikleri ve sicakliga bagimhhklan farklidir. Manyetizmanin bazi tirleri sunlardir:

* Ferromanyetik maddeler: Belirli bir sicakligin altinda kalici manyetik 6zellige sahiptirler; ¢ok
glglu pozitif duyarlihk, atomlarin manyetik momentleri ayni dogrultuda yonlenmistir, dis
manyetik alan kalktiginda manyetik 6zelliklerini korurlar. Ornek olarak “ saf demir, nikel ”
verilebilir [131].

% Ferrimanyetik maddeler: Kristal igindeki iyonlarin manyetik momentleri antiparalel
yonelmistir, birbirlerini tamamen yok etmemistir, net manyetik moment hala mevcuttur ve ¢ok
gucll pozitif duyarliiga sahiptirler. Ornek olarak “ bazi demiroksit ve siilfitler, magnetit,

maghemit ” verilebilir [131].

* Antiferromanyetik maddeler: Yonelmeleri sonucu atom veya iyonlarin manyetik momentleri
birbirlerini yok eder, net manyetik moment sifirdir. Orta kuvvette pozitif manyetik duyarlilig

temsil ederler. Ornek olarak “ bazi demiroksitler, hematit, gotit ” verilebilir [131].

%* Paramanyetik maddeler: Zayif pozitif duyarlihiga sahip, manyetik alan tarafindan zayifca
cekilirler, eslesmemis elektronlara sahiptirler. Elektronlarin spin ve orbital hareketleri
manyetizmayi dogurur. Digs manyetik alan kalktiginda manyetizmalari yok olur. Eslesmemis
elektron sayisi arttikga paramanyetik 6zellik artar. Ornek olarak “ birgok demir igeren mineral,

tuz, biotit, olivin ” verilebilir [131].
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* Diyamanyetik maddeler: Manyetik momente sahip degildirler, dis manyetik alan tarafindan
zayifca itilirler; tim elektronlari eslesmistir; zayif negatif duyarlihik temsil ederler. Ornek olarak “

su, organik madde, plastik, kuvars, CaCQO3” verilebilir [131].

D%

R

Sekil 1.33. Histerisiz ¢cevrimi [132]

Sekil 1.33'de ilk olarak 1 numaral edride sifirdan baslayarak 6rnede disardan bir
manyetik alan uygulandiginda, 6érnek icerisindeki manyetik bdlgeler hemen dizenlenir ve
malzeme “A” noktasinda doyma miknatislanmasi degerine ulasir. Daha sonra dis manyetik alan
sifira dogru azaltiimaya baglandiginda, (2 numaral egri) manyetik bdlgeler kolay eksenleri
dogrultusunda dizenlenmeye baslar. Fakat uygulanan alan sifir oldugunda bazi manyetik
boélgeler kolay eksenlerine dizenlenmeden kalirlar, iste bu manyetik bolgelerde “B” noktasinda
ki kalici miknatislanma degerini (Mr) olustururlar. Dis alan ters yoénde uygulanmaya devam
edilirse “C” noktasinda ki uygulanan alan degerinde malzemeden higbir miknatislanma degeri
elde edilemez, yani digaridan bir etkiyle malzemenin miknatislanmasi “sifir” yapilmis olur. Bu
degere zorlayici alan (Hc) denir ve bu deger bize bir malzemenin miknatislanmasinin ne kadar
kolay ya da zor kaldirilabilecegi konusunda bilgi verir. Manyetik alan ters yonde arttiriimaya
devam ettirildiginde malzeme igindeki manyetik bolgeler ters yénde ydnlenip “D” noktasinda
eksi olarak doyuma ulasacaklardir. Bu doyumdan sonra ters uygulanan alan azaltihp daha
sonra ilk yénelimle yeniden uygulandiginda da (3 numarali egri) Ustteki egrinin simetrigdi bir egri

elde edilmis olacaktir. iste bu gevrime “ manyetik histerisiz ” denir [132].

Bu calismada, lakkaz enziminin, kitosanin indirgenmis grafen oksit ve manyetit ile
modifiye edilmesi sonucu olusturulan kitosan-indirgenmis grafen oksit (Kit-RGO) ve kitosan-
indirgenmis grafen oksit-manyetit (Kit-RGO-Fe;O,4) boncuklari Uzerine immobilize edilmesi
amagclandi. Hazirlanan kompozit tasiyicilar tzerine enzimin immobilizasyonu gerceklestirildikten
sonra karakterizasyon calismalari yapildi. Bu amagla serbest ve immobilize enzimin optimum
pH ve sicaklik, kinetik sabitleri, organik solvent, inhibitér ve depolama stabilitesi belirlendi.
Ayrica galismada immobilize enzimi ile ftalosiyanin bir boya olan Reaktif Mavi 21 adl tekstil

boyasinin enzimatik olarak dekolorizasyonu uzerine etki eden faktorler incelendi.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Deneysel calismalarda, Perkin Elmer UV-Vis Spektrofotometresi, FEG/FEI Quanta MK2
model taramali elektron mikroskobu, Empyrean Panalytical model X-isini toz difraktometresi, Sll
Exstar 7300 marka Diamod TG/DTA model termal analiz cihazi, Lake Shore Titregimli
Manyetometresi (VSM), pH metre, manyetik karistirici, inkiibatér, analitik terazi, otomatik pipet,

calkalayici geregleri kullanildi.

Kullanilan kimyasallar, kitosan (deasetilasyon derecesi % 75-85, orta molekul agirlikli,
Brookfield viskozitesi % 1 asetik asit icerisinde 25°C’de 200-800 cps), grafit (+100 mesh, flake
form), H-O. (% 30), asetik asit (% 100), sodyum asetat, potasyum permanganat, glutaraldehit
(% 25), hidrazin monohidrat (% 100), sodyum tripolifosfat (TPP), [2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzothiazoline-6-siilfonik asit)] (ABTS), etanol (% 95), fosforik asit (% 88), Coomassie
Brilliant Blue G-250, dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,4), potasyum hidrojen fosfat (KH,PQy),
sIgir serum albimin, tris (hidroksimetil) aminometan, hidroklorik asit, sodyum hidroksit, stlfirik
asit (H»SO,4), demir(ll)stlfat heptahidrat (FeSO,47H,0), demir(lll)kloriir hekzahidrat
(FeCl3-6H,0), polietilen glikol (PEG 4000), sodyum kloriir, metanol, dimetilsilfoksit, asetonitril,
EDTA, sistein ve NaNj'dir. Bu galismada kullanilan tim kimyasallar Fluka ve Sigma—Aldrich
firmalarindan temin edildi. Reaktif Mavi 21 (RM 21, Cl:12236-86-1) boyasi DyStar (Turkiye)

firmasindan saglandi.

Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi:
Asetik Asit ¢ozeltisi (% 2’lik): 2 mL asetik asit, saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.
TPP (% 2lik): 20 g TPP tartildi ve 900 mL saf suda ¢ozildi. Cozeltinin pH'1 derisik HCl ile 8.2’
ye ayarlandi ve hacmi 1 litreye tamamlandi.
Glutaraldehit ¢ozeltisi (% 4’lik): 50 mM pH 5.0 asetat tamponunda hazirlandi.
Lakkaz enzim ¢ozeltisi: 5 mg enzim, 0.1 M pH 5.0 fosfat tamponu ile 5 mL’ye tamamlandi.
ABTS (1 mM): 0.1 M pH 5.0 asetat tamponunda hazirlandi.
Bradford reaktifi: 40 mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 50 mL (% 95'lik) etanolde ¢dzulda.
Cozeltiye 55 mL % 88'lik fosforik asit eklendi ve hacmi deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi.
pH 3.0-4.0 asetat tamponu: 0.1 M sodyum asetat ve 0.1 M asetik asit ¢dzeltileri ile hazirlandi.
pH 5.0-7.0 fosfat tamponu: 0.1 M (KH,PO,) ve 0.1 M (K,HPO,) ¢ozeltileri ile hazirlandi.
pH 8.0 Tris-HCI tamponu: 0.1 M tris (hidroksimetil) aminometan ve 0.1 M HCl ile hazirlandi.
Standart protein ¢ozeltisi (1 mg mL'1): 10 mg sigir serum albmin tartildi ve hacmi saf su ile 10

mL’ ye tamamlandi.
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2.2. Yontem
2.2.1. indirgenmis Grafen Oksittin Elde Edilmesi

Bes gram grafit, 2.5 g NaNO3 ve 115 mL % 98'lik H,SO4 ile 30 dk boyunca karistirildi.
ierisine 15 g KMnO4 eklenip 2 saat daha karistirildi ve sicakligin 35 °C civarinda tutulmasina
dikkat edildi. Cozelti icerisine yavas yavas yaklasik 230 mL saf su ilavesinin ardindan 700 mL
sicak saf su ilave edildi. Artan sicakhgi disirmek icin karigim bir sire buz banyosunun
igerisinde tutuldu. igerisine % 30’luk H,O,'den yaklasik 12.5 mL ilave edildi. Cozelti sicakken
slizlldi ve sirasiyla 6nce % 5’lik HCI ile ardindan 300 mL saf suyla yikandi. Siiziilen madde
vakumlu firinda kurutuldu [41,133-138]. Elde edilen grafit oksitten, 1 mg mL "lik
konsantrasyonda hazirlanan ¢ozelti, belirli sire ultrasonike edilerek grafen oksite gevrildi
[42,138]. Grafen oksitin indirgeme iglemi hidrazin monohidratla yapildi [42,133,137-139].

Oksidasyon | indirgeme ¥
= = B e -
Hummer yontemi Hidrazin %'
Grafit tozu Grafen oksit indirgenmis grafen oksit

Sekil 2.1. Grafen oksit ve indirgenmis grafen oksidin kimyasal yontemle sentezi [139]
2.2.2. Kitosan-indirgenmig Grafen Oksit Boncuklarin Hazirlanmasi (Kit-RGO)

Kitosan-indirgenmis grafen oksit kompozit boncuklarinin hazirlanmasi (Kit-RGO): 2 g
kitosan % 2’lik asetik asit ¢ozeltisi icinde ¢ozlldl. Kitosan ¢ozeltisine kitosanin beste biri kadar
indirgenmig grafen oksit eklenerek hazirlanan stspansiyon, soguk TPP icine ucu kesilmis bir
siringa ignesi yardimiyla damlatildi, sertlesmesi igin 4 saat karistirilarak bekletildi. Sertlesen
boncuklar suzilerek bol saf su ile yikandi ve immobilizasyon islemlerinde kullaniimak Uzere 4

°C’de depolandi.
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Sekil 2.2. Kitosan ile indirgenmis grafen oksittin reaksiyonu [140]

2.2.3. Kitosan-indirgenmis Grafen Oksit-Manyetit Boncuklarin Hazirlanmasi (Kit-
RGO'Fe304)

Manyetik partiklllerinin hazirlanmasinda, Yuanbi ve ark., (2002) tarafindan gelistirilen
yontem izlenildi [141]. Yonteme gbre, FeSO,4 7H,0: FeCls-6H,0 (2:3 mol:mol) ile PEG 4000 ile
100 mL deiyonize suda karistirildi. Gozeltinin pH'1 11 olacak sekilde (0.3 mol L") sulu amonyak
¢Ozeltisi ile ayarlandi. Fe;O,in olusumundan dolayl ¢dzeltinin siyah renk oldugu gdzlendi.
Fe;O,4 nanopartikilleri sizgec kagidiyla suziilerek kurutuldu. Elde edilen manyetit, indirgenmis
grafen oksit ile ayni miktarda alinip, kitosan ¢ozeltisine eklenerek Kit-RGO-Fe;O, olusturuldu.
Kitosanin bu kompozit tasiyicisinin hazirlanmasinda, dider tasiyicinin olusturulmasindaki

basamaklar izlendi.

2.2.4. Kompozit Boncuklarin Karakterizasyonu

Kompozit boncuklarin infrared Spektroskopisi, saf ve kuru KBr iginde diskler hazirlanip
Perkin Elmer model spektrometresi kullanilarak alindi. Kompozit boncuklarin yiizey yapilarinin
goruntileri degisik blyltmelerde, FEG/FEI Quanta MK2 model taramali elektron
mikroskobunda alindi. XRD analizleri, CuKa, , (A=1.54060) kaynakli, Empyrean Panalytical
model X-1sini toz difraktometresi kullanilarak yapildi. (Radyasyon kaynagi tup voltaji 45 kV ve
tip akimi 40 mA). Kompozit boncuklarin termal analizleri, N, (g) atmosferinde, 10 °C dk ' isitma

hizinda, oda sicakligindan 800 °C sicakliga kadar cikilarak Sl Exstar 7300 marka Diamod
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TG/DTA model termal analiz cihazi ile yapildi. Kompozit boncuklarin manyetik duyarlilhk
Olcimleri, Lake Shore Titresimli Manyetometresi (VSM) ile yapildi. Numunelere + 6 kOe lik bir
manyetik alan uygulanarak elde edilen manyetizasyon degerleri oda sicakhdinda &lgulda.
Manyetik alan igindeki pargaciklarin manyetizasyonlari birim kutle basina manyetik moment

(emu g'1) olarak ifade edildi.

