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iCIN YENI NESIL DESTEK MALZEMELERI

Tugba DOGAN
Yuksek Lisans, Kimya Bolumu
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Serap SENEL
Ocak 2014, 101 sayfa

Atik su aritimi, yasal sinirlamalarin 6tesinde, ekosistem ve insan saghgini
korumak igin gereklidir. Demir-gelik, petro-kimya, boya, ilag vb. endustrilerde
yaygin kullanim alanina sahip olmasi fenol ve turevlerini atik sular igin baslica
kirleticilerden yapmaktadir. Sunulan ¢alismada atik sulardan fenolik bilesiklerin
enzimatik ylkseltgeme yontemi ile aritimi hedeflenmistir. Enzimatik ytkseltgeme
tekniginde, elektron alicisi olarak molekiller oksijeni kullanarak cesitli fenolik
bilesikleri yukseltgeyebilme yeteneginden dolayr Trametes versicolor lakkazin
kullanimi tercih edilmistir. Uretim maliyetini dustrmesi, tekrar kullanilabilirligi,
depolama kararlihgi ve tepkime sonunda ortamdan kolaylikla uzaklastirilabilmesi
gibi avantajlarindan dolayi serbest enzim yerine immobilize enzim kullanimi tercih
edilmigtir.  Yigin polimerizasyonu teknigi ile sentezlenen makrogozenekli
poli(glisidil metakrilat) [P(GMA)] kriyojeli lakkaz enzimi immobilizasyonunda
kullanilmak Uzere yeni bir destek malzemesi olarak hazirlanmistir. Kriyojelin
sentezi capraz baglayici EGDMA (etilenglikol dimetakrilat) varliginda, GMA (glisidil
metakrilat) ve HEMA (2-hidroksietil metakrilat) komonomerlerine APS (amonyum

persulfat) ve TEMED (N,N,N’,N’-tetra-metiletilendiamin) baslatici ve aktivator



giftlerinin ilave edilmesiyle gerceklestiriimistir. Destek malzemesi olarak
kullanilmak Gzere sentezlenen P(GMA) kriyojeline lakkaz immobilizasyonu, GMA
epoksi gruplarina lakkaz amino gruplarinin nikleofilik saldirisi sonucu kovalent
baglanma yontemi ile gerceklegtiriimigtir. Fourier donusumli kizilotesi
spektrofotometresi (FTIR) ile enzim immobilizasyonu ile P(GMA) kriyojelinde
meydana gelen yapisal degisiklikler saptanmistir. Ayrica makrogdzenekli kriyojelik
destek malzemesi, taramali elektron mikroskobu (SEM) ve sisme testleri ile
karakterize edilmistir. 24 saat lakkaz ile inklibe edilen P(GMA) kriyojelinin gsisme
degeri % 572 olarak bulunmustur. Lakkaz aktivite tayini substrat olarak kullanilan
ABTS (2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiyazdin-6-sulfonik asit)) sulu c¢ozeltileriyle farkh
ortam kosullarinda kesikli sistemde belirlenmistir. pH, tepkime suresi, sicaklik,
enzim derisimi, substrat derisimi ve depolama suresinin immobilize enzimin
aktivitesi Uzerine etkisi belirlenmis ve serbest enzim ile karsilastirilmistir. Arrhenius
esitliginden yararlanarak tepkime aktivasyon enerjisi (E;) serbest ve immobilize
lakkaz icin sirasiyla 27.0 kJ.mol™ ve 28.8 kJ.mol™ olarak hesaplanmistir. Serbest
lakkaz igin Kn, ve V., degerleri sirasiyla 165.1 uM ve 55.2 pM.dak™, immobilize
lakkaz icin ise Kn ve Vi, degerleri sirasiyla 156.0 uM ve 1.57 uM.dak™ olarak
Lineweaver-Burk grafigi ile belirlenmistir. Ayrica immobilize enzimin 6 kez kullanim
sonrasi baglangi¢ aktivitesini % 82.5 oraninda ve doért haftalik depolama periyodu
sonunda aktivitesini % 72.0 oraninda korudugu saptanmistir. Serbest enzim igin
ise dort haftalik depolama sonrasi korunan aktivite baslangic degerinin %
24.0’uddr. Calismanin son basamaginda sivi kromatografisi-tandem katle
spektrometresi (LCMS/MS) kullanilarak sulu ¢ozeltideki model fenolik bilesigin
(3,5-dinitrosalisilik asit) lakkaz ile enzimatik yUkseltgemesi sonrasindaki

parcalanma urtnleri belirlenmigtir.

Anahtar Sozciikler: Fenol ve tlrevlerinin aritimi, Trametes versicolor lakkaz,
enzim immobilizasyonu, kriyojel, sivi kromatografisi-tandem kutle spektrometresi
(LC-MS/MS).
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Wastewater treatment, apart from the legal limitations, is essential for preservation
of the ecosystem and human health. Phenol and its derivatives, with their intensive
use in industries such as iron and steel, petrochemicals, dyes, medicines, etc. are
the main constituents of pollution for wastewater. The present study aims at
purification of phenolic compounds in wastewater by enzymatic oxidation method.
Trametes versicolor laccase, due to its ability in oxidation of phenolic compounds
through combining with molecular oxygen as an electron acceptor, was preferably
used in enzymatic oxidation technique. Due to such advantages as low production
cost, re-usability, storage stability and easy removal from the medium after the
reaction, immobilized enzyme rather than free enzyme was used. Macroporous
poly(glycidyl methacrylate) [P(GMA)] cryogel synthesized by bulk polymerization
was prepared as a novel support material in laccase enzyme immobilization.
Cryogel synthesis was realized in the presence of crosslinker EGDMA (ethylene
glycol dimethacrylate) by the addition of APS (ammonium persulfate) and TEMED
(N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine) initiator and activator couples onto GMA

(glycidyl methacrylate) and HEMA (2-hydroxyethyl methacrylate) comonomers.



Laccase immobilization onto P(GMA) cryogel, synthesized as support material,
was attained through covalent bonding method by the nucleophilic attack of
laccase amino groups to GMA epoxy groups. The structural changes in P(GMA)
cryogel due to enzyme immobilization was determined by Fourier transformed
infrared spectrometer (FTIR). The macroporous cryogel support material was also
characterized by scanning electron microscope (SEM), and swelling test. The
swelling ratio of P(GMA) cryogel following an incubation period of 24h with laccase
was determined to be 572%. Laccase activity was determined in batch system
under different conditions using aqueous solutions of ABTS (2.2'-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) as substrate. The effect of pH, reaction time,
temperature, enzyme concentration, substrate concentration, and storage period
on immobilized enzyme activity was determined and compared with those of free
enzyme. Reaction activation energy (E,) was calculated using Arrhenius equation
as 27.0 kJ.mol™ and 28.8 kJ.mol™ for free and immobilized laccase, respectively.
Km and V,, values were determined by Lineweaver-Burk diagrams as 165.1 uM
and 55.2 pM.min? for free laccase and 156.0 uyM and 1.57 pM.min? for
immobilized laccase, respectively. Immobilized enzyme was determined to retain
82.5% of the original activity level following 6 repeated use and 72.0% following a
storage period of 4 weeks. The free enzyme retained only 24.0% of its original
activity following the same storage period. Lastly, decomposition products
resulting from enzymatic oxidation of a model phenolic compound (3,5-
dinitrosalicylic acid) by laccase in aqueous solution were identified by liquid

chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS).

Key Words: Phenol and its derivatives treatment, Trametes versicolor laccase,
enzyme immobilization, cryogel, liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS).
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1. GIRIS

Nufusun giderek artmasi, teknolojinin gelismesi ve sanayilesmenin hizlanmasi gibi
faktorler gevre kirliligi sorunlarini da artirmaktadir. Evsel, endustriyel, tarimsal ve
diger uygulama alanlari tarafindan kullanilan maddelerin, atik olarak
degerlendirilen  kisimlarinin  artilmadan  c¢evreye  birakilmasiyla  “kirlilik”
olusmaktadir. Olusan kirlilik sonucu atik sularin yeralti sularina, akarsu, gol ve
denizlere ulasmasiyla etki alani artmakta ve besin zinciri dongusunu ve insan
saghgini ciddi anlamda etkilemektedir [1]. Atik sularin ¢evre igin problem
olusturmasini 6nlemek igin suyun kullanim standartlarina uygun olmasi, kirletici
miktarinin izin verilebilir limit seviyesinde oldugunun kontrol edilmesi ve gerekli

aritma islemlerinden gegcirilmesi gerekmektedir.

Toprak, su ve havanin fiziksel veya kimyasal Ozelliklerinin tamaminin veya bir
kisminin, insan, hayvan ve bitki saghgini olumsuz yodnde etkileyecek bicimde
bozulmasi fiziksel ve kimyasal kirlilige, mikroorganizmalarca kirlenmesi ise
biyolojik kirlilige yol acmaktadir. Biyolojik kirlilik, patojenler, atiklari besin kaynagi
olarak kullanarak uUreyen algler, kufler ve bakterilerdir. Fiziksel kirlilik, renk, koku,
tat, derisim, sicaklik, pH gibi fiziksel parametrelerin degismesiyle olusmaktadir.
Kimyasal kirlilik ise, izin verilen limit asiminda toksik etki gosteren endustriyel
atiklarin ¢evre sularinda birikmesi ve canli dokularinda yogunlagsmasi sonucu

olugsmaktadir [2].

Atik sulardaki kimyasal kirlilige sebep olan maddelerden bazilari, organik
maddeler (fenoller, proteinler, karbonhidratlar, yag, gres, yuzey aktif maddeler,
pestisitler, klorlu bilesikler vb.), agir metaller (antimon, arsenik, bor, bakir, baryum,
cinko, kursun, nikel, krom, kalay, kobalt, gimis, magnezyum, molibden,
kadmiyum, vb.), siyanur, poliklorobifenil (PCB), polibromobifenil (PBB), aromatik
ve alifatik hidrokarbonlar, asbest, rafine etme ve distilasyon islemleri sirasinda
olusan maddeler ve pargalanmaya direncli deterjanlardir. Kimyasal kirlilikler, geri
donusumu olmayan bir sekilde ekolojik dengenin bozulmasina neden

olabildiginden dolayi, aritimina 6zen gosterilmelidir [2, 3].

