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OzZET

Sentetik boyalar yaygin olarak tekstil, kadit, kozmetik, deri boyama, renkli fotograf, ilag
ve gida endustrisinde renk verici maddeler olarak kullaniimaktadir. Sentetik boyalarin dogal
boyalar ile karsilastinlldiginda 1siga ve sicakliga karsi yiksek stabilite gostermesi, sentezinin
kolay olmasi ve uygun maliyet saglamasi gibi 6zelliklerinden dolayi boya ve tekstil sanayinde
kullanimi énemli dl¢clde artmistir. Bu boyalarin toksik, mutajenik ve kanserojen etkileri oldugu
bilinmektedir. Bunun yani sira sentetik boyalar ciddi gevre kirliligine neden olmaktadir. Atik
sulardan boya giderimi igin pek ¢ok fiziksel ve / veya kimyasal yontemler bulunmaktadir, fakat
piyasadaki mevcut yontemlerin ¢gogunun pahali olmasi bu yéntemlerin uygulamasini kisitlar.
Ayrica bu ydntemlerde asiri kimyasal kullanimi ikincil bir ¢evre kirliligi problemine neden
olmaktadir. Bu nedenle arastirmacilar, daha ekonomik ve etkili yollar incelemektir ve bu
yontemlere alternatif olarak enzimatik boya giderimi uygulamalari son yillarda buyuk ilgi
gOrmustir. Enzimlerin aktivitesinin, kararliiginin ve segiciliginin arttinlmasi igin, genellikle
enzimin kati bir destek Uzerine immobilizasyonu c¢alismalarina yogunlasiimistir. Lakkaz
enziminin hem spesifikliginin ylksek olmasi hem de genis bir substrat araligina sahip olmasi
boya ve fenol giderimi, agartma gibi biyoteknolojik uygulamalarda biyokatalizor olarak

kullanimina yol agmisgtir.

Bu calismada, U¢ sentetik tekstil boyasi, Metil Kirmizisi (MR), Metilen Mavisi (MB) ve
Kristal Viyole (CV) ‘nin immobilize lakkaz ile tekstil boyasi iceren sulu ¢Ozeltilerden giderimi
incelendi. MWCNT-kitosan kompozit lakkaz (benzendiol: oksijen oksidorediktaz, EC 1.10.3.2)
immobilizasyonu ic¢in taglyici olarak kullaniimistir. Serbest enzim ve MWCNT-CS boncuk
Uzerine immobilize edilen lakkazin karakterizasyon ve optimizasyon c¢alismalari sonucunda,
serbest lakkaz icin optimum pH 4.0, immobilize lakkaz igin optimum pH 5.0 ve sicaklik 40 °C

olarak saptandi.

Depolama kararliidi ¢alismalarinda ise serbest lakkaz ve immobilize lakkaz enzimleri
4°C ve 25 °C’ de depolanarak belirli araliklarla aktiviteleri 6lguldi. Depolama ¢alismalari sonucu

immobilize lakkazin serbest lakkaza gore 4°C ve 25°C’ de daha kararli oldugu saptandi.

Etkili bir boya giderimi icin pH, sicaklik, slre, baslangi¢ boya konsantrasyonu, boncuk
miktari gibi farkli parametrelerde enzimatik boya giderimi incelendi. Boya giderimi
calismalarinda optimum pH MR boyasi i¢in pH 6.0, MB boyasi icin pH 5.0 ve CV boyasi i¢in pH
4.0 olarak belirlendi. Yizde boya giderimi 120 dakika sonunda MR boyasi i¢cin %64.2, MB
boyasi i¢in %72.3 ve CV boyasi i¢in %40.2 olarak bulundu. Optimum deney kosullari altinda 35
°C’ de 130 rpm’ de 24 saat inkiibasyon sonucu toksik azo boyasi MR i¢in % 96.9,katyonik bazik
boya MB igin % 93.1 ve katyonik bazik boya CV igin %79.5 giderim gerceklesti.
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ABSTRACT

Synthetic dyes are widespreadly used as coloring agents in the textile, paper,
cosmetics, leather dyeing, color photography, pharmaceutical and food industries. Synthetic
dyes are also increasingly used in the textile and dyeing industries because of their ease and
cost-effectiveness in synthesis, high stability to light, temperature, variety in color compared
with natural dyes. These dyes are toxic, mutagenic and carcinogenic. Furthermore, synthetic
dyes are caused serious environmental pollution. There are several physical and/or chemical
processes for dye removal from wastewater. However, several commercially available methods
are expensive, which limit their application. A secondary pollution problem in these processes
will arise because of excessive chemical use. Therefore researchers are investigating an
economic and effective ways. Alternatively, enzymatic dye decolorization applications have
received great attention in recent years. To improve enzyme activity, stability and selectivity,
enzymes have generally been studied with the enzymes immobilized on a solid support.
Laccase is highly specific and have a wide range of substances are suitable for different
application processes. The ability of laccase enzymes to highly useful biocatalyst for various

biotechnological applications such as dye decolorization, removal of phenol, bleaching.

In this study, three synthetic textile dyes, Methyl Red (MR) Methylene Blue (MB) and
Crystal Violet (CV) were removed by immobilized laccase from aqueous solutions in a batch
system. MWCNT-chitosan composite beads were used for immobilization of laccase
(benzenediol:oxygen oxidoreductase, EC 1.10.3.2) as a carrier. Optimum pH was found as pH
4.0 for free laccase and found as pH 5.0 for immobilized laccase. Optimum temperature was
found as 40°C for free and immobilized laccase. It was observed that resistance of immobilized

laccase to changes in temperature is more than free laccase.

In the storage stability studies, free and immobilized laccase enzyme was stored at 4 °C
and 25°C for enzyme activities were measured at regular times. As a result of storage studies,
immobilize laccase was found to be more stabile than free laccase.

Effect of pH, temperature, incubation time and dye concentration was investigated on
enzymatic dye decolorization. The optimum pH for maximum decolorization of methyl red,
methylene blue and crystal violet was found as pH 6.0, pH 5.0 and pH 4.0 respectively. Dye
decolorization percentage was found to be as 64.2% for methyl red, %72.3 for methylene blue
and %40.2 for crystal violet after 120 min. incubation. Under the experimental condition showed
96,9% decolorization of a toxic azo dye MR (pH 6.0), 93,1% decolorization of a basic dye MB
(pH 5.0) and 79.5% decolorization of a basic dye CV (pH 4.0) were achieved by using
immobilized laccase within 24 h at 35 °C (130 rpm).
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1. GIRIS

Enzimler canli organizmalarda meydana gelen tim reaksiyonlarin, ilimli kosullarda
gerceklesmesini saglayan ve bu reaksiyonlari koordine eden protein yapidaki spesifik biyolojik
katalizérlerdir. Biyolojik sistemlerde meydana gelen tepkimeler laboratuvar kosullarinda
olusturulmak istenildiginde ¢ok ylksek sicaklik, basing vb. adir kosullar uygulanmasi gerekir. Bu
kosullar altinda bile birgogu izlenemeyecek derecede yavastir. Enzimler ise ¢ok daha yumusak

kosullarda olaganustu katalitik aktiviteye sahip molekullerdir [1].

Hucrelerde organik maddelerin yapilmasi ve yikilmasi, sindirim, kas kasilmasi, hicre
solunumu gibi énemli faaliyetler cesitli metabolizma reaksiyonlarinin sonucudur ve bu
reaksiyonlar enzimlerin katalitik etkisiyle mudmkin olmaktadir [2]. Enzimlerin kimyasal
katalizérlerden en dnemli farki spesifik olmalaridir. Metabolizma reaksiyonlari her ne kadar farkli
enzimler tarafindan kataliz edilirse de, bunlardan ancak pek azi belirli bir substrat igin spesifiktir.
Bazi enzimler sadece bir tek substrata etki edebilirken, bazi enzimler bir grubu olusturan
substratlara etki edebilir [3]. Hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda meydana gelen metabolik
tepkimelerin tima farkli ve 6zel enzimler tarafindan katalize edildigi icin bilinen enzimlerin sayisi
¢ok fazladir ve bunlara her gegen gin yenileri eklenmektedir. Enzimler bugiin hiicreden ¢ikmis
ve artik cesitli bakimlardan gunlik ve ekonomik hayata girmistir. Gida, tekstil, ziraat, tip,
eczacllik, deri, kagit, ekmek yapimi, bira, sarap gibi alkolli icecek Uretiminde, peynir ve st
urinlerinde, invert seker eldesinde, kozmetik, deterjan Uretiminde, su aritiminda vb. pek ¢ok
alanda uygulamalan vardir. Endustriyel 6nemi bulunan pek ¢ok reaksiyon, cesitli canli
sistemlerde ¢ok daha kolay ve yumusak kosullar altinda meydana gelir ve reaksiyon hizinin
10" kata kadar artmasi gibi pek ¢ok avantaja sahiptirler. Bu nedenle endtistride enzimlerin
kullanilmasi, ylUksek sicaklik ve basing gibi fazla enerjiye gereksinim goésteren kosullar
gerektirmeyecegi gibi kimyasal katalizérlere kiyasla ekonomik ve pratik faydalar saglar.

1.1.Enzim immobilizasyonu

Enzimler, suda ¢6zlinen katalizérlerdir bu nedenle endistriyel uygulamalarda serbest
enzimin aktivitesini kaybetmeden geri kazanilmasi ¢ok zordur. Serbest enzim, reaksiyon
ortamindan istenilen anda uzaklastinlamadigindan reaksiyonun kontroli ¢ok gugtar.
Reaksiyonun istenilen anda durdurulabilmesi i¢in reaksiyon ortamina inhibitér eklenebilir. Ancak
serbest enzim tarafindan kirletiimis olan reaksiyon Urtnlerine bdylece yeni bir kirlilik unsuru
eklenmis olur. Uriin veya drinlerin bu kirlilik unsurlarindan aritiimasi maliyeti ok arttirmaktadir.
Katalizér olarak kullanilan serbest enzimi reaksiyon ortamindan aktivitesini yitirmeden
cikarabilmek olanaksiz oldugundan enzimin yeniden kullaniimasi da s6z konusu degildir. Bu ise
enzimlerin spesifik ama o odl¢lide pahali katalizér olmalari nedeniyle maliyeti yikselten 6nemli

bir etmendir. Bunun vyani sira serbest enzimler sirekli Uretim sistemlerine de



uygulanamamaktadir. Enzim saflastirma iglemlerinin zahmetli ve pahali olmasinin yani sira
endustriyel uygulamalarda karsilasilan serbest enzimin kismen kararsizligi, mekanik
dayaniksizligi, Grin olusumunun kontrol zorlugu gibi etkenlerin Ustesinden gelmek igin
immobilizasyon teknikleri geligtiriimistir. Enzimi reaksiyon ortamindan aktivitesini yitirmeden,
istenilen anda ve kolay bir islemle uzaklastirmaya olanak saglayan ¢6zim yolu enzimlerin
immobilizasyonu ydntemidir [2].

Tarihte ilk enzim immobilizasyonu 1916 yilinda Nelson ve Griftin tarafindan adsorpsiyon
yontemiyle yapilmistir. Nelson ve Griftin sakkarozu hidroliz etmek i¢in maya invertazini mangal
kémiriine adsorbe etmislerdir. immobilize enzim sistemlerinin pratik olarak ilk kullanimi ise
Grobhofer ve Scheilth (1954) tarafindan yapilmistir. Arastirmalarinda; karboksipeptidaz,
diastaz, pepsin ve ribonlkleaz enzimlerini poliaminostiren reginesine kovalent baglanma ile
immobilize etmigler ve bu immobilize enzim turevlerinin kinetik parametrelerini incelemislerdir.
Daha sonra da immobilizasyon g¢alismalari dinyanin her tarafinda yayginlasmis ve cesitli
enzimler degisik amaclarla immobilize edilmistir [3].

Enzimler cesitli tasiyicilara tutuklama, adsorpsiyon, iyonik baglanma ve kovalent
baglanma yolu ile immobilize edilebilirler. Enzim immobilizasyonunda c¢esitli materyaller
kullaniimaktadir. Bu destek materyalleri jel matriks, membran formunda polimerik veya
inorganik kati, partikil veya mikroklre formunda bulunabilirler [4]. Enzimin suda ¢dzinmeyen
polimerlere kovalent olarak baglanmasi, suda ¢éziinmeyen organik ya da anorganik desteklere
adsorpsiyonu, suda g¢oézunmeyen jel matriksler ya da yari gecirgen mikro kapsduller icinde
tutulmasi suretiyle immobilizasyonu yapilmaktadir. Her durumda enzim yerlesimi igin suda

¢bzinmeyen bir materyal gereklidir [5].

Immobilize enzimin dogal (serbest) enzime (istiinliikleri asadidaki sekilde siralanabilir:

¢ Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (sizme ve santrifijleme v.b.) ve
drdnlerin enzim tarafindan kirletiimesi gibi bir problem yaratmaz.

e Cevre kosullarina (pH, sicaklik v.b.) kargl daha dayanaklidir.

e Bircok kez ve uzun sure kullanilabilir.

e  Sdirekli igslemlere uygulanabilir.

e Dogal enzime kiyasla daha kararlidir.

e Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

o Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.

e Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiksek bir aktivite gosterebilir.

e Enzimin kendi kendini parcalamasi olasiligi azalir.



Enzimler immobilize enzimler ve serbest enzim olmak Uzere iki sekilde siniflandirilir.

immobilize enzimler ise bagdl ve tutuklanmis enzimler olarak ayrilir. Enzim immobilizasyon

yontemleri sekil de gdsterilmistir [6].

ENZIMLER

Serbest
Enzimler

immobilize
Enzimler

Bagh Enzimler

Capraz bagh

Tutuklanms
Enzimler

. Membran ya da
bt mikro kapsiile
tutuklanmis

tutuklanmis

Kovalent bagli Absorplanmis Iyonik bagh

Tablo 1.1. Enzimlerin siniflandiriimasi.

1.2. Enzim immobilizasyon Yéntemleri

1.2.1. Tutuklanmig Enzimler

Prensip olarak tutuklama enzim molekUlina belirli bir mekanda durmaya zorlamaktir.

