


LAKKAZ ENZIMININ TEKSTIL BOYAR MADDELERININ
GIDERIMINDE KULLANILMASI

Saadet Rilya HURMUZLU

YUKSEK LISANS TEZi
KiMYA MUHENDISLIGi ANABILIM DALI

GAZi UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

TEMMUZ 2020



Saadet Riiya HURMUZLU tarafindan hazirlanan “LAKKAZ ENZIMININ TEKSTIL BOYAR
MADDELERININ GIDERIMINDE KULLANILMASI” adli tez calismasi asagidaki jiiri
tarafindan OY BIRLIGI ile Gazi Universitesi Kimya Miihendisligi Ana Bilim DalindaYUKSEK
LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Damisman:Prof. Dr. Nurdan SARACOGLU

Kimya Miihendisligi Ana Bilim Dal1, Gazi Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum. ~ .oooieiiiiiiinn,

Ikinci Damsman:Ogr. Gor. Dr. Miijgan OKUR

Kimya Miihendisligi Ana Bilim Dali, Gazi Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum. ~  eeereereereeeernneeen

Baskan:Prof. Dr. Ziimriye AKSU
Kimya Miihendisligi Ana BilimDali,Hacettepe Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum. ~ eeeevereiniiiiiieninn,

Uye: Dog. Dr. S. Ferda MUTLU
Kimya Miihendisligi Ana BilimDal1,Gazi Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum. — ceseeseseceseceeeeeeeee,

Uye: Prof. Dr. Emine BAYRAKTAR
Kimya Miihendisligi Ana BilimDal1,Ankara Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum. ~ eeereereereeenreceeeens

TezSavunmaTarihi:  21/07/2020

Jiri tarafindan kabul edilen bu tezin Yiiksek Lisans Tezi olmasi icin gerekli sartlar1 yerine

getirdigini onayliyorum.

Prof. Dr. Sena YASYERLI

Fen Bilimleri Enstitiisit Mudura



ETiK BEYAN

Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi Tez Yazim Kurallarma uygun olarak

hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

Tez iginde sundugum verileri, bilgileri ve belgeleri akademik ve etik kurallar
cercevesinde elde ettigimi,

Tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglari bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,

Tez calismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigima,

Bu tezde sundugum calismanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi beyan

ederim.

Saadet Rilya HURMUZLU
21/07/2020



LAKKAZ ENZIMININ TEKSTIiL BOYAR MADDELERININ GIDERIMINDE
KULLANILMASI
(Yiiksek Lisans Tezi)

Saadet Rilya HURMUZLU

GAZI UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Temmuz 2020

OZET

Tez c¢alismasinda, kitosan/halloysit kiirelerine lakkaz enzimi immobilize edilerek sulu
ortamdan remazol red (RR) tekstil boyar maddesinin giderimi gergeklestirilmistir.
Immobilize enzim iceren kiirenin sentezi asamasinda; en yiiksek yiikleme ve
immobilizasyon verimi elde edilen kitosan, halloysit, ¢apraz baglayici (glutaraldehit) ve
enzim derigimleri belirlenmistir. Agirlikga %2,5 kitosan, %2 halloysit, %1 glutaraldehit ve
1 mg/mL derisiminde enzim ¢ozeltisi ile hazirlanmis immobilize enzim kiireleri
kullanilmigtir. ABTS substrati ile en yiiksek aktivite baz alinarak serbest ve immobilize
enzim i¢in en uygun c¢alisma kosullar1 belirlenmistir. Serbest enzim i¢in en uygun pH 6, en
uygun sicaklik 45°C; immobilize enzim i¢in en uygun pH 5, en uygun sicaklik ise 35°C
olarak belirlenmistir. Substrat olarak ABTS kullanildiginda, pH 5 ve 25°C de kinetik
parametreler, Km ve Vm, serbest enzim igin sirasiyla 302,45 uM ve 909,09 pM/dak.,
immobilize enzim igin ise 353,33 uM ve 129,87 pM/dak. bulunmustur. Depolama
stabilitesi ¢aligmasinda; 59 giinliin sonunda immobilize enzim aktivitesinin %56’smi
korurken, serbest enzimin ise aktivitesinin %23’{ini korudugu gozlenmistir. Serbest enzim
ve immobilize enzim ile 20-100 ppm araliginda hazirlanan remazol red (RR) ¢ozeltilerinde
boya giderimi ¢aligilmigtir. Serbest enzim ile boya giderimi gergeklesmezken, immobilize
lakkaz iceren kiireler ile % giderim %93,33 ile %86,89 arasindadir. Immobilize lakkaz
enziminin boyar madde giderim kinetik parametreleri, pH 5 ve 30°C'de, Km degeri
yaklasik 558 uM, Vm ise 1,59 uM/dak. bulunmustur. Remazol red (RR) giderim
caligmalarinda ise, boyar madde giderim verimine medyatorlerin etkisi incelenmistir.
Serbest enzimle ABTS, HBT, TEMPO ve VLA varliginda sirasiyla %77,17; %96,05;
%31,89; %96,32 giderim elde edilmistir. Immobilize enzimle ise sirasiyla %80,81;
%96,31; %83,87 ve %97,43 giderim yapilarak daha yiiksek boyar madde giderim verimleri
elde edilmistir. immobilize enzim kiireleri, HBT ve VLA varliginda, boyar madde giderimi
i¢in 15 kez tekrar kullanilmistir. Immobilize enzim kiirelerinin 15. kullanimi sonunda;
HBT varliginda %42, VLA varliginda %54 boyar madde giderimi elde edilmistir. 15 kez
kullanimin aktiviteye etkisi incelendiginde ise immobilize enzimin HBT varliginda
aktivitesinin %42’sini, VLA varliginda aktivitesinin %49’unu korudugu gézlenmistir.
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ABSTRACT

In this study, laccase enzyme was immobilized on chitosan/halloysite spheres and used to
degrade remazol red (RR) textile dye from aqueous medium. In the sphere synthesis stage;
chitosan, halloysite, crosslinker (glutaraldehyde) and enzyme concentrations were
determined according to the highest loading and immobilization efficiency. On the basis of
these studies, immobilized enzyme spheres which were containing chitosan, halloysite and
glutaraldehyde percentages in mass as 2.5%, 2% and 1%, respectively and were prepeared
with 1 mg/mL enzyme solution were used for dye removal. Optimum working conditions
for free and immobilized enzyme were determined based on the highest activity with
ABTS substrate. Optimum pH for free laccase was found to be 6, optimum temperature for
free laccase was found to be 45°C and the optimum pH for immobilized laccase was found
to be 5, optimum temperature for immobilized laccase was found to be 35°C. When ABTS
was used as substrate at pH 5 and 25°C, the Kinetic parameters, Kn and Vm, were
determined as 302.45 uM and 909.09 pM/min for free enzyme and 353.33 uM and 129.87
uM/min for immobilized enzyme, respectively. In storage stability study; at the end of 59
days, it was observed that 56% of immobilized enzyme activity and 23% of free enzyme
activity were retained. With free enzyme and immobilized enzyme, dye removal was
studied in dye solutions prepared in 20-100 ppm range. While no dye removal occured
with free enzyme, % Removal with laccase immobilized spheres achieved between %93.33
and %86.89. The immobilized enzyme dye removal kinetic parameters Km and Vm, were
determined as 558 uM and 1.59 uM/min, respectively. The effect of mediators on remazol
red (RR) degradation studies were investigated. For free enzyme, in the presence of ABTS,
HBT, TEMPO and VLA; 77.17%, 96.05%, 31.89% and 96.32% removal was obtained.
When the same study was performed with immobilized enzyme; 80.81%, 96.31%, 83.87%
and 97.43% removal was achieved and higher yields were obtained. Immobilized enzyme
spheres were reused 15 times in the presence of HBT and VLA for dye removal. When
used for the 15" time, the spheres obtained 42% and 54% dye removal in the presence of
HBT and VLA.The effect of reusing of immobilized enzyme 15 times on activity was
examined and it was observed that the immobilized enzyme retained 42% of its activity in
the presence of HBT and 49% of its activity in the presence of VLA.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

Km Michaelis-Menten hiz sabiti

Vm Maksimum hiz

u Unite

Kisaltmalar Aciklamalar

ABTS 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
BSA S1g1r serum albiimini

CTS Kitosan

FT-IR Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi
GLU Glutaraldehit

HBT 1-Hidroksibenzotriazol

HNT Halloysit nanotiip

SEM Taramali Elektron Mikroskobu

TEMPO (2,2,6,6-Tetrametilpiperidin-1-il)oksil

VLA Violurik asit

XRD X-Ismi1 Difraktometresi



1. GIRIS

Tekstil endistrileri yogun miktarda renkli ve tehlikeli atiklar olusturarak onemli ¢evresel
sorunlara neden olmaktadir. Alici su ortamlarina verilen boyar madde igeren tekstil atik
sular1; suyun 1s1k gegirgenligini, durulugunu olumsuz etkilemekte ve sucul ekosistemlere
zarar vermektedir. Insan saghg: icin de tehlikeli olan boyar maddeler suda c¢ok kiiciik
miktarlarda (1 ppm) bulunsa dahi suyun zehirli bilesiklerle kirlenmesine neden

olabilmektedir. Bu nedenle tekstil atik sularinin aritimi olduk¢a 6nem kazanmaktadir.

Son yillarda yapilan bircok c¢alismada atik sulardan boyar madde giderimi c¢esitli
yontemlerle gerceklestirilmektedir. Boyar madde gideriminde fiziksel, kimyasal ve
biyolojik yontemler bulunmaktadir. Ancak bu yontemler arasindan biyolojik yontemler,
diger yontemlere kiyasla daha diisiik maliyetli olmas1 ve boyay:1 zararsiz yan iiriinlere
doniistiirmesi nedeniyle ideal bir ¢6ziim olmustur. Mikroorganizmalarin ve enzimlerin
kullanildigr bu yontem son zamanlarda ilgi ¢ekici olmustur [1]. Bu yontemde, cesitli
mikroorganizmalardan elde edilen enzimler ile boyar maddelerin giderim prosesi fiziksel
ve kimyasal yontemlere gore daha kolay uygulanabilmekte ve daha verimli bir sekilde

gerceklesmektedir.

Gida endiistrisi, kagit hamuru ve kagit endiistrisi, tekstil endiistrisi ve kozmetik gibi cesitli
alanlarda kullanilan lakkaz enzimi (EC 1.10.3.2) ile son zamanlarda yapilan bir¢ok
calisma, bu enzimin boyar madde gideriminde de umut verici oldugunu ortaya koymustur

[2]. Yapisinda ¢oklu bakir igeren lakkaz, mantarlardan ve bitkilerden elde edilmektedir.

Boyar madde gideriminde serbest olarak kullanilan lakkaz enzimini; daha yiiksek boyar
madde giderim verimi elde etmek, suda c¢oziinmeyen hale getirmek, dayaniklilik
kazandirmak ve ortamdan kolay ayrilabilmesini saglamak amaciyla immobilize etmek
gerekmektedir. Ayni zamanda immobilizasyon, enzimin, yeniden kullanilmasina ve
aktivitesini daha uzun siire korumasina da olanak saglamaktadir. Enzimi, kat1 bir destege
immobilize ederek yapilan boyar madde giderim ¢alismalarinda oldukga yiiksek verimler
elde edilmektedir. Sagladig1 bir¢ok {istiinliik nedeniyle cesitli immobilizasyon teknikleri

gelistirilmistir [3-7].
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Immobilizasyon ile enzim kati destek materyaline cesitli yontemlerle tutunarak suda
coziinmeyen hale gelmektedir. Bu yontemler; adsorpsiyon, kovalent baglama, kapsiilleme,
tutuklama ve ¢apraz baglama seklindedir. Uygun yontemin belirlenmesinin yaninda segilen
destek materyali de onem tasimaktadir. Enzim immobilizasyonunda kullanilan destek
malzemeleri; suda ¢6ziinmeyen, 1s1l, mekanik ve kimyasal olarak stabil ve mikrobiyolojik
saldirilara kars1 direngli olmalidir. Destek malzemesinin proteinlere karsi yliksek afiniteye
sahip olmas1 ve enzimlere daha kolay baglanabilmesi i¢in fonksiyonel gruplara sahip
olmas1 gerekmektedir. Ayrica hidrofiliklik, mekanik stabilite ve sertlik, hazirlama
kolayligi, uygun yiizey alani1 ve gegirgenlik gibi ozellikleri de bulunmalidir. Dogal bir
polimer olan ve diinyada seliilozdan sonra en ¢ok kullanilan kitinin tiirevi olan Kitosan
maddesi, bu 6zelliklerin ¢ogunu sunmalar1 bakimindan ilgi gekici olmustur [4]. Halloysit
nanotiipleri ise destek malzemesine dayaniklilik kazandiran, kitosanin o6zelliklerini
gelistirmek amaciyla immobilizasyonda kullanilmasit miimkiin olan kil yapisinda bir

malzemedir [8-9] .

Boyar madde giderim verimini artirmak amaciyla “medyator” adi verilen gesitli
kimyasallar kullanilmaktadir [11,12]. Boylelikle enzimin, substrati olmayan molekiilleri de

parcayabilmesi miimkiin olmaktadir.

Bu ¢alismada; serbest lakkaz enziminin boyar madde giderim verimini artirmak ve yeniden
kullanimin1 saglamak amaciyla immobilizasyon yapilarak medyatér ortaminda boyar
madde giderimi gerceklestirilmistir. Serbest enzim ve immobilize enzim igin en uygun
calisma kosullar1 (pH, sicaklik) ve kinetik parametreler (Km ve Vm) belirlenmistir. Daha
sonra paralel olarak hem serbest enzim hem de immobilize enzim ile remazol red (RR)

boyasinin giderimi gerceklestirilmistir.



2. ATIK SU ARITIMI

Tekstil fabrikalar1 giinliikk olarak milyonlarca litre aritilmamis, boyar madde igeren atik
sular1 alic1 su ortamlarina bosaltmaktadir. Tekstil atik sularinin aritim yapilmadan ¢evreye
birakilmasi, icerigindeki boyalarin zehirliliginin etkisinde kalan organizmalar {izerinde
akut veya kronik etkilere yol agmaktadir. Ozellikle azo boya igeren atik sular dogada
oldukca inat¢idir. Sularin renklenmesine yol acarak 15181in gecirgenligini azaltmasi
nedeniyle suda yasayan fitoplanktonlarin fotosentez yapmasina engel olmakta ve suyun
pH’m1 degistirmektedir. Ayrica bu durum, biyokimyasal ve kimyasal oksijen ihtiyacinin
artmasin1 da beraberinde getirmektedir. Giderim islemi gergeklestirilmez ise, boyar
maddeler uzun siire dogada kalarak g¢evre ve canli yasami icin tehlike olusturmayi

stirdiirecektir [13].

Glinlimiizde uygulanmakta olan ¢esitli atik su aritim yontemleri bulunmaktadir. Bunlar;

fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemlerdir [14,15].

2.1. Fiziksel Yontemler

Fiziksel yontemler; adsorpsiyon, iyon degisimi ve membran filtrasyonu yontemlerini igerir.

2.1.1. Adsorpsiyon

Suda ¢6ziinmiis boyar maddelerin kat1 bir malzeme yiizeyinde toplanmasina dayanan bir
yontemdir. Kararli bilesikleri verimli bir sekilde giderebilmesi nedeniyle ilgi ¢ekici olan
adsorpsiyon yontemi ile gerceklestirilen boyar madde gideriminde en cok kullanilan
adsorban aktif karbondur [16]. Katyonik, asit ve mordan boyar maddelerde etkili olan aktif
karbon, reaktif ve diger boyar maddelerde daha az giderim yapmaktadir. Aktif karbonun
giderimde yeniden kullanimi; verimini diisiireceginden dolay:r fazla malzemeye (aktif
karbona) gerek duyulmaktadir. Malzemenin pahali olmasi da yontemin sakincalarindandir.
Daha ekonomik bir adsorban olan turba, silika jel, odun talasi ve killer de bu yontemde

yeglenmektedirler. Ancak aktif karbon kadar verimli olmadiklar1 goriilmiistiir [17,18].
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Sekil 2.1. Adsorpsiyon yontemi ile atik su aritimi

Sekil 2.1°de adsorpsiyon yontemi ile atik su aritim prosesi gosterilmektedir. Adsorpsiyon
kolonuna giris tankindan pompalanan atik su, kolondaki adsorban malzemeler yardimiyla
aritilmakta ve bir sonraki proseslerde kullanilmak amaciyla aritilan su ¢ikis tankina

verilmektedir.

2.1.2. iyon degisimi

Bu yontemde, su icerisinde istenmeyen iyonlar uygun bir anyon ve katyon tipi iyon
degistirici kolonda tutulmaktadir (Sekil 2.2). Giinliimiizde en yaygm kullanilan iyon
degistiriciler reginelerdir. Ayn1 zamanda seliiloz, protein, toprak, humus, bakteri ve algler
gibi dogal iyon degistiriciler de bulunmaktadir. Ancak bu islem, boyar madde gideriminde
yiiksek verim elde edilememesi nedeniyle yaygin kullanilamamaktadir. Iyon degistiriciler
ile gerceklestirilen giderimde; atik su, var olan degisim bolgeleri dolana kadar iyon
degisim reginesi ilizerinden gecirilmektedir. Boylelikle hem katyonik hem de anyonik
boyalar atik sudan uzaklastirilabilmektedir. Iyon degistirici kolonlarin rejenere
edilebilmesiyle adsorban kaybimin Onlenmesi, ¢06ziiciiniin kullanim sonrasi  geri
kazanilmasi ve boyar maddelerin etkin bir sekilde giderilmesi gibi Gstiinliikleri olsa da bu
yontemin her tiir boya i¢in uygulanamiyor olmasi ve kullanilan ¢6ziiciilerin pahali olmasi

bu yontemin en biiyiik sakincasidir [18].
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Sekil 2.2. Iyon degistirme sistemi

2.1.3. Ters osmoz

Bu yontem, boyanin atik sudan siirekli olarak aritilmasini ve konsantre edilebilmesini
miimkiin kilmaktadir. Sicakliga diren¢li olmasi, kimyasal ortama ve mikrobiyal saldiriya
dayanikli olmas1 diger yontemlere gore Ustiinliigli oldugunu gostermektedir. Cozlinmiis
organik ve inorganik maddelerin sudan uzaklastirildigl, yiiksek basing uygulanan bu
sistemde atik suyun yeniden kullanimi amaclanmaktadir. Kullanilan ters osmoz
membranlari ile %90’1n iizerinde verim elde edilebilmektedir [19]. Sekil 2.3’te gosterilen
membran filtrasyon sistemi ile, boyar madde ve yardimci kimyasallar igeren atik sularin

tek basamakta aritimi ger¢eklesmektedir.