Cesitli endustriyel, tarimsal ve evsel faaliyetler sonucu olusan fenol ve tlrevleri

kimyasal kirlilige sebep olan yuksek doz kirleticilerdendir [4, 5]. Amerika Birlesik



Devletleri Cevre Koruma Ajansi (US-EPA) ve Avrupa Birligi tarafindan birincil
kirleticiler olarak siniflandiriimig fenollerin insan saghgr Uzerinde ciddi etkileri
vardir [6]. Fenol ve turevlerine maruz kalindiginda siddetli agrilar, beyin, dolagim
ve sinir sisteminde bozukluklar gibi rahatsizliklar ve hatta élumler bile gorulebilir [3,
7, 8]. Bu ylzden fenol ve turevlerinin uzaklastirimasina énem verilmelidir. Fenol
ve tlrevlerinin aritiminda cesitli kimyasal, fiziksel veya biyolojik yontemler
kullaniimaktadir. Biyolojik aritma yontemleri kimyasal bilesiklerin par¢calanmasinda
kullanilan en ekonomik yontemlerdir [3]. Enzimlerin kimyasal bilegiklerin sec¢imli
olarak uzaklastiriimasinda kullanilan en uygun maddeler oldugu 1970’lerden bu
yana bilinmektedir. Son yillarda, tirozinaz, peroksidaz veya lakkaz enzimleri ile
olusturulan malzemeler fenol ve turevlerinin uzaklastiriimasinda kullaniimaktadir
[9].

Lakkaz (EC 1.10.3.2, p-difenol=dioksijen oksidorediktaz) enzimi oksidazlarin
mavi-bakir proteinler olarak adlandirilan grubuna aittir. Lakkaz, radikal katalizli
tepkime mekanizmasi ile gesitli aromatik ve aromatik olmayan bilesikleri, elektron
alicisi olarak molekuler oksijeni kullanarak, yukseltgeyebilme 6zelligine sahiptir.
Fenoloksidaz olarak da adlandirilan lakkaz enzimi, fenol ve tirevlerini
yukseltgeyerek uzaklastirimasini saglamaktadir [10]. Lakkazin, kagit, tekstil, gida,
ilag endustrilerinde biyokatalizér olarak kullanimi  bilinmektedir [11]. Bu
uygulamalarda lakkazin immobilize hali, saf ve izole halinin kullanimina dayali
islemlere gore hem daha uzun 6mirli hem de daha disik maliyetli oldugundan
tercih edilmektedir [12, 13].

Enzim immobilizasyonunda tutuklama, kapsulleme, adsorpsiyon, kovalent
baglanma ve 6z immobilizasyon yontemleri kullaniimaktadir. Sulu c¢oézeltilerdeki
calismalarda ve denatlre edici faktorlerin varliginda enzim sizmasi minimize edilip
aranun proteinle kirlenme olasiligi yok edildiginden kovalent baglanma daha ¢ok
tercih edilmektedir [14].

Enzim immobilizasyonunda anorganik, sentetik polimer veya dogal kokenli
maddeler destek malzemesi olarak kullaniimaktadir. Enzim ylzeyindeki baglanma
bolgelerinin ¢ok sayida olmasindan kaynaklanan denaturasyon ve enzimin
konformasyonel degisim egdilimi ve olasi spesifik olmayan etkilesimlerin
immobilizasyon sirasinda asilmasi gerekmektedir [15, 16]. Kriyojel olarak

adlandirilan  hidrojel  yapilarinin  polimerizasyonunun  dusuk  sicaklikta



gerceklesmesinden dolaylr kriyojellesme boyunca, enzim konformasyonu
dinamikleri ve denatirasyon sorunlari azalmaktadir [17]. Elde edilen kriyojel
yapilari kullanicilara super makrogozenekli yapilari nedeniyle, énemli basing
dususu ve difuzyon direnci olmadan yuksek akis hizlarinda g¢alisma olanagi

saglamaktadir [18].

Bu calismada, cevresel kirletici olarak endustriyel aktivitelerin 6nemli atiklari
arasinda yer alan fenolik bilesiklerin atik sulardan uzaklastiriimasi igin Trametes
versicolor lakkazin kullanimi hedeflenmistir. Lakkaz kismen donmus monomer
cOzeltileri kullanilarak hazirlanan kriyojele kovalent baglanma yontemiyle
immobilize edilmistir. Sentezlenen makrogbzenekli kriyojel, Fourier donusumlu
kizilotesi spektrofotometresi (FTIR), taramali elektron mikroskobu (SEM) ve sisme
testleri ile karakterize edilmistir. Lakkaz aktivite tayini deneyleri farkli ortam
kosullarinda kesikli sistemde incelenmigtir. pH, tepkime suresi, sicaklik, enzim
derisiminin ve substrat derisiminin immobilize enzimin aktivitesi Uzerine etkisi
belirlenmis ve serbest enzim ile karsilastiriimistir. Enzim immobilizasyonunun
temel hedefi olan tekrar kullanilabilirlik deneyleri yapilmigtir. Ayrica serbest ve
immobilize enzimin depolama kararliliklari incelenmistir. Calismanin  son
basamaginda sivi kromatografisi-tandem kutle spektrometresi (LC-MS/MS)
kullanilarak sulu ¢6zeltideki model fenolik bilesiginin (3,5-dinitrosalisilik asit) lakkaz

ile enzimatik yukseltgeme sonrasindaki pargalanma Grunleri belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fenol ve Turevleri

Fenol, komur katranindan Friedlied Ferdinand tarafindan 1834 yilinda kesfedilmis
Fransiz kimyager Auguste Laurent tarafindan 1841 yilinda saflasgtiriimis ve 1843
yilinda Fransiz kimyaci Charles Gerhardt tarafindan "fenol" adi ile ifade edilmigtir
[19]. Fenolln, benzen fenol, benzenol, karbolik asit, hidroksi benzen, mono-
hidrobenzen, fenol alkol, fenil-hidroksit ve fenilik asit gibi yaygin kullanilan es

anlamli adlandirmalari bulunmaktadir [7].

Fenol kimyasal formulu CgHsO olan aromatik bir alkoldur (Sekil 2.1). Fenoliun
molekul agirhgr 94.11 g/mol, erime noktasi 41.0°C, kaynama noktasi 181.9°C ve
0z kutlesi 1.072 g/mL’dir [7]. Saf halde, renksiz veya agik pembe renkli bir katidir.
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Sekil 2.1. Fenolln kimyasal yapisi

Fenoller tatlimsi buruk bir kokuya sahiptir. Fenollerin havada kokusunu tespit limiti
0.021-20 g/L arasindadir. Su igerisindeki fenolin koku tespit degeri 7.9 mg/L ve tat
tespit degeri ise 0.3 mg/L’dir. Buharlagsmasi su ile karsilastiriildiginda daha

yavastir. Sudaki ¢o6zinUrligu orta dereceli olan yanici maddelerdir [3].



Cizelge 2.1. Sivi ve kati halde olan fenolik bilesiklerden bazilari

Sivi Kati
m-kresol p-kresol
2-klorofenol 3-klorofenol

2-bromofenol
Salisilaldehit
2-etilfenol
2,4-dimetilfenol
Metil salisilat
3-metoksifenol

2-metoksi-4-propenilfenol

2,4-bromofenol
2-nitrofenol

Naftol
4-kloro-3-metilfenol
Katekol

Resorkinol
2,6-dimetilfenol
4-metoksifenol
4-hidroksibenzelaldehit
Salisilik asit

3,5-dinitrosalisilik asit

Optimum kosullar altinda enzim etkinliginin belirlenmesinde model fenol tlrevi
olarak kullanilan 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) kimyasal formuli C;H4sN,O- olan bir
monofenoldur (Sekil 2.2). DNS molekul agirligi 228.12 g/mol, erime noktasi 168-
174°C, kaynama noktasi 387.2°C ve 0z kutlesi 1.838 g/mL olan sari renkli bir
katidir [20].

O OH
HO
0O 0O
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- O

Sekil 2.2. 3,5-Dinitrosalisilik asitin kimyasal yapisi



2.1.1. Fenol ve Tiirevlerinin insan Sagligina ve GCevreye Etkileri

Su kirliliginin ekonomi ve saglik Uzerindeki olumsuz etkilerini yok etmek igin su
kirliligine sebep olan maddelerin artimi saglanmalidir. Su kirliligine sebep olan
maddeler arasinda yuksek toksisite Ozelligi ile bilinen fenol ve turevleri
bulunmaktadir [21]. Fenol ve turevleri yuksek toksisitesi, yuksek oksijen ihtiyaci
(teorik olarak, 2.4 kg O./kg fenol) ve dusuk biyolojik pargalanma 6zelliginden
dolayr Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (US-EPA) ve Avrupa Birligi

tarafindan birincil kirleticiler olarak siniflandiriimistir [6].

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan fenoller icin sularda izin verilebilir derisim
1 ppm ve izin verilebilecek maksimum derisim 2 ppm olarak belirlenmistir. Fenoller
1 ppm gibi duslk derisimde bile icme suyunda karbolik kokulariyla koku ve tat
problemleri yaratir ve protoplazmik zehirler olduklarindan tim canli hicre tirlerine

zarar verebilmektedirler [22, 23].

Fenoller insanlar Uzerindeki toksik etkisiyle biyokimyasal fonksiyonlari
etkilemektedir [23]. Fenol ve tlrevlerine maruz kalindiginda bodazda siddetli
yanma, kusma, susama, mide kanamasi, idrarda azalma, mide kramplari, solunum
durmasi, bayilma, vicut sicakliginda azalma ve deri soyulmasi gibi belirtiler gelisir.
insanlarda, fenol iceren su ve gidalarin viicuda alinmasi siddetli agrilara, beyin,
dolasim ve sinir sisteminde bozukluklara, bébrek yetmezligine, gérme kaybina,
agir sarsintilara ve hatta élimlere bile neden olabilmektedir [3, 7, 8]. 4.8 graminin
10 dakikada olumle sonuglandigi bildirilen en dusik doz olarak fenollin esik

degerini olusturmaktadir [3].