Enzim bulundugu ¢evreden disari ¢ikmaz. Bu islem polimer matriks igindeki kafeslerde
ya da yari gegirgen membranlar iginde mikrokapsulleme ile gergeklestirilebilir.



a)

b)

Enzim Immobilizasyon Sematik Ozellikleri
Tiirii Gosterimi

Hiicreler yan gegirgen bir zardan
— olusan mikrokapstiller igine
: ) ttuklamr.  Sistemin temeli zann
| ( ‘: seciciligine dayandigindan gdzenck
Mikrokapsiilleme VoA W JLE 1/ ) capindan biiyilk olan molekiiller zar

e t— disina gikamazlar, Bu ybntemden
kiigik molekil agirhkh  iiriin
eldesinde faydalamihir. Mikrokapsiiller
genellikle kiireseldir.

' A 1@y/  |Bu  yonem, polimerizasyonun
Polimer Matrikste _ .| gergeklestigi ortamda, capraz bagh
Tutuklama ATy A |agyiclarda enzimin tutularak
e hapsedilmesi esasina dayamr.
Béylelikle emzim kagisi  miimkiin

degildir.

Sekil 1.1. Tutuklanmis immobilize enzim cesitleri [7].

Matrikste tutuklama: Polimerizasyon ve ¢apraz baglamanin olusturdugu ortamda
enzim de bulundugu takdirde enzim gapraz baglama sonucu olusan odaciklarda
tutulmaktadir. Bu amagla en ¢ok kullanilan polimer N-N’-metilenbisakrilamid ile
capraz baglanmis poliakrilamiddir. Caprasik bad ylUzdesi enzim molekdillerinin
tutuklanabilecedi ancak substrat molekdllerinin enzim molekdillerine ulasmasina
engelleyip, enzimin zincir yapisini zorlayip aktivite kaybina veya tamamen inaktif
olmasina neden olmayacak sekilde ayarlanmalidir. Uygun ¢apli substrat molekdlleri
polimer kafes iginde tutuklanmis enzim molekdllerine ulasir ve reaksiyon Urtnleri de
disari ¢ikar. Tutuklama yoéntemi ile immobilize edilecek enzimin substratinin kigik
molekilll olmasi gerekmektedir.

Yoéntemin yararlari; ¢ok kolay uygulanan fiziksel bir yontem olusu, az miktarda
enzimle gerceklesmesi, kimyasal bir baglanma olmadigindan yuklu tasiyiciya gerek
duyulmamaktadir. Yontemin sakincasi ise immobilize enzimin ancak kigik

molekUlll substrata karsi iyi bir aktivite gostermesidir.

Mikrokapsiillerde enzim immobilizasyonu: Yontem mikrokapslllu ¢ergeveleyen
membranin yari gegirgen olmasi temeline dayanir. Enzim molekullerinin kapsul
disina c¢ikisi engellenirken daha kigik molekil yapisindakiler substrat molekadilleri

kapstul igine girebilmekte trtin molekdlleri ise kapsulden digari ¢ikabilmektedir.



1.2.2. Baglanmig Enzimler

1.2.2.1. Gapraz Baglama

Kiguk molekulll bi- veya multi fonksiyonel reaktifler enzim molekdilleri arasinda baglar
yaparak suda ¢oézinmeyen komplekslerin olusmasini saglar. Capraz baglanma derecesi ve
immobilizasyon, protein ve reaktif konsrantrasyonuna, pHa ve immobilize edilecek enzime
baghdir. En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama reaktifleri glutaradehit (Schiff bazi), izosiyanat
tirevleri (peptid bagdi), bisdiazobenzidin (diazobaglanmasi), N-N-polimetilenbisiyodoasetamid

(alkillenme), 1,5-difloro-2,4-dinitrobenzen ve N,N-etilenbismaleimiddir.

Capraz baglanma reaksiyonu ¢ok yumusak kosullarda gergeklesmediginden bazi

durumlarda énemli dlglide aktivite kaybi s6z konusu olabilir.

Enzim Sematik Ozellikleri
Immobilizasyon Critste rimi
Tirii

Avantaj: Enzim cok
glicli baglanir,
adsorplannms enzimler
stabilize edilerekenzim
kagist Onlenir.
Dezavantaj: Enzim
hareketi sinirls,

Homo-capraz
Baglama

hazirlanmasi zor, genl
uygulanabilirligi diisiik.
rejenerasyon mimkiin
degil

Avantaj: Homo-capraz
baglama metoduna gire
gtivenilirlik, aktivite,
kararlihik daha fazla.
Dezavantaj: Homo-
capraz baglama
metoduna gore maliyveti
daha fazla.

Ko-caprar
Baglama

Sekil 1.2. Capraz bagl immobilize enzim c¢esitleri [7].

1.2.2.2. Taslyiciya Baglanma Yéntemleri

Taslyiclya baglanma en eski enzim yéntemlerinden biridir. Bu yontem kovalent, iyonik
veya adsorptif bicimde gergeklesir. Enzime godre tasiyici se¢gmek ¢ok oénemlidir. Tasiyicl
seciminde esas alinan kriterler sunlardir; partiktl buyuklagu, hidrofilik gruplarin hidrofobik
gruplara orani ve tasiyicinin kimyasal bilesimi. Genel olarak tasiyicinin hidrofil karakteri ve
ylzey alaninin artmasi ile birim tasiyici bagina bagli enzim miktarida artmaktadir. Bu tip
immobilizasyonda kullanilan tasiyicilar dogal veya sentetik olabilir. Taslyiciya baglanma

yoéntemi ile enzim immobilizasyonu 3 alt grupta incelenebilir.



a)

b)

Kovalent baglanma: Enzimlerin reaktif taslyicilara kovalent baglanmasi genelde sulu
ortamda gercgeklestirilir. Burada dikkat edilmesi gereken noktalar sunlardir; baglanmanin
enzim aktivitesi icin zorunlu gruplar Gzerinden olmasi, baglanma sirasinda sterik etkilerin

nedeni ve bu engellerin en aza indirgenmesidir.

Tasiyiciya baglanmanin yararlari:

Reaktif tasiyiclya enzimin baglanmasi kolaydir ve bagli olmayan enzim yikama ile
uzaklagtirilabilir.

Degisik fiziksel formlarda imal edilebilirler.

Reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklastirilabilir.

Urdinleri kirletmez.

Kati taslyiciya bagh katalizor kullanighdir.

Taslyicinin yapisina bagimli olarak yeni spesiklikler kazanilabilir.

Surekli sistemlere uygundur.

Tasiyiciya baglanmanin sakincalari:

Enzim immobilizasyon kosullarindan etkilenebilirler.
Aktivite i¢in zorunlu aminoasit artiklar Gzerinden baglanma gergeklesebilir.
Enzimin tasiyiciya baglanmasi 6zel ve masrafli preparasyonlari gerekli kilabilir.

Polimer taglyicinin sebep oldugu sterik engelleme nedeni ile aktive azabilir.

lyonik baglanma: bu ydntem iyon degistirme yetenegdine sahip suda c¢oziinmeyen
tasiyicilara enzimin iyonik baglanmasi temeline dayanir. iyonik baglanma ¢ok yumusak
kosullarda gerceklestiginden enzimin konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklige
neden olmaz. Ancak enzim ile tasiyici arasindaki bag kovalent bag kadar gulgla

olmadigindan enzim kagisl s6z konusudur.

Adsorpsiyon: Enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en basit yontemdir.
Proteinler ve 6zellikle enzimler kati ylzeylerde adsorpsiyonu detaylica arastiriimigtir. Son
20-25 yildan beri suda ¢o6zilmeyen taslyicilarda adsorpsiyon ydénteminin enzim
immobilizasyonunda oldukga sik kullanildigini gérmekteyiz. Bu yéntem, suda ¢éziinmeyen
yuzey aktif bir adsorbanin enzim cozeltisi ile karistirilmasi ve enzimin asirisinin iyice

yikanarak uzaklastiriimasi temeline dayanir.



1)
2)
3)

1)
2)

Prensip olarak bir proteinin aktif ylzeylerde adsorpsiyonu tersinir bir islem olmalidir. Ancak
bazi durumlarda tersinir olmayan bir adsorpsiyon s6z konusu olabilmektedir. Eger aktivite
sabit kaliyor ve immobilize enzim surekli islemlerde kullanilabiliyorsa bu tip adsorpsiyon,
enzim immobilizassyonu igin ideal durumdur. Tersinir adsorpsiyon enzim immobilizasyonu

icin pek uygun degildir.

Adsorpsiyon yénteminin yararlari;

islevin basit olusu

Degisik bicim ve yukteki tagiyicilari segme olanagi vermesi

Bir yandan immobilizasyon gergeklestirilirken diger yandan enzim saflastiriimasina olanak

saglamasidir.

Yontemin sakincalari ise;

Her ne kadar immobilizasyon islemi kolaysa da optimal kosullarin saglanmasi ¢ok gugtur.
Egder enzim ile tasiyici arasinda kuvvetli bir baglanma yoksa bu durumda desorpsiyon
sonucu enzim serbest halde reaksiyon ortamina ge¢cmekte ve UrUnlerin kirletiimesine

neden olmaktadir.

immobilizasyon Sematik Ozellikleri
Tiirii Gisterimi
e FTN, T Avantaj: Enzim kagiss
(e (=7 (=)
Nt e T yok,

| | ’—Ba sitrekli sistemlere

|
Kovalent e L A 77| uygulanabilir,optimizasyo
Baglama f,/ /'- /s _-’ n var.
Ak g of b g Dezavantaj:
TASTYIE Rejenerasyon yok, enzim
denatiirasyonu ., yanlis
baglanma
.-’:_“\ '”'\] P Avantaj: Islem basit ,
A p S denatiirasyon riski yok.
Adsorptif g A g enzim saflastirma olanag
Baglama S A ’,-' p var.
A ‘ G Dezavantaj: Enzim kacgist
huzly, tiriin kirlilizi meveut
optimizasyon zor
Avantaj: Rejenarasyon
miimkiin, kolay islem,
enzim aktivitesi
Ivonik e . | korunabilir.
Baglama Tl o 4 e | Dezavantaj: Tasiyier ile
g enzim arasi bag zayif,

e enzim kacisi izl | Griin
kirliligi mevcut.

Sekil 1.3. Tasiyiciya bagl immobilize enzim gesitleri [7]



1.3. Enzim immobilizasyonunda Kullanilan Adsorbanlar
Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik birgok organik ve inorganik materyal
kullanilmaktadir. Tasiyici membran, suda ¢o6zinmeyen kati veya polimer olabilir. Enzim

immobilizasyonunda kullanilacak tagiyicida aranan nitelikler sunlardir [8]:

- Hidrofilik karakter,

- Suda ¢bézlinmeme,

- GOzenekli yapt,

- Mekanik stabilite uygun partiktl formu,

- Kimyasal ve termal stabilite,

-Kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilarin yumusak kosullarda reaksiyon verebilen
fonksiyonel gruplar tasimasi,

- Mikroorganizmalara karsi direnclilik,

- Ucuzluk,

- Zehirsizlik,

- Rejenere olabilme.

ENZIiM IMMOBILIZASYONUNDA KULLANILAN TASIYICILAR
Dogal Tasiyicilar Sentetik Polimerler
Polimerler Anorganikler Sentetik Polimerler
A4 A4 V
[ Cam, silika jel, h polisitiran ‘u"nevleri,N
Kitin, kitosan, aliminyum oksit, poliakrilamid,
nisasta, dekstran, bentonit, titandioksit, naylon,
agaroz, alginat zirkonyumdioksit, polivinilalkol,
nikeloksit ) metakrilat ~ J

Tablo 1.2. Enzim immobilizasyonunda kullanilan tagiyicilar.

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tagiyicilar reaktif degillerse yardimci bir reaktif
ile aktiflestiriimesi gerekir. immobilizasyon ¢ok yumusak kosullarda (oda sicaklidi, nétral pH vb.)
gerceklestiriimelidir. Taslyici suda ¢dzinmemeli ancak blylk o6lglide hidrofobik karakterli de
olmamali, suda islanabilmeli, ayrica mekanik kararli olmalidir. Tasiyicilarin se¢iminde enzim -
tasiyici baginin aktivite icin zorunlu gruplar Gzerinden olmamasi, pH ve c¢6zlcllere karsi
dayanikli olmasi taglyicinin enzim tarafindan pargcalanmamasi ve mikroorganizma Uremesine

olanak vermemesi, gibi 6zellikler tagimasina dikkat edilmelidir [2].



1.3.1. Kitin

Kitin, dogada en yaygin bulunan ikinci amino polisakkarid olup, g¢esitli alanlarda ylUksek
kullanim potansiyeline sahip yeni bir fonksiyonel materyaldir. Yengeg, karides gibi kabuklu su
aranlerinin ana bileseni olup, béceklerin iskeletinde ve mantarlarin hiicre duvarlarinin yapisinda
da bulunmaktadir. Dlnyada vyillik kitin Uretiminin yaklasik 150x10° ton civarinda oldugu
belirtiimektedir. Bir biyopolimer olan kitin, esas olarak poli-[b-(1,4)-2-asetamid-2-deoksi-b-D-
glukopiranoz] yapisinda olup ¢ok disuk oranda 2-amino-2-deoksi-b-glukopiranoz monomerlerini
de icermektedir. Kitin ve kitosan Uretimi gliinimuizde 6zellikle Oregon, Washington, Virginia,
Japonya ve Antartika’daki kabuklu deniz hayvanlarindan uUretilen konserve endlstrisine bagimli
olarak gerceklestirimektedir. Kabuklu su drlnleri artiklarinin bagta kitin olmak uUzere cesitli
dranlerin eldesi seklinde degerlendiriimesiyle hem ekonomik ac¢idan kazan¢ hem de cevre
acisindan oldukga buyuk yarar saglanmis olmaktadir. Kitinin birgok tlrevi bulunmakla beraber,

bunlar arasinda en énemlisi kitosandir [8,9].