Membranlarin iyon segici Ozellikte olmalar1 nedeniyle yalnizca bir kisim maddeleri
gecirebilmektedir. Bu durum, membranlarin kullanimini siirlandirmaktadir. Atik suyun
diisiik derisimlerde boyar madde icerdigi durumlarda membranlar yardimiyla giderim
gerceklestirilmesi uygun olmaktadir. Ancak bu yontem ile sudaki ¢ézlinmiis kati madde
icerigi azalmamaktadir. Ayrica, membranlarin giderim sonrasi tikanmalarindan dolay1
yenilenmelerinin gerekliligi, yiliksek maliyet ve giderimden sonra kalan atiklarin

giderilememesi de bu yontemin olumsuzluklarindandir [18].
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Sekil 2.3. Membran filtrasyon sistemi

2.2. Kimyasal Yontemler

Atik su aritiminda oldukca yaygin olan kimyasal yontemler; oksidasyon, ¢Oktliirme ve

cucurbituril ile aritim yontemlerinden olusur.

2.2.1. Oksidasyon

Kimyasal yontemlerin en yaygin olanidir. Oksidasyonun amaci, serbest halde veya bir
bilesigin yapisinda bulunan elementin degerliginin yiikseltilmesidir. Renk giderimi
proseslerinde de yararlanilan, Sekil 2.4°te gosterilen, oksidasyon yontemi; istenmeyen
bilesiklerin zararsiz hale getirilmesi ve daha sonraki aritim prosesleri igin uygun hale

getirilmesi i¢in uygulanmaktadir [17].

Oksidasyon yontemi; ozonlama, sodyum hipoklorit (NaOCI), Fenton reaktifi,

elektrokimyasal ve fotokimyasal yontemler olmak iizere farkli sekillerde uygulanmaktadir
[14,15,18].
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Sekil 2.4. Oksidasyon yontemi ile atik sularin aritimi

Ozon, yiiksek kararsizliga sahip olmasi nedeniyle iyi bir ylikseltgendir ve ozonla
gerceklestirilen oksidasyon islemi ile fenol, pestisit, klorlu ve aromatik hidrokarbonlarin
par¢alanmas1 miimkiin olmaktadir. Bunun yan1 sira, tekstil endiistrilerinin olusturdugu atik
sulardaki diger kirletici maddelerin de giderimini saglamaktadir [20]. Ozonlama; KOI
olusturmayan, ¢amur ve toksik metabolitlerin olusmadig: bir yontemdir [21]. Oksidasyon
islemi i¢in ozon kullaniminin iistiinliigli, ozonun gaz halinde uygulanmasindan dolay1 atik
suyun ve camurun hacmini artirmamasidir. Ozonlama ile, boyar maddelerde bulunan
kromofor gruplarmin kirilmasi sonucu renk gideriminin gerceklesmesi séz konusudur. Bu
yontemin sakincalari ise, giderim sonucu olusan kimyasal maddelerin atik suda zehirli ve
kanserojenik etkilere neden olmasi, ozonun yart dmriiniin kisa olmasi, bazik ortamlarda

0zonun bozunmasi ve yliksek maliyet gerektirmesidir [18].

Kimyasal oksidasyonda kullanilan diger bir bilesik ise sodyum hipoklorit (NaOCI)’tir.
Yapisinda bulunan CI* ile boyar maddedeki azo bagin kirilmasima neden olmaktadir.
Boylece renk giderimi gergeklesmektedir. Ortamdaki klor miktarinin artmasiyla boyar
maddenin giderimi de artmaktadir. Dispers boyalarin giderimi i¢in uygun olmayan bu
yontemin alict su ortamlarindaki zehirli ve kanserojenik etkilerinden dolay1 son

zamanlarda kullanim1 azalmaktadir [18].



Fenton reaktifi, H2O2-Fe(Il), kullanilan yontemde giderim, hem sorpsiyon hem de
baglanma yoluyla gergeklesmektedir. Bu yontemin ¢oziinebilen ve ¢éziinmeyen boyalar
icin etkili oldugu goriilmiistiir. Ancak bu yontemin, reaktifte ve boya molekiillerinde
topaklanma olusmasi nedeniyle ¢amur olusmasi gibi bir sakincasi bulunmaktadir.
Konsantre safsizliklar1 iceren ¢amurun giderilmesi gerekmekte ve bu durum cevresel

sorunlara neden olmaktadir [17].

Elektrokimyasal yontemlerle gergeklestirilen boyar madde giderimi ise, kimyasal
tilkketiminin az olmasi ve ¢camur olusumu gerceklesmemesi nedeniyle etkili yontemlerden
birisidir. Bu yontemde anot, katot, elektrolit ¢ozelti ve gili¢ kaynagindan olusan
elektrokimyasal reaktorler kullanilmaktadir. Katotta bulunan yiik oksidasyonun azalmasina
neden olurken, anottaki yiik ise oksidasyonu artirmaktadir. Oksidasyonun degisimi de
ortamdaki kimyasallarin formlarini degistirmekte ve etkili bir boyar madde giderimi
saglamaktadir. Ekonomik bir giderim saglayan bu yontem, direngli olan kirleticilerin
gideriminde de oldukga etkilidir. Aritma metabolitleri genellikle tehlikeli degildir. Ancak
elektrokimyasal yontemin yiiksek akis hizi nedeniyle boyar madde gideriminde azalmaya

neden olmasi gibi sakincasi da bulunmaktadir [18].

Oksidasyon yontemlerinin sonuncusu olan fotokimyasal yontemde, H.O, varliginda UV
islemi ile boya molekiilleri CO. ve H2O’ya indirgenmektedir. Bozunma, yiiksek
derisimlerde hidroksil radikallerinin tiretilmesinden kaynaklanmaktadir. UV 15181 ile, H20>
gibi kimyasallar1 aktive edilmekte ve hidroksil radikaline pargalanma gergeklesmektedir
(Esitlik 2.1).

H,0, + hv — 20H" (2.1)

Boyar madde giderim hizi, UV 1s1mnimi1, pH, boyanin yapist ve boya banyosu bilesimine
baghdir. Baslangi¢ materyallerine ve boyar madde gideriminin derecesine bagli olarak
halojeniirler, metaller, inorganik asitler, organik aldehitler ve organik asitler gibi yan
tirtinler olusabilir. Fotokimyasal yontemle boyar madde gideriminin ¢amur olusturmamasi

ve kotii kokularin olugsmamasi gibi stiinliikleri bulunmaktadir [18].



2.2.2. Coktiirme

Kimyasal maddeler yardimiyla atik su igerisindeki ¢oziinmiis veya askida kalmis
bilesiklerin daha az ¢Oziiniir hale doniistiiriilmesi, bir baska deyisle ¢Okelmenin
kolaylastirilmast islemidir (Sekil 2.5). Coktiirme yonteminde kullanilan kimyasallardan
bazilari; FeCls, Al2(SOs)s, FeSO4 ve kiregtir. Bu yontemde operasyonel maliyetin fazla

olmasi ve olusan ¢camuru gidermede olusan maliyet, sakincalar1 olusturmaktadir [14].

Coktiricl
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Sekil 2.5. Coktiirme sistemi

2.2.3. Cucurbituril ile aritim

Cucurbituril (CssH3sN24012), glikoluril ve formaldehitin siklik bir polimeridir [22]. Cesitli
tekstil boyalart icin cucurbituril oldukca 1yi sorpsiyon kapasitesi gosteren bir kimyasaldir.
Aromatik bilesiklerle kompleks olusturmakta ve reaktif boyalarin adsorpsiyonu i¢in uygun
bulunmaktadir. Endistriyel olarak uygulanabilir olmasi igin, sabit yatakli sorpsiyon
filtreleri gerekmektedir. Diger birgok kimyasal yontem gibi maliyet de biiyiik bir
sakincadir [18].
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2.3. Biyolojik Yontemler
Fiziksel ve kimyasal yontemler; biiylik miktarlarda kimyasal kullanimi gerektirmesi,
giderim sonrasi zararli yan Uriinlerin olugmasi, diisiik giderim verimi ve yiiksek maliyet

gibi olumsuzluklara sahip oldugundan (Cizelge 2.1), bu yontemlere seg¢enck olarak

biyolojik yontemlere yonelmeyi beraberinde getirmistir [23].

Cizelge 2.1. Boyar madde gideriminde uygulanan fiziksel ve kimyasal ydntemlerin

karsilastirilmasi
Yéntem Ustiinliikler Sakincalar
Adsorpsiyon Cok ¢esitli boyalarin etkili Aktif karbonun pahali
giderimi olmast
Iyon degisimi Rejenerasyon sayesinde Her boya igin
adsorban kayb1 olmamasi uygulanamamast
Ters osmoz Her tlir boyanin etkili giderimi ~ Konsantre ¢gamur olusumu
Oksidasyon
Ozonlama Gaz halinde uygulanmasi ve Yarilanma stiresinin kisa
hacimde degisim olmamasi olmast
Sodyum hipoklorit Azo bagmin hizli sekilde Aromatik amin salinimi
kirilmasi
Fenton reaktifi Hem ¢oziinebilen hem Camur olusumu
¢Oziinemeyen boyalarin
gideriminde etkili olmasi
Elektrokimyasal Yikim bilesiklerinin tehlikesiz ~ Elektrik maliyeti
olmasi
Fotokimyasal Camur olugsmamasi Yan iiriinlerin olusumu
Coktiirme Bir¢ok aritma iinitelerinde Fazla ¢gamur olusturmasi
uygulanabilmesi
Cucurbituril Cesitli boyalar igin yiiksek Yiiksek maliyet

sorpsiyon kapasitesi

Biyolojik yontem, tekstil atik sularinda boyar madde giderimi i¢in fiziksel ve kimyasal
yontemlerle karsilastirildiginda, daha ucuz ve c¢evre dostu bir secenek Sunmaktadir.
Bakteriler, mantarlar ve mayalar da i¢inde olmak iizere tekstil boyalarini pargalayabilen bir
dizi mikroorganizma bulunmustur [13]. Mikroorganizmalarin boyar maddeleri
parcalamalari, enzimler araciligi ile gerceklesmektedir. Son yillarda, tekstil boyar

maddelerinin renksizlestirilmesi i¢in enzim sistemleri gelistirilmistir [3,8,24,25].
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2.4. Enzimler

Enzimler protein yapili, hiicrelerdeki kimyasal tepkimeleri katalizleyen molekiillerdir [26].
Konvansiyonel katalizorlere gore enzimler, daha uygulanabilir olmay1 saglayan pek cok
0zellige sahiptir. Bunlardan bazilari; biyolojik olarak parcalanabilir katalizorler olmalari
nedeniyle ¢evreyi en diisiik diizeyde etkilemeleri, diisiikk ve yiiksek substrat derisimlerinde
calismaya izin vermeleri, genis bir pH ve sicaklik araliginda calismalari, ¢ok fazla

camurun olusmamasi ve kontroliiniin kolay olmasidir [27].

Hiicrelerden Oziitlenen enzimler, ticari olarak ©Onemli proseslerde Kkatalizor olarak
kullanilmaktadir. ~ Ornegin,  tatlandirici  ajanlarin  iiretiminde,  antibiyotiklerin
modifikasyonunda, ¢amasir yikama tozlarinda, ¢esitli temizlik iirlinlerinde, Klinik, adli ve
cevresel uygulamalarda kilit rol oynamaktadir. Cizelge 2.2°de enzimlerin siniflandirilmasi

verilmistir.

Cizelge 2.2. Enzimlerin siniflandirilmasi, ana siniflar [28]

Sinif Katalizledigi Reaksiyon
1 Oksidorediiktazlar Indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlari
2 Transferazlar Fonksiyonel gruplarin bir molekiilden digerine transferi
3 Hidrolazlar Hidroliz
4 Liyazlar Oksidasyon ve hidrolizden bagska yollarla baglarin
yikilmasi ve olusmasi
5 izomerazlar [zomerizasyon
6 Ligazlar Yiiksek enerjili bir bagin hidrolizi ile iki molekiiliin

birbirine baglanmasi

Endiistriyel olarak pek c¢ok alanda kullanilmakta olan enzimler, genelde
mikroorganizmalar tarafindan tiretilmektedirler. Bunun nedeni, mikroorganizmalardan elde
edilen enzimlerin bitkilerden veya hayvanlardan elde edilen enzimlere gore yiiksek
katalitik aktiviteye sahip olmalari, kararli ve ekonomik olmalari, istenmeyen (iiriin

olusturmamalar1 gibi iistiinliiklere sahip olmalaridir.

Enzimlerin etki ettigi maddelere substrat denmektedir. Enzim Katalizli bir tepkime

genellikle Esitlik2.2’de oldugu gibi iki agsamada ilerlemektedir.

E+S o ES kompleksi - E + P (2.2)
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Substrat (S), enzimin (E) aktif bolgesine hidrojen baglari ve iyonik baglarla baglanmakta
ve enzim-substrat kompleksi olusmaktadir. Tepkime gerceklesir gergeklesmez iiriin (P),
enzimden ayrilmakta ve enzim daha sonra baska bir substrat molekiiliine yeniden
baglanabilmektedir. Enzimler bir dakikada binlerce sayida tepkimeye girerek bu dongiiyii
yiriitebilmektedirler. Tepkimenin baslayabilmesi igin gerekli olan aktivasyon enerjisini
diisiirerek tepkimelerin kisa zamanda, az miktarda enerji ile gerceklesmesini

saglamaktadir.

Enzimlerin ¢ok sayida farkli bilesigi okside edebilmeleri nedeniyle tekstil atik sularindaki
boyar maddelerin aritiminda kullanilmalari yogun bir sekilde incelenmistir. Lignin
peroksidaz, manganez peroksidaz ve lakkaz gibi ligninolitik enzimler, normalde karbon,
azot veya kiikiirt gibi besin seviyeleri sinirlandiginda beyaz ¢iirlik mantarlar tarafindan
hiicre dis1 ortama salgilanarak {iretilmektedirler. Boyalarin enzimatik giderimi ile,

kromoforlar yok edilmekte ve zehirlilik azalmaktadir.

2.4.1. Enzim kinetigi

Enzim katalizli tepkimelerin hizin1 belirlemek igin enzim Kkinetigi caligmalar1 Gnem
tasimaktadir. Yaygin olarak enzim kinetigi, Michaelis-Menten esitligine gore (Esitlik 2.3)
belirlenmektedir [29]. Bu esitlige gore tepkimenin hizi, substrat derisimi cinsinden ifade

edilmektedir.
M _ Vim+ [S]
v (E) T K+ [S] (2.3)

Bu esitlikte, Vi maksimum tepkime hizini, [S] substrat derisimini ve Ky ise Michaelis-
Menten hiz sabitini ifade etmektedir. Maksimum hiza, enzimi doyuran substrat derisiminde
ulagilmaktadir. Tepkime hizi maksimum hizin yarisina esit oldugunda Km, substrat
derisimine esit olmaktadir. Kinetik parametreleri (Vm Ve Km) belirlemek i¢in tipik yontem
farkli substrat derisimlerinde ([S]) bir seri enzim 6l¢iimii yapilmasi ve tepkime baslangig
hizinin (Vo) olgtilmesidir (Esitlik 2.4). Burada ‘baslangi¢’ teriminden kasit, tepkime hizinin
baslangigtan sonraki nispeten kisa bir siire i¢inde Ol¢iilmesidir. Bu siire zarfinda enzim-
substrat kompleksinin olusmus oldugu ama substrat derisiminin yaklasik sabit oldugu ve
dolayisiyla denge veya kararli hal yaklagiminin gecerli oldugu varsayilmaktadir. Ayrica

enzim ve substrat derisimlerinin en saglikli bilindigi tepkime kosullar1 da gegerlidir.
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) 2B (2.4)

Vio = dt |0 dt |0

Belirlenen tepkime hizlari, substrat derisimlerine karsi1 grafige gecirildiginde Michaelis-
Menten esitligi ile Vm ve Km parametreleri hesaplanabilmektedir. Bu parametreleri
belirlemek i¢in Michaelis-Menten esitliginin dogrusallastirilmis hali de kullanilmaktadir.
Bunun i¢in olduk¢a yaygin kullanilan yontem ise Esitlik 2.5’te verilen Lineweaver-Burk

esitligidir [30].

2o Mmooy 1 (2.5)

14 Vi [S] Vim

1
’ Vin

Sekil 2.6. Lineweaver-Burk grafigi

Lineweaver-Burk’a gore, 1/V degerlerine karst 1/[S] degerleri grafige gecirilmektedir
(Sekil 2.6). Grafigin egimi Esitlik 2.5’te bulunan Km/Vm degerine esittir. Grafigin kaymasi
ise 1/Vm degerini ifade etmektedir. Boylece kinetik parametreler olan Vi ile K

bulunabilmektedir.