Fenolik bilesiklerden 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) teneffls edilmesi, deri ile temasi
ve yutulmasi halinde oldukga zararh olan bir maddedir. DNS deride ciddi yaniklara
ve @g6zde ciddi hasarlara neden olur. Yapilan hayvan deneyleri sonucunda

yutulmasi halinde 6lime sebep oldugu bildirilmistir [24].

2.1.2. Cevredeki Fenol ve Tiirevlerinin Olugsumu

Fenoller hem dogal hem de endustriyel islemler ile olusmaktadir. Lignoseltlozik
malzemenin ve hayvansal atiklarin bozunmasi ve orman yanginlari gibi doga
olaylarinda toprak ve suya karigmasi sonucu dogada bulunmalarinin yanisira

komur, kagit, regine, odun, kauguk, patlayici, plastik, kimya, ilag, tekstil ve boya



uretim sektorlerinden, mineral, metal isleme tesisleri ile petrol rafinerileri gibi gesitli
endustriyel aktivitelerde agiga ¢ikan endustriyel atiklarda da bol miktarda fenol ve

turevlerine rastlanmaktadir [4, 5, 25, 26].

Cevredeki fenol kaynaklarindan biri de tarim zararlilarina karsi kullanilan herbisit,
insektisit ve fungusit gibi kimyasallardir. Yapilarinda bol miktarda fenol ve
tirevlerini bulunduran bu kimyasal maddeler yagmur sulari ve diger faktorler

sebebiyle gevredeki fenol miktarinin artmasina sebep olmaktadir [27].

2.2. Fenol ve Turevlerinin Aritim Yontemleri

Organik bilegsiklerden tehlikeli kirleticiler olarak adlandirilan fenol ve turevlerinin su
ortamlarina desarj edilmeden 6nce aritiminin yapilmasi son derece Onemlidir.
Fenol ve turevlerinin niteligine bagli olarak (tanecik boyutu, ugucu veya ugucu
olmamasi, hidrofobik veya hidrofilik olmasi) ¢esitli kimyasal, fiziksel veya biyolojik
aritma yontemleri kullaniimaktadir [3]. Bu yontemler 6zitleme, uygun adsorban
kullanilarak adsorpsiyon, buhar destilasyonu, reaktifler ile kimyasal bozunma,
membran islemleri, biyosorpsiyon, iyon degistirme, radyasyon ve elektrokimyasal
yontemlerdir [3, 5]. Bu yontemlerde, yuksek maliyet, saflastirma eksiklikleri,
uygulama igin sinirli derisim araligi, disuk verimlilik ve uygulanabilirlik, zararli yan

ardnlerin olusumu gibi eksiklikler ve kisitlamalar olusabilmektedir [5].

Gunumuzde yuksek miktarda organik madde iceren ve aritima karsi direncli
endustriyel atik sularin aritiminda yukseltgeme islemlerinden genis oranda
faydalaniimaktadir. Kimyasal ylUkseltgeme, ultraviyole 1s1g1 ile ylkseltgeme,
elektro-ylkseltgeme, yas hava yukseltgemesi, bakteriyel ylkseltgeme, ozon ile
yukseltgeme ve enzimatik ylkseltgeme gibi cesitli yikseltgeme islemleri fenol ve

tirevlerinin uzaklagtirimasinda kullaniimaktadir.

Kimyasal yukseltgeme toksik organik bilesiklerin tamamen bozulmasi icin oldukca
etkili bir yontemdir. Fakat kimyasal ylkseltgeme yéntemi ekonomik degildir ve
cevredeki Kkirlilik problemini tamamen ortadan kaldiramaz. Biyolojik aritma
yontemleri organik maddelerin bozulmasinda kullanilan en ekonomik yontemlerdir
[3]. Bu yuzden enzim kullanimiyla yukseltgeme islemi gerceklestiriimesinin disuk

maliyette olmasi tercih edilme sebeplerinden biridir.



2.2.1. Enzim Kullanimiyla Aritim Yontemi

Atik sularda aritim i¢in enzim kullanimi 1930’lu yillara dayanir. Enzimlerin kimyasal
bilesiklerin se¢imli olarak uzaklastiriimasinda kullanilan en uygun maddeler oldugu
1970’lerden bu yana bilinmektedir. Bu bilgi ile fenolik bilesiklerin uzaklastiriimasi
ile ilgili yapilan caligmalarin blyuk bir bolimi enzimlerin kullanildigi biyolojik

yontemleri gelistirmeye yoneliktir [28, 29].

Geleneksel yontemlerin gogunda istenmeyen yan drtnlerin olusmasi veya zararli
kimyasallarin  kullanimi  gibi dezavantajlar vardir. Bu sebeple enzimatik
yukseltgeme gibi yontemler 6nem kazanir. Enzimatik yukseltgeme yonteminde
enzimlerin 6zgul ve biyobozunabilir katalizorler olmasi, enzim tepkimelerinin ilimh
kosullarda yuratulebilmesi ve yontemin ¢evre dostu ve pratik olmasi gibi pek ¢ok

avantaj bulunmaktadir [30].

Son vyillarda, tirozinaz, peroksidaz veya lakkaz enzimleri ile olugturulan
malzemeler fenol ve tdrevlerinin uzaklastirilmasinda kullaniimaktadir. Bu
malzemelerin kullanimi saf ve izole haldeki enzimlerin kullanimina dayali islemlere

g6re hem daha uzun 6murli hem de daha dusik maliyetli olmaktadir [9].

2.3. Enzimler ve Genel Ozellikleri

Enzimler peptit baglariyla birbirine baglanmis aminoasit zincirlerinden olusan
yuksek molekul agirlikli, ¢coklu fonksiyonel gruplara ve oldukg¢a kararli G¢ boyutlu
yaplya sahip biyolojik bilesiklerdir. Canli hicreler tarafindan olusturulurlar ve canli
hlcrelerde gergeklesen binlerce kimyasal tepkimeyi yurlten protein yapisinda

biyokatalizorlerdir [31].

Enzimlerin varligi yuzyillardir bilinmektedir. 1835 yilinda yapilan ilk ¢aligmalar,
enzimleri kimyasal katalizér olarak adlandiran isvecli kimyager Jon Jakob
Berzelius tarafindan yuritilmistir. ilk saf haldeki enzim Cornell Universitesi'nde
James B. Sumner tarafindan 1926 yilinda elde edilmistir. Sumner, fasulyeden

Ureaz enzimini izole ederek 1947 yilinda Nobel 6duline layik gorGimustar [32].

Enzimlerin en onemli 6zellikleri tepkime aktivasyon enerijisini dusurerek tepkimenin
hizli ve verimli olmasini saglamasi ve kararli yapilariyla herhangi bir kimyasal

degisiklige ugramadan tepkimeyi katalizlemesidir [33, 34]. Enzim Kkatalizli



tepkimelerde enzimin aktif kismina substrat baglanmasi hidrojen baglar veya

iyonik bagdlar ile gergeklesir.

Standart kosullarda bir dakikada 1 mikromol substrat donusumunu katalizleyen
enzim miktar1 1 aktiflik birimi (U) olarak adlandirilir. Aktiflik degeri yaklasik olarak
saf enzimler igin 10°-10™" kg ve enddistriyel enzim preparatlari igin ise 10™-107 kg
olarak belirtilebilir [35]. Bir enzim moleklli dakikada binlerce kez tepkime

dongusune girip donguyu yurutebilir.

Enzimlerin aktiviteleri, yapisini olusturan aminoasitlerin dizilisine ve reaktifliklerine
(nUkleofilitesine) baghdir. Sicaklik, pH, enzim ve substrat derisimi, inhibitor veya

aktivator varligi gibi gesitli faktorler de enzim aktivitesini etkiler [36].

Biyokatalizor olarak enzimlerin geleneksel kimyasal katalizorlere gore 6zgunluk ve
secimlilik Ustunlukleri vardir. Bu avantajlari sadece belirli tepkimelerle sinirli
olmayip etkinlik gosterdikleri molekullerin benzer kisimlarini ayirt etmede (bdlgesel
0zgullik) veya optik izomerlerin ayirt edilmesinde (stereodzgullik) de gecerlidir
[37]. islem suresinin kisalidi, genis bir derisim araliginda ve seyreltik ¢ozeltilerde
bile etkin aritim potansiyelleri diger Ustunlikleridir. Enzim izolasyon ve saflastirma
maliyetinin yUksekligi ve dogal ortamlarindan uzaklastirildiginda kararsiz oluslari

ise dezavantaj olarak belirtilebilir.

Enzimler, enzim komisyonu (EC) tarafindan katalizledikleri tepkime tlrine gore 6

ana gruba ayrilirlar:
1. Oksidoreduktazlar
2. Transferazlar
3. Hidrolazlar
4. Liyazlar
5. Izomerazlar
6. Ligazlar

Oksidoreduktaz olarak adlandirilan enzim grubu ise yukseltgenme-indirgenme

tepkimelerine katilan enzimlerdir ve 4 gruba ayrilir:
1. Oksidazlar

2. Dehidrogenazlar



3. Peroksidazlar

4. Oksigenazlar

2.3.1. Lakkaz

Lakkaz (EC 1.10.3.2, p-difenol=dioksijen oksidoreduktaz) enzimi oksidazlarin mavi-
bakir proteinler olarak adlandirilan grubuna aittir. Lakkazlar polifenol oksidazlar

olarak da adlandirilirlar. Coklu bakir oksidazlarin en yaygin bulunan turaduar [10].

2.3.1.1. Lakkazin Yapisi

Aktif haloenzim yapisinda olan lakkaz molekulu dimer veya tetradimer bir
glikoproteindir. Genellikle U¢ redoks bdlgesine bagli monomerik ve multimerik dort
bakir atomu igerir ve bakir atomlari molekulin énemli prostetik gruplaridir (Sekil 2.3).
Lakkaz molekulundeki bakir atomlarir UV/gorunir ve Elektronik paramagnetik
rezonans (EPR) spektroskopisi teknikleri kullanilarak ayirt edilebilir [38, 39].