2.2.5. Kompozit Boncuklarin Glutaraldehit ile Aktivasyonu ve Lakkazin

immobilizasyonu

Hazirlanan kitosan kompozitlerine lakkazin immobilizasyonu igin gapraz baglayici bir
ajan olan glutaraldehit kullanildi. Kitosan kompozit boncuklar, yizde 2-5 arasinda degisen
konsantrasyonlarda hazirlanan glutaraldehit ¢dzeltisi ile 3 saat boyunca 37 °C’de inkibe edilip
¢apraz baglandi. Capraz baglayicinin fazlasinin uzaklastiriimasi igin boncuklar énce saf suyla
daha sonra pH 5.0 fosfat tamponu ile yikanarak stiziildi. Enzim immobilizasyonu gergeklestirildi

ve ylzde aktivite degerleri hesaplanarak en uygun glutaraldehit konsantrasyonu belirlendi.

Glutaraldehitle muamele edilmis boncuklar 1 mg mL" lakkaz iceren enzim ¢dzeltisi ile 4
saat boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi, kompozit yiizeyine baglanan enzimlerin
saptanmasi i¢in boncuk aktivite dlgumleri yapilirken, baglanmayan enzimlerin tayini i¢in ise Ust

faz ve yikama sularinda enzimatik aktivite élgimleri yapildi.

Serbest ve immobilize edilmis lakkazin aktivitesi Wolfenden ve Willson (1982)
tarafindan gelistirilen yonteme goére, 420 nm’de ABTS’nin dénisimuU sonucu absorbanstaki
artisin spektrofotometrik olglilmesiyle hesaplandi [143,144]. Enzim aktiviteleri, substrat olarak
0.1 M pH 5.0 asetat tamponunda hazirlanan ABTS kullanilarak &lgildud. pH 5.0'da 1 dakikada 1
pmol ABTS’yi donusume ugratan enzim miktari bir Gnite olarak tanimlandi [144-147].
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Sekil 2.3. Kitosan-indirgenmis grafen oksit kompozit boncuk yapisinin glutaraldehit ile

muamelesi [140, 142]

Glutaraldehitle
aktive edilmis kitosan boncuk

Sekil 2.4. Glutaraldehit ile aktive edilmis kitosan boncuk izerine lakkaz immobilizasyonu [142]

immobilizasyon verimi (% 1Y) asagidaki formiile gére hesaplandi (2) [148-150]:
@)

% |Y = [(U total- Ukalan) / U total] x 100

Bu esitlikte, U total: serbest enzimin aktivitesi ve U kalan: filtratta bulunan enzim

aktivitesidir.
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immobilize lakkazin gram tasiyici basina diisen aktivitesi asagidaki formiile gére

hesaplandi [148]:

Aktivite (U g'1) = AAbs / dk x seyreltme faktorii x V reaksiyon x 10 ° (3)

ex M tastyici

Formilde, V reaksiyon (mL) = 6érnek hacmine, ¢ = molar ekstrinksiyon kat sayisi ( A 420
am i¢in 36 000 M cm'1) ve M weye (9) = Olgimde kullanilan tagiyict miktarina karsilik

gelmektedir.

2.2.6. Tastyici Uzerine Baglanan Protein Miktarinin Belirlenmesi

Serbest enzim, filtrat ve yikama sularindaki protein miktari, Bradford ve arkadaslari
(1976) tarafindan geligtirilen yontemi goére, sidir serum albumin kullanilarak 595 nm’de
spektrofotometrik olarak tayin edildi [151]. Standart protein egrisinin giziminde, deney tiplerine
sirastyla 0.02, 0.05, 0.1, 0.125, 0.15, 0.2 mg mL" olan ara stoklardan 0.1 mL eklendi ve her
birinin Gzerine 2 mL Bradford reaktifi eklenerek 10 dk oda sicakliginda bekletildi. Elde edilen
degerler, derisime karsi grafie gecirilerek standart protein egrisi olusturuldu (Sekil 2.5), ve

drneklerin protein igeriklerinin belirlenmesinde kullanildi [151-153].

0,5
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Sekil 2.5. Standart protein egrisi
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2.2.7. immobilize Enzimin Karakterizasyonu

Her bir deney seti U¢ defa tekrarlanip, degerlerin ortalamalari alinarak sonuglar elde
edildi.

2.2.7.1. Optimum pH

pH'in bir fonksiyonu olarak serbest ve immobilize lakkaz enziminin aktivitesi pH 3.0-8.0
araliginda substrat olarak 1 mM ABTS kullanilarak tayin edildi. Deneyler sirasinda, 0.1 M
sodyum asetat (pH 3.0-4.0), 0.1 M potasyum fosfat (pH 5.0-7.0) ve 0.1 M Tris-HCI (pH 8.0)
tamponlar kullanildi. Lakkaz enziminin aktivitesi standart analiz kosullarinda dlglldi ve ylzde

degerleri hesaplandi.
2.2.7.2. Optimum Sicaklik ve Termal Stabilite

Optimum sicakligi belirlemek Uzere, serbest enzim ve immobilize enzim 20 ile 80 °C
arasinda degisen sicakliklarda izlendi. Sicaklik stabilitesini belirlemek igin, serbest ve kompozit
tastyicilar Gzerine immobilize enzim 10-70 °C arasinda degisen sicakliklarda bir saat bekletildi
ve geri kazanilan aktivite standart kosullarda 6lguildi. Serbest ve immobilize lakkaz formlarinin
her ikisi icin aktivasyon enerijisi (Ea) Arrhenius grafiginin [log V yizde aktivitenin logaritmasina
kargl Kelvin (1000/T) cinsinden mutlak sicakligin tersi] egiminden asagida verilen esitlige gore
hesaplandi [154-156]:

Egm=(-Ea)/R (4)

Lakkazin aktivitesinin termal inaktivasyon sabiti (k;) ve yari oémdrleri (t;,,) farkl
sicakliklarda arastirildi. Geri kazanilan aktivite 0. dk'daki enzim aktivitesi % 100 alinarak
hesaplandi. Sonuglar birinci dereceden termal deaktivasyon sabiti (k,), yari dmur streleri (t; ;)
ve D degerleri (sabit bir sicakliktaki enzim aktivitesinin % 90’inI inaktive etmek icin gereken siire
veya % 10’luk geri kazanilan aktiviteyi saglamak igin farkh sicakliklardaki inkibasyon zamani)
her bir sicaklik dederi i¢in bulundu. Serbest ve immobilize lakkazin termal deaktivasyon sabiti
(kq) esitlik 5’e gore hesaplandi, esitlikte A, t (dk) sonraki aktivite iken; Ao, baslangi¢c enzim
aktivitesidir. Serbest ve immobilize enzimin yari émir sireleri (t;,,) ve D de@erleri agagidaki

esitlikler kullanilarak hesaplandi [154-156]:

In A= In Ao - kg x t )
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t1/2=0.693 / kqg (6)
D degeri = In 10 / kq (7)

Lakkazin termal denatlrasyonu igin aktivasyon enerjisi (Ed) termal inaktivasyon

sabitinin logaritmasinin (In ky) mutlak sicakliga karsi grafiginden esitlik 8’e gére bulundu:
Egim=(-Ed)/R (8)
Lakkazin termal denatiirasyonu icin entalpi (AH°, kJ mol™), serbest eneriji (AG®, kJ mol

1) ve entropideki (AS®, J mol” K'1) degisiklikler asagidaki esitlikler kullanilarak hesaplandi [154-
156]:

AH® =Ed - RT 9)
AG® = —RT In(kgxh)/ (ko xT) (10)
AS° = (AH° = AG®) /T (11)

Esitlikte, T, mutlak sicakliga (K); R, gaz sabitine (8.314 J mol” K); h, Plank sabitine
(11.04 x 107 J min) ve kg ise Boltzman sabitine (1.38 x1072% J K) karsilik gelmektedir [154-
156].

2.2.7.3. Enzim Kinetigi

Serbest ve immobilize lakkaz'in aktiviteleri optimum sartlarda farkli substrat
derigimlerinde (0.01-1.0 mM) dl¢ildu ve Lineweaver-Burk grafigi yardimiyla Michealis-Menten

(Km) sabitini ve maksimum reaksiyon hizi (Vmax) degerleri belirlendi.
2.2.7.4. Depolama Kararliligi

Depolama sicakh@i ve suresinin lakkaz enziminin aktivitesi lGzerine etkisini incelemek
icin serbest, Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe30, lzerine immobilize edilen lakkaz enzimi 4 °C’'de

depolandi ve belli siirelerde aktiviteleri 6lgulda.

2.2.7.5. Serbest ve immobilize Lakkaz Enziminin Organik Géziiciilerdeki Stabilitesi

Organik ¢ozuculerin enzim aktivitesi Gzerine etkilerini belirlemek tzere serbest, Kit-RGO

ve Kit-RGO-Fe;0,4 lUizerine immobilize edilen lakkaz enzimi farkli konsantrasyonlardaki (% 0, %
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10, % 30 ve % 50) metanol, etanol, DMSO, asetonitril organik ¢oéziiclileri igerisinde 30° C’'de 24

saat bekletildi. Daha sonra hazirlanan ABTS ile enzim aktiviteleri élguldu.

2.2.7.6. Serbest ve immobilize Lakkaz Enzimi Uzerine Bazi inhibitérlerin Etkisi

Serbest ve Kit-RGO ile Kit-RGO-Fe;0, lizerine immobilize edilen lakkaz enzimi lzerine
bazi denature edici kimyasallarin etkisini belirlemek icin kompozit boncuklardan 10 mg tartildi.
30 uM NaN; 30 puM Sistein, 30 yM EDTA ¢ozeltilerinde 30 dakika 35 °C’de inkiibe edildi.
Kontrol grubu olarak inhibitér kullanilmadan hazirlanan standart reaksiyon karisimindaki

enzimlerin aktiviteleri kullanildi. inhibisyon yiizdesi ise asagidaki formiilden hesaplandi [157]:

inhibisyon (%) = [(Ao-Ai) / Ao] x 100 (12)

Bu esitlikte, Ao: inhibitér kullanmadan belirlenen enzim aktivitesini ve Ai: inhibit6r

varliginda enzim aktivitesini ifade eder.

2.2.8. Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe;0, Uzerine immobilize Edilen Lakkaz ile Boya
Giderimi

Lakkaz enziminin boya giderimindeki etkinligini belirlemek icin bir tekstil boyasi olan
Reaktif Mavi 21 (RM 21) boyasi ile ¢alsildi. Boya giderimini incelemek uzere absorbansi,
maksimum dalga boylarinda ¢ift isinli Perkin Elmer spektrofotometresi ile dl¢lldi. Yizde boya

giderimi asagidaki denkleme gore hesaplandi [113,145,158]:

Boya giderimi (%) = [(Ao-At) / Ao] x 100 (13)

Bu formilde, Ao: boyanin baslangic absorbansini ve At: giderim sonrasi boya

absorbansini ifade etmektedir.

RM 21 standart grafigi olusturuimak Uzere, 1-10 ppm arasinda degisen
konsantrasyonlarda boya c¢ozeltileri hazirlanarak maksimum dalgaboyunda (589 nm)

absorbanslari okundu ve elde eldilen degerlere gére standart grafigi olusturuldu (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Reaktif Mavi 21 boyasinin standart grafigi

2.2.8.1. Boya Giderimini Etkileyen Faktorler

Her bir deney seti l¢ defa tekrarlanip, degerlerin ortalamalari alinarak sonuglar elde

edildi.
2.2.8.1.1. Boya Giderimi Uzerine pH Etkisi

Reaktif Mavi 21’in giderimine pH etkisinin incelenmesi, 0.1 M sodyum asetat (pH 3.0-
4.0) ve 0.1 M potasyum fosfat (pH 5.0-8.0) tamponlari kullanilarak hazirlanan boya ¢ozeltileriyle
yapildi. Enzim immobilize edilen boncuklardan 100 mg alinip, tGzerine 10 mL (25 mg L") farkli
pH’larda hazirlanmis boya ¢ozeltileri ilave edilerek 130 rpm’de oda sicakliginda inklibe edildi.
Enzimle muamele edilen boya c¢ozeltilerinin absorbans 6lgiimleri alinip yizde boya giderim

degerleri hesaplandi.