NHCOCH3

Sekil 1.4. Kitin

1.3.2. Kitosan

Kitosan, kitin turevi dogal bir polisakkarittir ve ilk kez 1811 yilinda Henri Bracannot
tarafindan kesfedilmistir. Bracannot, mantarlarda bulunan kitini silfurik asitte cézmeye calismig
ancak basarili olamamistir. 1894'de Hoppe-Seyler, kitini potasyum hidroksit igerisinde 180°C
‘de isleme sokmus (deasetilasyon) ve asetil igerigi azaltiimis bir Grtin olan kitosani elde etmistir.
Ayni yil, Clark ve Smith tarafindan c¢ok iyi oryante olmus kitosan lifi Uretimi de basarn ile
gerceklestiriimistir [6]. Kitinin ylksek sicaklikta, sodyum hidroksit veya potasyum hidroksit
iceren heterojen ortamda deasetilasyonu sonucu yapi kitosana [B-(1—4) 2-amino—2-deoksi D-

glukoz] dénuasur [10].

Sekil 1.5. Kitosan
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Kitinin belli derecede deasetillenmesi (% 60 ve Uzeri) sonucu elde edilen kitosanin
Ozelliklerine deasetilasyon derecesi, viskozite, ¢ozundrlik, renk ve molekdl agirligr gibi
parametreler etki etmektedir [8]. Kitin ve kitosan yapisindaki asetil icerigi temel farkhilidi
olusturmaktadir. Kitinin yapisinda bulunan aminoasetil gruplarindan asetil grubunun
uzaklastirlma derecesine Deasetilasyon Derecesi (DD) denir. Bdylece geride sadece amin
grubu kalmaktadir. Kitosanin kitine gore iki buytk avantaji bulunmaktadir. Bunlardan birincisi
kitini ¢dzmek igin lityum klorir ve dimetilasetamid gibi toksik Ozellikte olabilen ¢dzgenler
kullaniimasina karsin kitosanin seyreltik asetik asit icinde kolayca g¢oziinebilmesidir. ikinci
avantajl ise bircok kimyasal reaksiyon icin aktif kisim olan serbest amin gruplarina sahip
olmasidir. Kitosan, ¢evreye zarar vermeden biyolojik olarak pargalanabilir 6zelliktedir ve in-vivo
testler kitosanin insan vicuduna herhangi bir yan etkisi bulunmadigini géstermistir. Vicutta
tukdrik veya midede bulunan lipaz enzimi tarafindan pargalanabilmektedir ve bu pargalanma
sonucunda amin sekerleri gibi toksik 6zellikte olmayan Urlnler acida ¢ikmaktadir [8]. Kitin ve
kitosan polisakkaritleri, kimyasal olarak sellloza benzemekle birlikte kendi aralarinda birtakim
farkliliklar gdstermektedir. Selllozda, ikinci karbon atomuna bagli hidroksil (-OH) grubu
bulunurken, kitinde asetamid (-NHCOCH;), kitosanda ise amin (-NH;) grubu bulunmaktadir [11].
Buna ek olarak, bu destek materyalleri enzim immobilizasyonunda tasiyici olarak birgok avantaj
sunar [12]. Reaksiyona girebilen bir amino ve hidroksil fonksiyonel gruplarin varligi halinde
kitosan kolayca modifiye edilerek kovalent olarak fonksiyonlandirilir ve daha kararli, dengeli
Ozelliklere sahip bir kompozit elde edilir [13].

Kitosanin gapraz baglanmasinda en fazla kullanilan g¢apraz baglayicilar, glioksal ve

glutaraldehittir. Glutaraldehit, kitosanin amin gruplarina imin grubu Gzerinden baglanmaktadir.

(a) Kitosanin kendi icinde capraz baglamast  (b) Polimer agi

Sekil 1.6. Kitosanin ¢apraz baglanmasi.
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1.3.2.1. Kitosanin Ozelliklerine Etki Eden Parametreler

o Deasetilasyon Derecesi: Kitin ve kitosan arasindaki temel farklilik, yapilarindaki asetil
iceriginden kaynaklanmaktadir. Kitosanin deasetilasyon derecesinin, basta ¢déziinme
6zelligi olmak Uzere birgok parametre Gzerinde buyuk etkisi bulunmaktadir.

o Viskozite: Yaklasik 4 °C’de depolanan kitosan ¢ozeltisinin viskozite agisindan en iyi
stabiliteyi gosterdigi goéralmustar.

o  Molekiil Agirligi: Kitosanin dogal ve sentetik polimerlere uygulamasinda énemli olan
diger bir parametre de molekldl agirhdidir. Kitin ve kitosanin molekil agirligi, elde
edildigi kaynaga ve Ozellikle deasetilasyon kosullarina bagli olarak degismektedir,
bunun yani sira ¢ok yiksek sicakliklar kitosanin molekidl agirligina olumsuz etki
etmektedir.

e Coziindrliik: Kitosanin ¢ézunurliguni etkileyen sicaklik, ¢ézgen konsantrasyonu ve
partikll buyUkIGgu gibi birgok parametre bulunmaktadir. Kitosanin en az % 75-80
deasetilasyon derecesinde ¢dzunurligunin iyi oldugu gdzlenmigtir. Kitosan, katyonik
yapisi sayesinde pH<6 ortaminda bazi c¢odzeltilerde kolayca g¢oziinebilmektedir.
Genellikle asetik asit, formik asit ve laktik asit gibi organik asitlerde ¢ézinmektedir.
Bunlar arasinda en ¢ok kullanilan ¢ézgen asetik asittir.

e Renk: Kabuklu deniz hayvanlarinin yapisindaki pigment, kitin ile kompleks
olusturmaktadir.  Kitinden kitosan eldesi esnasinda renk giderim islemi
gercgeklestiriimektedir. Toz halindeki kitosan olduk¢ca yumusak olup rengi acik saridan

beyaza kadar farkl tonlarda degisebilmektedir.

1.3.2.2. Kitosanin Kullanim Alanlari

Kitosan gunumuzde tip, gida, tekstil, ziraat, kozmetik, eczacilik, atik su aritimi,
biyoteknoloji gibi pek ¢ok alanda kullaniimaktadir. Medikal alanda dikis ipi, yara bandi, sargi
bezi, kontakt lens yapimi, kolestrol kontrolliinde, ilaglarda, medikal yapay deri vb. sekillerde
kullaniimaktadir. Bunun yani sira yara tedavisini % 30 oraninda hizlandirmaktadir. Kitosandan
elde edilen bandajlar Irak savasl sirasinda 6nem kazanmis ve bandajlar sayesinde kanin
durdurulmasi saglanarak yaralarin daha hizl iyilesmesine katkida bulunulmustur [6]. Kitosan
gida alaninda dogal kivamlastirici, yiyecek katki maddesi, atik yiyeceklerin tekrar islenmesi,
hipokolestrolemik madde (zayiflama maddesi) olarak kullaniimaktadir. Ziraatte ise bitki katki
maddesi olarak ve gibre yapiminda kullaniimaktadir. Sag¢ sekillendirici yapimi, nemlendirici
kremlerde, deodorantlarda koku giderici olarak kozmetik alaninda da kullaniimaktadir. Biyolojik
acidan uyum gosteren kitosan, pek cok ilag formiilasyonunda kullaniimaktadir. ilaglar, kitosan
matriksi icerisine film, mikrokapsil, kaplanmig tablet vb. sekillerde yerlestiriimektedir.

Biyoteknolojide ise enzim immobilizasyonunda kullaniimaktadir [8]. Tekstil sanayinde yunlu
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kumaslarda c¢ekmezlik saglamasi, reaktif boyamada tuz miktarini azaltmasi, kozmetikte

deodorant maddesi olarak kullaniimaktadir [14].

1.3.3. Cok Duvarli Karbon Nanotiip (MWCNTSs)

Karbon nanotipler, hekzagonal sistemde bazal duzlemlerde olusan C-C baglarinin
(Graphene yapisi) yuvarlatiimasi ile elde edilen silindirik yapilardir. insan sagindan 10.000 kez
daha ince, farkh yarigaplarda olabilen katli veya ¢ok katl karbon atomlarindan olusan
tabaklardir [15].

Sekil 1.8. Karbonun bazi allotroplari: a) elmas b) grafit c) altigen elmas d-f) fullerenler (Cep,Cs40,

C+0) g) amorf karbon h) karbon nanotip.
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CNT’ ler ilk olarak Moskovadaki Kimyasal Fizik Enstitisi’ ndeki arastirmacilarin,
bagimsiz olarak ayni anda karbon nanotiipleri ve nanotip demetlerini kesfetmesi ile elde
edilmistir. Karbon nanotupler, silindirlerden olusan fulleren tipi yapilardir. 60 ya da daha fazla
karbon atomunun birlestiriimesiyle olugan futbol topu seklindeki molekullerin kegfiyle

baslamistir. Bu toplarin diger atom veya molekdllerle yaptidi bilesiklere “fulleren” denir [16].

Sekil 1.9. Karbonun Fulleren yapisi.

Karbon nanotlpler, tesadifen kesfedilmis olmasina ragmen; yogun bir sekilde karbon
nanotlplerin 6zelliklerinin arastirimasina yol agmistir. Gergekten de arastirmacilar karbon
nanotiplerin nano dlcekte bircok fiziksel, kimyasal, yapisal, elektriksel ve optik 6zelliklerinin

oldugunu bulmuslardir. Bu nedenle karbon nanotuplerin pek ¢ok uygulama alani belirmigdir [16].

Uretilen karbon nanotiip formlari katl veya gok katli olma &zelliklerine gére 4 sekilde

siniflandirilir.
1.Tek katmanl 2. Cok katmanli
3. Cift katmanl 4. Fulleren iceren tek katmanli

- A2§¥e Ly
Sekil 1.10. a) Tek katmanli b) Cok katmanl c) Cift katmanli d ) Fulleren igeren tek katmanli [15].



14

CNT-CS kompozitler; immobilizasyon ve enzimatik uygulamalar, elektrokimyasal
sensorler, biosensorler, adsorpsiyon calismalari, polimerler, kapsulleme ve kaplama gibi pek
cok kullanim alanina sahiptir [17]. Yapillan enzim immobilizasyon c¢alismalarinda kitosan
matriksinde tutulan karbon nanotlplerin, enzim yiklemesini, stabilizasyonu, mekanik-termal
dayanikhligr arttirdidi, ylzey alanini genislettigi ve enzim kacisini azalttidi rapor edilmistir
[18,19]. Oksidasyonda CNT’ ler yerine ¢ok kathh CNT’ ler kullanilarak elektrokatalitik 6zellikleri
arttinr. Bununla birlikte, MWCNT’ leri asitlestirme islemi ile fonksiyonlandirarak, elektroaktif
bélgeleri genigsletilebilir. Artan elektroaktif bolgeleri ile oksidasyon igin daha ylksek katalitik
aktivite saglanir [20].

1.4. Lakkaz

Lakkaz (EC 1.10.3.2, sistematik adi: parabenzenediol: oksijen oksidorediktaz) g¢oklu
bakir iceren bir oksidazdir [21,22]. Lakkaz molekill, t¢ redoks boélgesinde dagiimis monomer
basina genellikle dort bakir atomu iceren dimerik veya tetramerik glikoproteindir. Bu enzim,
molekiler dioksijenin suya indirgenmesi ile birlestirilen, bazi inorganik iyonlarin yani sira orto ve
paradifenollerin, aminofenollerin, polifenollerin, poliaminlerin, ligninlerin ve aril diaminlerin
oksidasyonunu katalizlemektedir [23]. Yani lakkaz, elektron alicisi olarak molekiler oksijeni
kullanmak suretiyle cesitli fenolik bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyen polifenol oksidaz grubu
bir enzimdir [23].

Lakkaz enzimi, fenol oksidazlarin icinde en dikkat geken enzimlerden birisidir. Bu enzim
dogada oldukga yaygin olarak bulunmaktadir. ilk olarak Schoenbein tarafindan 1856 yilinda
Boletus luciferus turunun ekstraktinda mavi bir pigment tespit edilmistir [24,25]. Lakkaz adi ise
ilk kez 1883 yilinda bu enzimin tanimlanmis oldugu Japon vernik adaci (lacquer) olan Rhus
vernicifera’ dan turetilmistir [26’den Yoshida, 1883]. Ayni enzim 1895 yilinda Bertrand
tarafindan da bazi fungus tdrlerinde tanimlanmistir [27]. Daha sonralari ise seftali, titin ve
kavak gibi ¢ok sayidaki bitkide de lakkaz enzimlerinin varligi belirlenmistir [28].

Bu enzim bitki, mantar ve bakterilerden elde edilir [29]. Bitkilerde yaygin olarak
bulunmasina ragmen, bitkisel lakkazlarin karakterizasyonu ve kullanimi mikrobiyal kokenli
lakkaz enzimlerine gbére c¢ok da yaygin degildir. Bunun nedenlerinden birisi, ham bitkisel
Ozutlerin oldukga genis bir substrat 6zgulligu gosteren ¢ok sayida oksidatif enzimleri igcermesi
nedeniyle bitkisel lakkazlarin belirlenmesinin ve saflagtirilmasinin zor olmasidir.

Simdiye kadar karakterizasyonu vyapiimis olan lakkaz enzimlerinin blyUk bir
cogunlugunun kaynagini ise genellikle iyi bir lignin pargalayicisi olan beyaz-¢urukgul funguslar
olusturmaktadirlar. lyi bilinen lakkaz Ureticileri arasinda Podospora anserina, T. versicolor,
Polyporus ostreatus (yeni adi, Trametes cubensis), Neurospora crassa, A. Bisporus, Botrytis

cinerea, Pleurotus ostreatus, Phlebia radiata, Coriolus (Trametes) polyporus, Pycnoporus
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cinnabarinus, Chaetomium thermophilum ve Coprinus cinereus gibi ¢ok sayida fungus
bulunmaktadir [28].

Mavi bakir-igeren proteinler (mavi oksidazlar) prokaryotlar ve dkaryotlar arasinda yaygin
olmakla birlikte, lakkaz-benzeri enzimler 20-25 vyl O6ncesine kadar sadece Okaryotik
organizmalarda (funguslar, bitkiler ve bazi bdcekler) tanimlanmistir. Bununla birlikte, lakkaz
geninin ilk defa A. Lipoferum genomunda bulundugunun goésteriimesi [30] Uzerine
gergeklestirilen genomik veri-bankalarinin taranmasi sonucunda, lakkaz genlerinin diger
prokaryotlar arasinda da dagilim gosterdigi belirlenmistir. Prokaryotlar arasinda lakkaz
enzimlerinin yaygin olarak bulundugunun bilinmesine ragmen, ginimize kadar tam olarak
saflastirilan ve karakterizasyonu yapilan bakteriyel kaynakli lakkaz enzimlerinin sayisi oldukga
azdir [28].