2.4.2. Lakkaz enzimi

Atik su aritma iglemlerinde cevresel olarak zararli bilesikler yerine daha ¢evre dostu
bilesiklerin kullanilmas1 gerekliligi ve var olan atik su aritma teknolojileri ile verimli

sekilde giderilmeyen kirleticilerin etkin bir sekilde giderilmesi gerekliligi nedeniyle son
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yillarda ilgi ¢ekici olan lakkaz enzimi (EC 1.10.3.2), ilk olarak 1883 yilinda Yoshida
tarafindan, Japonya’da, Rhus vernicifera agacinda kesfedilmistir [31]. Dogada g¢esitli
bitkiler, bocekler, bakteri ve mantarlar tarafindan iiretilmektedir. Coklu bakir atomu i¢eren
lakkaz (Sekil 2.7), Cizelge 2.2°de gosterilen enzim simiflarindan 1. simf olan

oksidorediiktazlardandir [23]. Bu sinifa dahil olan enzimlerin 6nemli bir 6zelligi de

substrat spesifikliginin genis olmast ve biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilir

olmasidir [32].

Sekil 2.7. Lakkaz enziminin Ribbon diyagrami [33]

Oldukga genis substrat araligina sahip olan lakkaz enzimi elektron alicist olarak molekiiler
oksijeni kullanmaktadir. Sekil 2.8’de gosterildigi gibi, yapisinda Tip 1, Tip 2 ve Tip 3
olarak gruplanmak tizere 4 adet bakir atomu bulunmaktadir. Tip 1 bakir atomunun yer
aldig1 kistm mavi bolge de denilen mononiikleer kisim, Tip 2 ve Tip 3 bakir atomunun yer
aldig1 kisim ise trintikleer kisimdir. Sekil 2.9°da gosterilen lakkazin katalitik dongiistinde;
molekiiler oksijen, enzime triniikleer merkezdeki Tip 2 ve Tip 3 bakirlardan
baglanmaktadir. Tip 1 bakir yardimiyla substrattan elektron koparilmakta ve substratin
oksidasyonu gerceklesmektedir. Koparilan elektron ise Tip 2 ve Tip 3 bakirin yer aldig:
triniikleer merkeze tasmnmaktadir. Indirgenen Tip 1 bakirdaki elektron molekiiler oksijene

aktarilarak indirgenmesini ve su olusmasini saglamaktadir.
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Sekil 2.8. Lakkazin yapisindaki bakir atomlari [34]
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Sekil 2.9. Lakkazin katalitik dongiisii [35]
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Lakkaz enzimi, oldukca genis bir kullanim alanina sahiptir. Bunlar;

e  (ida endiistrisi,

e Kagit endiistrisi,

e  Tekstil endiistrisi,

e Kot yikama,

e  Tekstil liriinlerinin agartilmasi,
e Enzimatik kaynatmaprosesi,

e Nanobiyoteknoloji,

e Kozmetik,

e Sentetik kimyasal iiretimi ve

e  Tekstil atik sularindaki boyar maddelerin giderimidir [1].

Lakkaz ile yapilan giderim calismalar1 sonucu olusan iiriinlerin daha az zehirli olmasi
nedeniyle lakkaz kullanimina yonelim artmaktadir. Lakkaz enzimi, su kiitlelerinde bulunan
bircok kirletici maddenin giderilmesi i¢in 6nemli bir potansiyele sahiptir. Bu kirleticiler
arasinda klorofenoller, boyalar, bisfenol A, nonilfenol ve triklosan gibi kimyasallar
bulunmaktadir [36].

Enzimlerin serbest halde kullanimlari, enzimin stabilitesini koruyamamasi ve aktivitesini
kaybetmesi gibi kullanimlarini sinirlandiran olumsuz durumlara neden olmaktadir. Ayrica,
su ortaminda ¢6ziinmiis enzimler atik sudan zorlukla ayrilabilmekte ve bu nedenle yeniden
kullanilamamaktadirlar. Bu nedenlerden 6tiirli, enzimlerin ¢esitli malzemeler tizerinde

immobilizasyonu gerekli hale gelmistir.
2.5. Enzim Immobilizasyonu

Boyar madde giderimi i¢in biyokatalizor olarak kullanilmakta olan enzimlerle ilgili
sinirlamalari ortadan kaldirmak amaciyla siklikla kullanilan bir teknik immobilizasyondur.
Immobilizasyon, katalizérlerin ¢dziinmez bir destek matrisi (tastyici) ile baglanmas,
uygun bir geometriye sahip olmasi anlamina gelmektedir [37,38]. Enzim, immobilize

edilerek bircok gelismis 6zellik kazanmaktadir. Bu 6zellikler arasinda;
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e  (esitli denatiire edici kosullarda enzimin stabilitesi,

e pH toleransi,

e Fonksiyonel kararlilik,

e Enzimin ortamdan daha kolay ayrilabilmesi

e Enzimin arka arkaya bir¢cok kez kullanilmasina izin vermesi,

e Kontaminasyon riskinin az olmasi yer alabilir [39].

Kullanilan immobilizasyon yontemine bagli olarak, lakkazlarin enzimatik stabilitesinin
onemli Ol¢iide iyilestirildigi ve enzimlerin yeniden kullanilmasinin miimkiin oldugu
goriilmiistiir [23]. Bu islemde, enzimi immobilize etmek i¢in uygun bir tasiyici, pH ve
sicaklik gibi uygun kosullar se¢cmek gerekmektedir. Secilen immobilizasyon yontemi ile
hem Kkatalitik gereksinimleri (verimlilik, kararlilik vb.) hem de katalitik olmayan

gereksinimleri (ayirma, kontrol edilebilirlik vb.) karsilamalidir.

Adsorpsiyon, ¢apraz baglama, tutuklama, kapsiilleme ve kovalent baglama olmak {izere

bes farkli yontemle enzimlerin immobilizasyonu miimkiindiir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. immobilizasyon yéntemleri (E: Enzim)

2.5.1. Adsorpsiyon

Bilinen en eski yontemlerden olan bu yontemde enzim, yiizeyi aktif olan inert bir adsorban
malzemenin dis ylizeyine baglanmaktadir. Diger yoOntemlere gore daha kolay
uygulanabilmektedir. Enzim ile tasiyicti maddenin yiizeyi arasindaki -elektrostatik

etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri araciligiyla ger¢eklesmektedir [40].

Adsorpsiyon yonteminde en sik kullanilmakta olan adsorbanlar; aktif karbon, Ca3(POa).
(kalsiyum fosfat), CaCOs (kalsiyum karbonat), gozenekli cam, gluten ve nisastadir. Genel
olarak bu yoOntem, immobilizasyon yontemleri arasinda en yavas olanidir. Adsorpsiyon
isleminde, kimyasal bir reaksiyon gergeklesmediginden dolayr immobilize edilmis enzimin
aktif bolgesi bloke olabilir ve bu da enzimin aktivitesinin biiylik 6l¢iide azalmasina neden
olmaktadir [38]. Ayrica destek materyalinden enzim kaybi ve {iriinli ayirmanin zor olmasi

da yontemin diger sakincalarindandir [40].
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2.5.2. Capraz baglama

Capraz baglama yontemi yalnizca enzime baghdir. Biiyiik, ii¢ boyutlu kompleks bir yap1
hazirlamak  amaciyla  enzim  molekiillerinin ~ birbiri  ile  birlestirilmesiyle
gerceklestirilmektedir. Bu nedenle destek materyaline gerek duyulmamaktadir. iki veya
cok fonksiyonlu c¢apraz baglama reaktifleri ile enzimler birbirine baglanir. En ¢ok
kullanilan capraz baglayicilar glutaraldehit, kloroformat, epiklorohidrin, bioksiiiranlar ve

toluen diizosiyanat gibi reaktiflerdir [40].

2.5.3. Tutuklama

Bu yontemde, enzimler dogal veya yapay polimerlerden olusan kafesler iginde
tutuklanmaktadirlar. Substrat polimer kafeslerin igine girerek buradaki enzimle
katalizlenerek iirlin disar1 ¢ikmaktadir. Enzim ve destek materyali arasinda herhangi bir
kovalent bag olusmadigindan enzim {i¢ boyutlu yapisinda degisim gézlenmemektedir. Bu

nedenle aktivitede kayip olmamaktadir.

Son zamanlarda tutuklama yonteminde destek materyali olarak genellikle aljinat jelleri,
poliakrilamid, karragenan, kitin ve kitosan gibi polimerler kullanilmaktadir. Kullanilan jel
kafesinin gbzenek boyutu, enzimin sizamayacagi kadar siki ve ayni zamanda substrat ve
iirlinlin gecisine de izin verecek biiyiikliikte olmalidir [40]. Kafeslerden enzimin kagagi
olmast ve makromolekiiler yapili substratlarin gegisini Onleyen yiiksek diflizyon

bariyerinin varligi da bu yontemin sakincalarindandir [39].

2.5.4. Kapsiilleme

Kapsiilleme yonteminde, enzim molekiilleri yar1 gegirgen membranin gozeneklerinin
icinde tutulmaktadir. Bu yar1 gegirgen membranlarin gozenek caplari, diisiik molekiil
agirlikli substrat molekiillerinin kapsiil icerisine girebilecegi ve iirlin molekiillerinin
kapsiiliin disarisina ¢ikabilecegi biiylikliikte olmalidir. Caplar1 10-100 pm arasinda olan
mikrokapsiiller olusturmak amaciyla naylon ve seliilloz nitrat gibi ¢ok sayida malzeme
kullanilmaktadir. Substrat molekiillerinin kii¢iik olmasi, kapsiilleme yontemi ile

immobilize edilen enzimin daha verimli olmasini saglamaktadir [40].
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2.5.5. Kovalent baglama

Enzim, kimyasal bir tepkime yoluyla suda ¢6ziinmeyen bir matrise kovalent olarak
baglanmaktadir. Bu yontemde, bir ucu enzimin fonksiyonel gruplarina diger ucu da destek
materyaline baglanarak enzimi kovalent bag ile immobilize etmeyi saglayan bir ¢apraz
baglama reaktifi kullanilmaktadir. Destek materyali ile enzim arasinda olusan bag oldukca
kuvvetlidir. Boylelikle, enzim ¢o6zelti ortamima karismamaktadir. Giiniimiize kadar
uygulanan immobilizasyon yontemlerinden en etkili olanidir [38]. Bu yontem ile enzimin
destek materyaline ¢ok noktali kovalent baglanmasini saglayarak enzimin aktivitesi,

stabilitesi ve yeniden kullanilabilirligini artirmak olasidir.

Kovalent baglama yonteminde kullanilan destek materyalinin suda ¢oziiniirliigii az olmali
ve mekanik stabilitesinin yiiksek olmalidir. Ayn1 zamanda destek materyalinin enzim
tarafindan parcalanmamasi, dayaniklt olmasi ve mikroorganizma iiremesine izin
vermemesi gerekmektedir. Kullanilan destek materyallerinden bazilari; seliiloz, nisasta,

agaroz, silika ve gbzenekli camdir.

Kovalent baglama yontemiyle enzimin immobilizasyonu iki adimda ger¢eklesmektedir.
Birincisi, destek materyalinin ylizeyinde bulunan fonksiyonel gruplarin belirli bir reaktif
tarafindan aktivasyonudur. Ikincisi ise, destek materyalinin aktiflestirilmis yiizeyi ile
kovalent bag olusturmak {izere enzimin eklenmesidir. Aktivasyonun amaci destek
materyalinin lizerinde gii¢lii elektrofilik fonksiyonel gruplar olusturmaktir. Birlestirme
asamasinda ise aktive edilmis gruplar, ¢ogu enzimin fonksiyonel gruplari olan, amino

gruplar1 (NH?) ile tepkimeye girerek gii¢lii kovalent bag olusturmaktadir [40].

Yukarida anlatildig1 gibi enzimler birgok yontem kullanilarak immobilize edilebilmektedir.
Her yontemin kendine 6zgii istiinliikleri ve sakincalari bulunmaktadir (Cizelge 2.3). Bu
nedenle pratikte, yapilmasi planlanan uygulama 1s1§inda her enzimin immobilizasyonu i¢in

uygun bir yontem ve en uygun kosullarin belirlenmesi 6nemlidir.
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Karakteristikler ~ Adsorpsiyon Capraz Tutuklama  Kapsiilleme Kovalent
Baglama Baglama

Hazirlama Kolay Zor Zor Kolay Zor
Enzim Aktivitesi  Diisiik Orta Yiiksek Yiiksek Yiiksek
Substrat Degisken Degisken Degisken Degisken Degisken
ozgilligi degil degil degil
Bag giicii Zayif Giicli Gigcli Orta Gicli
Uygulanabilirlik  Diistik Diisiik Yiiksek Orta Orta
Maliyet Diisiik Orta Diusiik Diusiik Yiiksek

2.6. Iimmobilizasyonda Kullamlan Destek Malzemeleri

Immobilize enzimlerin 6zellikleri, hem enzimin hem de destek malzemesinin 6zelliklerine
baglidir. Bu nedenle destek malzemesi se¢imi olduk¢a 6nemlidir. Dogru bir sekilde segilen
destek, immobilize sistemin islevsel performansini 6nemli 6lgiide artirabilmektedir. Destek
malzemeler suda ¢6ziinmeyen, 1s1l ve kimyasal olarak kararli ve mikrobiyolojik saldirilara
karst direngli olmalidir. Destek malzemesinin proteinlere karsi yiiksek ilginlige sahip
olmas1 ve enzimlere daha kolay baglanabilmesi icin fonksiyonel gruplara sahip olmasi
gerekmektedir. Ayrica hidrofiliklik, mekanik stabilite ve sertlik, yenilenebilirlik, hazirlama
kolaylig1, uygun yiizey alan1 ve gegirgenlik gibi 6zelliklere de sahip olmas1 gerekmektedir.
Ayn1 zamanda bu malzemeler ekonomik olmali ve biyolojik olarak parcalanabilir
olmalidir. Bu 0zelliklere sahip malzemeler, kirleticilerin giderilmesi i¢in lakkazin

uygulanabilirligini artirmaktadir [41].

Enzim immobilizasyonunda kullanilan destek malzemeleri organik ve inorganik kokenli
olarak iki ana sinifa ayrilmaktadir (Sekil 2.11). Bu malzemelerden &zellikle polimer
olanlar tiretim kolaylig1 ve enzim immobilizasyonu i¢in modifiye edilebilmesi nedeniyle
son yillarda ilgi ¢ekici olmustur. Enzim molekiillerinin girebilecegi boyutta gézenekleri
elde edilebilecegi gibi, laboratuvar ortaminda da

olan polimerler ticari olarak

uretilebilmektedir.
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Destek
Malzemelerin
Siniflandirilmasi
| |
Organik Inorganik
| | | 1
Dogal Yapay Dogal Islenmis

Polimerler Polimerler Mineraller Malzemeler

Karbon Polistiren Cam

Proteinler Diger polimerler Metaller

Polisakkaritler Metal oksitleri

Sekil 2.11. Immobilizasyonda kullanilan destek malzemelerinin siniflandiriimasi [37]

2.6.1. Kitosan

Kitosan (CTS); boceklerin iskeletinde, yengeg, karides, 1stakoz ve kril gibi kabuklu su
iirtinlerinin ana bileseni olan ve mantarlarin hiicre duvarinda bulunan kitin maddesinin bir
tirevidir. Kitin ve kitosan dogal poliaminosakkaritlerdir (Sekil 2.12), kitin diinyanin en

bol, yenilenebilir organik kaynaklarindan biridir.



Sekil 2.12. Kitin ve kitosanin kimyasal yapis1 [42]
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Kitosan polisakkaritinin kullanildig1 pek ¢ok alan bulunmaktadir. Bu alanlardan bazilari;

tip, ziraat, biyoteknoloji, tekstil, gida endiistrileri, su aritim prosesleri ve kozmetiktir.

Kitosanin bu alanlardaki 6zgiin kullanimlarina Cizelge 2.4’te yer verilmistir.

Cizelge 2.4. Kitosanin kullanim alanlari [43]

Alan

Kullanim

Tip

Ziraat

Biyoteknoloji

Tekstil

Gida

Su aritimi

Kozmetik

Yara band1 ve sarg1 bezi yapimi
Yaniklarin tedavi edilmesi

Kan pihtilastirict

flag salim1

Bitki katki maddeleri

Antimikrobiyal maddeler

Giibre yapimi

Bocek ilaglart

Enzim immobilizasyonu
Kromatografik yontemler

Yiinlii kumaslara ¢ekmezlik saglama
Reaktif boyamada

Pamuga boyanabilirlik kazandirma
Kivamlastirici

Yiyecek ve hayvan yemlerinde katki maddesi
Zayi1flatma maddeleri

Atik sularda pihtilastirma ve ¢okeltme
Metal iyonu uzaklastirma

Sag sekillendiriciler

Cilt nemlendiriciler
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Kitosanin biyoteknolojik uygulamalarda kullanimi, kitine gore daha iistiinliik igerir. Kitini
cozmek i¢in zehirli 6zellikte olabilen ¢oziiciiler kullanilirken, kitosanin seyreltik asetik asit
icinde kolayca ¢oziinebilmesi ve birgok kimyasal tepkime igin gercken aktif kisma yani

serbest amin (-NH>) gruplarina sahip olmasi kitosana olan ilgiyi artirmistir [44].

Kitin ve kitosanin en 6nemli 6zelliklerinden biri de; biyobozunur polimerler olduklarindan
dolay1r ¢evre dostu materyaller olmasi ve insan saghigi ve dogal ¢evre igin giivenli
olmasidir. Ancak, kitosanin mekanik dayanim ve 1s1l kararlilik agisindan bazi sinirlamalari
vardir. Bu sakincalar1 6nlemek igin ve kitosan anayapisini giiglendirmek igin halloysit gibi

cesitli dolgu maddeleri kullanilmaktadir [45].