Spektroskopik ve fonksiyonel karakteristiklerine goére siniflandirilir.

His Q— _C" _ Peptit zinciri
Hi m! — His  His
7< > C>c{_L/

-
-

-

e

Ht/ \ c‘_° Tip 1
Tip 2 His 'L/>“ o ‘/
Tp3

Peptit zinciri

. v
Ug cekirdekli alan

Sekil 2.3. Lakkazin 3 redoks bolgesi ve 4 bakir atomunun gosterimi [40]
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Tip 1 bakirt enzimin 600 nm’ de gozlenebilen mavi renginden sorumludur ve EPR
ile belirlenebilir. Lakkaz enziminin karakteristik mavi renginden Tip 1 bakirin,
sistein (Cys) aminoasidinin kukurt (S) grubu ile yaptigi bag sorumludur. Tip 2 bakir
bdlgesi renksizdir. Gorunur bolgede ¢ok zayif absorbans vermesine karsin EPR ile
belirlenebilir. Tip 3 bakir bolgesi iki ¢ekirdekli yapida bir ¢ift bakir atomu igerir. Tip
3 bakirlari yakin UV’de 330 nm'de verdigi zayif absorbans bandiyla karakterize
edilirken EPR’ta sinyal vermez. Tip 3 bakirlari arasindaki kuvvetli
antiferromanyetik baglanma hidroksil koprusu ile olusur. Tip 2 ve Tip 3 bakir

bolgeleri kapalidir ve ug¢ ¢ekirdekli demet olusturur (Sekil 2.3) [11].

Tip 1 bakiri iki histidin aminoasidinin iki azotu ve biri sistein digeri metiyonin
aminoasidinden iki kukurt ile bag yapmis durumdadir. Tip 2 bakiri, su ve iki histidin
ligandlari ile Tip 3 bakirlar ise hidroksit koprisu ve Ug¢ histidin ligandi ile
koordinedir [41].

Lakkaz geometrisi bozulmus Uggen bipiramit koordinasyon olarak adlandirilir. Tip
1 ve Tip 2 bakir atomlarinin koordinasyon bdlgesi arasinda nadir olarak gorilen
ara Urun olarak 16sin kalintisi vardir. Fakat koordine olabilmek igin ¢ok uzaktir. Bu

sebeple U¢ bakir atomu birbiri ile koordinedir [42].

Lakkazin yapisinda yer alan aminoasitlerin birbiri ile etkilesimleri (hidrojen badlari,
van der Waals etkilesimleri, iyonik kuvvetler ve hidrofobik etkilesimler) domain adi
verilen globuler birimler halinde katlanmig U¢ boyutlu yapinin olugmasini saglar
(Sekil 2.4) [43].

11



COOH

Sekil 2.4. Trametes versicolor lakkazin G¢ boyutlu yapisi [44]. Domainler farkli
renklerle gdsterilmistir (Tip 1, Tip 2 ve Tip 3). Bakir iyonlari mavi kireler halinde

karbohidrat ve disulfit baglari gubuk modeller olarak yer almaktadir.

2.3.1.2. Lakkazin Ozellikleri

Lakkazin énemli bir 6zelligi yapisinda bulunan % 10-45 oranindaki karbohidrat
kisminin enzime yuksek kararlilik saglamasidir [38]. Durgun halde UV-gérunur
spektrumunda yaklasik 280 nm ve 600 nm civarinda iki maksimum pik ve 330 nm

yakininda bir omuz goézlenir [39].

12



Cizelge 2.2. Genel ve Trametes versicolor kaynakli lakkazin fiziksel 6zellikleri [45]

Ozellik Lakkaz Trametes Lakkaz
Optimum pH 3.0-75 3.6-53
Optimum Sicaklik (°C) 40 - 80 60

Molekiil Agirhigi (kDa) 60 — 390 60 — 65

Molekiil basina bakir icerigi 2 - 16 4

Redoks potansiyeli (mV) 180 — 800 Tip 1: 785 Tip 3: 782

izoelektrik nokta (pl) 26-7.8 3.1-33 46-6.8

Substratlari 0- ve p- difenol; polifenol; aminofenol; klorofenol; askorbik asit;
ferrosiyanur

inhibitorleri CN; N¥; F; halojen ve anyonlar; pH; dietilkarbamik asit; tiyoglikolik

asit; feniltiyolre; EDTA; koniferil alkol

Katalizledigi Tepkimeler Metil, metoksi ve karboksil giderimi; fenoksi radikallerinin olusumu;

Ca-Cp pargalanmasi; aril-alkil pargalanmasi; Ca-yukseltgemesi

Lakkazlar sadece metoksi bagli monofenol, orto-/para-/difenol ve polifenollerin
hidroksil grubundan hidrojen atomunun uzaklastiriimasini degil, ayni zamanda
aromatik aminler, anilinler, fenolik olmayan bilesikler ve bazi inorganik iyonlar
radikaller haline yUkseltgeyebilme 6zelligine de sahiptir [46, 47]. Buna ek olarak
lakkazlar sadece fenolik ve metoksifenolik asitleri degil ayni zamanda dikarboksilik

asitleri de metoksi gruplarina saldirarak (demetilasyon) yukseltgemektedir [48].

Enzimin aktif merkezine erisemeyecek kadar buyiuk ve oldukga yilksek redoks
potansiyeli olan ya da lakkaz ile dogrudan yukseltgenemeyen substratlar igin
“kimyasal aracilar’ kullanilarak ylUkseltgeme islemi gerceklestirilir. Bu tlrlerin
yukseltgenmis radikal formlari substrat ile etkileserek elektron aktarimina aracilik
etmektedir [49].

Halojen, azit, siyanir ve hidroksit anyonlari Tip 2 ve Tip 3 bakir atomlarina
baglanip, elektron transfer sistemini bozarak enzim inhibisyonuna yol acarlar.
Hidroksit inhibisyonu, genellikle substratlarin alkali pH degerlerinde
katalizienmesini dnler. Bazi metal iyonlari (Hg®* gibi), yag asitleri, silfidril gruplari
ve hidroksiglisin diger inhibitérlerdir. inhibitdrler aminoasit birimlerini modifiye

etmesi ve bakir atomlari ile selat olugturmasiyla etkisini gosterir [49].
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2.3.1.3. Lakkaz Kaynaklari

19. yy’dan beri lakkaz enzimi ile ilgili dikkat ceken calismalar yapiimaktadir [10,
50]. Lakkaz enzimi Yoshida tarafindan 1883 yilinda ilk olarak Japon Lacquer
(vernik) agaci olan Rhus vernicifera’nin regine kanal sivilarindan 6zutlenerek elde
edilmigtir [51]. Lakkaz Rhus vernicifera disinda Rhus succedanea, Lactarius
piperatus, Prunus persica gibi yuksek bitkilerde de bulunmustur [52]. Lakkazin
funguslar tarafindan salgilanan bir enzim oldugu ise 1896 yilinda Bertrand ve
Labord tarafindan bulunmustur [53]. Trametes versicolor, Trametes hirsuta,
Trametes ochracea, Trametes villosa, Trametes gallica, Cerrena maxima,
Coriolopsis polyzona, Lentinus tigrinus, Pleurotus eryngii, Dichomitus squalens,
Junghuhnia separabilma, Phanerochaete crysosporium, Phlebia ochraceofulva,
Phlebia radiata ve Rigidoporus lignosus bu funguslardan bazilaridir. Ek olarak
lakkaz, gubre humifikasyonuna katilan Myceliophthora thermophila ve
Chaetomium thermophile gibi ¢uruk¢ul funguslar tarafindan da uretilebilir [54].
Azospirillum lipoferum [55], Marinomonas mediterran [56], Streptomyces griseus
[57] ve Bacillus subtilis [58] gibi bazi bakterilerde de lakkaz aktivitesi oldugu rapor

edilmistir.

Bakteri, bitki ve bdceklerde lakkaz olugsmasina ragmen literatirde bulunan
calismalarda lakkazlarin buyuk bir kismi funguslardan izole edilmistir. Lakkaz,
lahana, salgam, seker pancari, elma, seftali, kuskonmaz gibi birgok sebzede ve

meyvede bulunmustur [10].

2.3.1.4. Lakkazin Biyolojik Rolleri

Fungal lakkazlarin ¢odunlugunun biyolojik roli hala belirsizdir. Fakat Trametes
versicolor, Lentinus edodes ve Pleurotus ostreatus gibi fungal lakkazlar lignin
degredasyonunda yer almaktadir [59-61]. Fungal lakkazlarin temelde (g
fonksiyonu vardir. Bunlar pigment olusumu, lignin bozulmasi ve detoksifikasyondur
[40]. YUksek bitkilerde, lakkazlar ksilem dokulari odunlastirmaya katilirlar [62, 63].
Bakteriyel sistemde lakkazlar melanin Uretimi, spor ceket direncinde ve

morfogenezindeki katilmada rol alirlar [57, 58].
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2.3.1.5. Lakkazin Katalitik Rolleri

Lakkaz, radikal katalizli tepkime mekanizmasi ile gesitli aromatik ve aromatik
olmayan bilesikleri yukseltgeyebilme 0zelligine sahiptir. Yukseltgeme isleminde
lakkaz elektron alicisi olarak molekuler oksijen kullanmaktadir. Katalitik gevrimde
bir oksijen molekulu iki su molekultine indirgenirken 4 substrat molekulu 4 radikale
yukseltgenir. Lakkaz katalizi, dogrudan degradasyon veya polimerizasyon olarak

sonuglanabilir.
Lakkaz katalizli tepkimeler U¢ ana basamakta gergeklesir:
1. Tip 1 bakiri indirgenirken substrat yukseltgenir.

2. Tip 1 bakir bolgesinde agiga ¢ikan elektron Tip 2 ve Tip 3 bakir bolgelerine

transfer edilir.
3. Tip 2 ve Tip 3 bakir bolgesinde molekuler oksijen suya indirgenir.

Tip 1 ve Tip 2 bakir atomlarinin elektron aldigini ve Tip 2 ile Tip 3 bakir
atomlarinin oksijen baglanma islevini icerdigini kinetik, spektroskopik ve EPR

verileri gostermistir.