Bakteriyel lakkazlar genellikle intraselluler veya periplazmik proteinler iken fungal
lakkazlar daha c¢ok ekstrasellulerdir. Bitki lakkazlari lignin polimer olusumunun radikal bazl
mekanizmalarinda rol oynarken, fungal lakkazlar morfogenez, fungal patojen/konakgi bitki
etkilesimleri, stres mekanizmasi ve lignin pargalanmasi gibi olaylarda rol oynamaktadirlar.
Lakkaz orto ve parafenoller, aminofenoller, polifenoller, poliaminler, lignin ve aril diaminlerin

oksidasyonunu katalizlerler [31].

Sekil 1.11. Cesitli organizmalar tarafindan Uretilen coklu-bakir iceren oksidazlarin genel
katlanmalarini gosteren kurdela modelleri. A: CotA (B. subtilis), B: CueO (E. coli), C: LtLa (L.
tigrinus), D: CmLa (C. maxima), E: CcLa (C. cinerius) ve F: TvLa (T.versicolor) [28].
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Bakteriyel lakkazlarin fungal lakkazlarla yapisal olarak karsilastirimasinda, model bir
yapi olarak CotA (B. subtilis) proteini ele alinarak yapilmistir. CotA, monomerik bir proteindir.

Lakkaz igin substrat 6zgUllugu N-hidroksibenzotriazol (HBT) ve 2,2-azino-bis-(3-
etilbenzothiazoline-6-sulfonik asit) (ABTS) gibi genis ve ¢esitli polifenollerin, aromatik aminler ve
aminofenoller icerir [29,32,33]. Substrat 6zgllliglinin genis olmasi nedeniyle ¢evre kirliliginin
giderilmesinde surekli galisilan ve vazgecilmesi zor olan bir enzimdir. Diger enzimler ile
karsilastinildidinda, lakkazin oldukga spesifik oldugu ve farkli uygulama iglemleri icin oldukca
genis bir yelpazesi oldugu bilinmektedir. Diger peroksidaz grubu enzimler oksitleyici olarak
toksik ve inhibisyon etkileri olan hidrojen peroksite gereksinim duyarken, lakkaz enzimi bu
amacla sadece ¢oézunmuls oksijeni kullanir [23]. Lakkazin organik maddeler, klorofenoller,
aromatik hidrokarbonlar toksik petrokimya sanayi, klorlu fenolik bilesikler, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, sentetik boyalar ve atik sular gibi ¢evresel kirleticilerin biyoremediasyon igin
yararl oldugu gdsterilmistir [22,33,34]. Bugline kadar, lakkaz farkli destekler Uzerine pek ¢ok
farkli immobilizasyon metodu (taslyiciya kimyasal baglama ve adsorpsiyon, membran ylzeyine

kimyasal baglama ve adsorpsiyon vb.) kullanilarak immobilize edilmistir [29].

Lakkaz enzimlerinin molekiler yapisi genellikle funguslardan izole edilen enzimlerden
elde edilmistir. Lakkaz enziminin molekuler yapisi bir glikoprotein seklindedir. Monomerlerin
molekiler kutleleri ise 50-110 kDa arasinda degismektedir. Lakkaz genellikle asidik izoelektrik
noktasina sahiptir. Lakkaz enzimlerinin énemli bir 6zellidi ise protein kisma kovalent olarak
baglanmis olan ve proteinin toplam kitlesinin %10-45’ini olusturan bir karbonhidrat kisminin da
bulunmasidir. Enzimin icerdidi karbonhidratlar, heksozamin, glikoz, mannoz, galaktoz, fruktoz
ve arabinozdur [24]. Karbonhidrat kisim enzimin ylksek kararlilik gostermesine katkida
bulunmaktadir [28].

Sekil 1.12. T. versicolor lakkazinin X 1sini kristallografisi [24].
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Sekil 1.13. T. versicolor’ dan elde edilen lakkazin kristal yapisi (Mavi kireler katalitik
reaksiyonda rol oynayan 4 bakir iyonunu gostermektedir. 3 domain de farkli renklerle

gOsterilmigtir) [24].

1.4.1. Bakir Merkezleri

Lakkaz enzimlerinin katalitik aktivitelerini gosterilebilmeleri igin, aktif olan her bir lakkaz
proteini icin en az 4 bakir atomu gerekmektedir. Lakkaz proteinlerinin her birinde bulunan bakir
iyonlarinin 1g1k absorbanslari ve elektronparamanyetik davraniglari farkli oldugu icin
spektroskopik dzelliklerine bagli olarak Tip 1, Tip 2, Tip 3 olarak U¢ ana sinifta gruplandinlirlar
[28].

o Tip1: paramanyetik “mavi’ bakir (Cu1), absorbans 610 nm (okside formda iken), redoks
potansiyeli +785 mV. Tip1 bakir, c¢oklu-bakir iceren protein molekdllerinin tipik mavi
renginden sorumludur. Bu mavi rengin nedeni ise bakir-sistein kovalent badinin neden

oldugu yogun elektronik absorpsiyonun bir sonucudur.

o Tip2: paramanyetik “mavi-olmayan” bakir (Cu4); azid, florid ve siyanide karsi affinitesi vardir.
Tip2 bakir ise goérlndr spektrumda absorpsiyon géstermez ve Elektron Paramagnetik
Resonans (EPR) calismalarinda paramanyetik 6zellikler géstermektedir. Tip2 bakir atomu 2

histidin kalintisi ile koordine edilmektedir.

o Tip3: diamanyetik spin-eslesmeli bakir-bakir ¢ifti (Cu2 ve Cu3), absorbans 330 nm (okside
formda iken). 330 nm’de bir elektron adsorpsiyonu nedeni ile spektrofotometrik olarak
karakterize edilebildigi gibi, bakir ¢iftinin anti-ferromanyetik eslesmesinin bir sonucu olarak
EPR sinyalinin olmamasi ile de karakterize edilebilmektedir. Tip3 bakir atomu 6 histidin

kalintisi ile koordine edilmektedir.
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Tip2 ve Tip3 bakir merkezleri ise bir bltin olarak degerlendirilebilir ve bu nedenle de
genellikle “trindklear kime” olarak adlandirlirlar. Trinlklear kime ise molekuler oksijenin

indirgendigi ve suyun serbest birakildigi yerdir.

1.4.2. Protein Karakterizasyonu

Cok sayidaki bakteriyel tlrtiin genomik analizleri sonucunda, bakteriler arasinda lakkaz-
benzeri ¢oklu-bakir igeren oksidazlarin oldukga yaygin oldugu gérilmustir [35,36]. Buna
ragmen, gunimulze kadar yapisal olarak karakterize edilmis olan C. cinerius [28,37], T.
versicolor [38], M. albomyces [39], Lentinus (Panus) tigrinus [40,41] ve Cerrena maxima [42]
kaynakli lakkaz enzimlerinin hepsi de fungal kdkenlidir. X-isini kristallografisine dayali olarak tg-
boyutlu yapisi rapor edilen bakteriyel lakkaz enzimleri ise B. subtilis kaynakli CotA ve E. coli
kaynakli CueO [28] proteinleri olmustur.

Lakkaz proteinlerinin polipeptid motifleri ise tipik olarak 3 kupredoksin bdlgesinden
olusmaktadir: Disulfid baglari 1. bolgeyi, 2. ve 3. Bolgelere baglamaktadir ve trinlklear kime ise
1. ve 3 bélgeleri birlestirmektedir. indirgenmis substrat ise ylizeydeki bir yariga baglanmakta ve
bitisikte bulunan 3. bdlgenin Tip1 bodlgesi tarafindan oksitlenmektedir. indirgenmis substrat
tarafindan verilen elektronlar ise trinuklear kiimeye transfer edilmekte ve burada ko-substrat
olan dioksijen ise iki su moleklline indirgenmektedir [28].

Molekuler kutlesi 65 kDa olan CotA proteini ise olduk¢a termostabil bir lakkazdir. Protein
yapilarinin karakterizasyonu icgin atomik paketleme énemli bir dlgiim olarak kabul edilmektedir.
Atomik paketlemeyi tarif etmek icin birkac metot tanimlanmistir ve CotA proteini icin OSP
(occluded surface packing) degerleri G¢ aralik goéstermis olup, bu degerler oldukga paketlenmis
bir yapiya denk gelmektedir (Sekil 12) [28].

Sekil 1.14. Yiksek OPS deglerleri ile kalintilarin lokasyonlarini gésteren (sari) Bacillus subtilis
CotA protein yapisinin kurdela modeli. Bakir atomlari ise kirmizi kireler olarak gdsterilmistir
[28].
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1.4.3. Lakkaz Enzimlerinin Reaksiyon Mekanizmalari

Lakkaz enzimlerinde bulunan farkh bakir merkezleri, indirgenmis bir substrattan aldiklari
elektronlari, toksik peroksit ara-Grinlerinin olusmasina yol agmadan, atmosferik molekiler
oksijene aktarirlar. Bu reaksiyon ise Tip1 bakir tarafindan katalizienen substratin dort
monoelektronik oksidasyonu ile basariimaktadir. Elektronlar ise daha sonra, molekiler oksijenin

indirgendigi ve suyun serbest birakildigi trinuklear kimeye transfer edilirler [28].

Substratlarin oksidasyonu reaktif radikallerin olusmasina yol agmaktadir. Olusan reaktif

radikaller ise enzimatik-olmayan reaksiyonlar ile asagidaki reaksiyonlara katilirlar:

i. Monomerlerin capraz-baglanmasi: Fenolik bilesiklerin ve aromatik anilinlerin lakkaz ile
enzimatik oksidasyonu, radikallerin olusmasina yol acar. Olusan radikaller ise birbiri ile
tepkimeye girerek C-C, C-O ve C-N badlari aracilidi ile kovalent olarak baglanarak dimerleri,
oligomerleri veya polimerleri olustururlar. Olusan son-urlnln yapisi ise ara-Urlnlerin reaktivitesi
ve reaksiyonun gerceklestigi cevrenin pH’si tarafindan belirlenir. Lakkaz enzimlerinin sahip
oldugu bu kapasite ise bu enzimlerin, kontamine topraklarin ve atik sularin detoksifikasyonunda
kullanilma potansiyelinin temelini olusturmaktadir [28].

ii. Polimerlerin pargalanmasi: Lakkaz, lignin veya humik asit gibi kompleks dogal polimerlerin
pargalanmasinda rol almaktadir. Uretilen reaktif radikaller, kovalent baglarin (6zellikle alkil-aril)
kirllmasina ve monomerlerin serbest birakilmasina yol agarlar. Sterik engelleme nedeniyle
lakkaz, dogrudan dogruya polimer ile temas edemeyebilir. Bunun yerine, lakkaz tarafindan
okside ve aktive edilebilen kigik organik molekiller veya metaller radikal-katalizli
polimerizasyonu saglayabilirler [28].

iii. Aromatik halkalarin kinlmasi: Birka¢ calismada, aromatik halkalarin lakkaz aracildi ile
kirildigr rapor edilmektedir. Bu reaksiyon ise nitroaromatikler ve sentetik boyalar gibi
ksenobiyotik bilesiklerin pargalanmasi agisindan biyoteknolojik olarak oldukg¢a ilgi cekmektedir
[28].
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Sekil 1.15. Bacillus subtilis lakkazinin (CotA) bakir merkezleri [28].

1.4.4. Lakkaz Enziminin Endiistriyel ve Biyoteknolojik Uygulamalan

Lakkaz, endustriyel ve biyoteknolojik uygulamalar acisindan ¢ok kullanilan bir enzimdir.
Bu enzim tekstil, gida, ilag, kagit endulstrisi ve nanobiyoteknoloji gibi birgok alanda
kullaniimaktadir.

Lakkaz gida endustrisinde ekmek pisirme slreglerinde daha taze ekmek eldesi [43],
mesrubat ve icki (sarap, meyve suyu, bira) slreglerinde berrak meyve suyu eldesi, sarap ve
biralardaki bulanikhdin giderilmesi, askorbik asit belilenmesi [44], seker pancarinda pektinin
ayrilmasi gibi pek ¢ok uygulamada kullanilabilir [24]. Lakkazin, gida drinlerinin kalitesini ve
Uretimini arttirdigi belirtilmistir.

Sellloz ve kagit endustrisinde, kagdit hazirhdi sirasinda odun hamuru ayriimasi,
beyazlatilmasi ve lignin parcalanmasinda kullanilir [44].

Tekstil endustrisinde tekstil atik sularinin renksizlestiriimesinin yani sira agartma,
kaynatma, temizleme, denim terbiyesi, denim ylkama, yunin boyanmasi ve hatta boyar
maddelerin sentezinde de kullaniimaktadir [14,45].
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Lakkazlar, selllozik liflerde bulunan yaglar, mumlar, pektinler, proteinler ve pigmentler
gibi dogal renklendirici maddelerin uzaklastiriimasi ve bu sayede boyama, baski ve bitim gibi
islemlere hazirlanmasi amaciyla kullaniimaktadir. Yiksek beyazlik dereceleri icin ardarda
oksidasyon iglemleri uygulanmasinda agartma maddeleri, liflere asiri miktarlarda verilmekte, bu
da zararli atiklara neden olmaktadir. Lakkaz 6n isleminin pamuklu kumaslarin beyazhgini
gelistirdigi ve sonraki agartma isleminde kullanilan hidrojen peroksitin konsantrasyonunu énemli

derecede azalttigi tespit edilmistir [14].

Lakkazlar, denim yikamada taslama isleminde ponza taslarinin yerine
kullanilabilmektedir. Denim yikamada ponza tagi ile istenilen agindirmanin saglanmasi igin
aranler yikanir ve yikamanin ardindan Urunler kismen agartiimaktadir. Bu islemlerin timi

buyuk cevresel kirlilige yol actigindan enzim uygulamalari avantaj saglamaktadir [14].

Kaynatma islemleri, gesitli kimyasal maddelerle yapilmakta ve gevresel agidan Kirlilik
olusturmaktadir. Bu nedenle daha ekolojik bir proses olan enzimatik kaynatma tercih
edilmektedir [14].