2.6.2. Halloysit

Halloysit (HNT) Al2Si2O5(OH)4 x nH20 kimyasal formiiliine sahip, topraklarda bulunan
dogal bir alliiminosilikat killerdendir. Birkag magmatik ve magmatik olmayan kaya
tirlerinin  aginmas1 ile olugsmaktadir. Cogunlukla 1slak tropik asmmmis kayalarda
bulunmaktadir. Igi bos nano tiipler biciminde bir yapiya sahip olan HNT, aliiminyum ve
silisyum dioksitten olugmaktadir (Sekil 2.13). Genel olarak, HNT'lerin uzunlugu 0.2-1.5

mm arasindadir [45].
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Sekil 2.13. Halloysit nano tiipiiniin sematik gosterimi [10]

Halloysitin su tutma kapasitesi ve iyon degistirme giicli yiiksektir. Halloysit tarafindan
bilesiklerin adsorplanmasinda bir¢ok etken bulunmaktadir. Bunlar; adsorbe edilecek

bilesiklerin biiyiikliigii, kimyasal yapilari, halloysitin yapisindaki tabakalarin polar olmasi
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ve bu tabakalar arasinda bulunan katyonlarin tiiriidiir. Halloysitin tetrahedral tabakasinda
bulunan AIF* ve Si* iyonlarinin birbirleriyle yer degistirmesi sonucunda negatif bir net

yuk olusmaktadir. Genellikle anyonik bir yiizeye sahiptirler.

Cevre dostu olmalari, bol bulunabilirligi ve biyouyumluluklari nedeniyle halloysit
kullanim1 bir¢cok ¢aligmada ilgi ¢ekici olmustur. Halloysitlerin kullanildigir alanlarin
bazilar;; doku miihendisligi, enzim immobilizasyonu, ilag dagitimi, kanser hiicresi

izolasyonu, kemik implant1 ve kozmetik sektoriidiir [46].

Enzim immobilizasyonunda destek materyali olarak kitosan ve halloysitten olusan
kompozitler kullanilabilmektedir (Sekil 2.14). Bu iki materyalin bir araya gelmesiyle daha
kararli ve gelismis 6zelliklere sahip bir destek malzemesi meydana gelmektedir. Kitosanin
yapisinda bulunan amingruplarinin (-NH>) asidik ortamlarda -NHs* formunda bulunmalari
ve halloysitin de anyonik yiizeye sahip olmasi nedeniyle olusan bir elektrostatik ¢ekim ve
hidrojen baglariin da etkisiyle CTS/HNT kompoziti olusmaktadir. Olusan bu kompozitin
zehirli olmamasi, biyolojik olarak pargalabilmesi ve c¢evre dostu olmasi 6nemli
iistiinliiklerindendir. Ayrica CTS/HNT kompoziti ile tibbi atik sularda bulunan ilag
giderimi gergeklestirilebilirken ayn1 zamanda bu kompozit ilag tasiyici sistemlerde ve doku

mithendisligi uygulamalarinda da kullanilabilmektedir [8].

HNT

HNT/CTS

Sekil 2.14. CTS/HNT kompoziti

2.7. Lakkaz Medyatorleri

Lakkaz enzimi, diisiik redoks potansiyeli (<0,8 V) nedeniyle yalnizca fenolik bilesikleri
oksitleyebilmektedir. Bununla birlikte medyator olarak adlandirilan, yiiksek redoks
potansiyeline (>0,9 V) sahip, diisiik molekiiler agirlikli dogal bilesiklerin varliginda
lakkaz uygulamasi, fenolik olmayan bilesiklerin veya yiiksek redoks potansiyelli diger

bilesiklerin oksidasyonunu miimkiin kilmaktadir [12,47].
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Medyatorler, enzim tarafindan oksitlendikten sonra katalitik sistemden uzaklasir ve biiyiik
boyutundan dolayr enzimin aktif bdlgesine giremeyen veya yliksek redoks potansiyeli
nedeniyle enzim tarafindan dogrudan oksitlenemeyen substratlar1 oksitlemektedir (Sekil
2.15). Ideal bir redoks medyatdrii, iyi bir lakkaz substrati olmalidir, oksitlenmis ve

indirgenmis formlar1 kararli olmali ve enzimatik tepkimeyi inhibe etmemelidir [48].
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Sekil 2.15. Lakkaz-medyator sisteminin katalitik dongiisii [11]

Lakkaz-medyator sisteminde ilk kullanilan medyator ABTS (2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)’dir [47]. HBT (1-Hidroksibenzotriazol), TEMPO
((2,2,6,6-Tetrametilpiperidin-1-il)oksil) ve VLA (violurik asit) gibi bir¢ok bilesik de
lakkaz medyatorii olarak kullanilmaktadir (Sekil 2.16).
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Sekil 2.16. Lakkaz medyatorleri [11]
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Substratin oksidasyonu, ABTS varliginda substrata bir elektron aktarim mekanizmasi ile,
HBT ve VLA varliginda (substratta zayif C-H baglar1 bulunuyorsa) hidrojen atomunun
aktarim mekanizmasi ile ve TEMPO varliginda ise farkli bir mekanizma olan iyonik

oksidasyon ile gergeklesmektedir [49].

Lakkaz enzimi ile boyar madde giderim galismalarinda, medyator kullanilmasi lakkazin
katalitik aktivitesini artirmakta ve parcalanmaya karsi direngli bilesiklerin oksidasyonunu

kolaylastirmaktadir.

2.8. Boyar Madde Giderimi

Ik c¢aglardan beri insanlar gerek magaralarda, gerekse derilerinde ve giysilerinde
renklendirme yapmaya gerek duymuslardir. Bunun i¢in manganez oksit, hematit, okra,
kurum gibi dogal kokenli boyalar kullanmiglardir. Dogal tekstil boyalar1 da temel olarak
bitki, bocek, mantar ve likenlerden elde edilmistir. ilk yapay boya olan mauveine (leylak
rengi), 1856 yilinda, William Henry Perkin tarafindan kesfedilmistir. Giliniimiizde bu
boyalarin en biiyiik tiiketicisi tekstil endistrisidir [50].

Bir bilesigin renkli olabilmesi i¢in, goriiniir araliktaki (380-780 nm) 1s1n1m1 absorplamasi
gerekmektedir. Bu o6zellik kromofor ve oksokrom adi verilen iki farkli gruptan
kaynaklanmaktadir. Kromofor grubu belirgin olarak elektron ¢ekme grubu olup bilesigin
renginden sorumludur. Oksokrom ise kromoforun rengini yogunlastiran, boyanin liflere

baglanmasini ve ¢oziiniirliigii saglamakta olan gruptur [51].

2.8.1. Remazol red RR boyar maddesi

Renklerinin parlak olmasi, renk sabitlenmesi ve kolay uygulanabilirligi nedeniyle tekstil
endiistrisinde genis kullanimi bulunan reaktif boyalar, kromoforlarina gore birgok gruba
ayrilabilmektedir. Bunlardan en Onemlileri; azo, antrakinon, ftalosiyanin, triarilmetan,
klorotriazin ve vinil siilfon boyalaridir [52]. Vinil siilfon boyalari; pamuk, ipek ve yiin i¢in
etkili bir sekilde kullanilan bir reaktif boya smifidir. Ayrica ilk tanitildiklar ticari markal
isimden sonra ‘remazol’ boyalar1 olarak da bilinmektedirler. Sekil 2.17°de bu ¢alismada
giderimi gergeklestirilen, bir vinil siilfon boya olan remazol red RR boyar maddesinin

yapist verilmistir. Ilk olarak 1956 yilinda piyasaya siiriilmiistiir. Bu boyar madde genellikle
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pamuk ve elyafla kovalent bag olusturmaktadir. Yiin ve naylon {izerinde ise az miktarda

kullanilmaktadir [53].

OCH,
OH

N=N

E

SO4H

Sekil 2.17. Remazol red RR boyar maddesinin yapisi [53]

Vinil siilfon boyalar1 diger boyar maddelere gére daha az reaktiftir. Bu nedenle bu
boyalarin biiylik bir kism1 boyama banyosunda kalmaktadir ve endiistriyel atik su olarak
bosaltilmaktadir. Bu tiir boyar maddelerin atik sularda bulunmasi suda ¢ok fazla kirlilige

neden olmaktadir.

Boyalar atik sularda bilinen ilk kirleticilerdendir. Suda ¢ok az miktarda bulunmasi bile (1
ppm) gozle goriilebilmektedir. Atik sularda bulunan boyar maddeler suyun yalnizca dogal
rengini degil, ayn1 zamanda gol, nehir ve su kiitlelerinde bulunan sucul ekosistemi ve 1s181n
emilimini/yansimasini da etkilemektedir. Bircok yapay boya zehirli ve kanserojendir.
Ulkemizde Saglik Bakanligi Temel Saglik Hizmetleri Genel Miidiirliigii niin 29.12.1994
tarihli 15488 sayili genelgesi ile 1 Mart 1995 tarihinden itibaren zararli oldugu belirtilen

boyar maddelerin kullanimi yasaklanmistir [54].

Tekstil endiistrisinde kullanilan boyar maddeler 1s18a, suya, cesitli kimyasallara ve
mikrobiyal saldirilara karsi kararli olacak sekilde sentezlenmektedir. Bu inat¢1 dogalar
nedeniyle agartilmalari zor oldugundan alici su ortamlarna bosaltilmadan oOnce atik
sulardan uzaklastirilmalar1 gerekmektedir. Boliim 2.4’te bahsedildigi gibi; cevreyi, sucul
ekosistemi ve insan saghigimi tehdit eden bu boyar maddelerin giderimi lakkaz enzimi ile
miimkiin olmaktadir. Lakkazin boyar maddeyi giderim mekanizmas1 Sekil 2.18’de

verilmistir.
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Sekil 2.18. Fenolik azo boyasinin lakkaz ile oksidasyonu [55]
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3. LITERATUR ARASTIRMASI

Son yillarda serbest ve immobilize lakkaz enzimi ile yapilan boyar madde giderim

caligmalarinin bir kismi agagida verilmistir.

Lu ve dig. (2007) sentezledikleri kitosan/aljinat mikrokapsiillerine lakkaz enzimini
immobilize etmislerdir. Serbest ve immobilize enzim aktivitesine pH ve sicakligin etkisini
incelemislerdir. Serbest enzim i¢in en uygun pH 3 iken immobilize enzim i¢in en uygun
pH 4,5 olmustur. En uygun sicaklik ise serbest enzim i¢in 60°C ve immobilize enzim i¢in
65°C olarak bulunmustur. Alizarin red boyar maddesinin giderim ¢aligmalar1 medyatorsiiz
ve medyator olarak ABTS kullanilacak sekilde gergeklestirilmistir. Medyatorsiiz giderim
gozlenmezken ABTS varliginda serbest enzimle %66 giderim elde edilirken immobilize
enzimle yaklasik %40 giderim gozlenmistir. Bu durumun immobilize enzimdeki difiizyon

sinirlamasindan kaynaklandigini bildirmislerdir [56].

Dai ve dig. (2010) yaptiklar1 calismada, Tremates versicolor’dan elde edilen lakkaz
enzimini elektrospinleme ile sentezledikleri poli (D,L-laktit) mikrofiberlerine kapsiilleme
yontemiyle immobilize etmiglerdir. Lakkaz aktivitesine depolama etkisi incelenmistir. 2
hafta boyunca depolanan serbest ve immobilize lakkaz enziminin bu siire sonunda
aktiviteleri belirlenmistir. Serbest enzim aktivitesinin %80’ini kaybederken immobilize
enzim ise yaklasik %50’sini korumustur. Serbest ve immobilize enzim ile crystal violet
boyar maddesinin giderim c¢alismalar1 gergeklestirilmistir Serbest enzim ile medyator
olmadan giderimin ¢ok yavas oldugu gozlenirken medyator olarak ABTS kullanildiginda
giderimin %92’ye ulastigi gozlenmistir. Immobilize enzim ile medyatér varliginda
gerceklestirilen boyar madde giderim c¢aligmasinda ise %80 giderim elde edilmistir. Bunun
nedeninin difiizyon sinirlamasi oldugunu belirtmislerdir. Serbest ve immobilize enzim ile
gerceklestirilen boyar madde giderimine pH’in etkisi incelenmistir. Serbest enzimle en
yliksek giderimi pH 4’te elde edilirken, immobilize enzimle en yiiksek giderim pH 6’da
elde edilmistir. Iimmobilize enzimin 10 kez tekrar kullanim1 sonunda aktivitesinin %53 {inii

korudugu goézlenmistir [57].

Sadighi ve Faramarzi (2013) yaptiklar1 ¢alismada; Paraconiothyrium variabile’den
iretilen lakkaz enzimini kitosan ve cam Kkiirelerine immobilize etmislerdir. Capraz

baglayict olarak glutaraldehit kullanmiglardir. Aktiviteye pH ve sicaklik etkisi
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incelenmistir. En uygun pH serbest ve immobilize enzim i¢in 5 olarak kaydedilmistir. En
uygun sicaklik ise serbest enzim i¢in 30°C iken, immobilize enzim i¢in 100°C’ye kadar
yiikselmistir. Congo red boyar maddesinin giderimi gergeklestirilirken medyator etkisi
incelenmistir. Immobilize enzim ile Congo red gideriminin, medyatdr olarak HBT
kullanildiginda %60, medyatér kullanilmadiginda ise giderimin yaklasik %30 oldugu
bildirilmistir. Immobilize enzimin 25 kez yeniden kullanimi sonunda aktivitesinin %98-

99’unu korudugu goriilmistiir [58].

Xu ve dig. (2013) yaptiklar1 ¢alismada Trametes versicolor’dan elde edilmis lakkaz
enzimini kitosan/poli vinil alkol kompozitinden sentezledikleri nanofibr6z membranlara
glutaraldehit ile immobilize etmislerdir. Serbest ve immobilize enzim aktivitesine pH ve
sicakligin etkisini incelemislerdir. Serbest enzim ve immobilize enzim igin optimum pH 4
bulunmustur. En uygun sicaklik ise serbest ve immobilize enzim i¢in 40°C olarak
belirlenmistir. Depolama stabilitesi incelendiginde; 10 giiniin sonunda serbest enzimin
aktivitesinin %20’sini korudugu, immobilize enzimin ise ayni siire sonunda aktivitesinin
%6011 korudugu gozlenmistir. Immobilize enzimi 2,4-diklorofenol gideriminde
kullanmislar ve giderimin yaklasik %87 oldugunu bildirmislerdir. immobilize enzim 7 kez

yeniden kullanim sonunda %54 giderim saglamistir [59].

Yang ve dig. (2014) Cerrena sp.’den lakkaz enzimi dretim c¢alismalari
gerceklestirmislerdir. Urettikleri lakkaz ile 25 farkli boyar maddenin giderimini
yapmuslardir. Lakkaz enziminin c¢alistigt en uygun kosullart (pH ve sicaklik)
belirlemislerdir. En uygun pH 3 ve en uygun sicaklik 45°C olarak bulunmustur.
Gergeklestirdikleri 25 adet farkli boyar maddenin giderim c¢alismalarinda %350 ile %98

arasinda boyar madde giderim verimini saglamislardir [60].

Satishkumar ve dig. (2014); calismalarinda lakkaz enzimini seliiloz nanofiber iizerine
immobilize etmislerdir. Lakkaz enziminin g¢alistigt en uygun kosullart belirlemislerdir.
Serbest lakkaz igin en uygun pH 5,5 ve immobilize lakkaz igin en uygun pH 6,5 olarak
belirlenmistir. En uygun sicaklik ise serbest lakkaz i¢in 30°C ve immobilize enzim i¢in 30-
40°C arasinda olmustur. Immobilize ettikleri lakkaz enzimini simiile boya atif1
gideriminde kullanmislardir. Giderim, medyatorsiiz ve medyatér olarak HBT ile
siringaldehit kullanilarak gerceklestirilmistir. Medyatér olmadan immobilize enzim ile

%37 giderim gergeklesirken, HBT varliginda %70 ve siringaldehit varliginda ise %56
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giderim saglanmistir. immobilize lakkaz 10 kez tekrar kullanildiginda yaklasik %50

giderim saglarken aktivitesinin de %67 sini korumustur [61].

Lin ve dig. (2015) yaptiklar1 ¢alismada; Trametes versicolor’dan elde edilen lakkaz
enzimini kitosan/CeO, kiirelerine glutaraldehit ile immobilize etmislerdir. Enzim
aktivitesine pH ve sicakligin etkisi incelenerek hem serbest hem immobilize i¢in en uygun
pH 6, en uygun sicaklik ise 35°C olmustur. Serbest ve kitosan/CeO; kiirelerine immobilize
edilmis lakkaz ile Methyl Red ve Orange II boyalarmin giderimi gergeklestirilmistir.
Methyl Red giderimi serbest ve immobilize enzim i¢in sirasiyla %49 ve %83, Orange I
giderimi ise %67 ve %92 olarak elde edilmistir. Kitosan/CeO> kiirelerine immobilize
edilmis lakkaz enziminin 10 kez kullaniminin sonunda aktivitesinin %60’ min korundugu

gozlenmistir [62].

Sun ve dig. (2015), poliakrilamid/kitosan hidrojel sentezleyerek lakkaz enzimini bu
hidrojele immobilize etmislerdir. Lakkaz aktivitesine pH etkisini incelemislerdir. Serbest
lakkaz i¢in en uygun pH 6 ve immobilize enzim igin en uygun pH 5 olarak bulunmustur.
Immobilize lakkaz enzimi ile malachite green boyar maddesinin giderimi
gergeklestirilmistir. Boyar madde gideriminde immobilize lakkaz enzimini 5 kez yeniden

kullanmiglardir. Bu kullanimin sonunda %70 giderim elde edilmistir [63].