2.2.8.1.2. Boya Giderimi Uzerine Reaksiyon Siiresinin Etkisi

Enzim immobilize edilen 100 mg Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe3;0,4 boncuklari 10 mL (25 mg
L'1) pH 5.0’da hazirlanmig boya ¢ozeltileri ile farkli siireler boyunca (30, 45, 60, 180, 300 dk, 24
ve 48 saat) 130 rpm’de oda sicakhiginda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi enzimle muamele
edilen boya c¢dzeltilerinin absorbans Olgumleri alinarak yuzde boya giderim degerleri

hesaplandi.
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2.2.8.1.3. Boya Giderimi Uzerine Boya Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim immobilize edilen 100 mg Kit-RGO ve 100 mg Kit-RGO-Fe3;04 boncuklari Gzerine
10 mL pH 5.0da hazirlanan RM 21 boyasinin 10-200 mg L' arasinda degdisen
konsantrasyonlarindan ilave edilerek 1 saat 130 rpm’de oda sicakliginda inkiibe edildi. Bir
saatin sonunda, enzim ile muamele edilen boyanin maksimum dalga boyunda absorbans

Olcimleri alinarak ylzde boya giderim degerleri hesaplandi.

2.2.8.1.4. Boya Giderimi Uzerine Sicaklik Etkisi

Enzim immobilize edilen 100 mg Kit-RGO ve 100 mg Kit-RGO-Fe3;O, boncuklari tizerine
10 mL (25 mg L'1) pH 5.0’da hazirlanan boya ¢dzeltileri ile 1 saat boyunca 20, 25, 30, 40, 50,
60 ve 70 °C’'de 130 rpm’de ile inkiibe edildi. inkiilbasyon sonrasi enzim ile muamele edilen

boyanin absorbans élgimleri alinarak ylzde boya giderim degerleri hesaplandi.

2.2.8.1.5. Boya Giderimi Uzerine Farkli Boncuk Miktarinin Etkisi

Enzim immobilize edilen Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe;0,4 boncuklarinin 10, 25, 50, 75, 100
mg'lar Gizerine 10 mL (25 mg L") pH 5.0'da hazirlanan boya gozeltisi konularak 1 saat 130
rom’de oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi enzim ile muamele edilen boyanin

absorbans ol¢cumleri alinarak ylzde boya giderim degerleri hesaplandi.

2.2.8.1.6. Boya Giderimi Uzerine NaCl Etkisi

100 mg enzim immobilize edilen Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe;0, tzerine, 10 mL (25 mg L")
boya ¢ozeltisinde 100, 300, 500, 1000 mM konsantrasyonlarinda olacak sekilde NaCl ¢ozeltisi
konularak 1 saat 130 rpm’de oda sicakhginda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi enzim ile
muamele edilen boyanin absorbans o&lcimleri alinarak ylzde boya giderim degerleri

hesaplandi.

2.2.8.1.7. Boya Giderimi Uzerine Mediatér Etkisi

Mediator etkisinin belirlenmesinde, 100 mg lakkaz enzimi immobilize edilen boncuklari
iceren 10 mL (25 mg L'1) boya ¢dzeltisinin igerisine 0.5, 1.0, 3.0 mM konsantrasyonlarinda

olacak sekilde katekol ve syringaldazine mediatorlerinden konulup, immobilize enzimler ile 130
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rom'de oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi enzim ile muamele edilen boya

¢ozeltilerinin absorbans dlgimleri alinarak yizde boya giderim degerleri hesaplandi.

2.2.8.1.8. Boya Gideriminde immobilize Lakkazin Tekrar Kullanilabilirligi

Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe;0, tasiyicilarinda immobilize edilen lakkazin boya gideriminde
tekrar kullanilabilirligini belirlemek igin; immobilize enzimler tamponda hazirlanmis boya
¢Ozeltileriyle 3 saat inkube edildi ve enzim immobilize edilen boncuklar reaksiyon ortamindan
ayrilarak immobilize enzimlerin aktivite degerleri 8lgiildi. immobilize enzim ile muamele edilen
boyanin absorbans degerleri 589 nm’de dlgulip yluzde boya giderim degerleri hesaplandi. Bu
islemler, 10 ardisik dénglyu olusturacak sekilde her seferinde kullanilan immobilize boncuklarin

tampon ¢ozeltisi yikanmasi ile tekrarlandi.

2.2.8.1.9. Fitotoksisite Caligsmasi

Fitotoksisite calismasi, immobilize enzim ile muamele edilmis ve edilmemis boya
¢Ozeltilerinde bitki tohumlarinin gimlendiriimesiyle yapildi. Calismada Cicer arietinum (nohut) ve
Hordeum vulgare (arpa) bitki tohumlari karanhk ortamda, boya ve immobilize enzim ile
muamele edilmis olmus boya c¢ozeltileriyle 1 hafta inkibe edildikten sonra, hem boya
cozeltilerindeki hem de deiyonize su igerisindeki tohumlarin, tohum gimlenme yiizdeleri ve kok
uzunluklar dlgilerek yapildi. Deiyonize suda buyultilen tohumlardan elde edilen degerler
kontrol grubu degerleri olarak alindi ve bitki tohumlarinin gimlenme indeksi degerleri asagidaki

esitlige gore hesaplandi [159];
Gl =GP x (La/ Lc) (14)
Bu esitlikte, Gl, ¢imlenme indeksi; GP, kontrol grubunda ¢imlenen tohum sayisinin

yuzdesi; La, boya c¢ozeltileri ile buydtilen tohumlarin ortalama kok uzunlugu; Lc, kontrol

grubundaki tohumlarin ortalama koék uzunlugudur.
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3. SONUGLAR VE ONERILER

3.1. Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe;0, Boncuklarinin Karakterizasyonlari

Kitosan ve kompozit boncuklarin hazirlanmasinda kullanilan indirgenmis grafen oksit ve
manyetite ait FTIR spektrumlari Sekil 3.1 (a)—(b)de gorilmektedir. Kitosanin IR spektrumu
degerlendirildiginde 3400 cm ""deki glcli bant O-H gerilme titresimi, N-H bagdi uzama titresimi
ve polisakkaritin yapisindaki molekul i¢i hidrojen baglanmalari nedeniyledir. 1636 cm ""deki pik
ise kitosandaki C=0O gerilme titresiminden kaynaklanan piktir. 1027 cm ""deki bant (amino grup
bandi) C-N gerilme titresimine ve 1096 cm "deki bant ise hidroksil grubunun gerilme titresimine
dayandirilabilir. Kitosanin 1131 cm™"’deki karakteristik bandindan polisakkaritin birimlerindeki (1-
4) glukozidik baglarinin, 1028 cm™"deki bandindan ise glikozun halkasal yapisidaki C-O-C
baglarinin gerilme titresiminin ve 1060-1015 cm"dekilerden ise halkasal bilesigin CH-OH
baglarinin sorumlu oldugu goérilmektedir [43]. indirgenmis grafen okside ait spektrumda, 3689
cm’, 2422 cm™ ve 1618 cm™de gorulen pikler yapidaki O-H gruplarinin ve aromatik C=C’larin
gerilme titresimleri ile iligkilendirilebilir. Bu calismada indirgeyici kimyasal olarak eklenen
hidrazinin epoksit halkalarini kolaylikla agarak hidrazino alkol olusturdugu bilinmektedir [65].
Elde edilen RGQO’ya ait spektrum oksijen igeren fonksiyonel gruplarin blydk bir kisminin
hidrazin ile indirgeme sirasinda, grafen oksitten uzaklastiriidigini ortaya koymaktadir [160].
Fes04tn IR spektrumunda ise 600 cm™'deki bant Fe-O titresimini gosterirken 1618 cm™' deki
bandi NH, grubuna dayandirilabilir. NH,'nin karakteristik bandi, sadece ‘Fe;O, partikiillerinde
1618 cm™de g6zlenmektedir. NH, grubu, sudan gelen OH titresimi tarafindan olasi bir
engellenmeden dolayi 3400cm™""de NH titresimi gorilmemesi s6z konusu olabilir [161]. Xiao ve
ark., (2012) 608 cm” civarindaki pikin manyetik pargaciklarin varligini dogrulayan, Fe-O
titresimine ait oldugunu rapor etmislerdir [162]. Kit-RGO-Fe304 ‘Uin spektrumunda goérildiga
gibi, Narayanan ve ark., galismalarinda yaklagik olarak 1600 cm™deki pikin sp®
hibridizasyonuna sahip bal petegi yapisindaki aromatik C=C titresimlerinin gosterdigini
belirtmistir [163]. Yao ve ark., ise 1618 cm ""deki pikin aromatik C=C ve 1035 cm ""deki pikin ise
alkoksi gerilmelerinden kaynaklandigi rapor etmislerdir [160].
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Sekil 3.1. Kitosan kompozit boncuklarin IR spektrumlari

SEM goruntileri (Sekil 3.2) incelendiginde kitosan ile olusturulan boncuklarin ylizey
morfolojisinin 250 kat buyutmede klresel formda ve duzenli yapisinin oldudu; 25 000 kat
blyutmede ise boncuk yuzeylerinde derin olmayan hafif bir ¢atlak gérulmektedir. Li ve ark.,
(2013) kitosanin puruzsiz ve diz bir morfolojisinin oldugunu rapor etmislerdir [164]. Kitosan
kompozit boncuklarinin  SEM mikrofotograflarinda, boncuk duvarlarinin kitosan boncuk

duvarlarina gore hafif ice goguk bir goriintl sergiledikleri goziikmektedir (Sekil 3.2 c-e).
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Sekil 3.2. Kitosan kompozit boncuklarin SEM géruntileri (250 kat- 25 000 kat) (Kitosan (a-b);
Kit-RGO (c-d); Kit-RGO-Fe;04 (e-f))

Sekil 3.3'de kitosan ve kitosan kompozit boncuklarinin XRD spektrumlari verilmektedir
Calismada, kitosana ait X-Ray difaktograminda kristal bir yapi sergiledigi gortlmektedir. Ayrica
manyetik kitosan kompozit boncugun XRD spektrumunun, Fe;O, parcaciklarinin (Referans

kodu 98-004-9549, 98-005-6120), X-i1sin1 kirnim spektrumuyla, birebir ortistigu goérilmektedir
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(Sekil 3.3). 26 = 10 ° ve 20.09 ° pikleri igin, Li ve ark., (2013) ¢alismasinda kitosanin XRD
spektrumu sonuglarina gore kristal yapida oldugunu rapor etmigler [164]; bunun aksine,
Acharyulu ve arkadaslari (2013) kitosan igin yari kristal yapida oldugunu rapor etmislerdir [165].
Haldori ve ark., (2013) ise kitosana ait XRD kiriniminda 19.77 °deki genis pikin polimerin amorf
yapisini gosterdigini belirtmistir [166]. Calismamiza benzer olarak Hong ve arkadaslarinin
(2007) karboksillendirilmis sUperparamanyetik nanojeller Gzerine immobilizasyon ¢alismasinda,
Fe30, ile bu nanojellerin XRD spektrumunun 6zdes ciktigini rapor edilmistir. Nanojellin XRD
spektrumu incelendiginde, 26= 30.1, 35.3, 43.2, 53.5, 57.0 ve 62.8 derecelerindeki kesin
piklerin Fe3O4’e ait oldugunu bildirmislerdir [167]. Xiao ve ark., (2012) ¢alismasinda 26= 25.1°
merkezli difraksiyon pikinin kimyasal olarak indirgenmis grafen oksiti belirttigini ve genis piklerin
ise grafenin tabakalarinin zayif istiflenmeler yoninde dizenlenmis olmasindan gorildiguni
ifade etmiglerdir [162].
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Sekil 3.3. Kitosan kompozit boncuklarin XRD spektrumlari (Saf Kitosan (a); Kit-RGO-Fez0, (b))
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TGA, cesitli organik veya inorganik esasli maddelerin bozunma sicakliklari, nem
icerigini anlamak icin yararh bir tekniktir [165]. Kompozit boncuklarin, termal bozundurulmasi
sonucundaki TGA egrileri Sekil 3.4’de verilmektedir. TGA spektrumunda 300 °C igin FesQy,
RGO, Kit, Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe3O, boncuklari igin % TG degerleri sirasiyla % 99.05, %
90.72, % 60.90, % 67.40 ve % 71.40°'dir. 500 °C’de Fe;04, RGO, Kit, Kit-RGO ve Kit-RGO-
Fe304 boncuklari igin kitle kaybi degerleri ise sirasiyla % 2.12, % 14.58, % 48.71, % 42.22 ve
% 38.22 olarak bulunurken 800 °C icin kitle kayiplari sirasiyla % 3.82, % 17.92, % 55.26, %
48.46 ve % 44.45 oldugu hesaplandi. Kompozit boncuklarin TGA egrileri ile kitosanin TGA
egrisi karsilastirildiginda daha fazla termal stabiliteye sahip oldugu agikga goérilmektedir.
Acharyulu ve arkadaglari (2013), kitosanin TGA spektrumunun % 65'nin 840 °C civarinda
bozundugunu go6stermiglerdir. Ayrica c¢alismalarinin  sonucunda kitosanin % 65’inin
bozundugunu ve % 35.07’sinin tortu benzeri formda geri kaldigini rapor etmislerdir [165].
Shouman ve arkadaslarn da yaptiklari calismada (2012), kitosanin 100 °C’ye kadar olan
sicaklik araliginda, kitle kaybinin (% 5.26) nemin uzaklastirimasi nedeniyle oldugunu, 216-
316 °C civarindaki ikinci asamasinda % 24.5’luk kutle kaybinin depolimerizasyon
reaksiyonlarindan kaynaklandigini bulmuslardir. 316-600 °C araligindaki sicaklikta ise %
10.08’lik kitle kaybi goérildigund rapor etmislerdir [168]. El-Hefian ve arkadaslarinin (2010)
¢alismasinda ise kitosanin TGA egrisinde 2 basamakta kitle kaybi gézlemlendigi ifade edilmis,
birinci basamakta 30 ile 145 °C arasinda nemin buharlagsmasi nedeniyle % 5’lik kiitle kaybinin
olduguna, ikinci basamagin ise yaklasik 150 °C civarinda basladigina ve % 47 kutle kaybinin
olduguna, bunun ise kitosanin dekompozisyonundan kaynaklandigina, 500 °C’de ise toplam
kitle kaybinin % 52 olarak bulunduguna vurgu yapilmistir [169]. Stankovich ve arkadaslar
(2007) indirgenmis grafen oksit igin, kimyasal indirgemeler yoluyla termal olarak kararsiz oksijen
iceren fonksiyonel gruplarin uzaklastirimasi ile termal stabilitesinin artirdigina dikkat
¢ekmiglerdir. 100 °C’deki klguk kitle kaybinin adsorbe edilen suyun uzaklastiriimasindan
olabilecegini ve 800 °C’ye kadar énemli bir kitle kaybinin tespit edilmedigini belirtmislerdir [65].
Arsalani ve ark., (2010) Fe;O4Un TGA egrisinde toplamda % 3.2'lik olarak goérllen kitle
kaybinin adsorbe edilen fiziksel ve kimyasal suyun uzaklastiriimasi nedeniyle oldugunu rapor
etmislerdir [170]. Mohammadi ve ark., (2013) tarafindan Fe;O,'in TGA egrisinde gérilen ilk
kutle kaybinin, 250 °C’'den daha az bir sicaklikta fiziksel olarak adsorbe edilen suyun
uzaklasmasi nedeniyle, ikinci kltle kaybinin ise sentezi sirasinda Fe3zO4 nanopartikillinin