Cogu sentetik boyar maddeler, toksik, kanserojen ve genotoksik etkiler gdstermektedir.
Mevcut atik su sistemleri ise, bu tip atiklardan inat¢i boyar maddeleri ve diger organik kalintilari
tamamen uzaklastirmakta yetersiz kalmaktadir ve mevcut fiziksel, kimyasal yontemler ylksek
maliyete ve blylUk miktarlarda atiga neden olmaktadir. Bu nedenle lakkazlarin tekstil atik
sularinin biyolojik parcalanmasi ve renksizlestiriimesinde kullanimi maliyet ve ekolojik acidan
blylk yarar saglamaktadir [14,44,45].

Bunlarin yani sira lakkaz ilag endustrisinde, nanobiyoteknolojide, toprak
biyoremidasyonunda, analitik biyosensoérlerde, kédmur sivilastirimasinda, fenolik bilesiklerin
detoksifikasyonunda, yag fabrikasi atik suyundan fenol gideriminde ve daha pek ¢ok alanda
kullanilmaktadir [24,43,44,46].

1.5. Boyar Maddeler

Sentetik boyalar yaygin olarak tekstil, kagit, kozmetik, deri boyama, matbaa, renkli
fotograf, plastik, ilag ve gida endustrisinde renk verici maddeler olarak kullaniimaktadir [47,48].
Giinlimiizde 100.000'in iizerinde sentetik boya ticari olarak kullaniimakta ve yilda 7x10° ton
boya Uretimi yapilmaktadir [49]. Uretim ve kullanim sirasinda arta kalan boyalar géz éniine

alinacak olursa renkli atik sular gevresel agidan énemli derecede kirlilik olusturmaktadir.
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Sadece tekstil endUstrisindeki bu boyalarin boyama islemi sirasinda % 10-15’ inin atik

olarak kayboldugu tahmin edilmektedir [47].

Boyar madde molekdlleri, aromatik yapi gibi, gérindr 11§31 (400-750nm dalga boyunda)
absorbe eden ve boyanin elyafin Gzerine ve igine tutunmasi saglayan kromojen gruplar igerir.
Kromojen gruplar, kromofor adi verilen gruplari igeren aromatik yapidir. Kromofor renk verici
anlamindadir ve kimyasal yapilarina goére; Nitraso, Nitro, Azo, Etilen, Karbonil, Karbon-Azot,
Kakuart gruplar olmak Gzere 7 gruba ayrilirlar. Bir ya da birden ¢ok bag icermektedir. Bu baglar
degiskendir ve 15131 absorplayarak boyanin parlak renkli gériinimund saglamaktadirlar [50]. En

yaygin kromofor grubu azot-azot ¢ift bagi ile karakterize edilen azo (-N=N-) sinifi boyalardir.

Fotograf 1.1. Boyar maddelerin bazi kullanim alanlari.

Boyar maddeler; c¢o6zinurlik, kimyasal vyapi, boyama o6zellikleri gibi cesitli

karakteristikleri g6z dnine alinarak siniflandirilir.

Boyar maddeler reaktif boyalar, asidik boyalar, bazik boyalar, direkt boyalar, dispers
boyalar olarak siniflandirilabilir [47]. Daha genel bir siniflandirma yapmak gerekirse boyar

maddeler Ug¢ grupta incelenebilir [50].

1. Katyonik boyar maddeler: Bazik boyar maddeler
2. Anyonik boyar maddeler: Direkt, asit ve reaktif boyar maddeler

3. iyonik olmayan boyar maddeler: Dispers boyar maddeler
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. Bazik Boyar Maddeler: Organik bazlarin hidroklorirleri seklinde olup katyonik grubu renkli
kisimda tasirlar. N veya S atomu icerirler. Yapilarindan dolayi bazik (proton alan) olarak etki

ettiklerinden anyonik grup igeren liflerle baglanirlar [50].

. Asit Boyar Maddeler: OH", SO3H, COOH" gibi oksokrom gruplari icerirler. Bu boyalar Na®*, K*,
Ca", NH," vb. gruplarla tuz olustururlar ve ¢ozelti icinde negatif yiikii verecek sekilde
iyonlasirlar. Oksokrom grubu boyanin renk tonunu da degistirebilir, fakat gergcek rengin

ortaya ¢gikmasini saglayamaz[47,50].

. Direkt Boyar Maddeler: Direkt boyarmaddeler, s elllozik lifin boyanmasinda herhangi bir 6n
islem gerektirmeden dogrudan boyama vyapilabilen boyarmaddelerdir. Substantif
boyarmaddeler olarak da adlandirilirlar. Direkt boyarmaddeler suda ¢ézunebilen bilesiklerdir
ve bazik ve asit boyarmaddelerden selilozik elyafa karsi substantivitelerinin fazla olmasi ile
ayrilir [51]. Onceden bir islem yapiimaksizin boyar madde c¢ozeltisinden seliiloz veya yiine
dogrudan dogruya cekilirler. Kagit, deri, yin, ipek, naylon ve bast elyafin boyanmasinda
kullanilirlar [50].

. Dispers Boyar Maddeler: Molekdillerinin yapisindaki amino ve hidroksil gruplari gruplari
dispersiyon Ozelliklerini saglamaktadir. Duasik molekdl agirlikli dispers boyalar suda az

miktarda ¢ozlinebildiklerinden dolayi sudaki dispersiyonlari halinde uygulanirlar [52].

. Reaktif Boyar Maddeler: Reaktif boyar maddeler uygun kosullar altinda lif ile kimyasal
reaksiyona girerek, kovalent bag 6zelligine sahip tek boyar madde sinifidir [50]. Klglk ve
basit molekil yapisina sahiptirler ve suda kolayca ¢ozindrler. Piyasada kullaniimakta olan
boyalarin % 70’ini olusturan azo kromoforlu reaktif boyalar (-N=N-) cift bagi ile karakterize
edilirler [53,54].

1.5.1. Metil Kirmzisi (MR)

Metil kirmizisi, bir anyonik azo boyasidir ve sentetik organik renklendirme

uygulamalarinda azot — azot ¢ift bagi (-N=N-) ile karakterize edilir. Azo boyalari monoazo, diazo

ve triazo olarak siniflandirilabilir ve asit, baz, direkt, dispers, azoik ve pigmentler olarak 6

uygulama katagorisi de mevcuttur [49]. Azo boyalari ile renk giderimde su denklem

gerceklesmektedir [55];

R-N=N-R" +2e"+ 2H" — R-NH-NH- R +2¢ + 2H" — R-NH, + R"- NH,
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Azo boyalari tekstil atik sularinda yaygin olarak bulunmaktadir ve dayanikhligi ¢evresel
kirlilige neden olmaktadir Metil kirmizisi genellikle kagdit baski ve tekstil boyamada kullanilir ve

g0z, cilt ve sindirim sistemi tahrigine neden olmaktadir [48].

O
HO

HSC“N

CHs3

Sekil 1.16. Metil kirmizisi

1.5.2. Metilen Mavisi (MB)
Metilen mavisi katyonik bazik bir boyadir, sulu ¢ozelti icinde pozitif yuklu iyonlar seklinde
bulunur [56]. Suda eritildigi zaman mavi bir ¢ézelti meydana getiren, oda sicakhginda kati,

kokusuz ve koyu yesil toz seklinde bir boyadir.

MB medikal kullanimi oldukca fazla gorulir, ayrica yaygin olarak kagit ve tekstil
endustrisinde kullanilir. Tekstil endustrisinde pamuklu boyamada ve kagit endustrisinde ise
kagit renklendirmede oldukc¢a dnemli bir boya maddesidir [56,57]. Bu boya asiri tehlikeli degildir
ancak kullaniminda zararli etkileri gérilmektedir. Akut maruziyetinde kalp atislarinda hizlanma,

kusma, sok, sarilik, doku hasari ve Heinz body olusumu gibi etkiler gérulebilir [56].

HsC. + CH
SN S SNTTE

CH3 * 3H20 CH3

Sekil 1.17. Metilen mavisi

1.5.3. Kristal Viyole (CV)
Kristal viyole katyonik, bazik bir boyadir. Katyonik boyalar anyonik boyalara gére daha
toksiktir. Bu boyanin kisa sureli maruziyeti sonucu organizmalar Uzerine zararl etkileri oldugu

gOsterilmigtir [58].
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Kristal viyole, gesitli boyalar arasinda yaygin olarak kullanilan bir boyadir. Bu boyanin
biyolojik boyamada, veterinerlikte, dermotolojide dermotolojik ajan olarak, deterjanlarda,
muirekkep kalemlerde, tekstilde deri ceketlerde ve kagit endistrisinde kullanim alani

bulunmaktadir. Ancak bu boya oldukga mutajen ve mitotik zehirli bir boyadir [59].

+
HaC\N,

S
HaCu O O y-CHs

CHs CHs
Sekil 1.18. Kristal viyole

CHs

Renk giderimi adsorpsiyon, koagulasyon-gokeltme, iyon degisimi, oksidasyon ve
elektrokimyasal ydntemler dahil olmak Uzere cesitli fiziksel ve kimyasal yontemler ile
gerceklestirilebilir. Ancak boya giderimi icin gerekli bu yontemlerin pahali olmasi uygulamasini
kisitlamaktadir [47,60]. Fiziksel ve kimyasal yontemlerin uygulanmasinda ikincil bir problem de
kimyasallarin asir kullanimidir [60]. Alternatif olarak enzimatik renk giderimi etkin uygulama
teknigi ile son yillarda buyuk ilgi géren bir ydontemdir [47,49].
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

T. versicolor laccase (13.6 U mg'1), kitosan, Bovine serum albumin (BSA), Coomassie
brilliant blue G-250, 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzothiazoline-6-sulfonik asit) (ABTS), Glutaraldehit
(25 wt. % in H,0), asetik asit, Kristal viyole ve Metil kirmizisi Sigma— Aldrich (AlImanya). Metilen
mavisi Hoechst, NaOH Riedel de Haén, HCI ve sodyum asetat Merck. Multiwall carbon
nanotube (diam. 110-170 nm, length=5-9 micron, 90+%) Aldrich. Calismada kullanilan diger

tim kimyasallar analitik safliktadir.

Arastirmada kullanilan arag ve geregler; UV-vis spektrofotometre (Shimadzu UV), pH

metre, magnetik karigtirici, inkubatdr, analitik terazi, otomatik pipet, calkalayici, vortex.

2.1.1. Gozeltilerin hazirlanmasi

e Glutaraldehit ¢ozeltisi (% 4’lUk): 50 mM pH 5.0 asetat tamponunda hazirlandi.

e ABTS (100 mM): 0,1 M pH 5.0 asetat tamponunda hazirlandi.

e TPP: % 2'lik sodyum trifosfat pentabazik hazirlamak igin 20 g TPP tartildi ve 900 ml saf
su da ¢6zuldd. Hacmi 1 It ye tamamlandi ve ¢ozeltinin pH'1 derisik HCI ile 8.2" ye
ayarlandi. 1 giin dolapta bekletilerek sogutuldu.

e Lakkaz enzim ¢dzeltisi: 5 mg enzim 10 mL 0.1 M pH 5.0 asetat tamponunda hazirlandi.

e Standart protein ¢ozeltisi (1 mg/ml): 10 mg sigir serum albimin tartildi ve hacmi saf su
ile 10 mI’ ye tamamlandi.

e Bradford reaktifii 40 mg Coomassie Brillant Blue, 50 ml %95 lik etanolde
¢6zuldl. Cozeltiye 55 ml % 88’ lik fosforik asit eklendi ve hacmi deiyonize H,O ile 1
litreye tamamlandi.

o Asetik asit ¢Ozeltisi (% 2’ lik): 2 ml asetik asit saf su ile 100 mlI’ ye tamamlandi.

o Kitosan (%2 lik) : 100 ml asetik icine 2 g kitosan konulup, manyetik karistirma ile
homojenize edildi.

e pH 2.0, 3.0, 4.0 ve 5.0 asetat tamponu: 0,1M sodyum asetat ve 0,1M asetik asit
¢ozeltileri ile hazirlandi.

e pH6.0, 7.0 ve 8.0 fosfat tamponu: 0,1M KH,PO,4 ve 0,1M K,HPO, ¢bzeltileri hazirlandi.

¢ MR stok boya ¢dzeltisi: 25 ppm boya ¢dzeltisi pH 6.0 tamponu ile hazirlandi.

e MB stok boya ¢ozeltisi: 25 ppm boya ¢ozeltisi pH 5.0 tamponu ile hazirlandi.

o CV stok boya ¢ozeltisi: 25 ppm boya ¢ozeltisi pH 4.0 tamponu ile hazirlandi.
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2.2. Yontem

2.2.1. Gok Duvarl Karbon Nanotiiplerin (MWCNTs) Fonksiyonlandirilmasi

MWCNTs 3:1 (v/v) konsantre H,SO,-HNO; asit karisiminda kimyasal olarak
fonksiyonlandirildi. Fonksiyonlandirma islemi 55 °C’ de 3.5 saat manyetik karigtirma ile geri
sogutucu altinda yapildi. Aktiflestirme ile MWCNT’ Gin —COOH gruplari aktiflestirilerek, karboksil
grubu fonksiyonlandiriimig MWCNTSs elde edildi (MWCNTs-COOH) [61]. Elde edilen MWCNT-
asit siispansiyonu santriftjlenerek, MWCNTSs kati olarak ayrildi. Ayrilan kati pH 7.0 olana kadar

ultra saf su ile yikandi ve etlvde kurutuldu.

SantrifUjden nce
MWCNTs

siispansiyonu TeEEEeas HiS0y CERSETD
SRR ————— e,
R NG e
0OH COOH

15 dk. santrifilj
sonrasi MWCNTs

Sekil 2.1. —-COOH fonksiyonlandiriimis MWCNTSs [62,63].