Koklikaya ve dig. (2016), calismalarinda sentezledikleri poli(akrilamit-Krotonik
asit)/aljinat hidrojellerine Trametes versicolor’dan elde edilen lakkaz enzimini immobilize
etmislerdir. Aktiviteye pH ve sicaklik etkisine bakilmistir. Serbest enzim i¢in en uygun pH
5 iken, immobilize enzim igin 5,5’tir. En uygun sicaklik; serbest enzim igin 40°C ve
immobilize enzim i¢in 50°C olarak kaydedilmistir. 42 giinliik depolama sonunda serbest
enzimin aktivitesi %55 korunurken, immobilize enzimin aktivitesi %71 korunmustur.
Boyar madde giderim g¢aligmalarinda serbest ve immobilize enzim ile Acid Orange 52
boyar maddesinin giderimi gerceklestirilmistir. Serbest enzim ile %63 giderim
gergeklesirken ortama medyatér olarak ABTS eklendiginde giderim %73 olmustur.
Immobilize enzim ile yapilan giderim de %73’tiir. Immobilize enzim, 10 kez yeniden

kullaniminin sonunda aktivitesinin %62’sini korumustur [64].

Jaiswal ve dig. (2016) yaptiklar1 calismada; papaya yapraklarindan elde ettikleri lakkaz

enzimini, kitosan kiirelerine immobilize ederek indigocarmine boyasmin gideriminde
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kullanmiglardir. Serbest ve immobilize enzim aktivitesine pH ve sicakligin etkisine
bakilarak, en uygun pH’in sirasiyla serbest ve immobilize enzim i¢in 8 ve 10 oldugunu; en
uygun sicakligin ise serbest enzim icin 70°C, immobilize enzim i¢in 80°C oldugunu
bildirmislerdir. Indigocarmine boyar maddesinin giderimi serbest enzim kullanildiginda
%56 iken, immobilize enzim kullanildiginda %100’e ulagsmistir. 4 kez kullanim sonunda;
kitosan kiirelerine immobilize edilmis lakkaz enziminin, boyar maddenin %17’sini

giderebildigi gorilmistiir [7].

Dai ve dig. (2016); Pleurotus ostreatus’tan elde edilmis lakkaz enzimi ile boya giderim
caligmalar1 yapmuglardir. Lakkaz enzimini, hazirladiklar1 Fe3O4/SiO2 nanopartikiillerine
immobilize etmislerdir. Capraz baglayici olarak glutaraldehit kullanilmistir. Procion Red
MX-5B boyar maddesinin, serbest enzim ve immobilize enzim kullanilarak giderimi
gerceklestirilmistir. Serbest enzim ile boyar maddenin yalnizca %16,5°1 giderilirken,
immobilize enzim ile boyar maddenin yaklasik %99’u giderilmistir. 5 ay depolama
siiresinin sonunda %96 verimle giderim yapmistir. Fe3O4/SiO2 nanopartikiillerine
immobilize edilen lakkaz enziminin, 50 kez yeniden kullaniminin sonunda boyar maddenin

%50’sini giderdigi goriilmistiir [6].

Zheng ve dig. (2016) tarafindan gercgeklestirilen c¢alismada, Trametes pubescens’ten
dretilen lakkaz enzimi ile Acid Black 172 boyar maddesinin giderimi yapilmistir.
Aragstirmacilar, lakkaz enzimini ¢apraz baglama yontemiyle kitosan kiirelerine immobilize
ederken, c¢apraz baglayici olarak glutaraldehit kullanmiglardir. Serbest ve immobilize
enzim aktivitesine pH ve sicakligin etkisi incelenmistir. Serbest enzimin ¢alistig1 en uygun
pH degeri 4,5 iken, immobilize enzimin en uygun pH degeri 5’¢ yiikselmistir. En uygun
sicaklik ise serbest ve immobilize enzim i¢in sirasiyla 50°C ve 60°C’dir. 30 giin boyunca
depolanan serbest ve immobilize enzim, bu siire sonunda sirasiyla aktivitelerinin %15’ini
ve %30’unu korumuslardir. Acid Black 172 boyar maddesini; serbest enzim %56 oraninda
gidermistir. Immobilize enzim ise boyar maddenin %68’ini gidermistir. Kitosan kiirelerine
immobilize edilen enzimin 14 kez tekrar kullanimi sonunda aktivitesinin %20’sini

korudugu goriillmiistiir [65].

Alver ve dig. (2017); Trametes versicolor’dan elde edilen lakkaz enzimini adsorpsiyon
yontemiyle Cu(Il) selathi kitosan nanopartikiillerine immobilize etmislerdir. Serbest ve

immobilize enzim aktivitesine pH ve sicakligin etkisini incelemislerdir. Serbest enzim i¢in
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en uygun pH 55 ve immobilize enzim i¢in en uygun pH 6 bulunmustur. En uygun
sicakligin ise serbest enzim i¢in 30°C ve immobilize enzim i¢in 30-40°C arasinda oldugu
gorilmistiir. Fenol gideriminde kullandiklar1 immobilize lakkaz ile medyatorlii ve
medyatorsiiz olarak c¢alismiglardir. Medyatér kullanilmadiginda fenol giderimi %80’in
altina olmus ve medyator olarak ABTS kullanildig1 zaman fenol giderimi %86 olmustur. 8
kez yeniden kullanilan immobilize enzimin bu kullanim sonucu aktivitesinin %50’sini

korudugu goriilmiistiir [66].

Li ve dig. (2017) yaptiklar1 ¢alismada bakteriyel seliiloz/TiO2 kompozit membranlara
lakkaz enzimini immobilize etmislerdir. Serbest ve immobilize enzim igin en uygun
calisma kosullarini belirlemislerdir. Serbest enzim igin en uygun pH 3,5 iken immobilize
enzim i¢in en uygun pH 2,5 olmustur. Enzim aktivitesine sicakligin etkisini inceledikleri
zaman; serbest enzim ic¢in en uygun sicakligin 55°C ve immobilize enzim igin 50°C
oldugu goriilmiistiir. Immobilize ettikleri lakkaz enzimini reactive red X-3B boyar
maddesinin giderim ¢alismalarinda kullanmislardir. 10 kez yeniden kullanim sonucunda

ise enzimin aktivitesinin %57 den fazlasini korudugu goriilmiistiir [5].

Bagewadi ve dig. (2017); Trichoderma harzanium’dan iirettikleri lakkaz enzimi ile boyar
madde giderim c¢alismalar1 yapmislardir. Lakkaz enzimi, Ca-aljinat/kitosan kiirelerine
immobilize edilmistir. Enzim aktivitesine pH ve sicakligin etkisi incelenmistir. Serbest ve
immobilize enzim i¢in en uygun pH sirasiyla 5 ve 6’dir. En uygun sicaklik ise serbest
enzim ve immobilize enzim i¢in ayni olup 50°C’dir. Malachite green boyasi ile giderim
caligmalar1 gerceklestirilmistir. Medyatorlii ve medyatorsiiz ortamda giderim yapilmustir.
Medyator olarak HBT kullanildiginda %85 giderim  gerceklesirken medyator
kullanilmadiginda giderim %78 olmustur [67].

Asgher ve dig. (2017) boyar madde giderim c¢alismasi1 gergeklestirmislerdir. Trametes
versicolor’dan iirettikleri lakkaz enzimini, kitosan kiirelerine ¢apraz baglama yontemi ile
immobilize etmislerdir. Capraz baglayict olarak glutaraldehit kullanilmistir. Enzim
aktivitesine pH ve sicakligin etkisi incelenmistir. En uygun pH, serbest ve immobilize
lakkaz enzimi icin sirastyla 5 ve 6 olarak kaydedilmistir. En uygun sicaklik ise; serbest
enzim i¢in 45°C, immobilize enzim i¢in 60°C’dir. 28 giinliik depolama siiresinin sonunda
serbest enzim, aktivitesinin %46’sin1; immobilize enzim ise %87’sini korumustur. Sandal-

fix Red C4BLN tekstil boyasinin; serbest enzim ile %67’si, immobilize enzim ile %98’
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giderilmistir. Boyar madde gideriminde immobilize enzimin 10 kez kullanimimnin sonunda

aktivitesinin %80’ini korudugu sonucu elde edilmistir [4].

Ma ve dig. (2018) gergeklestirdikleri ¢alismalarda; Trametes pubescens’den elde edilmis
lakkaz enzimini, kitosan kiirelerine ¢apraz baglama yontemiyle immobilize etmislerdir.
Capraz baglayici olarak genipin kullanilmistir. Lakkaz aktivitesine pH ve sicakligin etkisi
incelenmis, serbest ve immobilize enzim igin en uygun pH sirastyla 5 ve 4,5; en uygun
sicaklik ise 50°C ve 55°C olarak kaydedilmistir. 30 giinliik depolamanin sonunda serbest
enzim aktivitesinin %15’ini  korurken, immobilize enzim aktivitesinin %57 sini
korumustur. Naphtol Green B boyasinin giderim calismalarinda serbest ve immobilize
enzimin boyar madde giderimi sirastyla %38 ve %65 olmustur. Immobilize enzimin 14 kez

yeniden kullanim1 sonucu aktivitesinin %45’ini korudugunu bildirmislerdir [24].

Salami ve dig. (2018) gerceklestirdikleri tekstil boyar maddelerinin giderim
calismalarinda;  Myceliophthora thermophila’dan elde edilen lakkaz enzimini
kullanmiglardir. Lakkaz enzimini sentezledikleri silika-epoksi desteklerine immobilize
etmislerdir. pH ve sicakligin aktiviteye etkisi incelenmistir. Serbest lakkaz enziminin en
uygun pH degeri 4 iken, immobilize lakkaz enziminde en uygun pH 5 olmustur. En uygun
sicaklik ise hem serbest hem de immobilize enzim i¢in 35°C olarak bulunmustur. Cesitli
boyalarin kullanildigr boyar madde giderim calismalarinda ortama medyator eklenerek
giderime etkisi incelenmistir. Malachite green boyasinin gideriminde; medyator
kullanilmadiginda verim %57 iken, medyator olarak HBT kullanildiginda verim %96’ya
ulagmistir. Immobilize enzimin tekrar kullanim ¢alismalarinda, Malachite green boyasinin

gideriminde 8. kez kullanildiginda aktivitesinin %61’ini korudugunu ortaya koymuslardir

[3].



4. DENEYSEL CALISMA

4.1. CTS/HNT Kiirelerinin Hazirlanmasi

Kullanilan kimyasallar:

e Kitosan (Sigma-Aldrich)

e Halloysit (Sigma-Aldrich)

e %] Asetik asit ¢ozeltisi
e 1 M NaOH cozeltisi

Deneyin yapilisi:
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%1’lik asetik asit c¢ozeltisinden 100 mL alinip igerisine %0-2 (agirlik/hacim) olacak

sekilde farkli miktarlarda halloysit eklenerek 1 saat boyunca karistirilmistir. Halloysit

ortama iyice dagildiktan sonra i¢ine kitosan orani %1-3 (agirlik/hacim) arasinda olacak

sekilde farkli miktarlarda kitosan eklenmistir. Kitosan ve halloysit oranlar1 Cizelge 4.1°de

verilen miktarlara gore hazirlanan jel kivamindaki karigim, homojen oluncaya kadar 3 saat

boyunca karistirllmistir. Elde edilen jel, siringa yardimi ile 1 M NaOH c¢ozeltisine

damlatilarak kiireler olusturulmustur. Kiirelerin yapisinin stabil olmasi i¢in, kiireler 1 M

NaOH c¢ozeltisinde 2 saat boyunca karistirilmistir. Kiireler stizgeg kagid ile siiziilmiis, saf

suyla yikanmis ve sonra kullanilmak iizere pH 5 tampon ¢6zeltisinde 4°C’de saklanmugtir.

Cizelge 4.1. Kiire sentezinde kullanilan kitosan ve halloysit oranlari

Kitosan

Halloysit

%1

%0

%0,5

%1

%2

%2

%0

%0,5

%1

%2

%2,5

%0

90,5

%1

%2

%3

%0

%0,5

%1

%2
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4.2. Enzim immobilizasyonu
Kullanilan kimyasallar:

e  Glutaraldehit ¢ozeltisi
e Trametes versicolor’dan elde edilmis lakkaz enzimi (>0,5 U, Sigma-Aldrich)
e CTS/HNT kiireleri

Deneyin yapilisi:

Enzimi kiirelere immobilize etmeden Once ¢apraz baglayici olarak kullanilan glutaraldehit
coOzeltisi igerisinde kiireler 2 saat bekletilmistir. Glutaraldehit derisimi %0,5-1,5
(hacim/hacim) olarak degistirilmis ve enzim immobilizasyon verimine etkisi incelenmistir.
Enzim immobilizasyon verimine enzim hazirlama ¢6zeltisinin derisiminin  etkisini
incelemek i¢in 1, 2 ve 3 mg/mL derisimlerinde enzim ¢ozeltisi hazirlanmig ve bu
cozeltilerle immobilizasyon gergeklestirilmistir. Kiireler immobilizasyon i¢in enzim
¢ozeltisi icerisinde 4°C’de 24 saat boyunca bekletilmistir. Immobilizasyonun
tamamlanmasindan sonra kiireler siiziilmiis ve yikanmustir. Immobilize enzimin aktivitesi
ve ¢ozeltide kalan protein miktar1 belirlenmis ve daha sonra boyar madde giderimi

caligmalarinda kullanilmistir.
4.3. Karakterizasyon Calismalari

Hazirlanan kiirelerin morfolojisini ve kristal yapisini incelemek amaciyla karakterizasyonu
yapilmistir. Saf kitosan, saf halloysit, CTS/HNT kiireleri ve lakkaz immobilize edilmis
CTS/HNT Kkiirelerinin karakterizasyon c¢aligmalarinda kullanilabilmesi ic¢in -20°C’de
dondurulmus ve -80°C’de liyofilizatdr kullanilarak kurutulmustur. Ardindan, kuruyan
ornekler havanda ogiitiilerek toz haline getirilmistir. Orneklerin SEM, FT-IR ve XRD

analizleri yapilmistir.

SEM analizi lakkaz enzimi igermeyen CTS/HNT Kkiireleri ile lakkaz enzimi igeren
CTS/HNT ornekleri igin yapilmistir. SEM goriintiilerinden yola ¢ikilarak enzimin kiirelere
baglanmasiyla yapida olusan morfolojik degisiklikler incelenmistir. SEM analizleri

QUANTA 400F Field Emission marka taramali elektron mikroskobunda
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gerceklestirilmistir. Ornekler piring veya aliiminyum 6rnek tutucu iizerine karbon bantla

tutturulmus ve analiz 20 kV voltajda gerceklestirilmistir.

FT-IR analizi ve XRD analizi ise saf kitosan, saf halloysit, CTS/HNT kiireleri ve lakkaz
immobilize edilmis CTS/HNT Kkiireleri i¢in yapilmistir. FT-IR analizleri Perkin Elmer
Spectrum 400 marka Fourier Dontisiimlii Kizilotesi Spektrometresi ile 400-4000 cm”
laraliginda yapilmistir. XRD analizleri ise Rigaku Ultima-IV cihazinda 0,01 adim
araliginda, 20=2-90° aralifinda CuKa (A: 0,15406 nm) X 1s1n kaynagi kullanilarak

yiirlitiilmistlir. XRD analizlerinden elde edilen veriler Bragg yasasi ile degerlendirilmistir.

4.4. Enzim Aktivitesi

Serbest enzim ve immobilize enzimin aktivitesini hesaplamak i¢in enzim igeren 6rnegin
tasidig1 enzim {inite sayisinin ve protein miktarmin belirlenmesi gerekmektedir. 1 enzim
iinitesi 1 dakikada 1 pmol substrati {iriine doniistiiren enzim miktar1 olarak

tanimlanmaktadir.

4.4.1. Serbest enzim aktivitesi
Kullanilan kimyasallar:

e  Trametes versicolor’dan elde edilmis lakkaz enzimi (>0,5 U, Sigma-Aldrich)
e ABTS (Sigma-Aldrich)

e 0,1 M Sodyum asetat tampon ¢ozeltisi

Deneyin yapilisi:

Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Substrat olarak ABTS
kullanilmis ve kullanilan ABTS’nin zamana bagli absorbans degisimleri kaydedilmistir.

Enzim tnitesi Esitlik 4.1, enzim aktivitesi Esitlik 4.2 kullanilarak hesaplanmistir.

0,1 M sodyum asetat tamponunda 0,5 mM ABTS c¢ozeltisi hazirlanmistir. Tampon ¢ozelti
ile hazirlanan 1 mg/mL derisimindeki enzim ¢6zeltisinden 0,1 mL ve ABTS ¢ozeltisinden
0,9 mL UV kiivetine alimmistir. 25°C’de 1 dk boyunca, her 5 saniyede bir UV
spektrofotometrede 420 nm dalga boyunda absorbans oOl¢iilmiis ve enzim aktivitesi

hesaplanmustir.
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Abs X V x 10°

Spesifik aktivite (%) = ivaa (4.1)
Abs: Absorbans

V: Toplam 6rnek hacmi, mL

e: Ekstinksiyon katsaysi, Mtcm™ (420 nm’de ABTS i¢in € = 36000 Mtcm™)

At: Tepkime siiresi, dk

v: Enzim miktari, mL

d: Isik yolu, cm

Spesifik Aktivite (mlg) = % (4.2)

4.4.2. immobilize enzim aktivitesi
Kullanilan kimyasallar:

e Immobilize lakkaz enzimi kiireleri
e ABTS (Sigma-Aldrich)

e 0,1 M Sodyum asetat tampon ¢dzeltisi
Deneyin yapilisi:

Serbest enzim i¢in yapilan ¢aligmada oldugu gibi; aktivite tayini, spektrofotometrik olarak
ve ABTS substratinin kullanilmasiyla gergeklestirilmistir. Enzim aktivitesi Esitlik 4.3

kullanilarak hesaplanmuigtir.

Immobilize enzimin aktivitesini belirlemek igin oncelikle 0,1 M sodyum asetat
tamponunda 0,5 mM ABTS ¢o6zeltisi hazirlanmistir. Tampon ¢ozeltiden 0,1 mL, ABTS
cozeltisinden 0,9 mL ve 2 adet immobilize enzim kiiresi spektrofotometre kiivetine
alinmistir. 25°C’de 10 dk boyunca, her 60 saniyede bir UV spektrofotometresinde 420 nm

dalga boyunda absorbans 0l¢iilmiis ve enzim aktivitesi hesaplanmustir.