Tip 1 alanina substrattan elektron transferi olmasi hiz belirleyici basamak
oldugundan lakkazin katalitik etkinligi Tip 1 bakir bolgesinin redoks potansiyeline
baglidir. Dolayisiyla Tip 1 bakir bolgesinin redoks potansiyeli ne kadar yuksekse
katalitik etkinlikte o kadar yuUksektir. Tip 1 bakirinin sahip oldugu Ug¢ ligandin (2
histidin (His) ve 1 sistein (Cys)) trigonal piramidal geometrideki koordinasyonu
sonucu yuksek redoks potansiyeli olusur [64]. Redoks potansiyellerinin 430 mV -

780 mV araliginda degistigi saptanmistir [11].

Trametes versicolor kaynakli lakkazdaki ylzey dagilim potansiyeli sonucu negatif
yuk baskinhgi ortaya c¢ikar ve asidik izoelektrik nokta (pl) degerine sahiptir. Enzim-
substrat kompleksinin kristal yapisindan belirlenen Tip 1 bakir bdlgesinin
yakinindaki negatif yukin islevi katalitik déngl slresince olusan radikalin

kararliligini sagladigindan dolayi 6nemlidir [44].
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2.3.1.6. Lakkazin Uygulama Alanlar

Lakkaz fenolik bilegikleri yuUkseltgeyebilme yeteneginden dolayr 19.yy’dan beri
endustride kullaniimaktadir [54, 65]. Fenolik bilegikleri ylkseltgeyebilmesi lakkazin
atik sularin artiminda, ksenobiyotiklerin bozunmasinda ve boya renk gideriminde
kullanimini uygun hale getirmektedir. Lakkazin, kagit, tekstil, gida, ila¢
endustrilerinde biyokatalizor olarak kullanimi bilinmektedir. Bunun yaninda yakit
hlcresi, biyosensor yapimi gibi cesitli biyoteknolojik ve ¢evresel alanlarda da

kullanimlari bulunmaktadir [11].

Lakkaz kullanimi enerji ve kaynak tuketimindeki tasarrufu, yeni fonksiyonlar
olusturmasi ve c¢evre Uzerindeki zararl etkileri azalttigindan tehlikeli ve pahali

kimyasallar yerine tercih edilmektedir [11].

2.4. Enzim immobilizasyonu
Enzimlerin kararliliklarini arttirmak icin farkli yontemler kullaniimaktadir. Bu
yontemlerden en sik kullanilanlar, kimyasal modifikasyon ve c¢esitli destek

malzemeleri Gzerine immobilizasyon yontemleridir [66].

Enzim immobilizasyonu enzimin ¢ézinmeyen destek malzemesine baglanmasidir
[67]. Enzimin uygun bir destek malzemesine immobilizasyonu doért farkli yolla

gergeklesir.

1. immobilizasyondan &énce enzim uygun bir tepkimeyle aktive edilir.
Aktivasyon isleminde, molekul i¢i ve molekuller arasi g¢apraz baglanma
olasiligi ve reaktif kimyasal bilesiklerin aktiviteyi degistirme riski dikkate

alinmalidir.

2. Modifiye edilmis destek malzemesi aktive edildikten sonra enzimin ylzeye

kovalent bag ile baglanmasi saglanir.

3. Biyosecimli grup igeren protein eldesi i¢in rekombinant DNA teknigi ile
modifiye edilip, biyoafinite ydntemiyle uygun destek malzemesine adsorbe

edilir.

4. Molekul i¢ci ve molekuller arasi gapraz baglanmasina neden olabilecek ¢ok
fonksiyonlu birlestirme ajanli destek malzemesi ile enzimin fonksiyonel

gruplari etkilestirilir.
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Immobilizasyon yéntemlerinin  gogu aktive edilmis destek malzemesinin

fonksiyonel gruplarina, amino gruplarinin nukleofilik saldirisi ile gerceklesir.

Iimmobilizasyon islemi, enzimi, Griinden ve tepkime karigimindan ayirma kolayhg,
enzimin tekrar kullanilabilirligi ve dusuk maliyet gibi avantajlar saglar [68].
Immobilize enzimin konformasyonel ve fonksiyonel 6zellikleri korunur, 1sil
kararsizlik, aktivitede inhibisyon ve denature edici ajanlara kargi yuksek duyarlilik
gibi olumsuz etkilerin éniine gegilir [12, 67, 69, 70]. immobilize enzimler susuz
sistemlerde, serbest enzimlerden daha ylUksek derisimlerde ve surekli sistemlerde

kullanilabilir. immobilizasyon ile bazi enzimlerin 1sil kararlii§i arttirilabilir [71].

Enzim immobilizasyonu uygulamalart  enzimlerin  endustriyel alanlarda
kullanilmasina olanak saglamaktadir ¢unkd immobilize enzimlerde depolama ve

calisma kararhliklari iyilestiriimektedir [14].

2.4.1. immobilize Enzimlerin Kullanim Alanlari

immobilize enzimler slrekli sistemlere olanak sagladigi icin endustriyel
uygulamalarda kullanimi  daha uygundur. immobilize enzimler heterojen
biyokatalizorler ve secimli adsorbanlar olarak kullanilmaktadir. Ayni zamanda
immobilize enzimlerin kati faz protein kimyasi ve kontrolll ilag salinimi konularinda
uygulama alanlari bulunmaktadir. Enzim immobilizasyonun, antibiyotik tretimi, tip,
gida endustrisi, biyosensor ve biyodizel Uretimi ve tekstil endustrisi gibi alanlardaki

uygulamalarinin yaygin oldugu rapor edilmistir [72].

2.4.2. Enzim immobilizasyon Yéntemleri

Kavramsal olarak, enzim immobilizasyonunda enzim ve destek malzemesi
arasinda kimyasal veya fiziksel etkilesimlerin yer aldi§i temel iki yontem vardir.
Fiziksel etkilesimler G¢ boyutlu bir matris icinde enzimin tutuklanmasi veya
organik/inorganik bir polimer icinde kapsullenmesi yontemlerini; kimyasal
etkilesimler ise adsorpsiyon, kovalent baglanma veya 0z immobilizasyon

yontemlerini icerir. Bu ydntemlerin her birinin avantaj ve dezavantajlari vardir [14].

Daha once de belirtildigi gibi, lakkaz biyoteknolojik ve g¢evresel uygulamalarda
deneysel ya da dogal kosullarda karmasik kimyasal islemlerin gerceklesmesini

saglayan, yuksek aktiviteye, secicilige ve 0zgullige sahip mukemmel bir
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katalizordur [73]. Fakat kuguk uygulamalar icin lakkazin serbest halde
kullanilmasi, dusuk kararlilik ve yuksek uretim maliyetine bagli olarak hala
sinirhdir [12, 13]. Immobilizasyon ile lakkazda bazi &zelliklerin olumlu yoénde
degismesiyle bu sinirlamalarin Ustesinden gelinir [49]. Lakkaz immobilizasyon
yontemleri ve literatirde yer alan bazi calismalar asagidaki basliklar altinda

aciklanmistir.

2.4.2.1. Tutuklama

Tutuklama poliakrilamid, kolajen, aljinat ya da jelatin gibi gbzenekli kati destek
malzemeleri iginde enzimlerin fiziksel etkilesimlerle tutulmasi olarak tanimlanir
[74].

Enzim ilk olarak monomer ¢ozeltisi iginde slspanse edilir ve daha sonra gevre ile
dogrudan temasi o6nlenerek polimerizasyon isleminde tutuklanir (Sekil 2.5).

Polimerik yapi, enzim varliginda sentezlenmektedir.

Sekil 2.5. Fiziksel etkilesimler ile enzim immobilizasyonu: G6ézenekli kati bir destek

malzemesi iginde enzimlerin tutulmasi

Tutuklama immobilizasyonu kolay bir yontemdir ve enzimde hi¢ bir yapisal
degisiklige neden olmaz. Ancak, bu ydntemde kutle transferi sinirlamalari ve

dusuk enzim yukleme kapasitesi mevcuttur [75].
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2.4.2.2. Kapsilleme
Tutuklama yontemiyle kargilastirildiginda enzim kapsullenmesinde de benzer bir
davranis gozlenmektedir. Cunku enzim bu iki immobilizasyon yontemiyle de ciddi

sinirlamalar ile gevre ve kutle transferinden korunmus durumdadir.

Kapsulleme yonteminin bir alternatifi ise mikrokapsulasyondur. Bu yodntemde
biyolojik olarak aktif olan madde, yari gegirgen malzemeden yapilmig mikron
bayuklugunde kurelerin merkezindedir. Mikrokapsulasyon edilmis lakkaz polimer
(polietilenimin vb.) veya inorganik maddeler (SiO, vb.) gibi yari gecirgen

membranlar ile ¢cevrelenir [76] (Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Fiziksel etkilesimler ile enzim immobilizasyonu: Enzimlerin

kapsullenmesi

2.4.2.3. Adsorpsiyon

Bir destek malzemesi Uzerine lakkaz adsorpsiyonu, iyonik ve/veya diger zayif
kuvvetlerin etkilesimini esas almaktadir (Sekil 2.7). Adsorpsiyon lakkaz
immobilizasyonu igin ucuz, basit ve diger yontemlerden daha yuksek ticari

potansiyele sahip bir ydontemdir [77].
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Sekil 2.7. Kimyasal etkilesimler ile enzim immobilizasyonu: Destek malzemesine

iyonik kuvvetler ile enzim adsorpsiyonu

immobilizasyon islemi sirasinda ortamin pH degeri, iyonik siddeti ve destek

malzemesi yuzeyinin hidrofobisitesi dikkate alinmalidir [78].

Trametes versicolor lakkaz ile adsorpsiyon yontemiyle cesitli immobilizasyon
calismalari yapilmistir. Huajun ve ark. [78] Trametes versicolor lakkazi
elektrostatik adsorpsiyon ve kovalent baglanma ile immobilize etmiglerdir. Lakkaz
adsorpsiyonu igin kullanilan temel malzemeler silika bazli desteklerdir. Manyetik
nano-tanecikli Cu®* gibi metal tabanli destek malzemeleri de metal-selat
adsorpsiyonunda kullanilmistir. Ornegin Trametes versicolor lakkaz Cu-selasyonu
ile  poli(hidroksietiimetakrilat-n-metakriloil-(I)-histidin ~ metilester) (PHEMAH)
nanokureler Uzerine immobilize edilmistir [14]. Bu histidin iceren nanokureler
uygun bir adsorpsiyon kapasitesine sahiptir ve immobilize edilmig lakkaz genis bir
pH ve sicaklik araliginda serbest lakkazdan daha ylUksek isil kararlilik ve aktiviteye

sahiptir.