2.2.2. Gok Duvarli Karbon Nanotiip-Kitosan (MWCNTs-CS) Boncuklarin Hazirlanmasi

2 g kitosan 100 ml % 2’ lik asetik asit ¢dzeltisi icinde ¢ozuldl ve ¢dzeltinin igerisine 250
mg aktive edilmis MWCNT ilave edilerek homojen bir ¢dzelti elde edildi. Daha sonra uniform
siyah ¢oOzelti elde edilene kadar ultrasonik banyo igerisinde bekletildi. Hazirlanan ¢ézelti soguk
TPP c¢ozeltisi igine ucu kesilmis igne yardimi ile damlatilarak sertlesmesi icin 4 saat manyetik
karistirma altinda bekletildi. Sertlesen boncuklar stizilerek bol saf su ile yikandi ve kullaniimak
Uzere 4°C’ de depolandi.
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OH OH
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HO HO
NH, NH,
Kitosan

Iyt : &
5
MWCNT-kitosan boncuk

Sekil 2.2. MWCNT —CS boncuklar [64].

2.2.3. Kitosan Aktivasyonu igin Glutaraldehit Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Lakkaz immobilizasyonu igin optimum glutaraldehit konsantrasyonunu belirlemek Uzere
modifiye kitosan boncuklar 40°C’ de 2 saat sure ile % 2 - 5 arasinda degisen
konsantrasyonlarda glutaraldehit ile g¢apraz baglandi. Capraz baglama sonrasinda
glutaraldehitin asirisini uzaklastirmak Gzere boncuklar énce saf su daha sonra pH 5.0 asetat
tamponu ile yikandi. % aktivite degerleri hesaplanarak immobilizasyon i¢in uygun glutaraldehit
konsantrasyonu belirlendi [65,66].

=~ — . ]
: [ ~ m DMO
e r:_,—,}w _—
CS-MWNTs Glutaraldehit

Sekil 2.3. MWCNTSs -CS boncuklarin Glutaraldehit ile capraz baglanmasi [61].
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2.2.4. Lakkaz Enziminin Gapraz Bagh Boncuklar Uzerine immobilizasyonu

0.5 g boncuk Uzerine 2.5 ml enzim ¢ozeltisi ilavesi ile 4 saat inklbasyona birakildi.
inkiibasyondan sonra boncuklar enzim gozeltisinden ayrilip, baglanmayan enzim pH 5.0 asetat
tamponu ile yikanarak uzaklastirildi. Serbest enzim, slpernatant ve yikama sularinda enzim

aktivite ve protein tayinleri yapildi [67,68].

ey o
H__Eccase_ﬂ)

N
|

| —d
|
(cle}a
C—H

A_—

H , OH Chitosan
(CH,)s
Glutaraldehyde /‘ |
L8 (ﬁ_H
N
U
(_Laccase >

Sekil 2.4. Glutaraldehit ile gcapraz bagdli kitosan boncuk Gzerine lakkaz immobilizasyonu [69].

2.2.5. Serbest ve immobilize Lakkazin Aktivite Olgiimii

Serbest lakkaz aktivitesi, Niku-Paavola ve ark. (1990) belirledigi yonteme goére 2,2’-
azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid (ABTS) substrati kullanilarak 420 nm’de
spektrometrik olarak absorbanstaki artis belilenerek oOl¢lldiu. 1 dakikada 1 pmol ABTS'yi

dénusume ugratan enzim miktari bir Unite olarak tanimlandi [70].

immobilize Lakkaz aktivitesi, 3 ml ABTS (0,1 M pH 5.0 asetat tamponunda hazirlanan)
icerisinde 50 mg immobilize lakkaz veya 100 pl serbest lakkaz iceren reaksiyon ortaminda
Olclldu. Reaksiyon 40 °C’de 3 dakikada gergeklestirildi. 3 dakika sonra immobilize boncuklar
reaksiyon karisimindan ayrilarak reaksiyon durduruldu. 40 °C pH 5.0’ de 1 dakikada 1 pymol
ABTS'’yi dénusime ugratan enzim miktar bir Unite olarak tanimlandi ve immobilize lakkaz

aktivitesi U/g tasiyici olarak verildi [71-73].
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2.2.6. immobilizasyon Veriminin Hesaplanmasi

immobilizasyon verimi (% 1Y) asagidaki formiile gére hesaplandi [74]:

Uakt
% IY=

_Utotal—Ukalan

x100 (1)

U.i: Immobilize enzimin aktivitesi
Urotai: Serbest enzimin aktivitesi

Uraian: Filtratta bulunan enzim aktivitesi

immobilize lakkaz aktivitesi gram tasiyici basina diigen aktivite olarak asagidaki formiile

gore hesaplandi [11]:

Uakt
Wtastyict

A(U/g) =

U.«: Immobilize enzimin aktivitesi

Wiasiyier: Kullanilan tasiyicinin agirligi

2.2.7. Tasiyici Uzerine Baglanan Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein miktari, Bradford yontemine (1976) gbre Bovine serum albumin (BSA)
kullanilarak 595 nm. de spektrofotometrik olarak tayin edildi [75]. Serbest enzim, filtrat ve
yikama sularinin protein miktarlari belirlendi. Yontem; organik boyalarin, proteinlerin asidik ve
bazik gruplariyla etkileserek renk olusturmasini esas alir. Boya-baglama temelli yontemlerin en
yaygini Bradford tarafindan gelistirilen Bradford tayinidir. Bu metotta Comassie Brillant Blue G-

250 boyasinin kullanilir ve yontem oldukga duyarlidir (5-100 pg protein/ml).

Standart protein egrisinin gizimi; 6 adet deney tlpu alinarak tlplere sirasiyla 0.02-0.05-
0.1-0.125-0.15-0.2 mg/ml olan ara stoklardan 0.1 ml eklendi. Tuplerin her birine 2 ml Bradford
reaktifi eklenerek 10 dk. oda sicakliginda bekletilip 595 nm. de absorbanslari dl¢lilmustir. Bu
degerler, derisime karsi grafige gegirilerek standart protein egrisi olusturulmustur, elde edilen

grafik érneklerin protein iceriklerinin belirlenmesinde kullanildi [11].
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2.2.8. immobilizasyon Siiresinin Belirlenmesi

immobilizasyonun ne kadar siirede gergeklesecegini belirlemek igin boncuklar 1-5 saat
aras! degisen surelerde immobilize edildi ve bu sureler sonunda aktiviteleri dl¢llerek optimum

immobilizasyon slresi belirlendi.

2.2.9. immobilize Enzimin Karakterizasyonu
2.2.9.1. Optimum pH’ in Belirlenmesi

pH’In bir fonksiyonu olarak serbest ve immobilize lakkaz enziminin aktivitesi pH 3.0-8.0
araliginda substrat olarak 100 mM ABTS kullanilarak tayin edildi. Deneyler sirasinda, 0.05 M
sodyum asetat ( pH 4.0-5.0), 0.05 M potasyum fosfat (pH 6.0-7.0) ve 0.05 M Tris-HCI (pH 8.0)
tamponlari kullanildi. Lakkaz aktivitesi standart analiz kosullarinda &l¢uldi ve % degerleri

hesaplandi.

2.2.9.2. Optimum Sicakligin Belirlenmesi

Optimum sicakligi belirlemek Uzere, serbest enzim ve immobilize enzim 10 ile 80 °C
arasinda degisen sicakliklarda bir saat inkiibe edildi ve lakkaz enziminin aktivitesi standart

kosullarda oélguldu.

2.2.9.3. Enzim Kinetigi

MWCNTs-CS boncuklar Uzerine immobilize edilen enzimin Michealis-Menten (Kj)
sabitini ve maksimum reaksiyon hizini (V.x) belirlemek Gzere 0.1 M pH 5.0 asetat tamponu
icinde hazirlanan farkli ABTS konsantrasyonlarinda aktivite dlgimi yapildi. Lineweaver-Burk
(1/V -1/[S)) grafiginden Ky ve V. degerleri hesaplandi [76,77].

2.2.9.4. Depolama Kararlhhgi

Depolama sicakhidinin ve depolama slresinin lakkaz aktivitesi (zerine etkisini
incelemek icin MWCNTs-CS boncuklar Gzerine immobilize edilen enzimler 4 °C ile 25°C’ de

depolandi ve belli surelerde aktivite dl¢giimleri alindl.
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2.2.10. MWCNTs-CS Uzerine immobilize Edilen T. versicolor Lakkaz ile Boya Giderimi

T. versicolor lakkaz enziminin boya giderim etkinligini belirlemek icin tg farkli boya Metil
kirmizisi (MR), Metilen mavisi (MB) ve Kristal viyole (CV) boyalari ile galisildi. Farkli boyalarin
giderimini incelemek Gzere absorbanslar, gériinir bélgede maksimum dalga boylarinda cift isinh
Shimadzu spektrofotometresi ile Olglldi. Boyalarin renklerinin ylzde giderimi asagidaki

denkleme (3) gére hesaplandi [49];

., . . I-F
% Boya Glder|m|=T (3)

I: Boyanin baslangi¢ konsantrasyonu, F: Giderim sonrasi boya konsantrasyonu.

M~

Fotograf 2.1. MWCNTs-CS Uzerine immobilize Edilen Lakkaz ile Boya Giderimi.
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Boya Yapisi Dalga Boya (nm)
Metil kirmizisi — 420
\\\ /:?.
N—NX \':0
= HCI/
2R\
_
Haiz—H
CHs
Metilen mavisi 665

(CH.H T TNICH.).

Kristal viyole 590

(CH3)oN /ﬂ c A N(::HSJZ
®

N(CHg),

Tablo 2.1. MR, MB ve CV boyalarinin yapilari ve maksimum dalga boylari.

2.2.10.1. immobilize Lakkaz ile Metil Kirmizisi (MR) Boyasinin Giderimi

Lakkaz ile immobilize edilmis MWCNTs-CS boncuklardan 50 mg alinip, Gzerine 2.5 ml
pH 6.0’ da hazirlanmis Metil kirmizisi boya ¢dzeltisi ilave edilerek 35°C’ de 130 rpm’ de inkibe
edildi. Daha sonra immobilize lakkaz, ¢ozelti ortamindan alinarak kalan boya miktarini
beliremek Uzere 420 nm’ de Olcum alindi. Absorbans sonuglarina goére % boya giderimi
hesaplandi.

MR standart grafigi olusturulmak Gzere, 1-8 ppm arasinda degisen konsantrasyonlarda
MR boya c¢dzeltileri hazirlanarak 420 nm’ de absorbanslari okundu ve elde eldilen degerlere
g6re standart grafigi olusturuldu (Sekil 2.5).
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0,35 - R*=10,9979

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 2.5. MR boyasinin standart grafigi.
2.2.10.2. immobilize Lakkaz ile Metilen Mavisi (MB) Boyasinin Giderimi

Lakkaz ile immobilize edilmis MWCNTSs-CS boncuklardan 50 mg alinip, Gzerine pH 5.0’
de hazirlanmis 2.5 ml Metilen mavisi boya c¢ozeltisi ilave edilerek 35°C’ de 130 rpm’ de inklbe
edildi. Daha sonra immobilize lakkaz, c¢dzelti ortamindan alinarak kalan boya miktarini
beliremek Uzere 665 nm’ de Olcum alindi. Absorbans sonuglarina goére % boya giderimi

hesaplandi.

MB standart grafigi olusturulmak tzere, 1-8 ppm arasinda degisen konsantrasyonlarda
MB boya c¢dzeltileri hazirlanarak 665 nm’ de absorbanslari okundu ve elde eldilen degerlere

g6re standart grafigi olusturuldu (Sekil 2.6).

1,6 -
14 -
1,2

1 - R2=0,9973

0,8 -
0,6 - ¢MB

Abs. 665 nm

0,4 -
0,2 -
O T T T T 1

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 2.6. MB boyasinin standart grafigi.
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2.2.10.3. immobilize Lakkaz ile Kristal Viyole (CV) Boyasinin Giderimi

Lakkaz ile immobilize edilmis MWCNTs-CS boncuklardan 50 mg alinip tzerine pH 4.0°
de hazirlanmis 2.5 ml Kristal viyole boya c¢ozeltisi ilave edilerek 35°C’ de 130 rpm’ de inkibe
edildi. Daha sonra immobilize boncuklar ¢dzelti ortamindan alinarak kalan boya miktarini
beliremek Uzere 590 nm’ de Olcum alindi. Absorbans sonuglarina goére % boya giderimi
hesaplandi.

CV standart grafigi olusturulmak Uzere, 1-8 ppm arasinda degisen konsantrasyonlarda
CV boya c¢odzeltileri hazirlanarak 590 nm’ de absorbanslari okundu ve elde eldilen degerlere
g6re standart grafigi olusturuldu (Sekil 2.7).

1.4 -
1.2 -

=
o0 —_
1

R?=0,9982

Abs. 590 nm
=
N

*CV
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\S] L
1 1

(=)

0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 2.7. CV boyasinin standart grafigi.

2.2.11. Boya Giderimini Etkileyen Faktorler
2.2.11.1. Boya Giderimi Uzerine pH Etkisi

Boya giderimi galismalarinda kullanilan boya c¢ozeltileri, pH’ lari HClI ve NaOH ile
ayarlanmis olan sulu ¢dzeltiler ile hazirlandi. Boya gideriminde pH etkisini belirlemek tzere pH
2-8 arasindaki boya ¢ozeltileri kullanildi. Ug boya igin ayri ayri 50 mg MWCNTs-CS boncuk
tartildi. Tartilan boncuklardan birincisinin Gzerine 2.5 ml farkh pH’' lardaki 25 ppm MR boya
¢Ozeltisi, ikincisinin Uzerine 25 ppm MB boya ¢ézeltisi ve Gg¢lncisinin Gzerine 5 ppm CV boya
gozeltisi konuldu. immobilize lakkaz Gzerine konulan boya ¢dzeltileri 1 saat 35 °C’ de 130 rpm’

de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi absorbans dlgtimleri alinarak % boya giderimi hesaplandi.
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2.2.11.2. Boya Giderimi Uzerine Reaksiyon Siiresinin Etkisi

Uc boya igin ayri ayr tartilan 50 mg MWCNTs-CS boncuklardan birincisinin izerine
2.5ml 25 ppm pH 6.0’ da hazirlanan MR boya ¢dzeltisi, ikincisinin GUzerine 2.5 ml 25 ppm pH 5.0°
de hazirlanan MB boya ¢0zeltisi, GU¢linclsunun tzerine 2.5 ml 5 ppm pH 4.0’ de hazirlanan CV
boya ¢dzeltisi konuldu. Boya ¢ozeltileri farkli streler boyunca (30, 60, 90, 120, 150, 180 dk,
240dk. ve 24 saat) 35 °C’ de 130 rpm’ de immobilize lakkaz ile inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasi absorbans dlgiimleri alinarak % boya giderimi hesaplandi.