6
Spesifik Aktivite (mig) = % (4.3)
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Abs: Absorbans
V: Toplam 6rnek hacmi, mL
e: Ekstinksiyon katsayisi, Mtcm™ (420 nm’de ABTS i¢in &€ = 36000 M-tcm™)
At: Tepkime siiresi, dk
M: immobilize edilmis enzim miktar1, pg

d: Isik yolu, cm

4.5. Protein Tayini

Kullanilan kimyasallar:

e BSA (Sigma Aldrich)

e 90,9 NaCl ¢ozeltisi

e Bradford reaktifi; 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 mL %95’lik etanol
icinde ¢oOzildiikten sonra, 100 mL %85’lik (w/v) fosforik asit eklenmesiyle

hazirlanmistir. Olusan ¢ozelti saf suyla 1 litreye seyreltilmistir.

Deneyin yapilisi:

Kalibrasyon igin; %0,9 NaCl ¢ozeltisinde 1 mg/mL derisiminde BSA hazirlanmistir.
Cizelge 4.1°de verilen derisimlerde (10-100 pg/mL) BSA ¢ozeltileri elde etmek igin
toplam hacim 5 mL olacak sekilde 1 mg/mL’lik BSA ¢d6zeltisi, %0,9 NaCl eklenerek
seyreltilmistir. BSA ¢ozeltisinden 0,1 mL ve Bradford reaktifinden 1 mL UV kiivetine
alimmstir, 2 dk boyunca renk olusumu i¢in beklenmistir. UV spektrofotometrede 595 nm
dalga boyunda absorbanslar1 okunmustur. Absorbans degerlerine karst BSA derisimi

grafige gecirilmistir (Sekil 4.1).

Cizelge 4.2. Bradford protein tayini i¢in hazirlanan 6rnekler

Tip BSA der. 1 mg/mL BSA | %0,9 NaCl BSA-NaCl Bradford

No. (ug/mL) ¢6z. (mL) (mL) ¢6z. (mL) ¢6z. (mL)
1 10 0,05 4,95 0,1 1
2 20 0,1 4,9 0,1 1

3 30 0,15 4,85 0,1 1
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4 40 0.2 48 0.1 1
5 50 0,25 4,75 0,1 1
6 60 0,3 47 0,1 1
7 70 0,35 4,65 0,1 1
8 80 0,4 4.6 0,1 1
9 90 0,45 4,55 0,1 1
10 100 0,5 45 0,1 1
0,5
y = 0,0047x
0,45 R2=0,999 *
0,4 .
0,35
§ 0,3
025
3
< 02
0,15
01
0,05
0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
BSA derisimi (ng/mL)

Sekil 4.1. Bradford protein tayini kalibrasyon grafigi

Serbest enzimin protein miktarin1 belirlemek i¢in BSA ¢ozeltisi yerine 0,1 mL enzim
¢ozeltisi ile 1 mL Bradford reaktifinin 2 dk boyunca tepkimesi sonunda absorbans degeri
kaydedilmistir. Kalibrasyon grafiginin dogru denklemi kullanilarak &rneklerin protein

miktart bulunmustur.

Immobilize enzimin protein miktarmi belirlemek igin, dncelikle immobilizasyon islemi
icin kullanilacak enzim ¢6zeltisindeki serbest enzimin protein tayini yapilmistir.
Immobilizasyon gerceklestikten sonra kiirelerin siiziintii ve yikama sulari toplanmuistir.

Siiziintiiden alinan 0,1 mL ile 1 mL Bradford reaktifinin 2 dk siiren tepkimesi sonundaki
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absorbans degerleri kaydedilmistir ve kalibrasyon grafiginden siiziintli icerisinde kalan
protein miktar1 belirlenmistir. Enzimin immobilize edilmeden once belirlenen protein
miktar1 ile immobilizasyon sonrasi siiziintiide kalan protein miktar1 arasindaki fark

kiirelerdeki protein miktarin1 géstermektedir.
4.6. Yiikleme ve Immobilizasyon Verimi

Enzim immobilizasyonu c¢alismalarinda farkli oranlarda CTS/HNT igeren kiireler
hazirlanmis ve farkli derisimlerde glutaraldehit ile ¢apraz baglanmistir. Ayrica enzim
immobilizasyonuna enzim miktarinin etkisini incelemek amaciyla 1, 2 ve 3 mg/mL enzim
iceren ¢Ozeltiler kullanilarak immobilizasyon islemi gerceklestirilmigtir. Tim bu
parametreler incelenirken enzim yiikleme verimi ve enzim immobilizasyon verimi
hesaplanmistir. Yiikleme ve immobilizasyon verimi Esitlik 4.4 ve Esitlik 4.5 kullanilarak

belirlenmistir.

CiVi— CFVF

Yiikleme Verimi (%) = ~——-

x 100 (4.4)

Ci: Serbest enzimin protein miktari, pg/mL
Vi: Serbest enzim hacmi, mL
Cr: Siizlintiideki protein miktari, pg/mL

VE: Siiziintii hacmi, mL
Immobilizasyon Verimi (%) = % x 100 (4.5)
f

Ai: Immobilize enzim aktivitesi, U/mg

Ags: Serbest enzim aktivitesi, U/mg

4.7. Enzim Kinetigi

Serbest ve immobilize enzimin kinetik parametrelerini belirlemek amaciyla farkli
derisimlerdeki substrat ¢Ozeltileri ile baslangic hizi verisinden enzim aktiviteleri

belirlenmistir. Substrat olarak ABTS’nin 0,2-1 mM derisimlerindeki ¢ozeltileri



44

kullanilmistir. Enzimin substrata ilgisini belirleyen Michaelis-Menten sabiti (Km) ve

maksimum hiz (Vm) Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak, Esitlik 4.6 ile belirlenmistir.

2o fmo 2 (4.6)

14 Vm [S] Vin

4.8. Serbest ve Immobilize Enzim Aktivitesine pH ve Sicakhik Etkisi

Serbest ve immobilize enzim aktivitesine farkli pH’larin etkisi incelenmistir. pH 4-10
arasinda Cizelge 4.3’te belirtilen tampon ¢ozeltiler hazirlanmistir. Her pH icin enzim

aktivitesi boliim 4.4.1 ve boliim 4.4.2°de anlatildig1 gibi belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Tampon Cozelti

82 mL 0,1 M asetik asit + 18 mL 0,05 M sodyum asetat

1 adet fosfat-sitrat tampon tableti + 100 mL saf su

100 mL 0,1 M KH2PO4+ 11,2 mL 0,1 M NaOH

100 mL 0,1 M KH2PO4 + 58,2 mL 0,1 M NaOH

100 mL 0,1 M KH2PO4 + 93,4 mL 0,1 M NaOH

0,6 M glisin tamponu (Saf suyla 0,1 M’a seyreltilerek kullanilmistir.)

[N =]
o(OOO\l@U'IbI

10x tris-HC1 tamponu (Saf suyla 10 kat seyreltilerek kullanilmigtir.)

Serbest ve immobilize enzimin en yiiksek aktiviteyi gosterdikleri en uygun pH degerleri
belirlendikten sonra aktiviteye sicakligin etkisi, serbest ve immobilize enzimin en uygun
pH’larinda belirlenmistir. Sicaklik degerleri 25, 35, 45 ve 55°C olarak ayarlanmistir. Her
sicaklik degerinde 15 dakika bekletilen serbest ve immobilize enzim aktivitesi boliim 4.4.1

ve boliim 4.4.2°de anlatildig: gibi belirlenmistir.
4.9. Serbest ve immobilize Enzim Aktivitesine Depolama Stabilitesinin Etkisi

Enzim aktivitesine depolama etkisini incelemek amaciyla hazirlanan serbest enzim
cozeltisi ve immobilize enzim kiireleri 59 giin boyunca tampon ¢ozelti igerisinde 4°C’de
saklanmistir. Belirli araliklarla serbest enzimden ve immobilize enzimden alinan
orneklerin ABTS’nin substrat oldugu ortamlarda aktiviteleri bolim 4.4.1 ve bolim

4.4.2°de anlatildig1 gibi belirlenmistir.
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4.10. Boyar Madde Giderim Calismalar:

Boyar madde giderimi deneylerini gergeklestirmeden Once boyar maddenin UV

spektrofotometresinde maksimum dalga boyu belirlenmis ve ¢alisma dogrusu
olusturulmustur. Kalibrasyon i¢in Remazol red (RR) boyar maddesinin en yiiksek pik
verdigi dalga boyu, spektrum taramasiyla belirlenmistir (Sekil 4.2). 100 ppm Remazol red
(RR) stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. Cizelge 4.2°de verilen derisimlerde boyar madde
cozeltileri elde etmek igin toplam hacim 5 mL olacak sekilde 100 ppm boyar madde
¢ozeltisi tampon ¢ozelti ile seyreltilmistir. Spektrofotometre kiivetine 1 mL boyar madde
cozeltisi konularak UV spektrofotometresinde 524 nm dalga boyunda absorbans degerleri
kaydedilmis ve derisime Karsi absorbans grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.3). Kalibrasyon
grafiginin dogru denklemi ile derisimi bilinmeyen Orneklerin boyar madde derigimi

bulunmustur.

05 l'
0,45

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05 524 nm \
0

300 400 500 600 700 800 900
Dalga boyu (nm)

Absorbans

Sekil 4.2. Remazol red (RR) boyar maddesinin goriiniir spektrumu

Cizelge 4.4. Boyar madde derisimi tayini i¢in hazirlanan 6rnekler

Ti 100 ppm boya Tampon ¢6z.
No, | Bovader. (ppm) g:é‘)rz)P(mL)y (I;nL)

1 5 0,25 4,75

2 10 0,5 45

3 15 0,75 4,25

4 20 1 4

5 25 1,25 3,75

6 30 15 3,5

7 40 2 3
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1 -
0,9 - y =0,0216x
08 R?=0,9998

Absorbans

0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Derisim (ppm)

Sekil 4.3. Remazol red (RR) kalibrasyon grafigi

Boyar madde giderimi i¢in; pH 5 tampon ¢ozeltisinde 20 mL hacimde, 20, 40, 60, 80 ve
100 ppm derisimlerinde boyar madde ¢dzeltisi hazirlanmistir. igerisine 10 adet immobilize
enzim kiireleri atilmis ve paralel sekilde 10 adet kiireye immobilize edilmis enzim miktar1
ile aynm1 miktarda serbest enzimin eklendigi boyar madde ¢ozeltileri calkalamali su
banyosunda 30°C’de, 20 saat boyunca giderim yapmak Tlizere karistirilmistir. Belirli
siirelerde ortamdan 1’er mL ornek alimarak UV spektrofotometresinde 524 nm dalga
boyunda absorbans oOlgiilmiistiir. Daha sonra boyar madde giderim verimi serbest ve

immobilize enzim icin Esitlik 4.7°deki gibi hesaplanmistir.

% Giderim = "L x 100 (4.7)

0

Ao: Baslangic boya ¢ozeltisi absorbansi

As: Giderim sonrasi boya ¢ozeltisi absorbansi

4.10.1. Boyar madde giderim Kinetigi

Immobilize enzim ile gerceklestirilen boyar madde gideriminin kinetik parametreleri (Km
ve Vm) belirlenmistir. Boyar maddenin substrat olarak kullanildigi, pH 5 ve 30°C’de
gerceklestirilen kinetik ¢alismada, farkli derisimlerdeki Remazol red (RR) ¢o6zeltilerinin

baslangi¢ giderim hizi belirlenmistir (Esitlik 2.4). Boyar maddenin 20-100 ppm
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derisimlerindeki ¢ozeltileri kullanilmigtir. Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz

(Vm) Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak, Esitlik 4.6 ile belirlenmistir.

4.10.2. Boyar madde giderimine medyatorlerin etkisi
Kullanilan kimyasallar:

e Remazol red (RR)

e Serbest lakkaz enzimi ve immobilize enzim kiireleri
e 1 mM ABTS ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich)

e 1 mM HBT ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich)

e 1 mM TEMPO ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich)

e 1 mM VLA ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich)

Deneyin yapilisi:

200 ppm’lik stok Remazol red (RR) ¢ozeltisi pH 5 tamponunda hazirlanmistir. Her bir
medyatoriin etkisini incelemek tizere 4 adet erlen alinmistir ve stok boyar madde ¢ozeltisi
koyulmustur. Boyar madde ¢ozeltilerine 1 mM’lik medyator ¢ozeltileri eklenmistir. Son
hacim 20 mL, boyar madde derisimi 90 ppmve ABTS, HBT, TEMPO ve VLA’ ’nin son
molariteleri ise 0,5 mM olmustur. Medyator igeren boyar madde ¢ozeltilerine 10ar adet
immobilize enzim kiireleri eklenmis ve paralel sekilde ayni miktarda serbest enzimin
eklendigi boyar madde ¢ozeltileri calkalamali su banyosunda 30°C’de, 28 saat boyunca
giderim yapmak iizere 100 rpm’de karistirilmistir. Belirli siirelerde ortamdan 1 mL 6rnek
alinarak UV spektrofotometresinde 524 nm dalga boyunda absorbans dl¢iilmiistiir. Daha
sonra boyar madde giderim verimi serbest ve immobilize enzim igin Esitlik 4.7’deki gibi

hesaplanmustir.

4.10.3. Immobilize enzimin boyar madde gideriminde yeniden kullanim

Immobilize enzim, ortamdan kolaylikla ayrilabilmesi 6zelliginden dolay1 boyar madde
giderim c¢alismalarinda kolaylikla yeniden kullanilabilmektedir. Bu nedenle CTS/HNT
kiirelerine immobilize edilmis lakkaz enzimi remazol red (RR) gideriminde 15 kez yeniden
kullanilmigtir. Her bir giderim islemi 24 saat siiresince gergeklestirilmistir. Her kullanim
sonras1 kiireler pH 5 tampon ¢6zeltisiyle yikanmis ve bir sonraki kullanim i¢in yeni boyar
madde ¢ozeltisi ortamina eklenmistir. Boliim 4.10.2°de anlatildigi gibi, medyator olarak

HBT ve VLA varhiginda 15 kez boyar madde giderimi gerceklestirilmis ve bu siire
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boyunca boyar madde giderim verimi belirlenmistir. Ayrica immobilize enzimin 15 kez
kullaniminin aktiviteye etkisini incelemek amaciyla her kullanim sonrasi aktivite bolim

4.4.2’de anlatilan yonteme gore belirlenmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Enzim iImmobilizasyonu

Lakkaz enziminin immobilizasyon verimine etki eden parametreler incelenmistir. Yiiksek
immobilizasyon verimin saglandigi; destek malzemesinde bulunan CTS/HNT orani,

glutaraldehit derisimi ve enzim derisimi belirlenmistir.

5.1.1. CTS/HNT oranmmmin immobilizasyon verimine etKkisi

CTS/HNT orami farkli kiireler hazirlamak i¢in Oncelikle halloysit miktar1 sabit (%1)
tutulmustur. Kitosan miktari ise %1, %2, %2,5 ve %3 (agirlik/hacim) olarak degistirilerek
kiireler hazirlanmistir. Hazirlanan kiirelere enzim immobilize edilmistir. Ancak %1 kitosan
icerigi ile hazirlanan kiirelerin diizensiz ve sekillerinin bozuk oldugu goézlenmistir (Resim
5.1a). Ayn1 zamanda bu kiirelere enzim immobilize edildiginde kiirelerin tiimiiyle
¢oziindligli ve yok oldugu gozlenmistir (Resim 5.1b). Daha once Jaiswal ve dig. (2016)

yaptiklar1 ¢caligmada da benzer sekilde kitosan igeriginin %1 oldugu durumda kiirelerin

enzim immobilizasyonu sirasinda bozuldugu bildirilmistir [7].