ylizeyine absorbe olan hidroksil gruplarindan kaynaklandigi ifade edilmigtir [171].



67

100 A >
80 -
g 60
= i
'—
40 A
-=== RGO
—_— it
201 _ . _ Kit-RGO
«eeeeeKit-RGO-Fe304
0 : -
0 100 200

Sicaklik (°C)

Sekil 3.4. Kitosan ko

ozit boncuklarin TGA egriler

Fe?*:

Fe** katyonlarinin sulu ortamda kuvvetli bir bazla ¢dktirilmesi reaksiyonu sonucu eRRNe

Kit-RGO-Fe30, boncuklarinin hazirlahmasi igin kullanilan manyetit parcaQN¥a

Reaksiyonun prensibi soyledir [172]:

Fe?* + Fe3* + 80H~ & Fe(OH), + 2Fe (OH); % Fe;0, + 4H,0

Manyetometri cihazindan alinan verilere gare sentezlenen Fe;O, ve Kit-RGO-Fe;0,
boncuklarinin 298 K’de manyetizasyon doygunluguny sirasiyla 43.66 emu g'1 ve 4.41 emu g'1
'dir. Sentezlenen Fe;O, ve manyetik kitosan kompozit boncugun manyetik alan siddetinin

degdisim egrisi Sekil 3.5°'de verilmektedir.
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Sekil 3.5. Fe;0, ve Kit-RGO-Fe3;0,’Gin manyetik alan siddetinin degisim egrileri

Literatirdeki deneysel verilere gbére manyetik partikillerin doyum manyetizasyonu
degerlerinin, 30 - 50 emu g'1 araligina karsilik geldigi rapor edilmistir [173]. Xu ve arkadaslari
(2013) arastirmalarinda Fe3O,'Gin manyetizasyon doygunlugu (Ms) 47.90 emu g’1 ve
silanlanmis manyetik nanopartikilin manyetizasyon doygunlugu ise 33.00 emu g'1 olarak
bulmustur [174]. Wang ve arkadaslar (2013) calismalarinda Fe3;O,'Un manyetizasyon
doygunlugunu 71.9 emu g” olarak bulmuslar ve yiiksek manyetizasyon doygunlugunun iyi bir
kristal yapiya sahip oldugunu goésterdigini ifade etmiglerdir [51]. Liu ve arkadaslari (2012)
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calismalarinda, lakkaz enziminin immobilizasyonda kullanilan karbon temelli manyetik
kompozitin manyetizasyon doygunlugunu 4.1 emu g'1 olarak saptamis ve bu manyetizasyon
degerinin disaridan bir manyetik alan uygulandiginda, materyalin sulu ¢dzelti ortamindan
ayrilmasina olanak saglayabilecegdi rapor edilmistir [175]. Calismamizda enzim immobilizasyon
icin kullandigimiz Kit-RGO-Fe;O4 boncuklar oda sicakliginda disaridan bir manyetik alan
uygulandiginda ¢ozelti ortamindan kolaylikla ayrilabilmektedir (Sekil 3.6).

(a) (b}

Sekil 3.6. Kit-RGO-Fe;0,4 boncuklarin dis manyetik alan uygulanmadiginda ve uygulandigindaki

gOrunimu

immobilize enzimlerin reaksiyon ortamindan kolaylikla uzaklastirilabilmesine ve tekrar
kullanabilmelerine olanak sagladidi icin son yillarda manyetik tasiyicilara yénelik galismalar
oldukca dikkat cekmektedir. Manyetik partikillerin kullanilmasi enzim immobilizasyonu igin
asagidaki avantajlara sahiptir:
e Yukleme etkinligi icin daha fazla spesifik ylzey alani saglamak,
e Daha az kitle transferi direnci ve daha az kirlenme,
e Manyetik alan altinda immobilize enzimlerin daha segici olarak ayrilmasi ve dolayisiyla daha
disuk iglem maliyeti,

e Enzim katalizli tepkimeler igin surekli sistemlerde uygulama [176].

Hazirlanan Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe;O,4 boncuklari petri kabindaki genel gorinimuine
iliskin fotografi Sekil 3.7’de verilmektedir.
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(b)
Sekil 3.7. Kit-RGO boncuklarinin (a) ve Kit-RGO-Fe;O4 boncuklarinin (b) petri kabindaki

gOrunimu

Olympus SZ 51 model mikroskopla gekilen Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe3zO, boncuklarin
mikroskobik fotograflardan elde edilen boyutlar sirasiyla yaklasik olarak 1.3+0.2 mm ve
1.4+ 0.3 mm olarak belirlendi. Uzerinde enzim immobilize edilmis boncuklar ve
immobilizasyonda kullaniimak Uzere hazirlanan boncuklar arasinda boyut farki goézlenmedi
(Sekil 3.8 ve Sekil 3.9).

Sekil 3.8. Kit-RGO boncuklarinin immobilizasyon éncesi (a) ve sonrasi (b) gérinimu
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Bar 1 mm

(b)

Sekil 3.9. Kit-RGO-Fe;0,4 boncuklarinin immobilizasyon éncesi (a) ve sonrasi (b) gérinimi

Lakkaz enziminin immobilizasyonu sonrasinda yapilan aktivite élgimlerinde en uygun
glutaraldehit konsantrasyonu % 4 olarak belirlendi. Literatlirde, Yang ve arkadaslari (2006)
modifiye kitosan Uzerine lakkaz immobilizasyonu g¢alismalarinda % 1’lik glutaraldehiti [71],
Spinelli ve arkadaslari (2013) % 3’luk glutaraldehiti [147], Pavlidis ve arkadaslari (2012) %
4’luk glutaraldehiti [177], Zhang ve arkadaslar (2009) % 5’lik glutaraldehiti [146], Jiang ve
arkadaglari  (2005) manyetik kitosan mikrosferleri Uzerine lakkaz immobilizasyonu
calismalarinda % 8’lik glutaraldehiti [28], Hai-Yan ve arkadaslari (2006) ile Silva ve arkadaslari
(2007) ise galismalarinda % 10’luk glutaraldehiti kullandiklarini belirtmislerdir [145,178]. Zhang
ve arkadaslari (2009) glutaraldehitin ¢apraz baglamaya ek olarak lakkazi denatire ettigini
bildirmislerdir [146]. Ayrica, yuksek glutaraldehit konsantrasyonlarinda kitosanin amino grubu ile
glutaraldehitin reaksiyonunun artmasi sonucu kitosanin lakkazla etkili bir sekilde baglanmasinda
azalmaya yol actiginida rapor etmiglerdir [146]. Spinelli ve arkadaslari da c¢alismalarinda,
benzer sekilde yiksek glutaraldehit konsantrasyonlarinin enzim yapisinda bozulmalara,
aktivitesinde azalmalara neden oldugunu bildirmiglerdir [145]. Calismalarinda, asidik veya nétral
ortamda, glutaraldehitin monomerlerinin (serbest aldehit formu veya siklik hemiasetal) karisimi
seklinde veya polimeri (siklik hemiasetal oligomer) olarak bulunup enzimin lizin artiklarinin -
amino gruplarina ndkleofilik saldiri yaparak Schiff bazi olusturduklarini rapor etmislerdir. Schiff
bazlar asidik kosullar altinda kararsizdir [145]. Bazik kosullar altinda, amin ile a,-doymamis
oligomerik aldehitin reaksiyonu asit hidrolizine karsi dayanikli bir Schiff bazi ve bir Michael
katilma 0rin0 olmak Uzere 2 urGn verebilir. Asidik kosullar altinda glutaraldehitin ¢apraz
baglanma kinetiginin, bazik veya nétral kosullar altindaki ¢apraz baglanma kinetiginden daha

yavas oldugu bilinmektedir [145].
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Calismamiza benzer sekilde, Champagne ve Ramsay (2010) tarafindan yapilan
¢alismalarinda lakkaz enzimi glutaraldehitle 2 saat boyunca ¢apraz baglanmis ardindan pH 5.0
fosfat tamponuyla hazirlanmis lakkaz enzim ¢dzeltisi ile 36 saat 4 °C’de inkibe edilmistir [179].
Enzimin aktivite dlgiimlerini ise Wolfenden ve Willson (1982) tarafindan belirlenen yénteme gére
yapmislardir. Zhang ve arkadaslari da (2009) calismalarinda c¢apraz baglamanin sire ile
arttigini ve calismalar icin en iyi capraz baglama siresini 10 saat oldugunu ifade etmiglerdir
[146]. Tasiyici tGzerine immobilize edilen lakkazin miktarinin artan reaksiyon siresiyle arttigini
ancak aktivitesinin ortamdaki glutaraldehit ile reaksiyonu sirasinda azaldigini rapor etmislerdir
[146].

3.2. Tasiyic1 Uzerine Baglanan Protein Miktari ve immobilizasyon Verimi

Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe30, boncuklari lizerine baglanan protein miktarinin bulunmasi
icin serbest enzim, filtrat ve yilkama sularinda protein tayini yapildi. Sekilde 2.5'de gérilen
standart protein egrisi kullanilarak her bir tasiyici igin protein miktarlari belirlendi ve yikleme
etkinlikleri hesaplandi. immobilizasyon sonrasinda Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe;0, boncuklari

Uzerine baglanan protein miktarlari Tablo 6’da verilmektedir.

Tablo 6. Farkh tasiyicilarin Uzerine immobilize edilen lakkazin protein miktarlari ve yukleme

etkinligi
Kit-RGO Kit-RGO-Fe;0,
Baslangi¢ Protein Miktari (mg) 1.0 1.0
Baglanan Protein (mg) 0.45 0.49
Yiikleme Etkinligi (%) 45.76 49.51

immobilize lakkazin aktivitesi, gram tasiyici basina diisen aktivite olarak hesaplandi.
Kompozit boncuklar Gzerine immobilize edilen lakkazin aktiviteleri ve immobilizasyon verimleri

Tablo 7’de veriimektedir.

Tablo 7. Farkh tasiyicilarin Gzerine immobilize edilen lakkazin aktiviteleri ve immobilizasyon

verimleri
Kit-RGO Kit-RGO-Fe;0,
Aktivite (U/g tastyici) 2.37 2.50
immobilizasyon Verimi (%) 55.29 57.07
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Silva ve arkadaslarinin (2007) aktiflestiriimis amino grubu olan naylon dokuma kumasini
tasiyici olarak kullandiklari calismada, protein tutma miktari % 30 ve immobilizasyon verimi %
2 olarak bulunmustur [145]. Spinelli ve arkadaslari (2013) Amberlite IR-120 H boncuklari
Uzerine immobilizasyon galismasinda immobilizasyon verimini % 78 olarak hesaplamiglardir
[147]. Kunamneni ve arkadaslari (2008) epoksi tasiyicilar Gzerine immobilize edilen lakkazin,
Sepabeads EC-EP3 tasiyicisi igin enzim aktivitesini 203 U g'1, Dilbeads NK taslyicisi igin enzim
aktivitesini 91 U g'1 olarak rapor etmiglerdir [109]. Yinghui ve arkadaslari (2002), aktive edilmis
polivinil alkol tasiyici Uzerine kovalent baglanmis lakkaz immobilizasyonunda, Panus
conchatus’dan elde edilen lakkazin maksimum aktivitesini 1.2 U g'1 olarak tanimlamistir [180].
Hai-Yan ve arkadaslari (2006) nanokompozitin zerine immobilize lakkaz enzimin aktivitesini 1
430 U g bulmuslardir [178].