2.2.11.3. Boya Giderimi Uzerine Boya Konsantrasyonunun Etkisi

Ug boya igin ayri ayr tartilan 50 mg MWCNTs-CS boncuklardan birincisinin (izerine 2.5
ml pH 6.0° da hazirlanan MR, ikincisinin Uzerine pH 5.0’ de hazirlanan MB, Ugulncusundn
Uzerine ise pH 4.0° de hazirlanan CV boya c¢dzeltisinin 2.5-25 ppm arasinda degisen
konsantrasyonlari konularak 1.5 saat 35 °C’ de 130 rpm’ de inkube edildi. 1.5 saat giderimin
sonunda boyalarin maksimum dalga boyunda absorbans olcimleri alinarak % boya giderimi
hesaplandi.

2.2.11.4. Boya Giderimi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Ug boya igin ayri ayri 50 mg MWCNTs-CS boncuk tartilarak, brincisinin tizerine 2.5 ml
25 ppm pH 6.0’ da hazirlanan MR boya ¢dzeltisi, ikincisinin Uzerine 2.5 ml 25 ppm pH 5.0’ de
hazirlanan MB boya ¢o6zeltisi ve G¢lncusunin Uzerine ise 2.5 ml 5 ppm pH 4.0’ de hazirlanan
CV boya ¢ozeltisi konuldu. Boya ¢ozeltileri 1 saat boyunca 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70 °C’ lerinde
130 rpm’ de immobilize lakkaz ile inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi absorbans &lgiimleri

alinarak % boya giderimi hesaplandi [78].

2.2.11.5. Boya Giderimi Uzerine Farkli Boncuk Miktarinin Etkisi

50, 100, 150, 200, 250 mg MWCNTSs-CS boncuklarin her birinin Uzerine 2.5 ml 5 ppm
boya ¢oézeltisi konularak 1 saat 35 °C’ de 130 rpm’ de inklibe edildi. Bu islem pH 6.0’ da
hazirlanan MR boya ¢ézeltisi, pH 5.0’ de hazirlanan MB boya ¢ozeltisi ve pH’ 4.0’ de hazirlanan
CV boya c¢dzeltisi icin uygulandi. Farkli boncuk miktarlarinin boya ¢ozeltileri ile inkUibasyonu
sonucu absorbans degerleri dlgullp ylzde boya giderimi hesaplandi.
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3. SONUGLAR VE ONERILER

3.1. MWCNTs-CS Uzerine Lakkaz immobilizasyonu igin Optimum Kosullarinin

Belirlenmesi

Glutaraldehit ile ¢apraz baglanmis ve lakkaz enzimi immobilize edilmis MWCNTs-CS
boncuklarin fotografi Fotograf 3.1’ de gdsterilmistir. Calismamizda boncuk yapimi igin %2’ lik
kitosan kullaniimig, kitosan ile MWCNT’ Un belli bir oranda karistirilmasi ile boncuklar
hazirlanmistir. Boncuk yapiminda 5 mg/ml oranindaki CS-MWCNT karisimi kullanildiginda
boncuklarin dayanikliliginin daha iyi oldugdu tespit edilmistir.

Fotograf 3.1. MWCNTs-CS boncuklarin genel gérunimd.

Hazirlanan boncuklar, ¢capraz baglanma igin %2 - %5 arasinda degisen oranlarda
glutaraldehit ile aktive edildi. immobilizasyon igin uygun glutaraldehit konsantrasyonu % 4
olarak bulundu. Jiang ve arkadaslari (2005) manyetik kitosan mikrosferleri Uzerine lakkaz
immobilizasyonu galismalarinda %8 lik GA, Yang ve ve arkadaslari (2006) modifiye kitosan
Uzerine lakkaz immobilizasyonu calismalarinda %1 lik GA, Pavlidis ve arkadaslar (2012) ise
%4 1k GA kullandiklarini belirtmiglerdir [66,67,79].

immobilizasyon siiresinin enzim aktivitesi lzerine etkisini incelemek icin MWCNTSs-
kitosan boncuklar 1-5 saat arasinda degisen surelerde lakkaz ile inkibe edildi ve uygun
immobilizasyon suresi MWCNTs-CS boncuklar igin 4 saat olarak saptandi.

GA ile capraz bagli immobilize boncuklarin (A) ve kontrol grubu boncuklarin (B) ¢ekilen
mikroskobik fotograflari Fotograf 3.2. ve Fotograf 3.3° de gorllmektedir. Boncuk boyutlari
yaklasik olarak 2.36 mm olarak belirlenmis, kontrol ve GA ile gapraz bagl immobilize lakkaz

boncuklari arasinda boyut farki gézlenmemisgtir.
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Fotograf 3.3. (A) Capraz bagli immobilize boncuklar ve (B) kontrol grubu boncuklar.

3.2. immobilize Enzimin Karakterizasyonu
3.2.1. Optimum pH, Sicaklik ve immobilizasyon Veriminin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize lakkaz enziminin optimum pH’ larinin belirlenmesi icin 3-8 arasi
degisen pH’ larda aktiviteleri dlgllerek, % aktivite degerleri hesaplandi. Sekil 3.1’ de gosterildigi
gibi serbest ve MWCNTs-CS U(zerine immobilize edilmis lakkazin optimum pH’lari sirasiyla pH
4.0 ve pH 5.0 olarak belirlendi. Enzim immobilizasyonunda tasiyici Gzerine baglanma ile olugsan
iyonik etkilesimler serbest ve immobilize enzimin optimum pH' nin degismesine yol acar.
Buradaki degisimin nedeni H" veya OH™ iyonlari ile matriks arasinda elektrostatik etkilesimlerin
olmasindan kaynaklanabilir [80]. Poliiyonik matriksler optimum pH degerlerinde bir kaymaya yol
agar ve enzim mikrogevresi ile yigin fazi arasinda proton dagilimina neden olur. MWCNT-CS
Uzerine lakkaz immobilizasyonu sonucu pH bazik bélgeye dogru 1.0 birimlik bir kayma meydana
gelmistir. Bu kayma matriksin yukine baghdir ve bu ¢calismadaki bazik bélgeye kayma MWCNT-
kitosan matriksinin polianyonik karakterinden kaynaklanmaktadir. Benzer gekilde Lu ve
arkadaglari (2007) serbest lakkaz i¢in optimum pH’ 1 3.0, immobilize lakkaz i¢in optimum pH’ |
4.5 olarak; Corman ve arkadaslari (2010) ise serbest lakkaz icin optimum pH’ 1 4.0, immobilize
lakkaz icin pH’ 1 5.0 olarak belirtmislerdir [80,81].
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Sekil 3.1. Serbest ve MWCNTSs-CS Uzerine immobilize edilen lakkazin optimum pH grafigi.

Serbest ve  MWCNTs-CS (zerine immobilize edilen lakkaz enziminin optimum
sicakliklarinin belilenmesi icin 10-80 °C arasindaki farkli sicakliklarda % aktivite degerleri

olclldu. Sekil 3.2’ de gosterildigi gibi serbest ve immobilize lakkaz enziminin optimum sicakhgi

40 °C olarak belirlendi.
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Sekil 3.2. Serbest ve MWCNTSs-CS Uzerine immobilize edilen lakkazin optimum sicaklik grafigi.
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immobilizasyon calismamizda %83 immobilizasyon verimi elde edildi ve immobilize
lakkazin aktivitesi 3.51 U/g boncuk olarak bulundu. Baslangi¢ protein miktarn (mg) 0.049,
baglanan protein miktari (mg) ise 0.032 olarak tayin edildi.

Enzimatik boya gideriminde, kitosan matriksinde tutulan MWCNT tasiyici olarak
kullanildiinda mekanik ve termal agidan daha dayanikli bir yapi elde edildi. MWCNT ler
asitlestirme islemi ile fonksiyonlandirdi ve elektroaktif bdlgelerinin genigletimesi katalitik
aktivitesinin artmasini sagladi. MWCNTs ile modifiye edilen kitosanin stabilizasyonunun ve
yuzey alaninin artmasi ile daha etkili bir uygulama gerceklestirildi. Benzer sekilde Sadighi ve
arkadaglarinin (2013) immobilize lakkaz ile yaptigi ¢calismada, kitosani nanopartikul ile modifiye
ederek cam boncuk elde etmisler ve kitosan-nanopartikil kompozitlerle elde edilen boncuklarin
stabilizasyonun ve dayanikhliginin arttigini belirtmiglerdir. Bir bagka ¢alismada ise Jiang ve
arkadaglari (2005) lakkaz immobilizasyonunda tasiyici olarak kullandiklari kitosani manyetik ile
modifeye ederek enzimin tekrar kullanilarbilirligini ve stabilizasyonunu arttirdiklarini rapor

etmislerdir.

3.2.2. Enzim Kinetigi
0.1 M pH 5.0 asetat tamponu ile hazirlanan farkli ABTS derigimleri kullanilarak serbest
ve MWCNT-CS Uzerine immobilize edilen lakkazin aktivite degerleri dl¢llerek, Lineweaver-Burk
grafigi ¢izildi (Sekil 3.3-4). Grafikten elde edilen serbest ve immobilize enzimlerin Ky ve Vi

degerleri Tablo 3.1'de gdsterilmistir.
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Sekil 3.3. Serbest lakkazin Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 3.4. immobilize lakkazin Lineweaver-Burk grafigi.
Serbest lakkaz immobilize lakkaz
Ky (mM) 0.301 0.502
Vmax (U/mg) 27.01 14.3

Tablo 3.1. Serbest ve immobilize lakkazin kinetik parametreleri.

Bizim bulgularimiza benzer olarak, Liu ve arkadaslari (2011), manyetik bimodal
g6zenekli karbon Uzerinde lakkaz immobilizasyonunda serbest ve immobilize lakkazin Km
degerlerini sirasiyla 0,232 mM ve 0,550 mM olarak, Vmax degerlerini sirasiyla 20,98 U/mg ve
18,75 U/mg olarak rapor etmislerdir. Bayramoglu ve arkadaslari (2010), poly(4-vinylpyridine) ve
Cu(ll) selatli boncuklar Uzerine lakkaz immobilizasyonunda ise serbest enzim igin Km degerini
0,32 mM immobilize enzim icin Km degerini 0,41 mM olarak bulmuslardir. Vmax degerini ise
serbest enzim icin 23,1 U/mg, immobilize enzim igin 17,8 U/mg olarak belirtmigledir. immobilize
lakkazin Km degerinin serbest enziminkinden ylksek olmasi, immobilize lakkazin substrata
affinitesinin serbest lakkazin affinitesinden daha dislk oldugu anlamina gelmektedir. Km
degerindeki artisinin nedeni tasiyicinin aktif bolgelerinin meydana getirdigi sterik engelleme,

substrat baglanmasi icin gerekli enzim esnekliginin azalmasi ya da substrat difizyonunun

sinirlanmasi olabilir [67].
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3.2.3. Depolama Kararliligi

Serbest ve MWCNT-CS Uzerine immobilize edilmis lakkaz 4 °C ve 25 °C’ de uygun
kosullarda depolandi ve belirli araliklarla aktiviteleri 6Ol¢ildi. Sonuglar Sekil 3.5-6’ da
goérilmektedir. 4 °C’ de depolanan serbest lakkaz 6 hafta sonunda aktivitesini tamamen
yitirirken, 6 hafta sonunda 4 °C ’de depolanan immobilize lakkazin aktivitesi % 32 azalmistir. 25
°C’ de depolanan serbest lakkaz 4 hafta sonunda aktivitesini tamamen vyitirirken, 6 hafta
sonunda 25 °C ’de depolanan immobilize lakkazin aktivitesi % 40 azalmigtir. Jiang ve
arkadaslarinin (2005) yaptigi ¢alismada serbest enzim 1 ay sonunda %70 aktivite kaybettigi,
manyetik kitosan mikrosfer Gzerine immobilize edilen lakkazin ise 1 ay sonunda %30 aktivite
kaybettigi rapor edilmistir.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

—e—4°C

—m—25°C

% Geri Kazanilan Aktivite

0 2 4 6 8
Depolama Siiresi (hafta)

Sekil 3.5. Serbest lakkazin 4 °C ve 25 °C’de depolama kararlilig.
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Sekil 3.6. immobilize lakkazin 4 °C ve 25 °C’de depolama kararlilidi.
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3.3. Tekstil Boyalarinin immobilize T. Versicolor Lakkaz ile Renk Giderimi

Calismamizda MWCNTs-CS boncuklar Gzerine immobilize edilen lakkaz enzimi ile Metil
kirmizisi, Metilen mavisi ve Kristal viyole boyalarinin renk giderimi gerceklestirilmistir ve boya
giderim oranlar Tablo 3.2’ de gérilmektedir. MR, MB ve CV boyalarinin 5, 15, 30, 45, 60 dk. ve
48 saat surelerinde alinan UV-Vis spektrum tarama sonuglar etkili bir boya giderimi
gerceklestigini gdstermektedir (sekil 3.7-9). Boyalarin baglangic ve giderimden sonraki

géranumleri Fotograf 3.4-6" da gorulmektedir.

cv MR MB

(5ppm) %Boya Giderimi (25 ppm) %Boya Giderimi (25 ppm) % Boya Giderimi
1h 31 1h 56.1 1h 63.4

3h 47.5 3h 71.4 3h 78.1

24h 79.5 24h 97,2 24h 93.1

48h 100 48h 100 48h 100

Tablo 3.2. MR, MB ve CV boyalari icin 1, 3, 24 ve 48 saat sonunda gerceklesen % boya giderimleri.
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Sekil 3.7. immobilize lakkaz ile MR boyasinin giderimi sirasinda 5, 15, 30, 45, 60 dk. ve

48 saat surelerinde UV-Vis spektrum taramasi.
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Sekil 3.8. immobilize lakkaz ile MB boyasinin giderimi sirasinda 5, 15, 30, 45, 60 dk. ve 48 saat

surelerinde UV-Vis spektrum taramasi.
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Sekil 3.9. immobilize lakkaz ile CV boyasinin giderimi sirasinda 5, 15, 30, 45, 60 dk. ve 48 saat

surelerinde UV-Vis spektrum taramasi.
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W A ) T

Fotograf 3.4. MR boyasinin baslangi¢, 1 saat ve 24 saat gideriminden sonraki gérinimda.