Lakkaz immobilizasyonu i¢in Onerilen bagka bir adsorpsiyon yontemi ise cesitli
fonksiyonel grup ve hareketli iyonlar ile dekstran, agaroz ve kitosan gibi iyon

degisim regineleri kullanimina dayanmaktadir [77, 79].
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2.4.2.4. Kovalent Baglanma

Endustriyel uygulamalarda lakkaz immobilizasyonu igin en ilgi ¢eken yontem
kovalent baglanmadir. Sulu ¢Ozeltilerdeki c¢alismalarda ve denature edici
faktorlerin varliginda enzim sizmasi minimize edilip Grinun proteinle kirlenme

olasiligi yok edildiginden kovalent baglanma daha ¢ok tercih edilmektedir.

Bu ydontemde, destek malzemesi yuzeyindeki kimyasal gruplar protein Uzerindeki
nukleofilik gruplar ile yer degistirme tepkimesine girer (Sekil 2.8) [70]. Genellikle
protein yuzeyinde ¢ok sayida bulunan yuksek reaktiviteli lizin amino gruplari

kullanilarak kovalent baglanma gercgeklesir [80].

__ Reaktif grup

Nokleofil grup

Sekil 2.8. Kimyasal etkilesimler ile enzim immobilizasyonu: Enzimin nukleofilik

gruplar ve destek arasinda kovalent baglanmasi

Enzimin ¢cok noktadan baglanmasini saglamak igin secilecek destek malzemesi
kisa ayirici kollar ve yuksek yogunlukta reaktif gruplar icermelidir. Kaolin veya
gozenekli silika nanopartikuller gibi silika bazli malzemeleri iceren pek ¢ok destek
kovalent baglanma ile lakkaz immobilizasyonu icin kullaniimistir [13]. Eupergit ve
Sepabeads gibi pek ¢cok epoksi aktive regine, grafit, gimus, altin, cam ve karbon
bazl farkli pek gok elektrot da lakkaz immobilizasyonu igin kullaniimistir [12, 75].
immobilizasyon islemleri sirasinda puriizli metal ylzeye kovalent olarak

baglanmasini veya tek bir molekul adsorplanmasini algilayabilen, yuzey duyarliligi
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olan rezonans Raman (RR) ve yuzey gelistiriimis Raman sacgilma spektroskopisi
(SERS) kullaniimistir [81]. Cesitli polimer ve fiberler de enzim ve destek

malzemesi arasindaki baglantilariyla kovalent immobilizasyonda kullaniimigtir.

Son zamanlarda ise ilgi duyulan kriyojeller, lakkaz immobilizasyonu igin
kullaniimaktadir. Poli(vinilalkol) kriyojel partikuller (PVA) ticari lakkaz Roglyr Lite
1540 kovalent immobilizasyonu igin kullaniimistir. Gluteraldehit ¢capraz baglayici
ajan olarak ve B-alanin uzatma kolu olarak kullanilarak immobilize lakkazin,
serbest enzimden yuksek bir spesifik aktivite sergiledigi ve kararlihginda ve pH

araliginda iyilesme gozlemlenmistir [82].

2.4.2.5. 0z immobilizasyon

Kati destek malzemelerin kullanimi biyokatalizorin hacimsel aktivitesini ve
O0zgulligunl azaltabilir. Bu sebeple kati destek icermeyen immobilize enzimin elde
edilmesi enzim molekullerinin birbirine baglanarak kendi destek sistemini
olusturmasiyla mumkundar (Sekil 2.9). Enzim molekullerinin  birbirleriyle
baglanmasi ise gluteraldehit gibi ¢ift fonksiyonlu bir reaktif kullanilarak enzimlerin
¢capraz baglanmasiyla saglanabilir [80]. Diger capraz baglayicilar karbodiimit
tarafindan aktive edilmis dialdehidler, diimino esterler, diizosiyanatlar ve
diaminlerdir [70].

Sekil 2.9. Kimyasal etkilesimler ile enzim immobilizasyonu: Oz immobilizasyon;

capraz bagli enzim agregatlarinin (CLEAs) modeli
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2.4.3. immobilizasyon Yéntemi Segimi

Istenilen enzim igin uygun yéntemin segimi tepkime ve gevre kosullarina, destek
malzemesi kullanimina, bagh proteine, aktif enzim verimine ve kinetik
parametrelere bagldir. Segilen immobilizasyon yontemi, enzimin aktif
konformasyonunu ve katalitik etki yapan birimlerini korumalidir. Immobilizasyon
tasariminda ayrica enzim boyutu, izoelektrik noktasi, konformasyonel esnekligi,
yuzey yuku, yuzey fonksiyonel gruplari, destek malzemesinin yuzey alani, organik
veya inorganik kdkenli olusu, hidrofilik ve hidrofobik karakterinin yanisira spesifik
olmayan c¢ozunen destek etkilesimleri ve enzim inhibisyonu gibi parametreler
dikkatlice incelenmelidir [29, 67, 83].

Sulu ¢ozeltilerdeki ¢alismalarda ve denatlre edici faktorlerin varliginda kovalent
baglanma ile immobilizasyon tercih edilmektedir. CUnkl enzim sizmasi minimize
edilir ve Urunun proteinle kirlenme olasiligi azaltir. Enzim ve destek malzemesi
arasindaki ¢coklu kovalent baglar, isil titresim ve konformasyonel esnekligini azaltir.

Bu sebeple hidrofobik veya hidrofilik destek malzemeleri tercih edilebilir.

Hidrofilik, ylzey alani buyUk olan enzimler hidrofilik destek malzemeleri ile, lipofilik
yuzey alani buyuk olanlar hidrofobik destek malzemeleri ile adsorpsiyon yontemi

kullanilarak van der Waals kuvvetleri ve entropi degigimleri ile immobilize edilirler.

Tepkime sistemi seyreltik sulu ¢ozelti oldugunda kovalent baglanma, capraz
baglanma veya kapsulleme; derisik viskoz organik/inorganik karisimlar igin
kovalent baglanma veya c¢apraz baglanma; seyreltik organik ¢ozeltiler igin ise

belirtilen immobilizasyon tekniklerinden herhangi biri kullanilabilir.

2.4.4. Destek Malzemeleri

immobilizasyonun gerceklesmesi icin uygun destek malzemelerinin, biyouyumlu,
enzimlere karsi inert, mikrobiyal, kimyasal ve fiziksel etkilere karsi direncli, disuk
maliyetli ve tekrar kullanilabilir olmasi onemlidir. Ayrica destek malzemelerinin
seciminde kimyasal Ozelliklerine (bilesim, hidrofiik ya da hidrofobik dogasi,
tepkime kosullarinda kararlihgi, yuzeyindeki fonksiyonel gruplar, tireviendirme
kolayhdi, vb.), geometrik 6zelliklerine (boyut, sekil, kalinlik, gézeneklilik, vb.),

immobilize edilecek enzimin 6zelliklerine (kimyasal bilesim, fiziksel 6zellikler, yapi,
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vb.) ve ekolojik ve biyolojik 6zelliklere (gevre ya da insanlar icin toksik olmayan,

kolayca bertaraf edilebilen) dikkat edilmelidir [80].

Buna ek olarak, destek malzemesi icinde substratin difuzyonu biyokatalitik
tepkimeyi yuritmek icin kolayca gergeklestirilebilir olmalidir. Bu nedenle

gOzenekliligi ve yuzey alani tepkime kosullari igin uygun olmahdir [67].

Cizelge 2.3. Enzim immobilizasyonunda kullanilan destek malzemeleri

Anorganik Polimerler Dogal kdkenli destekler Sentetik Polimerler

Cam Seliloz Vinil ve allil polimerler

Silikajel Nisasta Polistiren

Alimina Dekstran Poliakrilamid

Bentonit Agaroz Naylon

Hidroksiapatit Aljinat Polivinil alkol

Titan dioksit Kitin Oksiran

Zirkonyum dioksit Kolajen gibi yapisal proteinler Metakrilat

Nikel/ nikel oksit AlbUmin gibi globular proteinler iyon degistirici regineler
Karbon Maleik anhidrit

Polipeptit yapilar

immobilizasyon éncesi destek malzemesinin hazirlanmasi, fonksiyonel (aktif) grup
olusturacak sekilde polimer iskeletinin aktivasyonu veya modifikasyonu seklinde
gercgeklesir. Buna molekul yuzey yukunun tiyol veya aminlerin karboksilik asitlere
donusturtlerek degistiriimesi, karbodiimid aktivasyonu ile karboksilik asitlerin
amine donusturilmesi gibi  ornekler verilebilir.  Fonksiyonel gruplarin
immobilizasyon tepkimesine uyumu, komsu gruplarin sterik engellemesi ve ¢ézucu

molekdulleri ile etkilesim gibi ¢cevresel faktérlerden etkilenir.

Farkh kaynaklardan elde edilen lakkazlarin immobilizasyonunda ise dogal (kitin,
kitosan, agaroz, sellloz ve tlrevleri) ve sentetik [naylon, polisiloksan, polianilin,
polivinil alkol, poli(glisidil metakrilat)] polimerik destek malzemeleri kullaniimaktadir
[29, 38, 84].

Ayrica hindistan cevizi lifi disuk maliyeti nedeniyle lakkaz immobilizasyonunda

destek malzemesi olarak kullanilmistir [85]. Lakkazin aktif karbon [75, 86],
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Eupergit C [75], kitosan [84], aljinat [74] gibi cesitli destek malzemelerine

immobilize edildigi bilinmektedir.