3.3. Serbest ve immobilize Edilen Lakkazin Karakterizasyonu

Her bir deney seti (i¢ defa tekrarlandi. Elde edilen de@erlerin ortalamasi alinarak cizilen

grafiklerdeki hata gubuklari, yiizde besten kiigik standart hatayi temsil etmektedir.

3.3.1. pH’nin ve Sicakhgin Etkisinin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize lakkaz enziminin aktivitesine pH etkisinin belirlenmesinde, pH
3.0-8.0 araliginda substrat olarak ABTS ¢ozeltisi kullanilarak 6l¢ildu ve yizde aktivite degerleri
hesaplandi. Deneyler sirasinda sodyum asetat tamponu (pH 3.0-4.0), potasyum fosfat tamponu
(pH 5.0-7.0) ve Tris-HCI tamponu (pH 8.0) kullanildi. Serbest ve immobilize enzimlerin optimum
pH degerleri sirasiyla 4.0 ve 5.0 bulundu (Sekil 3.10). Optimum pH degerleri arasinda 1.0
birimlik bazik bélgeye kayma séz konusudur. immobilizasyon sonrasi enzimin optimum pH
degerinde gorilen bu kaymanin enzim ve tasiyicinin yikll yiizeyi arasindaki iyonik etkilesimler

nedeniyle oldugu distnilmektedir.
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Sekil 3.10. Serbest ve kompozit tasiyicilarin Gizerine immobilize edilen lakkazin optimum pH

grafigi

Spinelli ve arkadaslari (2013) calismalarinda, serbest ve Amberlite IR-120 H boncuklar
Uzerine immobilize lakkazin optimum pH’sini 4.5 olarak bulmuslardir [147]. Sathishkumar ve
arkadaglari ise (2014) serbest lakkazin optimum pH’sini 5.5 immobilize lakkazin optimum
pH’sini ise 6.5 olarak bulmusglardir [181]. Wang ve arkadaslari da (2010) optimum pH’yi serbest
ve immobilize lakkaz enzimleri igin sirasiyla 4.0 ve 5.0 olarak bulmuslardir [182]. Optimum
pH'de gorilen kaymanin enzim ile destedin ylzeyindeki gruplar arasinda olusan iyonik
etkilesimlerden kaynaklandigini rapor etmislerdir [182]. Calismada kullanilan indirgenmis grafen
oksittin, grafen oksitten farki yapida epoksit gruplarinin uzaklastirnimasi sonucu matriksi

Uzerinde karboksil gruplarinin (-COOH) ve hidroksil iyonlarinin (OH’) bulunmasidir [65,168].

Enzimlerle katalizlenen reaksiyonlarin hizlari sicaklikla artmakla birlikte, ylksek
sicakliklarda enzimlerin protein yapilarindan dolayi aktiviteleri azaldikga bu reaksiyonlarin
hizlar azalmaktadir. Reaksiyon hizinin maksimuma eristigi noktadaki sicaklik derecesine *
optimum sicaklik ” denir. Enzimlerin buyik gogunlugunun optimum sicakhdi 30 - 40 °C’dir ve
45 °C’nin Uzerinde denatlrasyon baglar. Calismada serbest ve immobilize enzimler igin

optimum sicaklik degeri 40 °C olarak belirlendi (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Serbest ve kompozit tasiyicilarin lzerine immobilize edilen lakkazin optimum
sicaklik ve termostabilite grafikleri

Sathishkumar ve arkadaslari (2014) serbest enzim igin optimum sicakhd 30 °C,
immobilize enzim igin ise 40 °C olarak belirlemislerdir [181]. Makas ve arkadaslari (2010)
calismalarinda serbest lakkaz enzimi ve karragenan ile ya poli(akrilamit-akrilik asit) ya da
poli(akrilamit-itakonik asit)'te tutuklama yoluyla ile immobilizasyonunda optimum pH’leri

sirasiyla 5.0, 5.0 ve 5.5 bulmuglardir [183]. Ayrica hem serbest hem de immobilize enzim igin
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optimum sicaklik de@erini de 40 °C bulmuslardir. Kunamneni ve arkadaslari (2008) epoksi
tasiyicilar Uzerine immobilize edilen lakkazin ve serbest lakkaz enziminin optimum sicakhgini
60 °C olarak belirlemigtir [109]. Kumar ve arkadaslar (2012) ise ABTS substrati kullanildiginda
lakkaz enzimi icin optimum pH 4.0 ve sicakhdi ise 45 °C olarak bulmuslardir [184]. Ayrica
calismalarinda fungal lakkazlarin blydk bir ¢ogunlugunun hafif asidik kosullar (pH 4.0-6.0)
altinda fonksiyonel oldugunu ve optimum sicaklik degerinin 30 — 55 °C arasinda oldugunu
vurgulamiglardir [184]. Karagdz ve arkadaslar (2011) ¢calismalarinda serbest lakkazin optimum
sicakhgini 35 °C ve poly(VFA-co-EGDMA) mikrokirecikleri (izerine immobilize lakkazin
optimum sicakhdini 45 °C bulduklarini rapor etmislerdir [185]. Serbest, Kit-RGO ve Kit-RGO-
Fe;04 immobilize lakkaz enzimlerine ait aktivasyon enerjileri igin Arrhenius grafigi kullanilarak
bulunan esitlikleri sirasiyla soyledir: y= -1592.1x + 7.0931, y= -902.59x + 4.8915 ve y= -810.65x
+ 4.5971. Serbest, Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe30, lizerine immobilize lakkazin E, dederi sirasiyla
30.48 kJ mol™, 17.28 kJ mol” ve 15.52 kJ mol™” olarak hesaplandi (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Serbest ve kompozit tasiyicilarin Uzerine immobilize edilen lakkazin Arrhenius

grafigi

Elde edilen bulgulara goére lakkaz enziminin yari d8mur sureleri ve D degerleri kovalent
immobilizasyon sonrasinda tim sicakliklarda dikkate deger odlglide arttigi bulundu. Bu durum
serbest lakkazin termal stabilitesinin, kitosan kompozit tasiyicilar Gzerine immobilize lakkazdan
daha dusiik oldugunu gostermektedir. Ayrica bu galismada, 40 °C’de serbest enzimin yari dmru
63.58 dk, Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe;04 Gizerine immobilize enzimler iginse sirasiyla 261.32 ve
305.88 dk olarak hesaplandi. Termal denatirasyon icin aktivasyon enerjisi (Ed) Arrhenius
grafigi kullanilarak tespit edildi. Ed degeri serbest enzim igin 35.92 kJ mol ™, Kit-RGO icin 43.55
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kJ mol” ve Kit-RGO-Fe30, icin 44.60 kJ mol ™ olarak hesaplandi. Kitosan kompozitleri Gzerine
immobilize edilen lakkazlarin Ed degerlerinin, serbest enzimin Ed degerinden daha ylksek
olmasi immobilize enzimlerin daha stabil ve termal denattirasyona karsi daha direngli oldugunu
gOstermektedir. 40 °C’de serbest enzimin AH° degeri 33.32 kJ mol” iken Kit-RGO ve Kit-RGO-
Fe304 kompozit boncuklari lizerine immobilize edilen lakkazin AH® dederi sirasiyla 40.95 kd mol’
' ve 41.99 kJ mol” olarak hesaplandi (Tablo 8). Enzimin her iki formu iginde artan sicaklikla
birlikte AH® degerinde gorulen azalmalar, yiksek sicakliklarda enzimin daha az enerji ile
denatiire olacagini ortaya gikarmaktadir. Serbest enzimin 40 °C’de agiga ¢ikan Gibbs serbest
enerji degeri (AG°) 99.19 kJ mol™ iken immobilizasyon sonrasinda, sirasiyla Kit-RGO ve Kit-
RGO-Fe30, kompozit boncuklari tzerine immobilize edilen lakkazin AG° degerleri 102.87 kJ
mol™ ve 103.28 kJ mol™ olarak bulundu. Tablo 9'da gériildigii gibi AG® degerlerinin sicaklikla
arttigi saptandi, fakat serbest ve immobilize lakkaz enzimleri arasinda buyik farkliliklar olmadigi
goruldid. AG® degerlerinin sicaklikla artisinin enzimin  her iki formda da gergeklestigi fakat
immobilize enzim formunda ¢ok daha az oranda oldugu bulundu. immobilize enzimlerin AS®
degerleri diger formlar karsilastirildiginda 6nemli bir derecede daha az negatiftir. Farkl
sicakliklarda entropi degerlerindeki degismeler, sicakligin ve konformasyonun degisikligi
sonucunda olabilmektedir [154,188].

Tablo 8. Serbest ve kompozit tasiyicilarin (zerine immobilize edilen lakkazin termal

inaktivasyon parametreleri

Sicaklik (°C)
Lakkaz

20 °C 30°C 40 °C 50 °C 60 °C 70 °C

Serbest enzim 0.001942 0.003512 0.001089 0.017981 0.023105 0.038376

kq, Kit-RGO 0.001072 0.001389 0.002652 0.004227 0.007772 0.010995

(dk™) Kit-RGO-Fe;0, 0.000943 0.001168 0.002265 0.003555 0.006672 0.010018
Serbest enzim 356.806302 197.322497 63.585131 38.542480 29.993629 18.057964

tis2 Kit-RGO 646.402858 498.671116 261.323759 163.957206 89.164252 63.027464
(dk) Kit-RGO-Fe;0, 735.013994 593.147328 305.883114 194.921182 103.864746 69.171455
Serbest enzim 1185.235363 655.4637624 211.216408 128.029999 99.632519 59.984753
D-degeri Kit-RGO 2147.214114 1656.480389 868.062475 544.631299 296.184861 209.363958
(dk) Kit-RGO-Fe;0, 2441.561637 1970.310460 1016.079261 647.487102 345.016806 229.772969
Serbest enzim 33.488792 33.405652 33.322512 33.239372 33.156232 33.073092

AH® Kit-RGO 41.121875 41.038735 40.955954 40.872455 40.789315 40.706175
(kI mol™) ki RGO-Fe;0, 42.164451 42.081311 41.998171 41.915031 41.831891 41.748751
Serbest enzim 96.899910 98.799394 99.197618 101.106953 103.627324 105.376683
AG® Kit-RGO 98.347455 101.134909 102.875632 104.995026 106.643659 108.941264
(kI mol™) 1 RGO-Fe;0, 98.660400 101571971 103.285343 105.459576 107.065565 109.206523
Serbest enzim -216.420198 -215.820932 -210.463597 -210.116349 211.624901  -210.797642
Ase Kit-RGO -195.309146 -198.337208 -197.827594 -198.5218906  -197.760791  -198.931195
(Jmol" K™) kit RGO-Fe;0, -192.818939 -196.38810 -195.805662 -196.732339 -195.896918  -196.669885
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3.3.2. Enzim Kinetigi

Serbest lakkaz enzimi, Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe3;0, lizerine immobilize lakkaz igin, 0.1

M, pH 5.0 tampon igerisinde hazirlanan farkli substrat derisimleri kullanilarak belirlenen aktivite

degerleri ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi Sekil 3.13'de gosterilmektedir.
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Sekil 3.13. Serbest ve kompozit tasiyicilarin Gzerine immobilize edilen lakkazin Lineweaver-

Burk grafigi

Serbest ve immobilize lakkaz igin Ky, Vmax degerleri her bir enzim igin gizilen

Lineweaver-Burk grafiginden hesaplanarak bulundu. Bu sonuglar Tablo 9'da gdsteriimektedir.

Tablo 9. Serbest ve kompozit tasiyicilarin (izerine immobilize edilen lakkazin kinetik

parametreleri

Serbest Enzim Kit-RGO Kit-RGO-Fe;0,
Ky (mM) 0.29 0.50 0.47
Vmax (U/mg) 12.80 7.87 8.43
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Bir enzim icin Ky degeri, maksimum hizin vyarisina erigildigi andaki substrat
konsantrasyonunu ve ayni zamanda Ky, deder ne kadar kigukse enzimin substrata ilgisi o
kadar yiksektir. Calismamizda immobilize enzimler i¢in hesaplanan Ky, degerleri Kit-RGO
Uzerine immobilize edilen enzim igin 0.50 mM, Kit-RGO-Fe;0, lizerine immobilize edilen enzim
icin 0.47 mM’dir. Her iki immobilize enziminde Ky degerinin serbest enzimin Ky degerinden
yuksek olmasi, immobilize lakkazin substrata ilgisinin serbest lakkazin ilgisinden daha dusuk
oldugu anlamina gelmektedir. immobilize enzimlerin Ky ve Vmax degerlerindeki degisiklikler,
enzimin destege baglanmasi sirasinda: substrata baglanmasi icin gerekli esnekliginin azalmasi,
tastyicinin enzimin aktif boélgelerinde meydana getirdigi sterik engellemeler ya da substrat

difizyonunun sinirlanmasi nedeniyle olabilir [189-193].