Fotograf 3.6. CV boyasinin baslangi¢, 1 saat ve 24 saat gideriminden sonraki gértinimu.

MWCNTs-CS lzerine immobilize edilen lakkaz ile boyanin renk giderimi diger
kaynaklarla karsilastinldiginda etkili bir giderim gergeklestigi gorilmektedir. Kumar ve
arkadaslarinin (2012) P. Ostreatus lakkaz enzimi ile yaptigi boya giderimi ¢alismalarinda 2 saat
sonunda Methl Red boyasinin %23 giderildigi, Metyhlene Blue boyasinin % 50 giderildigi
belirtiimistir. Gller ve arkadaslarinin (2012) manyetik kitosan boncuk zerine immobilize edilen

lakkaz ile Methyl Orange boyasinin giderdim c¢alismasinda 6 saat sonunda %36 giderim
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gerceklestigi rapor edilmistir. Nyanhongo ve arkadaslarinin (2001) T. Versicolor lakkaz ile
yaptigi boya giderim calismasinda 3 saat sonunda Acid Blue boyasinin %51, Acid Violet
boyasinin %26 giderildigi belirtiimistir. Yan ve arkadaslarinin (2009) lakkaz enzimi ile Kristal
viyole boyasinin giderimi ¢alismalarinda 4 saat sonunda % 14 giderim gerceklestigi rapor
edilmistir [11,82,83,84].

Metil kirmizisi (MR), Metilen mavisi (MB) ve Kristal viyole (CV) boyalarinin renk giderimi
Uzerine pH, baslangic boya konsantrasyonu, reaksiyon siresi ve sicaklik gibi cesitli

fizikokimyasal parametrelerin etkileri arastiriimistir.

3.4. Boya Giderimi Uzerine pH Etkisi

T. versicolor lakkazin immobilizasyonu sonucu elde edilen MWCNTs-CS boncuklar ile
boyalarin renk giderimi Uzerine pH etkisi incelendi. MR, MB ve CV olmak Uzere U¢ ayr boya
icin pH etkisi galismalarinda pH’ lari HCI ve NaOH ile ayarlanmis (pH 2-8) sulu ¢ozeltiler
kullanildi. Metil kirmizisi (MR) boyasi i¢in pH 2-5 arasi kirmizi renk, alkali bélge pH 6-12 arasi
ise sarl renk gozlenmektedir. Metilen mavisi (MB) ve Kristal viyole (CV) boyalarinda ise pH
degisimi ile renk degisimi gdzlenmemektedir. immobilize lakkaz ile boya giderimi igin optimum
pH, MR boyasi i¢in pH 6.0 (sekil 3.10), MB boyasi i¢in pH 5.0 (sekil 3.11) ve CV boyasi icin pH
4.0 (sekil 3.12) olarak bulundu. Lakkaz enzimi ile Metil kirmizisi boyasinin gideriminde pH etkisi
icin benzer sonuglar Jadhav ve arkadaslari tarafindan da (2008) rapor edilmistir. Optimum pH
Metilen mavisi (MB) igin Saeed ve arkadaglari (2009) tarafindan pH 5.0; Kristal viyole (CV) i¢in
Dai ve arkadaslari (2010) tarafindan pH 4.0 olarak rapor edilmistir [85,86].
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Sekil 3.10. MR boyasinin giderimi Uzerine pH etkisi 25 ppm boya ¢ozeltisi, 35 °C’ de 1

saat 130 rpm’ de inklbasyon.
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Sekil 3.11. MB boyasinin giderimi tGzerine pH etkisi 25 ppm boya ¢dzeltisi, 35 °C’ de 1

saat 130 rpm’ de inklbasyon.
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Sekil 3.12. CV boyasinin giderimi Uzerine pH etkisi 5 ppm boya ¢dzeltisi, 35 °C’ de 1

saat 130 rpm’ de inklbasyon.
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3.5. Boya Giderimi Uzerine Reaksiyon Siiresinin Etkisi

Reaksiyon suresinin boya giderimi Uzerine etkisini belirlemek igin MWCNTs-CS
boncuklar Uzerine immobilize edilen lakkaz ile boya ¢ozeltileri farkli sireler boyunca inkiibe
edildi. inkiibasyon sonucu absorbans degerleri 6I¢iiliip, % boya giderimi hesaplandi. MR, MB ve
CV boyalari ile yapilan denemeler sonucu inkiibasyon slresi arttik¢ca boya gideriminin de arttigi
gbzlenmektedir (sekil 3.13-15). MR boyasi igin 30 dakika sonra %36.3 boya giderimi, 120
dakika sonra %64.2 boya giderimi, 24 saat sonunda ise %96.9 boya giderimi gerceklesti. MB
boyasi igin 30 dakika sonunda % 56 boya giderimi, 120 dakika sonunda %72.3 boya giderimi,
24 saat sonunda ise %93.1 boya giderimi g6zlendi. CV boyasi i¢in 30 dakika sonunda % 23
boya giderimi, 120 dakika sonunda %40.2 boya giderimi, 24 saat sonunda ise %79.5 boya
giderimi gerceklesti. Ayed ve arkadaglarinin (2011) MR boyasi ile yaptigi ¢alismada, Chen ve
arkadaslarinin (2008) CV boyasi ile yaptigi calismada ve Ferreira-Leitao ve arkadaslarinin
(2007) MB boyasi ile yaptigi ¢calismada sire attikga boya gideriminin de arttigi rapor edilmistir
[49,87,88].
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Sekil 3.13. MR boyasi giderimi Gzerine reaksiyon slresi etkisi pH 6.0’ da 25 ppm boya
¢ozeltisi 35°C’ de 130 rpm’ de inkibasyon.
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Sekil 3.14. MB boyasi giderimi Uzerine reaksiyon stresi etkisi pH 5.0’ de 25 ppm boya
¢ozeltisi 35°C’ de 130 rpm’ de inkibasyon.
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Sekil 3.15. CV boyasi giderimi Gzerine reaksiyon suresi etkisi pH 4.0’ de 5 ppm boya
¢ozeltisi 35°C’ de 130 rpm’ de inklbasyon.
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3.6. Boya Giderimi Uzerine Konsantrasyonun Etkisi

immobilize lakkaz ile boya gideriminde konsantrasyon etkisini belirlemek igin 2.5-25
ppm arasinda degisen farkli konsantrasyonlarda boya ¢ozeltileri ile 1.5 saat 35 °C’ de 130 rpm’
de inkidbe edildi. 1.5 saatin sonunda her boyanin maksimum dalga boyunda absorbans
Olcimleri alinarak % boya giderimi hesaplandi. Sonuglar her ¢ boya iginde artan boya
konsantrasyonu ile azalan boya gideriminin oldugunu goéstermistir (Sekil 3.16-18). Benzer
sonucglar Chen ve arkadaslarinin (2008) CV boyasi ile yaptigi calismada, Ayed ve
arkadaslarinin MB boyasi icin yaptigi ¢calismada ve Alam ve arkadaslarinin (2009) MR boyasi
ile yaptigi calismada konsantrasyon arttikga boya gideriminin azaldigi rapor edilmistir
[49,87,89]. MR boyasinin 2.5 ppm boya konsantrasyonunda %66.1 boya giderimi, 25 ppm boya
konsantrasyonunda ise %50 boya giderimi gergeklesti MB boyasinin 2.5 ppm boya
konsantrasyonunda %58.8, 25 ppm boya konsantrasyonunda ise %22 boya giderimi
gerceklesti. CV boyasi igin ise 2.5 ppm boya konsantrasyonunda %41.6, 25 ppm boya

konsantrasyonunda %10.8 boya giderimi gergeklesti.

—e—MR
65 -

60 -

50 -

45 A

% Boya Giderimi

35 A

30 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Boya Konsantrasyonu (ppm)

Sekil 3.16. MR boyasinin giderimi Gzerine boya konsantrasyonunun etkisi (2.5- 25 ppm ),
pH 6.0, 35 °C’ de 90dk. 130 rpm’ de inklibasyon.
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Sekil 3.17. MB boyasinin giderimi tUzerine boya konsantrasyonunun etkisi (2.5- 25 ppm ),
pH 5.0, 35 °C’ de 90dk. 130 rpm’ de inklibasyon.
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Sekil 3.18. CV boyasinin giderimi Uzerine boya konsantrasyonunun etkisi (2.5- 25 ppm),
pH 4.0, 35 °C’ de 90dk. 130 rpm’ de inklibasyon.
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3.7. Boya Giderimi Uzerine Sicakligin Etkisi

immobilize lakkaz ile farkli sicakliklardaki boya giderimini incelemek igin 25-70 °C
arasinda degisen sicakliklarda ¢alisildi. Bu sicakliklarda gerceklesen boya giderimlerinin
sonunda kalan boyalarin absorbans degerleri dlgullerek % boya giderimi hesaplandi. MR, MB ve
CV boyalarinin giderimine sicakligin etkisi Sekil 3.19-21’ de goésterildi. Sonuglar 40 °C’ ye kadar
sicaklik arttikga giderimin arttigini, ancak 40 °C’ den sonra giderimde yavag yavag bir azalma
oldugunu gdéstermektedir. MR boyasi igin 40 °C’ de %66.1, 70 °C’ de %44; MB boyasi igin 40
°C’ de %67.1, 70 °C’ de ise %33 ve CV boyasi igin 40 °C’ de %43, 70 °C’ de ise %26 giderim
oldugu belirlenmistir. Ayed ve arkadaslarinin (2006) S. paucimobilis ile yaptigi ¢alismada 40 °C’
den sonra giderimin azaldigi, Sadighi ve arkadaslarinin (2013) yaptigi immobilize lakkaz ile

boya giderimi calismalarinda 50 °C’ den sonra giderimin azaldidi belirtiimistir [87,90].
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Sekil 3.19. MR boyasinin giderimi Gzerine farkl sicakliklarin etkisi pH 6.0’ da 60dk. 130

rom’ de inkiibasyon.
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Sekil 3.20. MB boyasinin giderimi tUzerine farkl sicakliklarin etkisi pH 5.0’ de 60dk. 130

rom’ de inkiibasyon.
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Sekil 3.21. CV boyasinin giderimi Uzerine farkli sicakliklarin etkisi pH 4.0’ de 60dk. 130

rom’ de inklibasyon.
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3.8. Boya Giderimi Uzerine Farkli Boncuk Miktarinin Etkisi

50, 100, 150, 200, 250 mg MWCNTs-CS boncuklari MR (pH 6.0), MB (pH 5.0) ve CV
(pH 4.0) boya c¢ozeltileri ile 1 saat 35 °C’ de 130 rpm’ de inklbe edildi ve % boya giderimi
hesaplandi. Sonuglar artan immobilize enzim miktari ile boya gideriminin arttigini (sekil 3.22-24)
gOstermistir. Benzer sonuglar Murugesan ve arkadaglarinin (2006) lakkaz enzimi ile yaptig

boya giderim ¢alismalarinda enzim miktarinin artmasi ile boya gideriminin arttigini belirtmistir.
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Sekil 3.22. MR boyasinin giderimi Uzerine farkli boncuk miktarlarinin etkisi pH 6.0’ da
60dk. 130 rpm’ de inkUibasyon.
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Sekil 3.23. MB boyasinin gideriminde farkli boncuk miktarlarinin etkisi pH 5.0’ de 60dk.
130 rpm’ de inklibasyon.
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Sekil 3.24. CV boyasinin giderimi Uzerine farkli boncuk miktarlarinin etkisi pH 4.0’ de
60dk. 130 rpm’ de inkUibasyon.

Sonug olarak endustriyel uygulamalarda kullanilan lakkaz enzimi immobilize edilerek
spesifikliginin ylUksek olmasi ve genis bir substrat araligina sahip olmasi nedeniyle boya, fenol
giderimi ve agartma gibi biyoteknolojik uygulamalarda biyokatalizér olarak kullanilabilir.
Enzimatik uygulamalarda tasiyici Uzerine enzim immobilizasyonu enzimlerin aktivitesinin,
kararhliginin ve seciciliginin arttirilmasi icin tercih edilen bir ydntem olmakla birlikte endUstriyel
uygulamalarin maliyetini azaltir ve proses kontroll saglar. Tasiyici Uzerine kovalent baglamayla
enzim immobilizasyonu yontemi lakkaz immobilizasyonu igin uygun bir yéntemdir. Bu yontemle
lakkaz immobilizasyonu yilksek verimle gergeklestirilebilir. immobilizasyonda tasiyici olarak
kullanilan kitosanin ucuz olusu, toksik olmayigl ve yapisindaki hidroksil ve amino gruplarinin
varligi nedeniyle enzimlere kolayca baglanmasi immobilizasyon igin énemli avantajlardir. Bu
reaktif gruplar sayesinde kitosan kolayca kimyasal modifikasyona ugrayabilmektedir. Fiziksel
modifikasyon kitosanin adsorpsiyon &zelligini arttiriken, kimyasal modifikasyon yalniz
adsorpsiyon  6zelligini arttirmakla kalmayip kitosanin  kuvvetli asitlerde ¢dzinmesini
onlemektedir. Bu ¢alismada da modifiye kitosan Uzerine lakkaz enzimi basari ile immobilize
edilmigtir. Lakkazin MWCNT-CS kompozitine baglanmasi enzimin negatif karboksil gruplari ile
kitosanin  pozitif yUkli amin gruplar arasindaki elektrostatik kuvvetler sayesinde
gerceklesmektedir. Kitosanin MWCNT ile modifikasyonu sayesinde kitosan Uzerine immobilize
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edilen lakkazin immobilizasyon verimi, pH ve sicaklida kargl dayaniklilidi, tekrar kullanilabilirligi
ve aktivitesini kaybetmeden daha uzun slre depolanmasi saglanmigtir. Calismalarimizda
MWCNTs-CS Uzerine immobilize edilen T. Versicolor lakkaz ile farkl siniftaki boyalarin
gideriminin gergeklestirilebildigi saptanmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar, immobilize
lakkaz tarafindan tekstil boyasi igeren sulu ¢oézeltilierden MR, MB ve CV boyalarinin renginin
%100’ e kadar giderilebildigini gostermektedir.
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