Tratemes versicolor kaynaklh lakkazin immobilizasyonunda kullanilan destek
malzemeleri ise gozenekli cam, karbon elyaf, montmorillonit, sefaroz, osmiyum,
recgine, in vitro seramik, redoks hidrojel, poliakrilamid, polivinil florir ve gesitli jeller

oldugu rapor edilmigtir [64].

2.4.5. Kriyojeller

Kriyojellesme teknolojisi, homojen veya heterojen monomer/polimerlerin kismen
donmus karigimi kullanilarak, kriyojel olarak adlandirilan G¢ boyutlu (3D) gdzenekli
polimerik destek malzemesini Uretmek igin kullanilan potansiyel bir yaklasim

olarak ortaya ¢cikmistir [87, 88].

Kriyojeller, yuksek difuzyon, kimyasal ve mekanik dayaniklihk 6zelliklerinin
benzersiz bir bilesimini sunan, sifirin altindaki sicakliklarda sentezlenen ve ylksek
derecede birbirine bagl gézenekli yapiya sahip olan 6zel bir hidrojel tarudur [89].
Kriyojeller, 10-100 mikron araliginda gézenek boyutu ile birbirine bagli stper
makrogdzenekli  yapilardir.  Kriyojel yapilarinin  birbirine  bagli  sUper
makrogdzeneklerinin bulunmasi jel matrisin tikanmasini dnleyerek mikro, nano

veya biyopartikullerin kolaylikla gegisine izin verir [87, 90].

Kriyojeller monolit, gubuk, levha, disk ve klresel parcaciklar gibi farkli sekillerde
uretilebilir. Sekil, tepkime kabi, dagilim maddesi ve diger sentez kosullari
tarafindan belirlenir [91, 92]. Codu uygulama icin kriyojellerin geometrik sekli,

kendi i¢ gozenekli yapisindan daha az 6nemlidir.

iyonik siddet, pH, dondurulma hizi, sicaklik gradienti, ¢éziinen monomer veya
oligomerler, g¢apraz baglanma kosullari, su ve organik ¢ozuculer, kriyojellerin
gbzenek boyutu dagilimi ve gozenek duvari kalinhgi gibi yapisal ozelliklerinde
ciddi anlamda degisiklikler meydana gelmesine sebep olurlar. Bu etkiler, buz
kristallerinin su damlalarindan (nano alan, kime) daha buyuk bir 6zgll hacme
sahip olmalariyla, buz kristalitlerinin orijinal sulu ¢dzeltiden daha fazla saf ve
homojen olmalariyla ilgilidir. Gézeneklerin seklinin yuvarlak ve gézenek yapisinin
purtzsuz olmasinin sebebi ¢ozucu ve polimerik yapi arasindaki yuzey gerilimidir
[93, 94].
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Yavas dondurulma hizi, daha buyuk buz kristallerinin olusmasina sebep olurken
g6zenek duvarlarinin par¢calanmasina neden olabilir. Fakat ¢ozeltinin dondurulma
sicakhgi arttinldiginda daha buyuk buz kristalleri olugsmasi sonucunda daha genis
g6zenekli kriyojeller elde edilir. Cozeltinin dondurulma sicakligi azaltildiginda ise
gOzenek yapici olarak kullanilan ¢ozucu kristallerinin daha kiguk yapida daha
fazla sayida olusumu ile yogun gobzenek yapisina sahip kriyojellerin elde
edilmesine sebep olur [95]. Baslangic monomer veya oligomer derigimi ne kadar
fazlaysa o kadar yodun ve kirilgan matriksler elde edilir. Baslangi¢ derisimi
azaltildikga matriksler daha elastik ve sungerimsi bir yapi gostermeye baglarlar
[96]. Sungerimsi kriyojeller igerisinde bulunan suyun buyuk bir kismi kapilerler
icerisindedir ve mekanik olarak sikistirma ile uzaklastirilabilirler. Mekanik
sikigtirma ile kriyojelin igindeki toplam sivinin yaklasik % 70’i uzaklastirilabilir.
Sikistirilmis kriyojeller bir dakikadan daha kisa bir sure igerisinde sivi ile temas
ettiginde tekrar sismeye baslar ve orijinal sekline geri doner. Kriyojeller
hazirlanirken ne kadar az miktarda c¢apraz baglayici kullanilirsa sivida gsisme

oranlari o kadar fazladir [97].

Buglne kadar yapilan calismalarda HEMA, agaroz, dekstran, poliakrilamid,

polivinil alkol ve polidimetilakrilamidden kriyojeller Gretilmistir [98, 99].

Kriyojeller sahip olduklari genis gézenekler, kisa difizyon yolu, disik basing kaybi
ve c¢ok kisa alikonma suresi gibi pek ¢ok avantaji ile kullanim alanini
arttirmaktadir. Gunuimuizde kriyojeller kromatografi malzemeleri, molekuler
elektroforez, immuno diflizyon ve kati kultir ortamlari igin jel destek malzemesi
olarak ¢ok cesitli biyomedikal ve biyomuhendislik uygulamalarda kullaniimaktadir
[87, 88]. Kriyojellerin temel uygulama alanlari ise hedef molekullin saflastiriimasi
icin  organellerin,  viraslerin,  mikrobiyallerin ve  memeli  hucrelerinin
kromatografisinde, immobilize enzim ve hucrelerde ¢ boyutlu biyoayirma destek

malzemesi olarak kullanimi seklinde 6zetlenebilir [87].
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2.5. Literatlir Caligmalan
Lakkaz, fenolik bilegikleri yukseltgeyebilme yeteneginden dolayr 19.yy’dan beri
cesitli endustriyel uygulamalarda kullaniimaktadir [54, 65].

Leontievsky ve ark. [100] tarafindan yapilan calisma ile Cotiolus versicolor'dan
elde edilen lakkaz ile triklorofenolin daha az toksik 2,6-dikloro-1,4-hidrokinol ve

2,6-dikloro-1,4-benzokinona donusturuldigu sonucuna ulagiimistir.

Ullah ve ark. [101] tarafindan yapilan ¢alisma ile beyaz c¢urikg¢ul fungustan elde
edilen lakkaz sulu ¢ozeltisi ile 50 ppm’lik 2,4-diklorofenoliin 5 saat icinde tamamen
uzaklastirildigr ve 50 ppm’lik baslangi¢ derisimindeki ¢ozeltiden 24 saat icinde
pentaklorofenolin % 75-80'inin uzaklastirldigr kaydedilmistir.

Kim ve ark. [102] tarafindan sulu ¢ozeltilerdeki fenol ve reaktif boyalarin (Black 5
ve Red E) adsorbani olarak kontrolli gdzenekli yapiya sahip karbon kriyojel

mikrokurelerin (CC mikrokureler) kullaniimasi incelenmigtir.

Lakkazin immobilizasyonunda makrogodzenekli kriyojellerin destek malzemesi
olarak secilmesiyle tez kapsaminda yapilan c¢alismaya en benzer c¢alismalar

Stanescu ve arkadaslari tarafindan yarattlmastar.

Stanescu ve ark. [82] tarafindan ticari olan Roglyr Lite 1540 lakkazin
immobilizasyonunu kovalent baglanma yontemiyle destek malzemesi olarak
secilen makrogdzenekli poli(vinilalkol) kriyojel partikillere gergeklestirilmistir.
Capraz baglayici olarak gluteraldehit ve uzatma kolu olarak B-alanin kullaniimistir.
Deneysel verilere bakildiginda ise immobilize lakkazin serbest enzimden daha
yuksek aktivite sergiledigi ve immobilize lakkazin kararliiginda ve calisma pH

araliginda artis oldugu gozlenmigtir.

Stanescu ve ark. [103] tarafindan ydrutilen bagka bir ¢alismada, substratlarin
enzim merkezine difizyonunu kolaylastiran genis goézenekli kriyojel tipi destek
malzemesi kullanilarak Bromaminik asit ve Asit Blue 62 olarak adlandirilan
antrazitkinon turevlerinin renk gideriminde lakkazin etkili oldugu kanitlanmistir. 24

saat sonra iki substratinda % 80 Uzerinde yUkseltgendigi gdzlenmistir.

Stanescu ve ark. [104] tarafindan yUrGtilen diger bir calismada ise poli(vinilalkol)
kriyojellerine immobilize edilen Trametes pubescens lakkaz ile elma suyundaki 4

fenol bilesiginin (katekol, kaffeik ve klorojenik asit, ve katekin) kararli durum kinetik
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karakterizasyonu gerceklestiriimigtir. Enzim ¢ozeltisinin  protein  miktarinin

azalmasiyla destege enzim yUkleme orani 5.2 mg/g kriyojel olarak hesaplanmistir.

Uygun [105] tarafindan lakkaz enzimi, radikal kriyopolimerizasyon yontemi ile
sentezlenen poli(metilmetakrilat-ko-glisidiimetakrilat) {poli(MMA-ko-GMA)}
kriyojeline kovalent olarak immobilize edilmis ve yedi farkli boyar maddenin renk
gideriminde kullanilmigtir. Kriyojel, sisme c¢alismalari, SEM ve EDX analizleri
kullanilarak karakterize edilmistir. Optimum pH, immobilize ve serbest haldeki
lakkaz icin 4.0 olarak bulunmus, ardisik 10 tekrarla immobilize lakkazin
aktivitesinde azalma olmadigi gozlenmistir. Ayrica immobilize lakkazin sl

kararlihginin daha yuksek oldugu belirlenmistir.