Resim 5.1. %1 CTS igeren kiireler (a), enzim eklendikten sonra kiirelerin bozulmasi (b)

CTS igerigi %2, %2,5 ve %3 (agirlik/hacim) olan kiireler ile ¢alismalar siirdiirildigiinde

kiirelerin daha dayanikli ve bozulmayan bir yapida olustugu gézlenmistir (Resim 5.2).
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Resim 5.2. Sirasiyla %2, %2,5 ve %3 CTS igeren kiireler

Sekil 5.1°de gorildigi gibi immobilizasyon verimi %3 kitosan igeren kiirelerde daha
yiiksek olsa da %2,5 kitosan igeren kiirelerde en yiiksek ylikleme verimi elde edilmistir
(%84). Kitosan oran1 %2 iken gozenek boyutunun daha biiylik olmasi nedeniyle enzim
sizintis1 meydana gelmekte ve bu durum verimin diismesine neden olmaktadir [4]. Ayrica
%3 kitosan igeren jel karisimi oldukga kat1 bir kivam aldigindan kiire hazirlanirken
zorluklara neden olmaktadir. Jel karisim siringa yardimiyla NaOH  ¢ozeltisine
damlatildiginda kiire seklini degil damla seklini almistir. Bu nedenle kitosan orani %2,5
olarak sec¢ilmistir. Elde edilen kiirelerin ¢ap1 3 mm olarak Ol¢lilmiistiir. Literatiirde de,

%2,5 CTS igeren kiirelerle yapilan ¢alismalarda yiiksek verim elde edilmistir [4,7].
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Sekil 5.1. Kitosan miktarmin yiikleme ve immobilizasyon verimine etkisi
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En uygun kitosan oranit belirlendikten sonra halloysit miktarinin yiikleme ve
immobilizasyon verimine etkisi incelenmistir (Sekil 5.2). Bu amagla %0, %0,5, %1 ve %2
(agirlhik/hacim) oraninda halloysit igeren kiireler hazirlanmis ve bu kiirelere immobilize
edilmis enzimlerin yiikleme ve immobilizasyon verimleri belirlenmistir. %2 halloysit
iceren kiireler ile yapilan calismalarda yiikleme verimi %44, immobilizasyon verimi %94
bulunmustur. Bu nedenle immobilizasyon verimi dikkate alinarak en uygun halloysit orani

%?2 olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.2. Halloysit miktarinin yiikleme ve immobilizasyon verimine etkisi

5.1.2. Glutaraldehit derisiminin immobilizasyon verimine etkisi

HNT ile CTS asetik asit ¢ozeltisinde karistirildiginda, CTS protonlasarak negatif yiik
tastyan HNT’nin yiizeyine adsorplanmaktadir. Glutaraldehit ise tasidigi —CHO grubu
yardimi ile CTS’nin amino gruplart ile etkilesmektedir. Glutaraldehit molekiiliin diger
ucundaki serbest -CHO grubu ise enzim molekiiliiniin yapisindaki —NH2 gruplan ile
baglanarak enzimin kati matriks ile kovalent olarak baglanmasinda koprii gorevi
yapmaktadir. CTS/HNT oran1 2,5/2 olarak belirlenen kiireler ile yapilan g¢alismalarda
capraz baglayici olarak kullanilan glutaraldehit derisiminin (%0,5-1,5) enzim yiikleme ve
immobilizasyon verimine etkisi incelenmistir. En yiiksek immobilizasyon verimi (%94),
%1’lik glutaraldehit ¢ozeltisi ile yapilan c¢apraz baglamada goézlenmistir (Sekil 5.3).
Glutaraldehit yalnizca enzimin destek malzemesine baglanmasimi degil ayni zamanda

kiirelerin sert ve dayanikli olmasini da saglamaktadir [4]. Nguyen ve dig. (2016) de benzer
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sekilde, gerceklestirdikleri ¢aligmada %]1°lik glutaraldehit kullanildiginda yiiksek lakkaz
aktivitesi elde etmislerdir [68]. Diisiik glutaraldehit derisiminde kiirelere yeterince enzim
baglanmadigindan diisiik aktivite gozlenmistir. Glutaraldehit derisiminin yiiksek olmasi ise
CTS/HNT Kkiirelerinin yiizeyinde ¢oklu ¢apraz baglanma noktalarinin olusmasina neden
olabilmektedir. Bu durum kiirelerdeki gozeneklerin tikanmasma ve kiitle aktarimi
etkilerinin agirlagsmasina neden olabilir. Ayrica enzimin aktif merkezine baglanmasi da
enzim denaturasyonuna neden olabilmektedir. Dolayisiyla enzimin aktivitesinde azalma

meydana gelmistir [4,69].
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Sekil 5.3. Glutaraldehit derisiminin yiikleme ve immobilizasyon verimine etkisi

5.1.3. immobilize enzim hazirlama cozeltisindeki enzim derisiminin immobilizasyon
verimine etkisi

Immobilizasyon igin hazirlanan enzimin derisimi de énemli bir parametredir. CTS/HNT
kiirelerine immobilize edilmek tizere; 1, 2 ve 3 mg/mL derisiminde enzim c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu ortama CTS/HNT kiireleri eklenerek immobilizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Yiikleme ve immobilizasyon verimi agisindan, en yiiksek yiikleme
veriminin (%49) gozlendigi enzim derisiminin 2 mg/mL oldugu goriilmistiir (Sekil 5.4).
Enzim derisiminin 1 mg/mL oldugu durumda immobilizasyon verimi daha yiiksek

oldugundan daha sonraki ¢alismalarda kullanilan enzim ¢6zeltisi 1 mg/mL derisiminde



53

hazirlanmistir. Bu boliime kadar olan galigsmalar temel alinarak agirlikga %2,5 kitosan ve
%2 halloysit, %1 glutaraldehit ve 1 mg/mL derisiminde enzim ¢ozeltisi ile hazirlanmig
immobilize enzim kiireleri boyar madde gideriminde kullanilmistir. Bu yontemle elde

edilen kiireler 3 mm boyutundadir ve enzim kapasitesi 20 pg/g olarak elde edilmistir.
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Sekil 5.4. Enzim derisiminin yiikleme ve immobilizasyon verimine etkisi

5.2. Karakterizasyon Calismalari

5.2.1. SEM analizi

Sekil 5.5a ve b lakkaz igermeyen CTS/HNT, ¢ ve d ise lakkaz igeren CTS/HNT/lakkaz
kiirelere ait farkl1 biiyilitme oranlarindaki SEM goriintiilerini vermektedir. HNT nanotiipleri
ortalama 0,5-2 um uzunluga ve 30-80 nm ¢apa sahip nanotiiplerdir [69]. Sekil 5.5a’da
(1000x biiylitme) CTS/HNT kiirelerin piiriizlii ve kismen diizgilin ylizeylere ve siki bir
yapiya sahip olduklar1 goriilmektedir. Zhai ve dig. (2013), piiriizlii ylizeylerin daha fazla
enzim immobilizasyonuna izin verecek yiizey alanini arttirarak enzim yiikleme verimini
arttirict yonde etki gosterecegini belirtmislerdir [8]. Fakat bu goriintiilerden yapidaki HNT
nanotiipleri goziikmemektedir. Sekil 5.5b’de (50.000x biiyiitme) hallosit nanotiiplerin
kitosan tarafindan kaplandig1 goriilebilmektedir. Sekil 5.5¢ ve d’de glutaraldehit ile
etkilestirilmis ve lakkaz immobilize edilmis CTS/HNT/lakkaz kiirelerinin SEM goriintiileri
verilmistir. Sekil 5.5¢’de (1000x biiytitme) lakkaz immobilize edilmis CTS/HNT/lakkaz
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kiirelerin  Sekil 5.5a’ya gore piurizliligin kismen azaldigi bolgelerin  olustugu
gorilmistiir. Nguyen ve dig. (2016), lakkaz enziminin glutaraldehitle islem gormiis
kitosana immobilize edildiginde, egri biigrii ve piiriizlii olan yiizeylerin piriizliliigiiniin
azaldigimi belirtmislerdir [68]. CTS/HNT/lakkaz kiirelerin SEM gériintiilerine daha
yakindan bakildiginda (50.000x biiyiitme), CTS/HNT yiizeyinin enzimle bir ag seklinde
kaplandigi, enzim immobilizasyon igleminin CTS/HNT yiizeyinin morfolojisini
degistirdigi ve enzim immobilizasyon isleminin basarili bir sekilde gerceklestigi
gorilmiigtir. Diger yandan bu gorintilerde CTS/HNT/lakkaz kiirelerin  yiizey
plrizliliginiin arttign ve HNT nanotiiplerinin enzim immobilizasyonu nedeniyle
plirizliliginiin arttig1 ve kalinlastigi goézlenmistir. Zhai ve dig. (2013), kitosan-hallosite
horseradish peroksidaz immobilizasyonu gerceklestirdikleri ¢alismada, enzim immobilize
edilmis HNT’nin saf HNT’ye gore daha fazla piiriizli ve daha kalin oldugunu
belirtmislerdir [8].



55

3
3 .

spot| WD | 100 ym 2/ 019 | det | HV mag |spot| WD 2um

x| 4.0 |11.0 mm METU CENTRAL LAB 2 PM | ETD [20.00 kV|50 000 x| 4.0 {10.9 mm| METU CENTRAL LAH

3 S
» ) -~
9| det HV mag |spot WD 100 pm 019 | det | HV | mag |spot| WD

2pum
A ETD|20.00 kV|1 000 x| 4.0 |11.0 mm METU CENTRAL LAB PM |ETD|20.00 kV|50 000 x| 4.0 |11.0 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 5.5. Lakkaz icermeyen CTS/HNT Kkiirelerinin (a,b) ve lakkaz immobilize edilmis
CTS/HNT Kkiirelerinin (c,d) SEM goriintiisii

5.2.2. FT-IR analizi

Saf CTS, saf HNT ve CTS/HNT’ye ait FT-IR spektrumu Sekil 5.6’da verilmistir. Saf
kitosana ait 3200-3600 cm™°deki genis pik -OH gruplarmin gerilmesini gostermektedir. Bu
bant hidrojen baglarindan dolay1 genistir. Bu bolgede -OH bandi ile N-H gerilme bandi iist
iiste binmektedir [68]. 2873 cm™’de bulunan pik alifatik C-H gerilmesine aittir [71]. 1375
ve 1593 cm™’deki pikler amid I, amid II ve amid III gruplarmmn dist iiste ¢akismasini
gostermektedir [72]. 1059 ve 1150 cm™’de C-O-C simetrik ve asimetrik gerilmesi
goriilmektedir. Saf HNT’ye ait 3692 ve 3622 cm™’de halloysitin i¢ yiizeyindeki hidroksil
gruplarma ait gerilme titresimleri, 3551 cm™’de suyun -OH gerilmesi, 1653 cm™’de suyun
deformasyonu, 1119 ve 1004 cm™*’de Si-O gerilmesi, 907 cm™’de AI-OH titresimleri
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goriilmektedir [8,70]. 795, 750 ve 668 cm™’deki pikler Si-O gerilmesine aittir [73]. 524,
459 ve 438 cm? ise AI-O-Si, Si-O-Si ve Si-O deformasyonuna ait piklerdir [73].
CTS/HNT kompozitine ait FT-IR spektrumunda, saf CTS ve saf HNT’ye ait tiim
karakteristik pikler goriilmektedir. 3200 ve 3600 cm™ arasinda genis pikin goriilmesi ve
HNT’ye ait karakteristik piklerin siddetindeki azalma, CTS’nin yapisinda bulunan pozitif
yuklii amino gruplar ile negatif yiikli HNT arasindaki elektrostatik etkilesmeden
kaynaklanmaktadir [8]. CTS/HNT kompozitine ait spektrumda, HNT’ye ait karakteristik
piklerin  siddetindeki azalma HNT yiizeyinin kitosan ile kaplanmasindan
kaynaklanmaktadir. CTS/HNT kompoziti glutaraldehit ile modifiye edilip lakkaz
immobilize edildigi zaman CTS/HNT spektrumunda bazi degisiklikler meydana gelmistir.
CTS/HNT/Lakkaz’a ait spektrumda 1500-1700 cm™’deki piklerin siddetinde artis
olmustur. CTS/HNT/Lakkaz ve CTS/HNT ye ait spektrumlarda, saf HNT ye ait 3692 ve
3622 cm™’de halloysitin yiizeyindeki hidroksil gruplarmi gosteren piklerin siddetinde
azalma gozlenmistir. Bu durum hidroksil ve organik gruplar arasindaki hidrojen baglarinin

olusumundan kaynaklanabilir.
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Sekil 5.6. Saf CTS, saf HNT, CTS/HNT ve CTS/HNT/lakkaz’a ait FT-IR spektrumu
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5.2.3. XRD analizi

Hazirlanan malzemelerin yapisal 6zelliklerinin incelenmesi i¢cin XRD analizi yapilmistir.
Sekil 5.7°de saf CTS’ye ait XRD deseninde 10,32 ve 19,76 20 agisindaki pikler CTS nin
karakteristik pikleridir ve bu pikler CTS’nin yar1 kristal yapiya sahip oldugunu
gostermektedir [74]. Saf HNT’nin XRD analizi, kompozit yapidaki HNT nin durumunu
gostermektedir. XRD kirimim desenlerinde 28 acgilarindaki bazal yansimalar (doo1)
HNT’nin tam hidrate (d=10 A), kismi hidrate (d=7-10 A) ve dehidrate (d= 7 A) olup
olmadigint gostermektedir [75]. Bu calismada 11,80; 19,88 ve 24,80 20’daki pikler
halloysite ait karakteristik piklerdir [76]. HNT ye ait XRD kirinim desenlerinde, 26=11,80
acisinda keskin bir pik vermistir ve bu agiya karsilik gelen kirmim piki 7,5 A (dooz) bazal
bosluga karsilik gelmektedir. Bu deger HNT’nin kismi hidrate yapida oldugunu
gostermektedir. CTS/HNT ve CTS/HNT/Lakkaz kompozitlerinde saf HNT’ye benzer
sekilde bazal bosluk degeri degismemis ve yari hidrate HNT yapisi gorilmiistiir.
CTS/HNT ve CTS/HNT/Lakkaz kompozit yapilarina ait XRD kirinim desenlerinde
HNT’ye ait karakteristik pikler goriilmiis, fakat herhangi bir yeni pik gozlenmemistir.
Kompozit yapidaki HNT ye ait karakteristik piklerin siddetinin azaldig1 belirlenmistir. Bu
durumun kitosan ve HNT nin birbiri ile iyi bir karigim olusturmasindan ve Kitosan-HNT
etkilesmesinden kaynaklandigir diisliniilmektedir. Benzer durum kitosan/bentonit

kompozitine ait XRD spektrumlarinda da gozlenmistir [77].
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Sekil 5.7. Saf CTS, saf HNT, CTS/HNT ve CTS/HNT/lakkaz’a ait XRD desenleri

5.3. Kinetik Parametreler

Serbest ve immobilize enzimin kinetik parametreleri, farkli derisimlerde ABTS kulanilarak

belirlenmistir (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. Serbest ve immozilize enzimin kinetik parametreleri (pH 5, 25°C)

Enzim Km (UM) Vm (uM/dk)
Serbest lakkaz enzimi 302,45 909,09
Immobilize lakkaz enzimi 353,33 129,87

Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak (Sekil 5.8) Michaelis-Menten sabiti (Km) serbest
enzim ve immobilize enzim igin sirasiyla 302,45 uM ve 353,33 uM olarak hesaplanmustir.
Maksimum hiz (Vm) ise serbest enzim igin 909,09 pM/dak ve immobilize enzim igin
129,87 puM/dak olarak belirlenmistir. Immobilize enzimin Km degerinin daha yiiksek
olmasi enzimin substrata olan afinitesinin azalmasi anlamina gelmektedir. Bu durum
enzimin mikro ¢evresindeki degisiklikten, aktif bolgenin sterik engelinden, enzimin
substrata baglanmasi i¢in gerekli esnekligini kaybetmesinden veya substrati par¢alamaya
difiizyon direnci olusmasindan kaynaklanabilmektedir. Onceki ¢alismalarda bu duruma
benzer sekilde immobilize enzimin serbest enzime gore Km degerinde artis ve Vm

degerinde azalma gozlenmistir [3,5,7,61,62,66].
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Sekil 5.8. Serbest ve immobilize enzimin Lineweaver-Burk grafigi
5.4. Lakkaz Aktivitesine pH Etkisi

Serbest ve immobilize enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi en uygun pH degerini
belirlemek i¢in, pH 4-10 arasinda degistirilmis ve enzim aktiviteleri Esitlik 4.1, Esitlik 4.2
ve Esitlik 4.3 ile belirlenmigstir. Serbest enzimin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi en uygun
pH 6, immobilize enzimin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi en uygun pH ise 5 olarak
bulunmustur (Sekil 5.9). Daha 6nce yapilan galismalarda da (Bagewadi ve dig. (2017), Sun
ve dig. (2015)) benzer olarak en yiiksek aktivitenin gozlendigi en uygun pH degerleri

serbest ve immobilize enzim i¢in sirasiyla pH 6 ve pH 5 olarak bulunmustur [63,67].
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Sekil 5.9. Serbest ve immobilize enzim i¢in en uygun pH

5.5. Lakkaz Aktivitesine Sicaklik EtKisi

Serbest ve immobilize enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi en uygun sicaklik degerini
belirlemek i¢in 25-55°C’de aktivite tayini yapilmistir. Serbest lakkaz enziminin en yiiksek
aktivite gosterdigi sicaklik 45°C olmustur (Sekil 5.10). Daha 6nce Asgher ve dig. (2017)
yaptiklar1 ¢alismada da serbest enzimin en uygun sicakligin1 45°C olarak bildirmislerdir
[4]. Immobilize lakkaz enziminin en yiiksek aktivite gdsterdigi sicaklik ise 35°C’dir (Sekil

5.6). Buna benzer sonuglar daha 6nce Salami ve dig. (2018) ve Lin ve dig. (2015)

tarafindan yapilan ¢aligmalarda da goriilmiistiir [3,62].