3.3.3. Depolama Kararlihigi

Depolama kararhligi ézellikle immobilize enzimlerin uygulama alanlari ile ilgili 6nemli bir
faktordir ve enzimin saklama kosullarina bagh bir parametredir. Genellikle, suda ¢oziinmez
enzim preparatlari liyofilize edilerek ya da slUspansiyon seklinde 4-5 °C’de saklanabilirler.
Serbest ve kompozit tasiyicilarda immobilize edilen lakkaz enziminin 4 °C’de tampon ¢ozeltisi
icerisinde depolanarak belirli araliklarla aktiviteleri dlgtldu ve elde edilen sonuglar grafik olarak
Sekil 3.14'de verilmektedir. Bir haftallk depolama sonunda serbest enzimin baslangi¢
aktivitesinin % 85’ini; Kit-RGO boncuklar Uzerine immobilize edilen lakkaz ise baslangig
aktivitesinin yaklasik % 95'ini, Kit-RGO-Fe3;0, boncuk lzerine immobilize edilen lakkazin ise
baglangi¢ aktivitesinin yaklasik % 99'unu korududu saptandi. immobilize enzimlerin 7 haftalik
depolama sonuglarina gore aktivitelerinin yaklasik olarak % 75’ini koruduklari hesaplandi. 11
haftallk depolama sonuglarina goére ise aktivitelerinin yaklasik % 45'ini koruduklari bulundu.
Kunamneni ve arkadaslari (2008) Sepabeads EC-EP3 (izerine immobilize ettikleri lakkazin 4
°C’de ilk 2 ay depolama periyodu sonunda enzim aktivitesinin % 2.5’ini yitirdigini belirtmistir
[109]. Sonraki 2 ay depolama sonucunda enzim aktivitesinin % 1.3’UnU yitirdigini
gOstermiglerdir. Toplamda 4 hafta sonunda aktivitesinin % 3.8’ini kaybettigini rapor etmiglerdir
[109]. Spinelli ve arkadaslari (2013) 4°C’de depoladiklari 7 gin sonunda serbest enzimin
aktivitesinin % 18.5 azaldigini, ayni sire zarfinda Amberlite IR-120 H boncuklari Gzerinde
immobilize lakkazin aktivitesinin ise % 1.4 olarak azaldigini rapor etmislerdir [147]. Jiang ve
arkadaslari (2005) ise 4 °C’de 1 ayhk depolama suresince serbest ve manyetik kitosan
mikrokurecikleri izerine immobilize lakkazin depolama kararliidinin azaldigi ifade etmislerdir
[28]. ik 2 haftalik depolama siiresinde aktivitede % 20’lik diislis oldugunu ve daha sonrasinda
aktivitenin yavasca azalarak toplamda % 30’luk dusus goruldigunt belirtmiglerdir. Ayni kosullar

altinda, serbest enzimin aktivitesindeki azalmayi % 70 olarak bulmuslardir [28].
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Sekil 3.14. Serbest ve kompozit tagiyicilarin tizerine immobilize edilen lakkazin 4°C depolama

kararlligi

3.3.4. Serbest ve immobilize Lakkaz Enziminin Organik Géziiciilerdeki Stabilitesi

Serbest ve immobilize edilen lakkaz enzimi Uzerine organik ¢oziiculerin  etkisinin
belirlemesinde, enzim farkli konsantrasyonlarda hazirlanan farkl organik solventlerin (metanol,
etanol, DMSO, asetonitril) icerisinde 30 °C’'de 24 saat bekletildi. Hazirlanan ABTS ile geri
kazanilan aktiviteleri 6lguldi ve sonuglar Tablo 10’da verildi. Kullanilan organik g¢oziciler
arasinda en yuksek geri kazanilan aktivite degerleri enzimin her iki formu icinde DMSO
¢6zlcusu igerisinde elde edildi. Calismamizda kompozit tasiyici Gzerine immobilize lakkaz
enzimlerinin geri kazanilan aktivite degerlerinin, serbest enzime oranla daha yiksek oldugu
saptandi. Enzim molekiillerinin organik ¢6zlcl ile dogrudan temasinin enzimin katalik olarak
aktif konformasyonunu etkiledigi distinilimektedir. Yiksek konsantrasyonlarda organik ¢oziicu
kullanilarak su-organik ¢ozucu sistemleri olusturulursa, proteinlerin ylizey tabakasi Uzerindeki
su molekdlleri ile organik ¢dzlcllerin yer degistirmesi nedeniyle enzimin aktivitesinde azalma
gorildr [194]. Enzimlerin immobilizasyonu, organik solvent igerisindeki aktivite azalmasindan
enzimleri koruyan en yararl tekniklerden biridir. Calismamiza benzer sekilde, Kunamneni ve
arkadaglari (2008) immobilize lakkazin farkli organik ¢ézicullerin artan konsantrasyonlarinda

serbest enzime gore daha yuksek aktivite gosterdigini belirtmistir [109].
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Tablo 10. Farkli konsantrasyonlardaki organik ¢ozlculerde lakkazin stabilitesi

Organik Geri Kazanilan Aktivite (%)

¢oziici Lakkaz 0 10 30 50
Serbest enzim 100 75.06 68.85 43.26
Metanol Kit-RGO 100 87.03 71.48 63.49
Kit-RGO-Fe;04 100 86.11 75.06 53.66
Serbest enzim 100 77.00 62.00 53.53
Etanol Kit-RGO 100 89.00 68.00 54.98
Kit-RGO-Fe;04 100 87.84 71.00 60.78
Serbest enzim 100 91.84 66.31 40.79
DMSO Kit-RGO 100 96.77 69.73 43.42
Kit-RGO-Fe;04 100 91.00 70.26 45.37
Serbest enzim 100 48.00 15.64 5.89
Asetonitril Kit-RGO 100 74.57 58.55 24.67
Kit-RGO-Fes04 100 71.58 47.85 23.89

3.3.5. Serbest ve immobilize Edilen Lakkaz Enzimi Uzerine Bazi inhibitorlerin
Etkisi

inhibitdrler, reaksiyon ortamina eklendiginde reaksiyon hizini azaltan dogal ya da yapay
kimyasal maddelerdir. Bilesiklerin inhibe edici etkileri inhibitoriin safligina, konsantrasyonuna,
enzimin kaynagina, substratin varigina, pH ve sicakliga baghdir. inhibe edici kimyasallar
icerisinde enzim stabilitesini belirlemek icin immobilize enzimler, 30 yM NaN; 30 uM Sistein, 30
UM EDTA icerisinde 30 dakika boyunca 35 °C sicaklikta inklbe edildi. Elde edilen verilere gore
lakkaz enzimi lzerine en az inhibe edici EDTA bulunurken, en fazla inhibe edici NaN3 olarak
saptandi. Kompozit tagiyicilar arasinda demirli tasiyici Gzerine immobilize edilen lakkazin diger
kompozit tasiyici gére daha az inhibe oldugu bulundu. Bizim sonuglarimiza benzer sekilde,
Minussi ve ark., (2007) ¢alismalarinda EDTA'nin enzim aktivitesini sodyum azid ve sisteinden
daha az inhibe ettigi bulmuslardir [195]. EDTA, enzimin inorganik kofaktériyle inaktif
kompleksler olusturabilmesi nedeniyle lakkaz enzimininde dahil oldugu metallo enzimlerin bir
inhibitéridir. EDTA tarafindan inhibe olan lakkazlar Trametes versicolor, Pseudomonas
desmolyticum ve Bacillus sp. ADR lakkazlaridir [196]. Kumar ve arkadaslari (2012) ile Ryan ve
arkadaslari (2003) calismalarinda NaNj’in lakkazin tip 2 ve tip 3 bakir merkezlerine
baglanmasiyla i¢ elektron transferini etkiledigini ve bu sekilde lakkazin aktivitesini inhibe ettigini
belirtmislerdir [184,197].
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Sekil 3.15. Serbest ve kompozit tasiyicilarin Uzerine immobilize edilen lakkaz enzimin

aktivitesine bazi inhibitorlerin etkisi
3.3.6. immobilize Lakkaz ile Tekstil Boyalarinin Renk Giderimi

Calismanin ikinci asamasinda hazirlanan immobilize enzimlerin endistriyel amagli
uygulamasi olarak model boya secilen Reaktif Mavi 21 (RM 21) tekstil boyasinin giderim
calismalari yapildi. RM 21 boyasinin Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe3z0, boncuklar Gizerine immobilize
edilen lakkazlar tarafindan 30 dk, 60 dk, 3 saat, 5 saat ve 24 saat surelerinde alinan UV-Vis
spektrum tarama sonuglari etkili bir boya gideriminin gergeklestigini gostermektedir (Sekil 3.16-

3.17).



83

0,250,
0,24 1

0,22

0,20

a1 Baglangig boya gozeltisi

Muamele sanrasi (30 dk)
Muamele sonrasi (1 sa)
A 0,12

l Muamele sonrasi (3 sa)

Muamele sonrasi (5 sa)

Muamele sonrasi (24 sa)

T T T T T T
450,0 480 a00 520 540 HED 580 E00 E20 640 EE0 [::11] 700 T20 T40 TED TED 200

Sekil 3.16. Kit-RGO Uzerine immobilize edilen lakkaz ile RM 21 boyasinin giderimi sirasinda

UV-Vis spektrum taramasi ve RM 21 boyasinin baslangi¢, 1 saat ve 24 saat gideriminden
sonraki gérinumu
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Sekil 3.17. Kit-RGO-Fe30, lizerine immobilize edilen lakkaz ile RM 21 boyasinin giderimi
sirasinda UV-Vis spektrum taramasi ve RM 21 boyasinin baslangig, 1 saat ve 24 saat
gideriminden sonraki gérinimu
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3.3.6.1. Boya Giderimi Uzerine pH Etkisi

immobilize enzimler (100 mg) tampon ¢ézeltileriyle hazirlanan boya gozeltileri ile oda
sicakliginda inkibe edildi. Muamele edilmis boya ¢ozeltilerinin 589 nm’de absorbans olgimleri
alinarak boya giderimi degerleri hesaplandi. Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe;O, Uzerine lakkaz
enzimleri ile boya giderimi i¢cin optimum pH 5.0 olarak bulundu (Sekil 3.18). Calismamizda
diger pH degerlerinde de boya gideriminin gerceklestigi goruldi. Champagne ve Ramsay (2010)
¢alismalarinda ise pH 5.0 fosfat tamponu ile hazirlanmis boya ¢ézeltileri arasinda immobilize
lakkazin indigo (Asit Mavi 74), antrakinon (Reaktif Mavi 19 ve Disperse Mavi 3) boyalarini diger
azo boyalardan (Reaktif Siyah 5 ve Asit Kirmizi 27) daha hizl giderdigini tespit etmisledir [179].
Calismamiza benzer sekilde Rodriguez Couto (2007) tarafindan lakkaz ile Indigo carmine
boyasinin pH 8.0 ve 9.0 gibi yiksek pH degerlerinde boya gideriminin gergeklestirildigi rapor
edilmistir [198]. Mogharabi ve arkadaslari da aljinat-jelatin karisimi jel Gzerine immobilize lakkaz
ile boya giderimi icin optimum pH’yi 8.0 olarak bulmuslardir [199]. Murugesan ve arkadaslari
(2007) galismalarinda Ganoderma lucidum lakkaz ile Reaktif Siyah 5 ve Remazol Brilliant Mavi
R boyalari igin pH 4.0 degerinde boya gideriminin daha iyi oldugunu rapor etmislerdir [200].
Michniewicz ve arkadaslarinin (2008) calismalarinda ise Cerrena unicolor lakkaziyla tekstil
boyasi gideriminde Asit Mavi 62, Asit Mavi 40, Reaktif Mavi 81, Direk Siyah 22 ve Asit Kirmizi
27 boyalarinin giderimi proseslerinde tim boyalar igin optimum pH 3.5 olarak tespit edilmigtir
[201]. Silva ve arkadagslarinin (2012) g¢alismasinda RM 21 bakir ftalosiyanin boyasi Turnip
peroksidaz enzimi ile okside edilmeye calisiimistir [123]. Ayrica bu g¢alismalarinda, Souza ve
arkadaslarinin Horsehadish peroksidaz ile boyayi okside ettiklerinin ve boyanin giderimini % 59
olarak bulunduklarini belirtmislerdir [123].