=—&— Serbest
== immobilize
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Sekil 5.10. Serbest ve immobilize enzim i¢in en uygun sicaklik

5.6. Lakkaz Aktivitesine Depolama Stabilitesi Etkisi

Serbest ve immobilize enzim aktivitesine depolama etkisini incelemek amaciyla 59 giin
boyunca 4°C’de depolanan 6rneklerin aktivitesi belirli araliklarla 6l¢iilmiistiir. Depolama
stabilitesi enzimin performansini degerlendirmek acisindan 6nemli bir parametredir.
Ciinkii enzimler uzun siireli depolandiklarinda aktiviteleri azalmaktadir [4]. Sekil 5.11°de
goriildiigl gibi 59 giinliik depolamanin sonunda hem serbest hem de immobilize enzimin
aktivitesinde azalma goriilmiistiir. Immobilize enzim 59 giiniin sonunda aktivitesinin
%356’s1n1 korurken, serbest enzim baslangigtaki aktivitesinin %23’tinii korumustur. Enzim
immobilizasyonu yapilan birgok ¢alismada da benzer sekilde serbest enzim aktivitesine
kiyasla, immobilize enzimin aktivitesini daha uzun siire korudugu goriilmektedir. Asgher
ve dig. (2017) lakkaz enzimini kitosan kiirelerine immobilize ettikleri calismada, 28
giinliik depolama sonunda serbest enzimin aktivitesinin %46’si1 ve immobilize enzimin
aktivitesinin %87’sini korudugunu bildirmislerdir [4]. Zheng ve dig. (2016) yaptiklar
caligmada lakkazi kitosana immobilize etmisler ve 30 giinliikk depolama stabilitesini
incelemislerdir. Serbest enzim bu siire sonunda aktivitesinin %15’ini, immobilize enzim
ise aktivitesinin %40’ 1m1 korumustur [65]. Benzer sekilde Ma ve dig. (2018), Kokliikaya ve
dig. (2016), Xu ve dig. (2013) lakkaz immobilizasyonu ger¢eklestirdikleri caligmalarda da
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depolama stabilitesi incelendiginde immobilize enzim serbest enzime gore aktivitesini

daha uzun siire korumustur [24,59,64].
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Sekil 5.11. Serbest ve immobilize enzimin depolama stabilitesi
5.7. Boyar Madde Giderim Calismalari

Serbest ve immobilize enzim ile 20-100 ppm boyar madde derigimi araliginda remazol red
(RR) giderimi ¢alisilmistir. Serbest enzimin kullanildig:1 deneylerde boyar madde giderimi
oldukea diisiik oranda olmustur (%1-2). Immobilize enzim ile boyar madde giderimine
baglamadan once enzim immobilize edilmemis CTS/HNT kiirelerinin boyar maddeyi
adsorplayip adsorplamadigi incelenmistir. Sekil 5.13’te goriildiigii gibi enzim immobilize
edilmemis CTS/HNT kiirelerinin adsorpsiyonu ile de boyar madde giderimi
gergeklesmistir. Diisiik derisimde boyar madde igeren ortamda (20 ppm) CTS/HNT kiiresi
ile %42 boyar madde giderimi gergeklesirken boyar madde derisimi 20 ppm’den 100
ppm’e arttik¢a giderim verimi diismiistiir. Boyar madde derisimi 100 ppm oldugunda ise

CTS/HNT adsorpsiyonu ile %22 giderim ger¢eklesmistir.
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Sekil 5.12. Enzim immobilize edilmemis CTS/HNT kiireleri ile gerceklesen boyar madde
giderimleri

Immobilize enzim ile yapilan boyar madde gideriminde, ortamda bulunan boyar madde

derisiminin zamanla azaldig1 goriilmiistir (Sekil 5.13).
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Sekil 5.13. Immobilize enzim ile boyar madde derisiminin zamanla degisimi
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Immobilize enzim ile gerceklestirilen % Giderim (Sekil 5.14), Esitlik 4.7 kullanilarak 20,
40, 60, 80 ve 100 ppm’lik remazol red (RR) ¢ozeltileri i¢in sirastyla %93,33; %92,44;
%91,22; %87,51; %86,89 olarak hesaplanmistir. Her bir boya derisimi i¢in oldukga yiiksek
giderim verimi elde edilmistir. Bu giderime CTS/HNT Kkiirelerinin yapmis oldugu

adsorpsiyon dahildir.
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Sekil 5.14. immobilize enzim ile boyar madde giderim verimleri

5.7.1. Boyar madde giderim Kinetigi parametreleri

Immobilize enzim ile gergeklestirilen boyar madde gideriminin kinetik parametreleri
Remazol red (RR) boyar maddesinin 20-100 ppm derisimlerindeki ¢6zeltileri kullanilarak

belirlenmistir (Cizelge 5.2).

Cizelge 5.2. Immobilize lakkaz enziminin boyar madde giderim Kinetik parametreleri (pH

5,30°C)
Enzim Km (UM) Vm (uM/dk)
Immobilize lakkaz enzimi 558 1,59

Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vm) Lineweaver-Burk grafigi (Sekil
5.15) kullanilarak, Esitlik 4.6 ile belirlenmistir.
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Sekil 5.15. immobilize enzimin boyar madde giderim kinetigi icin Lineweaver-Burk
grafigi

5.7.2. Boyar madde giderimine medyatorlerin etkisi

Medyatorler enzimlerin substrata afinitesini artiran yapilardir. Bu nedenle serbest ve
immobilize enzim ile gerceklestirilen remazol red (RR) giderimine farkli medyatorlerin
etkisi incelenmistir. Medyator olarak ortama ABTS, HBT, TEMPO ve VLA eklenmistir.
28 saatlik giderim siiresince belirli araliklarla boyar madde derisim degisimleri

kaydedilmistir.

Tek basina kullanildiginda giderim gergeklestirmeyen serbest enzim, medyator varliginda
yiiksek verimle boyar madde giderimi yapmustir. Sekil 5.16’da serbest enzimle yapilan

giderim ¢aligmasindaki boyar madde derisiminin zamanla degisimi verilmistir.
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Sekil 5.16. Boyar madde derisiminin medyator varliginda zamana bagh degisimi (serbest
enzim)

Baslangi¢ boyar madde derisiminin 90 ppm oldugu durumda; ABTS, HBT, TEMPO ve
VLA varliginda, serbest enzim ile gerceklestirilen % Giderim (Sekil 5.17), sirasiyla
%77,17; %96,05; %31,89 ve %96,32 olarak hesaplanmistir. Ozellikle HBT ve VLA

kullanimi1 verimi oldukca artirmistir.

120 +

100 -

80 -
E
S
(5]
S 60 -
O
N

40 -

20 -

0
ABTS HBT TEMPO VLA
Medyator

Sekil 5.17. Serbest enzimle boyar madde giderimine medyatdorlerin etkisi
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Immobilize enzimin tek basina 90 ppm’lik remazol red (RR) giderimi %86,89 olarak
kaydedilmistir. Ortama medyatorlerin eklenmesiyle gerceklestirilen 28 saatlik boyar

madde giderimi siiresince belirli araliklarla derisimdeki diistis incelenmistir (Sekil 5.18).
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Sekil 5.18. Boyar madde derisiminin medyatér varlifinda zamana bagli degisimi
(immobilize enzim)

Immobilize enzim ile ABTS, HBT, TEMPO ve VLA varliginda gergeklestirilen %

Giderim (Sekil 5.19), Esitlik 4.7 kullanilarak sirasiyla %80,81; %96,31; %83,87 ve

%97,43 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 5.19. immobilize enzimle boyar madde giderimine medyatérlerin etkisi

Ortama medyator eklendiginde boyar madde giderimi hem serbest enzim hem de
immobilize enzim igin oldukga verimli bir sekilde ger¢eklesmistir. Serbest enzim ile
giderimde oldugu gibi immobilize enzim kullanilarak yapilan remazol red (RR) giderim
caligmalarinda da, kullanilan medyatorlerden 6zellikle HBT ve VLA kullanimi boyar
madde giderim verimini oldukg¢a artirmistir. Literatliirde ise yapilan bazi calismalarda,
benzer sekilde medyator olarak HBT kullanildiginda daha yiiksek % giderim elde
etmiglerdir. Salami ve dig. (2018) lakkaz ile Acid orange 156 boyar maddesinin giderimini
yaptiklar1 c¢alismada medyatéor olmadan %43 giderim, medyatér olarak HBT
kullanildiginda ise %92 giderim elde etmislerdir [3]. Bagewadi ve dig. (2017) lakkaz
enzimi ile malachite green boyasinin giderimi yapmislardir. Medyatorsiiz %78 boyar
madde giderimi gerceklesirken HBT varliginda boyar madde giderimi %85°e yiikselmistir
[67]. Sadighi ve dig. (2013) de benzer sekilde lakkaz ile congo red giderimi
gergeklestirdiklerinde medyator olmadan %30, medyator olarak HBT kullanildiginda ise
%60 giderim elde etmislerdir [58]. Koklikaya ve dig. (2016) acid orange 52 boyar
maddesinin lakkaz enzimi kullanilarak giderimini gergeklestirdikleri ¢aligmada
medyatorsiiz %45 boyar madde giderimi ve medyator olarak ABTS kullanildiginda ise

%73 boyar madde giderimi elde etmislerdir [64].
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Immobilize enzimin serbest enzime gére 6nemli iistiinliikleri enzimin ortamdan kolaylikla
ayrilabilmesi, aktivitesini daha uzun siire koruyabilmesi ve boyar madde giderim

calismalarinda yeniden kullanilabilmesidir.

5.7.3. Boyar madde gideriminde immobilize enzimin yeniden kullanimi

Yapilan ¢aligmalarda en yliksek boyar madde giderim verimi HBT ve VLA varliginda
gerceklestirilen ¢alismalarda elde edilmistir (Sekil 5.19). Bu nedenle yeniden kullanim
caligmalarinda medyator olarak kullanilmak tizere HBT ve VLA secilmistir. Boyar madde
gideriminde 15 kez yeniden kullanilan immobilize enzimin HBT ve VLA varliginda boyar
madde giderimi Sekil 5.20°de verilmistir. HBT’li ortamda immobilize enzimin ilk
kullaniminda gerceklestirdigi boyar madde giderimi %96, 15’inci kullaniminda
gerceklestirdigi boyar madde giderimi ise %42 olmustur. VLA varliginda gerceklestirilen
caligmalarda immobilize enzim ilk kullanimda %97 giderim saglarken 15’inci kullanimda
giderim %54 olmustur. Daha once yapilan ¢alismalarda da immobilize enzimin yeniden
kullanimi incelenmistir. Jaiswal ve dig. (2016) immobilize lakkaz enzimini indigocarmine
gideriminde 4 kez yeniden kullanmislardir. Ik kullanimda %100 giderim saglarken 4’iincii
kullanimda giderim %17 olmustur [7]. Sun ve dig. (2015) immobilize lakkaz enzimini
malachite green boyar maddesinin giderim g¢alismalarinda 5 kez yeniden kullanmislardir.
Bu kullanimin sonunda immobilize enzim ile %70 boyar madde giderimi elde etmislerdir
[63]. Benzer sekilde Satishkumar ve dig. (2014) gergeklestirdikleri calismada immobilize
lakkazi 10 kez benzetim boya atiginin gideriminde kullanmiglardir. 10 kullanim sonunda

%50 boyar madde giderimi elde etmislerdir [61].
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Sekil 5.20. Immobilize enzimin yeniden kullaniminin boyar madde giderimine etkisi

Immobilize enzimin yeniden kullanimmin aktiviteye etkisi ise Sekil 5.21°de gdsterilmistir.
HBT varliginda gergeklesen boyar madde giderim ¢alismalarinda immobilize enzim 15 kez
yeniden kullanildiginda aktivitesinin %42’sini korumustur. VLA’l1 ortamda boyar madde
giderimi yapildiginda ise immobilize enzim 15’inci kullanim sonunda aktivitesinin
%49’unu korumustur. Literatiirde daha 6nce yapilan ¢aligsmalara bakildiginda immobilize
enzimin yeniden kullanimi ile aktivitesinin degisimi incelenmistir. Ma ve dig. (2018)
gergeklestirdikleri calismada immobilize lakkazi 14 kez tekrar kullanmiglardir. 14
kullanim sonunda enzim aktivitesinin %45’ini korumustur [24]. Satishkumar ve dig.
(2014) immobilize lakkazin 10 kez yeniden kullanimi sonunda aktivitesinin %67 sini
korudugunu bildirmislerdir [61]. Zheng ve dig. (2016) immobilize lakkaz enziminin 6 kez

yeniden kullanimi sonunda aktivitesinin %60’ mdan fazlasin1 korudugunu bildirmislerdir

[65].
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Sekil 5.21. Immobilize enzimin yeniden kullaniminin aktiviteye etkisi
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6. SONUC VE ONERILER

Tez calismasinda, ¢evre ve insan saglig1 agisindan oldukga zararl etkileri bulunan tekstil
boyar maddelerinden olan remazol red (RR) giderimi serbest lakkaz enzimi ve CTS/HNT
kiirelerine immobilize edilmis lakkaz enzimi ile gerceklestirildi. Calismalar kapsaminda

elde edilen sonuglar agsagida verilmistir.

1.  Serbest lakkaz enzimi i¢in ABTS substrat olarak kullanilarak kinetik c¢alisma
gergeklestirilmistir. Serbest lakkaz i¢in bulunan kinetik parametreler Lineveawer-Burk’a
gore belirlenen Km degeri 302,45uM ve Vi, ise 909,09 uM/dak seklindedir.

2. Serbest lakkaz enziminin aktivitesini etkileyen parametreler (pH, sicaklik, depolama
stabilitesi) incelenmistir. pH 4-10 arasinda lakkaz enzimi ABTS substrati ise tepkimeye
sokularak aktivitesi belirlenmistir. En yliksek aktivite pH 6’da elde edilmistir. Ortam
baziklestik¢e aktivitede ¢ok fazla diisiis gerceklesmistir. Aymi sekilde, lakkaz enziminin
ABTS ile 25, 35, 45 ve 55°C sicakliklarda tepkimesi sonunda belirlenen en yiiksek aktivite
45°C’de elde edilmistir. Depolama stabilitesine bakildiginda ise; 4°C’de, 59 giinliik bir

depolamanin sonunda serbest lakkaz baslangigtaki aktivitesinin %23’{inii koruyabilmistir.

3. Enzimin kitosan/halloysit kiirelerine immobilizasyon kosullari eniyilenmistir. ABTS
substrati ile immobilizasyon verimine %kitosan, %halloysit, %glutaraldehit ve enzim
derisiminin etkisi incelenmistir. En yiiksek aktivitenin gozlendigi agirlikca %2,5 Kitosan
orani ve %2 halloysit oran1 olmustur. Glutaraldehit derisimi ise %1 iken yiiksek aktivite
gbzlenmistir. Immobilizasyon islemi sirasinda 1 mg/mL enzim derisimi ile ¢alismak

verimli olmustur.

4.  Lakkaz enzimi serbest haldeyken 100 ppm derisimindeki remazol red (RR) boyar
maddesini %1-2 gibigok diisilk oranda giderdiginden, ortama lakkaz medyatorleri
eklenmistir. ABTS, HBT, TEMPO ve VLA varliginda serbest lakkazin remazol red (RR)
%giderim degerleri sirastyla %77,17; %96,05; %31,89; %96,32 olmustur.

5. Medyatorler aracilifi ile enzime direng gosteren 100 ppm’lik remazol red (RR) boyar
maddesinin giderimi miimkiin olmustur. En yiiksek verim HBT ve VLA varliginda elde

edilmistir. ABTS varliginda da %77,17 gibi 1yi bir verim saglansa da HBT ve VLA kadar
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etkili olamamistir. Bunun nedeni enzimin ABTS ile tepkimeye girmesi sonucu ortamda

mavi renk olusumuna neden olmasidir.

6. Immobilize enzim ile ABTS kullanilarak kinetik ¢alisma yapilmistir. immobilize
enzim igin elde edilen kinetik parametreler; Km 353,33uM ve V129,87 uM/dak
seklindedir. Km degerinin serbest enzime gore daha yiiksek bir deger olmasi substrata olan
afinitesinin distiigiinii gostermektedir. Bunun nedeni serbest enzimin sivi ortamda
¢ozlinerek hizli bir sekilde tepkimeye girebilmesi ancak, boncuk seklindeki kiireye
immobilize haldeyken kiitle aktarim direnglerinin etkin olmasi nedeniyle substrat ile

tepkimenin daha yavas ger¢eklesmesidir.

7.  Immobilize enzim aktivitesine etki eden parametreler incelenmistir (pH, sicaklik,
depolama). pH 4-10 arasinda ABTS substrati ile tepkimeye gidern immobilize enzim
kiireleri icin en yiiksek aktivite degerine pH 5’te ulasilmustir. Immobilize enzimin de
serbest enzim gibi bazik ortamda aktivitesi diigmektedir. Ancak yine de serbest enzime
kiyasla, ¢ok diisiik ve ¢ok yiiksek pH’larda gosterdigi aktivite daha yiiksek olmustur.
Sicaklik etkisine bakildiginda ise en yliksek aktivite 35°C’de elde edilmistir. 59 giinliik
depolamanin aktiviteye etkisi incelendiginde bu siire sonunda baslangi¢c aktivitesinin
%356’sinin  korundugu sonucuna ulasilmistir. Enzimin immobilize halde saklanmasi
aktivitesini kaybetmemesi veya daha az kaybetmesi acisindan 6nemlidir. Immobilize

edilerek depolanan lakkaz enzimi ile daha verimli sonuglar alinmaistir.

8.  Immobilize enzim ile remazol red (RR) giderim calismalari yapilmigtir. Boyar
madde gideriminin kinetik parametrelerini belirlemek igin farkli derisimlerde (20-100
ppm) hazirlanan remazol red (RR) ¢ozeltileri kullanilmistir. Lineweaver-Burk grafigi

cizilerek elde edilen Km degeri yaklasik 558 uM, Vn, ise dakikada 1,59 uM seklindedir.

9. Immobilize lakkaz enziminin remazol red (RR) giderimine medyatorlerin etkisi
incelenmistir. Medyator olarak ABTS, HBT, TEMPO ve VLA kullanildiginda elde edilen
giderim verimi sirasiyla; %80,81; %96,31; %83,87; %97,43 olmustur. Medyator varliginda

kiirelere immobilize olan enzimler ile giderim daha verimli sekilde ger¢eklesmistir.

10. Immobilize enzimin serbest enzime gore daha dayanikli, kararli olmasi ve ortamdan

kolaylikla ayrilabilmesi gibi iistiinliikleri bulunmaktadir. Bu sayede enzimi boyar madde
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gideriminde yeniden kullanmak miimkiin olmaktadir. Hazirlanan immobilize enzim
kiireleriyle HBT ve VLA varliginda boyar madde giderimi 15 kez yinelenmistir. HBT
eklenen ortamda gerceklesen 15 kullanim sonunda boyar madde giderimi %42 olmustur.
VLA varliginda 15inci kullanim sonrasi boyar madde giderimi ise %54 olmustur. Ayrica
yeniden kullanimin aktiviteye etkisi de incelenmistir. 15 kez yeniden kullanim sonunda
HBT’li ortamda aktivitenin %42’si korunurken VLA’l1 ortamda ise aktivitenin %49’u

korunmustur.

Gelecek ¢alismalar i¢in Oneriler asagida verilmistir.

Farkli boyutlarda enzim kiireleri hazirlanarak kiitle aktarimi etkileri incelenebilir.
Farkli boyar maddeler ile giderim ¢alismalar1 gergeklestirilebilir.

Glutaraldehit yerine baska ¢apraz baglayict malzemeler kullanilabilir.

> w e

Boya parcalanma {iriinleri arastirilabilir.
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