85

120

—e—Kit-RGO

100 —a— Kit-RGO-Fe304

Boya Giderimi (%)
S N ®
s = =

[
=]
L

0 T T T T T T

2 3 4 5 6 7 8 9
pH

Sekil 3.18. RM 21 boyasinin giderimi izerine pH etkisi (25 mg L™ boya ¢dzeltisi 1 saat 130

rpm’de oda sicakliginda inkiibasyon)
3.3.6.2. Boya Giderimi Uzerine Reaksiyon Siiresinin Etkisi

Reaksiyon slresinin boya giderimi Uzerine etkisini belirlemek igin enzim immobilize
edilen kompozit boncuklar boya cozeltileriyle farkli siireler boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon
sonucu muamele edilmis boya ¢ozeltilerinin absorbans degerleri 6lgilip, yuzde boya giderimleri
hesaplandi. RM 21 boyasi ile yapilan denemeler sonucu inkibasyon siresi arttikga boya
gideriminin de arttig1 gozlendi (Sekil 3.19). 30. dk sonunda, Kit-RGO lizerine immobilize enzimle
boya giderimi % 50.47 olarak bulunurken Kit-RGO-Fe30, lizerine immobilize enzimle boya
giderimi % 55.73 olarak hesaplandi. 1 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise bu deger Kit-RGO ve
Kit-RGO-Fe30, lizerine immobilize lakkaz igin sirasiyla % 80 ve % 85 olarak bulundu. 5 saatlik
inklibasyonun ardindan Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe;0, Ulzerine immobilize lakkaz ile boyalarin
giderim degerleri sirasiyla % 90.17 ve % 96.15 olarak bulundu. Karagéz ve ark., (2011)
tarafindan yapilan galismada N-vinilformamidin polimerizasyonuyla olusturulan mikrokirecikler
Uzerine lakkaz enzimi immobilize edilmis ve kesikli yéntem kullanilarak 18 saatte Direk blue 1
boyasinin yaklasik % 54-68 ve Direk red 128 boyasinin % 73-78 oraninda degrede edildigi
rapor edilmistir [185]. Bayramoglu ve arkadaslarinin (2010) immobilize lakkaz enzimi ile kesikli
sistemle boya giderim cgalismalarinda ise Reactive Green 19, Reactive Red 2 ve Reactive
Brown 10 boyalari igin 6 saatte boya degredasyonu yaklasik olarak % 38, % 51 ve % 59 olarak
bulundugu belirtilmistir [202].
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Sekil 3.19. RM 21 boyasinin giderimi Uzerine reaksiyon suresinin etkisi (pH 5.0'da 25 mg L

boya ¢ozeltisi 130 rpm’de oda sicakliginda inkibasyon)

3.3.6.3. Boya Giderimi Uzerine Boya Konsantrasyonunun Etkisi

10-200 mg L" arasinda degisen konsantrasyonlardaki boya ¢ozeltileri ile lakkaz enzimi
immobilize edilen kitosan kompozit boncuklar 1 saat 130 rpm’de oda sicakhdinda inkibe edildi.
Boyanin maksimum dalga boyunda, muamele edilmis boya cdzeltilerinin absorbans &lgimleri
alinarak ylUzde boya giderimleri hesaplandi. Elde edilen sonuglar Sekil 3.20'de grafik olarak
verildi. Calisma sonuglarina gore artan boya konsantrasyonu ile yilizde boya giderim
degerlerinin azaldigi bulundu. Calismamiza benzer sekilde Murugensan ve arkadaslari (2007)
Ganoderma lucidum lakkazi ile yaptiklari boya giderim calismalarinda Reaktif Siyah 5 ve
Remazol Brilliant Mavi R boyalarinin artan boya konsantrasyonlarinda boya giderim degerlerinin
azaldigini ifade etmislerdir [200].
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Sekil 3.20. RM 21 boyasinin giderimi Uzerine boya konsantrasyonunun etkisi (pH 5.0’'da boya

cozeltisi 1 saat 130 rpm’de oda sicakhiinda inkiibasyon)

3.3.6.4. Boya Giderimi Uzerine Sicaklik Etkisi

Boya giderimine sicakhgin etkisi incelemek igin pH 5.0’da hazirlanmis boya ¢ozeltileri
Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe;0,4 boncuklari tizerine immobilize lakkaz ile 20, 25, 30, 40, 50, 60 ve 70
°C’lerde 1 saat boyunca inkiibe edildi. Muamele edilmis boya c¢ozeltilerinin absorbanslari
alinarak yuzde boya giderimleri hesaplandi. Calisma sonuglarina gére oda sicakliginda her ikKi
kompozit tasiyici izerine immobilize enzim ile boya gideriminin % 70’in Uzerinde oldugu, 40
°C’de ise Kit-RGO boncuk lzerine immobilize enzim kullanilarak yizde boya giderim % 82.33
ve Kit-RGO-Fe;0,4 boncuklar tizerine immobilize enzim kullanilarak yiizde boya giderim % 95.16
olarak bulundu. 50 °C ve Uzerindeki sicakliklarda da her iki immobilize enzim ile boya giderim
degerleri % 50’den fazladir (Sekil 3.21). Bizim galismamiza benzer olarak, Murugensan ve
arkadaslar (2007) calismalarinda Ganoderma lucidum lakkazi ile Reaktif Siyah 5 ve Remazol
Brilliant Mavi R boyalarinin giderimine iliskin yaptiklari calismada 60 °C’ye kadar sicaklik artikga
boya giderimlerinin arttigini rapor etmislerdir [200]. Reaktif siyah 5 boyasi igin 60 °C’de 1 saatlik
inklibasyon sonrasinda boya giderim degerinin, oda sicakligindaki degerinden % 13.8 kat daha
fazla oldugunu ve 70 °C’lerde ise % 42’lere azaldigini belirlemislerdir. Reaktif Brilliant Remazol
R boyasi icinse, 30°C’de 1 saatlik inklibasyon sonrasinda % 70.4 boya giderimi gozlemlerken,
60 °Cde % 98 boya giderimini basardiklarini vurgulamislardir [200]. Khlifi ve ark. (2010)
galismalarinda Trametes ftrogii lakkazi igin boya gideriminde optimum sicakligi 50 °C
bulmuslardir [157].



88

120

——Kit-RGO

100 - —a—Kit-RGO-Fe304
80 -

60 -

40 A

Boya Giderimi (%)

20 A

0 T T T T

10 20 30 40 50 60 70 80
Sicaklik (°C)

Sekil 3.21. RM 21 boyasinin giderimi lzerine sicakhgin etkisi (pH 5.0'da 25 mg L™ boya

¢cozeltisi boya ¢ozeltisi 1 saat 130 rpm’de inklibasyon)
3.3.6.5. Boya Giderimi Uzerine Farkl Boncuk Miktarinin Etkisi

Enzim immobilize edilen Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe;O, boncuklarinin 10, 25, 50,75, 100
mg’l, RM 21 (pH 5.0) boya ¢ozeltisi ile 1 saat 130 rpm’de oda sicakliginda inkiibe edildi ve
yuzde boya giderimi hesaplandi. Sekil 3.22'de grafik olarak verilen sonuglar artan immobilize
enzim miktari ile boya gideriminin arttigini géstermektedir. Calisma sonuglarimiza benzer
sekilde, Murugesan ve arkadaslar (2007) tarafindan lakkaz enzimi ile yapilan boya giderim
¢alismalarinda, enzim miktari arttikga boya gideriminin artigi bildirilmistir [200].
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Sekil 3.22. RM 21 boyasinin giderimi tzerine farkli boncuk miktarlarinin etkisi (pH 5.0’da 25 mg

L™ boya ¢oOzeltisi 1 saat 130 rpm’de oda sicakliginda inkibasyon)
3.3.6.6. Boya Giderimi Uzerine NaCl Etkisi

Pamuk, kenevir, keten gibi selllozik bir elyafi boyamak igin kumas suya konuldugunda
yluzeyi negatif iyonlarla yuklenir. Ayni zamanda, selllozik kumaslari boyamada siklikla
kullanilan reaktif boyalar da negatif ylklere sahiptir dolayisiyla boya ile lifler aslinda miknatisin
itici uclari gibi birbirlerine karg! itme kuvveti uygulanmasi s6z konusu olur. Tuz kullaniimadan
selulozik kumaslarla boyama yapildidinda, boya molekilleri fiberin ylzeyinde kalirlar ve
kumasin rengi ¢cok degismez. Fakat suya tuz eklenildiginde, gbzelti pozitif sodyum iyonlari (Na*)
ve negatif klor (CI') iyonlarina ayrilir. Pozitif sodyum iyonlari negatif yiku nétralize etmek igin
kumasin yuzey ile etkilesirler. Daha sonra, boya molekilleri van der Waals kuvvetleri tarafindan
fibere dogru ¢ekilir ve boya fiberin molekiilleriyle etkilesir, tuz burada boyayi tutmak igin bir
tutkal gibi davranmaktadir [203]. Diger bir deyisle, boyama islemlerinde tuz kullanimi ile
amagclanan boyayl kumas Uzerine sabitlemektir. Mendoza ve arkadaslar (2011) gcalismalarinda
tekstil atiksularinin 50 mM'in Gzerinde NaCl igerdigini belirtmislerdir [204]. Literattrdeki, azo
boyalarinin mikrobiyal indirgenmesi tizerine mevcut gogu calismalar ise ¢cok az tuzlu veya tuzun
olmadig sartlar altinda gergeklestiriimistir. Bu ¢alismalar blylk miktarlarda tuzlarin pek g¢ok
tekstil atiksuyu icerisinde azo boyalar ile birlikte bulundugu gercegini ihmal etmistir [119]. Tekstil
boyamada, gesitli tuzlar organik kirleticilerin ayrilmasi (tuzlu su ile durulama), boyar maddelerin
¢okelmesine yardimci olmak (tuz ile ¢oktirme) ve boyalarin standartlastirmak igin konsantre

boyalar ile karistirarak kullaniimaktadir. Ayrica pH’nin artmasi i¢cin boya banyosu igerisine
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NaOH’'in eklenmesi ile de sodyum seviyesi artabilir. Yiksek tuz konsantrasyonlari plazmolize
neden olabilir ve biyolojik aktiviteyi azaltabilir. Tuzlu kosullar altinda azo boya giderimi
mikrobiyal flora Gzerine tuzun inhibitor etkisi nedeniyle genellikle azaltilmistir. Klasik aktif gamur
sistemlerine girmeden dnce atiksularin seyreltiimesi tuz stresini azaltabilir; ancak, bu atiksularin

hacmini daha da artirmaktadir ve bdylece aritma yikina de artirmis olur [119].

Boya giderimi Uzerine NaCl etkisinin incelenmesi icin, Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe;0,
Uzerine immobilize enzimler farkli konsantrasyonlarda NaCl iceren RM 21 (pH 5.0) boya
cozeltileri ile 1 saat 130 rpm’de oda sicakhdinda inkibe edildi ve ylzde boya giderimi
hesaplandi. 100 mM’lik tuz konsantrasyonu igeren boya ¢ozeltilerinde Kit-RGO ve Kit-RGO-
Fe30, lzerine immobilize lakkazlar ile yizde boya giderim degeri sirasiyla % 65.00 ve % 69.14
iken, 300 mM NaCl igceren boya ¢ozeltisinde boya giderim degerleri sirasiyla % 50.00 ve %
55.54 olarak; 500 mM NaCl iceren boya c¢ozeltisinde ise sirasiyla % 30.00 ve % 40.44 olarak
bulundu. Elde edilen sonuglara gére artan NaCl miktari ile ylizde boya giderimi azalmaktadir
(Sekil 3.23). Bizim bulgularimiza benzer olarak, Mendoza ve arkadaslar (2011) Trametes
versicolor lakkazi kullanilarak gercgeklestirilen boya giderimi calismalarinda Red FN-2BL
boyasinin giderimi Gzerine 5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM’lik NaCl konsantrasyonlarinin
boyanin giderimini etkilemedigini ancak cgalistiklari Red BWS, Remazol Blue RR ve Blue 4BL
boyalari igin 100 mM’a kadar ki NaCl konsantrasyonlarinin boyalarin giderimini belli oranlarda
azaltigini rapor etmiglerdir. Lakkazin aktivitesi Gzerine NaCl'nin inhibisyon etkisine ragmen tim
boyalarda 100 mM’'a kadar ki NaCl konsantrasyonunlarinda % 50'nin Gzerinde boya giderimini

gerceklestirdiklerini vurgulamiglardir [204].
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Sekil 3.23. RM 21 boyasinin giderimine NaCl konsantrasyonun etkisi (pH 5.0’da 25 mg L boya

cozeltisi 1 saat 130 rpm’de oda sicakliginda inkiibasyon)
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3.3.6.7. Boya Giderimi Uzerine Mediatér Etkisi

Calismada katekol ve syringaldazine mediatérleri kullanilarak ylzde boya giderimi
Uzerine etkisi arastirildi. Ortama mediatér ilave edilmediginde % 83 civarinda olan boya giderim
degerinin 0.5 mM’lik katekol ilavesi ile boya giderim degerinin % 85.83’e, syringaldazine
ilavesiyle boya giderim degerinin % 88.55’e ¢iktigi géruldd. 3 mM’lik katekol ve syringaldazine
mediatorleri eklendidinde ise boya giderim degerleri sirasiyla % 65.64 ve % 73.43 olarak
hesaplandi. Artan mediatér konsantrasyonuna bagli olarak boya giderim ylzdelerindeki
azalmanin nedeninin olusan mediatér radikallerinin enzim Uzerine inhibisyon etKisi

gostermesinden olabilecedi disinilmektedir (Sekil 3.24).
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Sekil 3.24. RM 21 boyasinin giderimine mediatér etkisi (pH 5.0'da 25 mg L™ boya 130 rpm’de
oda sicakhginda inkiibasyon)

Bizim bulgularimiza benzer olarak, Khlifi ve ark. (2010) lakkaz mediatérlli sistemlerde
boya giderim calismalarinda yiksek mediatdr konsantrasyonlarinda boya giderim oranlarinin
azaldigi belirtmiglerdir [157]. Bu dusisln, mediatorlerin oksidasyonu sonucunda artan radikal
konsantrasyonunun enzimin Uzerine toksik etkisinden kaynaklanabilecegini ifade etmigslerdir.
Ayrica galismalarinda, lakkaz mediatér sistemlerinin boya giderim reaksiyonlarinda olumlu etki
gostermelerinin 6ncelikle mediatér konsantrasyonuna ve kullanilan lakkazin aktivitesine bagli
oldugunu vurgulamiglardir [157]. Murugensan ve arkadaslar (2007) Ganoderma lucidum
lakkazi ile Reaktif Black 5 boyasi giderim galismalarinda HBT mediatérinun etkisini saptamak
icin  0.2-5.0 mM’hk konsantrasyon araliginda galismislardir. Bu c¢alisma igin 1 mM'lik HBT

konsantrasyonuna kadar boya gideriminde artis gdzlemleyerek, 1mM’ ik HBT'de % 73 boya
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giderimi bulduklarini ve maksimum boya giderimi igin gerekli minimum HBT konsantrasyonun 1
mM oldugunu rapor etmislerdir [200]. Murugensan ve arkadaslarinin (2009) Ganoderma
lucidum lakkazi ile diger calismalarinda HBT ve syringaldazine mediatérlerinin varliginda
go6zlemledikleri ylizde boya giderim degerleri % 82 ve % 80’dir [205].

3.3.6.8. Boya Gideriminde immobilize Lakkazin Tekrar Kullanilabilirligi

Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe30, tasiyicilarina immobilize edilen lakkazin boya gideriminde
tekrar kullanilabilirligini belirlemek icin; immobilize enzimler RM 21 (pH 5.0) boya ¢o6zeltisi ile 3
saat 130 rpm’de oda sicakliginda inkiibe edildi ve enzim immobilize edilen boncuklar reaksiyon
ortamindan ayrilarak aktivite dlgtimleri yapildi. immobilize enzimlerle muamele edilen boyanin
da, inkiibasyon sonrasinda absorbansi dlgllerek ylizde boya giderim degeri hesaplandi. Bu
islemler 10 ardasik dongu olusturacak sekilde tekrarlandi. Elde edilen verilere gore Kit-RGO
boncuk Uzerine immobilize edilen lakkazin birinci kullanimi sonrasinda ytzde boya giderim
degerleri % 100 alindidinda, besinci kullanimi sonrasinda % 55.85, onuncu  kullanimi
sonrasinda % 36.99 olarak hesaplandi. Ayni boncuk Uzerine immobilize lakkaz enziminin
baslangi¢ aktivitesi ise kullanim sirasina gore ilk déngi sonrasinda % 93.82, besinci dongi
sonrasinda % 64.01 ve onuncu doéngiden sonrasinda % 44.35 olarak olgildu (Sekil 3.25). Kit-
RGO-Fe30, taslyicisi lizerine immobilize lakkaz enzimi birinci kullaniminda ylizde boya giderim
degeri % 100 alindiginda ise besinci kullanim sonrasinda % 63.82, on dongu sonrasinda %
41.06 olarak hesaplandi (Sekil 3.26). Manyetikli kompozit boncuklar Uzerindeki immobilize
enzim aktiviteleri ise ayni kullanimlar igin sirasiyla % 95.83 degerinden % 80.69’a ve onuncu
doéngl sonrasinda ise % 59.57 olarak 6lglldi. Kunamneni ve arkadaslar (2008) Sepabeads
EC-EP3 lzerine immobilize lakkazlar ile Methyl Green boyasinin giderim calismasinda 6 defa
kullanmis ve 5. kullanim sonrasinda aktivitenin % 41°’den daha fazla oldugunu ve 6.kullanimda
go6zlemledikleri dususun ise enzimin inaktive olmasiyla ilgili oldugunu rapor etmiglerdir [109].
Karag6z ve arkadaslari (2011) poli(VFA-co-EGDMA) mikrokurecikleri Gzerine immobilize lakkaz
ile boyalarin giderimi calismalarinda 5 kez kullanimi sonrasinda immobilize enzimin

aktivitesinde yavas yavas azalma gozlemlediklerini belirtiimistir [185].
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Sekil 3.25. Kit-RGO boncuk {izerine immobilize lakkazin RM 21 boyasi igin tekrar
kullanilabilirligi (pH 5.0’da boya ¢dzeltisi 130 rpm’de oda sicakliginda inkiibasyon)

100 - ; —A—Enzim Aktivitesi [ 100 B
: |7 7B £
Y7 290 0 B B
s U999 9 0w . E

20 - / / / -20

p—
|8}
w
£ N

5 6 7

>
o

10

Kullanim Sayisi

Sekil 3.26. Kit-RGO-Fe3;0,4 boncuk Uzerine immobilize lakkazin RM 21 boyasi igin tekrar
kullanilabilirligi (pH 5.0’da boya ¢dzeltisi 130 rpm’de oda sicakliginda inkiibasyon)

3.3.6.9. Fitotoksisite Caligsmasi

Aritimi yapilmamis boya atiklarinin  bogaltildigi  su kaynaklari tarim amacli

kullanilabilmektedir. Bu nedenle boya atiklarinin degradasyon oncesi ve sonrasi
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fitotoksisitesinin incelenmesi énemlidir. Bu denemede tohumlarin gimlenme indeksi (Gl) temel
alinarak bitki yetistirmede muamele edilmis boyanin fitotoksikligi degerlendirimeye galisildi. GI
degerinin hesaplanmasi, fitotoksik bilesenlerin varlidina kargi duyarli olan kék uzamasi ve
tohum ¢imlenmesine iliskin 6lgimler dikkate alinarak yapilmaktadir. Calismada, Cicer arietinum
(nohut) ve Hordeum vulgare (arpa) bitki tohumlari sirasiyla gift cenekli ve tek ¢enekli bitkilere
ornek olarak secildi. Arpa bitkisinin kontrol grubunda ortalama kék uzunlugu 24.2 mm ve
cimlenme % 100’dir. Boya ¢ozeltisi ile buyitilen arpa tohumlari igin ortalama kdk uzunlugu ve
¢imlenmis tohum sayisi sirasiyla 7.3 mm ve % 100; immobilize enzimle muamele edilen boya
¢ozeltisiyle buyatilen arpalar igin ise 16.4 mm ve % 100 olarak hesaplandi. Nohut tohumlarinin
kontrol grubu icin ortalama kék uzunlugu 25.2 mm ve ¢imlenmis tohum % 100°dir. Boya ¢ozeltisi
ile buyutilen nohut tohumlarinda bulunan ortalama kék uzunlugu 9.0 mm ve ¢imlenmis tohum
sayisl % 40 iken; immobilize enzimle muamele edilen boya ¢ozeltisiyle blydtilenlerde 21.5 mm
ve % 100°dir.

Zucconi ve digerleri (1985) ¢cimlenme indeksi degeri icin % 50’den dusuk degerin yiksek
fitotoksik oldugunu, % 50-80 arasindaki degerlerin orta derecede fitotoksik oldugunu, % 80’den
yuksek degerlerin ise fitotoksik bilesen olmadigini belirtmiglerdir [206]. Calisma sonuglarina
gore c¢imlenme indeksleri hesaplandidinda, boya c¢ozeltileri ile yetistirilen arpanin yuzde
cimlenme indeksi % 30.16 iken nohuttun yizde gimlenme indeksi % 35.71 olarak; enzimatik
boya giderimi sonrasi elde edilen boya ¢ozeltisi ile blyutilen arpa ve nohut tohumlarinin yizde
cimlenme indeksleri ise sirasiyla % 68 ve % 85.31 olarak hesaplandi. Bu verilere gére enzim
immobilize edilmis boncuklarla muamele edilmis boya ¢ozeltisinin, RM 21 boyasindan daha az
fitotoksik oldugu sdylenebilir. Sekil 3.27'de galismalarin sonuglarina ait fotograf goéruntleri

verilmektedir.

ARPA NOHUT

(a) (b) (©) (a) (b) (c)

Sekil 3.27. 1 haftalik inklibasyonu sonrasinda bitki tohumlarinin kék uzunluklarini gdsteren
fotograflari (a) Deiyonize su (Kontrol), (b) Reaktif Mavi 21 boyasi giderim sonrasi, (c) Reaktif
Mavi 21 (25 mg L") boyasi
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Osma ve ark. tarafindan (2010) bir antrakinon cinsi boya olan Remazol Brillant Blue R
(RBBR) ile Trametes pubescens lakkaz ile gergeklestirilen giderim calismasinda, ingiliz ¢imi
(Lolium perenne) yapilan fitotoksisite ¢alismasinda RBBR ile muamelede % 93 ¢imlenme
indeksi, RBBR’nin giderim sonrasi olusan urini ile % 100 gimlenme indeksi bulduklarini rapor
etmislerdir. Osma ve digerleri bu nedenle RBBR’nin giderim Uriiniin hala g¢imler igin toksik

olmasina ragmen orijinal boyadan daha az toksik oldugunu gdstermislerdir [159].

Sonug olarak, pargalanmayan gevresel kirliliklerin yani sira hem fenolik hem de fenolik
olmayan lignin esasli bilesenleri ylkseltgeyebilme yetenekleri nedeniyle oldukga ilgi ¢geken ve
bu avantajlari sayesinde uygulamalarin baslicalari kagit, sellloz, tekstil ve petrokimya
sanayilerinin neden oldugu atiklarin detoksifikasyonu, nanobiyoteknoloji, medikal teshisler ve
topraktaki herbisit, pestisit ve bazi maddelerin temizlenmesi gibi pek ¢ok endustriyel ve
biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilir. GUnimiz sartlarinda lakkazlar ucuz ve kolay elde
edilemedigi icin proseslerde kullanim sartlarinin iyilestirmek igin bulyldk o&lgekli lakkaz
uygulamalarinin tasiyici Gzerine enzim immobilizasyonu ile enzimatik uygulamalari saglanarak
enzimlerin aktivitesi, kararhhdi artirilabilir boylelikle maliyet azaltihr ve proseslerin kontroli
saglanir. Taslyicl Uzerine kovalent baglamayla enzim immobilizasyonu yodntemi lakkaz
immobilizasyonu igin uygun bir yontemdir. Bu yontemle lakkaz immobilizasyonu yiksek verimle
gercgeklestirilebilir. immobilizasyonda tasiyici olarak kullanilan kitosanin ucuz olusu, toksik
olmayisi ve yapisindaki hidroksil ve amino gruplarinin varligi nedeniyle enzimlere kolayca
baglanmasi immobilizasyon icin énemli avantajlardir. Bu reaktif gruplar sayesinde kitosan
kolayca kimyasal modifikasyona ugrayabilmektedir. Fiziksel modifikasyon kitosanin adsorpsiyon
Ozelligini arttirirken, kimyasal modifikasyon yalniz adsorpsiyon 6zelligini arttirmakla kalmayip
kitosanin kuvvetli asitlerde ¢éziinmesini 6nlemektedir. Bu ¢alismada da indirgenmis grafen oksit
ve indirgenmis grafen oksit-manyetit kullanilarak hazirlanan kitosan kompozit boncuklarin
Uzerine immobilize edilen lakkazin serbest lakkaz enzimine gére pH’a, sicakliga, inhibitorlere,
organik solventlere dayanikhihg! arttiriimis ve aktivitesini cok fazla kaybetmeden depolanmasi
saglanmistir. Kitosanin indirgenmis grafen oksit-manyetit ile belli oranlarda karistiriimasiyla
hazirlanan kompozit boncuk Uzerine immobilize edilen lakkazin dijer kompozit boncuga oranla
sicaklik ve pHa daha stabil oldugu, aktivitesi gok kaybetmeden daha uzun sire depolandig,
inhibitérlerden daha az etkilendigi, boya gideriminin daha yiksek degerde oldugu ve boya
giderim Uzerine etkili olan parametrelerin etkilerine kargi daha dayanikli oldugu belirlendi. Bu
¢alismadan elde edilen sonuglar Kit-RGO ve Kit-RGO-Fe;0,4 Uizerine immobilize edilen lakkazin
endustride kullanim acisindan serbest lakkaz enzimine oranla basarili bir sekilde

kullanilabilecegini gostermektedir.
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