Trametes versicolor lakkaz igin segilen immobilizasyon yontemleri, destek
malzemelerinin etkisi ve uygulama alanlarinin incelenmesiyle ilgili bazi ¢alismalar

asagidaki Cizelge 2.4’te gosterilmistir.
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Cizelge 2.4. Trametes versicolor lakkaz ile yapilan bazi ¢aligmalar [14]

Tutuklama yontemi

Destek malzemeleri Substrat Uygulama Alani Kaynak

Polipirol ABTS Biyoyakit hicreleri  [106]

Digliserilsilan Fenoller Biyosensor [107]

Kapsiilleme yontemi

Destek malzemeleri Substrat Uygulama Alani Kaynak

Sol-jel silika 2,6-Diklorofenol [108]

Alumina peletler ABTS Kagit endustrisi [109]

Adsorpsiyon yontemi

Destek malzemeleri Substrat Uygulama Alani Kaynak

Grafit elektrot Katekol Biyosensor [110]

Camsi elektrotlar Gzerine 2,6-Dimetoksifenol  Yakit hucreleri [111]

nanogo6zenekli altin

Poli(hidroksietiimetakrilat) Syringaldazin Ksenobiyotik [77]

film-glisidil metakrilat bozulmasi

Poli(hidroksietiimetakrilat-N- ~ ABTS [79]

metakriloil-(L)-histidin

metilester): PHEMA

nanokureler

Kovalent baglanma

yontemi

Destek malzemeleri Substrat Uygulama Alani Kaynak

Glisidil metakrilat ile Bisfenol A Ksenobiyotik [112]

asllanmig naylon membranlar bozulmasi

Manyetik makrogdzenekli ABTS, Boya renk giderimi  [113]

sellloz kureler syringaldazin

EDC ile aktive edilmis petek  ABTS Boya renk giderimi  [114]

yapisinda kitosan inorganik

seramik destekler

Polipropilen membranlar ABTS Yakit hucreleri [115]

EDC ile aktive edilmis kitosan ABTS Ksenobiyotik [116]
bozulmasi

Oz immobilizasyon

yontemi

Destek malzemeleri Substrat Uygulama Alani Kaynak

Polietilen glikol ile CLEAs ve  Katekol Ksenobiyotik [117]

GLU veya N-oksi radikal bozulmasi

TEMPO
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez calismasi kapsaminda vyapilan deneysel calismalar asagidaki sekilde

siralanmigtir:

e Destek malzemesi olarak kullanilan poli(glisidil metakrilat) [P(GMA)]

kriyojelinin hazirlanmasi,
e P(GMA) kriyojeline lakkaz immobilizasyonu,

e immobilizasyon islemi gerceklestilmis ve gerceklestiriimemis kriyojellerin

karakterizasyonu,
e immobilize ve serbest lakkazin aktivite tayininin yapilmasi,

o Lakkaz aktivitesine etki eden pH, sicaklik, susbstrat derisimi, enzim miktari,
tepkime suresi, tekrar kullanim sayisi, depolama suresi parametrelerinin

incelenmesi,

e 3,5-Dinitrosalisilik asit model bilesigin sulu ¢dzeltilerden uzaklastiriimasi igin
immobilize ve serbest lakkazin kullaniimasi ile olusan parcalanma

urdnlerinin LC-MS/MS cihazi ile belirlenmesi,

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Tez kapsaminda yapilan deneysel ¢calismalarda enzim olarak kullanilan Trametes
versicolor kaynakli lakkaz (EC 1.10.3.2), substrat olarak kullanilan 2,2’-azino-bis-
(3-etilbenzotiyazdin-6-sulfonik asit) (ABTS) ve 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) Sigma
Aldrich (Sigma Chemical Co., ABD) ve inhibitor olarak kullanilan sodyum azlr
(NaN3) Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Lakkaz ve
ABTS 4.0°C’da ve ABTS bilesigi 1sik almayacak kosullar altinda muhafaza

edilmigtir.

Hazirlanan kriyojelin temel bilesenleri olan 2-hidroksietii metakrilat (HEMA),
etilenglikol dimetakrilat (EGDMA), N,N,N’,N’-tetra-metiletilendiamin (TEMED)
sodyum lauril sulfat (SLS) ve amonyum persulfat (APS) Sigma Aldrich (Sigma
Chemical Co., ABD) firmasindan ve glisidil metakrilat (GMA) Fluka A.G. (Buchs,

isvicre) firmasindan temin edilmistir. Kimyasallar kullanilana kadar 4.0°C’da
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muhafaza edilmigtir. Kullanilan diger batun kimyasal maddeler analitik saflikta

olup, Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Deneylerde kullanilan su, yuksek akiglh sellloz asetat membran (Barnstead
D2731) ile ters osmoz Barnstead (Dubuque, 1A) ROpure LP® birimi ve ardindan
Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve iyon
degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak saflastiriimistir. Elde edilen saf suyun

(deiyonize su) direnci 18 MQ/cm’dir.

3.2. Kriyojelin Hazirlanmasi

3.2.1. Poli(glisidil metakrilat) [P(GMA)] Kriyojelinin Hazirlanmasi
Poli(glisidil metakrilat) [P(GMA)] kriyojeli, monomer icine uygun bir baglatici ilave
edilmesiyle belli bir sicaklikta gerceklestirilen yidin polimerizasyonu yoéntemiyle

sentezlenmistir.

P(GMA) kriyojelinin hazirlanmasi igin iki ayri sivi faz olusturulmustur. Birinci sivi
faz icin, 555.0 yL GMA (glisidil metakrilat) ve 2.20 mL HEMA (2-hidroksietil
metakrilat) monomerleri, 3.25 mL suda ¢dzulmustar. Diger sivi faz igin, yluzey aktif
madde olarak olarak kullanilan 0.50 g SLS (sodyum lauril sulfat) 13.80 mL suda
¢ozilmus ve 1.20 mL EGDMA (etilenglikol dimetakrilat) capraz baglayicisi
eklenmistir. Daha sonra her iki sivi faz manyetik karistiricida karistiriimis ve buz
banyosunda 20 dakika sogutulmustur. Polimerlesme tepkimesinin gergeklesmesi
icin 0.01 g APS (amonyum persulfat) ve 50.0 yL TEMED (N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamin) baslatici ve aktivator giftleri kullaniimistir. Once APS, buz
banyosunda bekletien monomer c¢ozeltisi igerisinde ¢ozulmus ve hemen
sonrasinda TEMED eklenerek polimer ¢ozeltisi cam plakalar arasina dokulmus ve
-12.0°C'da 24 saat bekletilerek polimerlestirilmistir. Polimerizasyon sonrasinda,
cam plakalar arasinda polimerlesen kriyojeller perforator ile dairesel olarak 6 mm
caplarinda kesilmistir. Elde edilen membran formundaki kriyojeller, tepkimeye

girmemis monomerlerin uzaklastirilmasi icin saf su ile birka¢ defa yikanmistir.

P(GMA) kriyojeli, epoksi ve akrilik gibi iki fonksiyonel gruba sahip glisidil metakrilat
(GMA) monomeri, hidroksil fonksiyonlu akrilik polimerlerin sentezinde kullanilan

ester yapili 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) monomeri ve ¢ift fonksiyonlu ¢apraz
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baglayici olan etilenglikol dimetakrilat (EGDMA) varhiginda kovalent baglanma ile
olusan U¢ boyutlu ag yapisina sahip bir polimerdir. Polimerizasyon esnasinda
kullanilan monomerlerin ve gapraz baglayicinin kimyasal yapilari ve EGDMA’nIn

olasi baglanma noktalari $ekil 3.1.'de verilmistir.

HzC OH HzC

CHaz CHz ]

(A) (B)

CHz

Hz 0

\ CI/\/ CH= ‘
CHz
e|_‘ CH=
. _r=
HMGN GTKCHE
CHz Ll%

(©)

Sekil 3.1. (A) HEMA ve (B) GMA monomerlerinin kimyasal yapisi (C) EGDMA

¢apraz baglayicinin kimyasal yapisi ve olasi baglanma noktalari

Polimerizasyonun sulu ortamda gergeklesmesi hidrofobik ¢apraz baglayici olarak
bilinen EGDMA’nin ¢ézinmesini zorlastirir. Bu ylzden suyun yuzey gerilimini
azaltarak EGDMA’nin polimerizasyona girmesini saglayan anyonik yutzey aktif
madde sodyum lauril sulfat (SLS) kullaniimistir. SLS molekli stlfat grubuna bagh
12 karbonlu kuyruga sahiptir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Sodyum lauril sulfatin kimyasal yapisi

Polimerizasyonda basglatici olarak, HEMA ve GMA'nin akrilik gruplarindan
polimerlesmesini saglayan anorganik baslatici madde amonyum persulfat (APS)
kullanilmigtir. Elde edilen polimerik yapinin HEMA ile GMA monomerlerinin olasi

baglanma durumu Sekil 3.3’te gosterilmigtir.
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Sekil 3.3. P(GMA) kriyojelinin olasi kimyasal yapisi
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3.2.2. P(GMA) Kriyojeline Lakkaz immobilizasyonu

NaOH ile muamele edilen P(GMA) kriyojelleri immobilizasyon 6ncesi, 2 saat asetat
tamponunda (1.0 M, pH 5.0) dengeye getirilmigtir. Dengeye getirilen 40 tane daire
formundaki kriyojel membran, 1.0 M pH 5.0 asetat tamponunda hazirlanmig 2
mg/mL derisimine sahip 20 mL lakkaz ¢ozeltisi igerisine eklenerek 24 saat oda
sicakhiginda 100 rpm hizla ¢alkalama sisteminde karistiriimistir. Gergeklestirilen
immobilizasyon islemi dncesi ve sonrasi lakkaz ¢oOzeltileri ayrilarak UV-gorunur
bolge spektrofotometresi kullanilarak 280 nm’de absorbans degerleri (A) dlgulerek

immobilizasyon miktari belirlenmigtir.

immobilizasyon islemi sonrasi tepkime ortamindan uzaklastirilan kriyojeller 1.0 M
pH 5.0 asetat tamponu ile yikanmistir. Yikama iglemine yilkama ¢ozeltilerinin
absorbans olgumleri sifira yaklasana kadar devam edilmistir. Farkli miktarlarda
lakkaz immobilizasyonu gergeklestirmek amaciyla ayni immobilizasyon islemleri
inkibasyon sureleri degistirilerek (12, 6 ve 3 saat) kriyojellerin c¢alkalama
sisteminde bekletiimesiyle uygulanmistir (Cizelge 3.1). Hazirlanan kriyojeller

4.0°C’da 1.0 M pH 5.0 asetat tamponu ¢dzeltisinde muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. Farkli miktarlarda enzim immobilize edilen destek malzemelerin
gOsterimi

Polimer Kodu inkiibasyon Siiresi immobilize Lakkaz
(saat) Miktan (mg)
P-0 0 0
P-3 3 0.017
P-6 6 0.038
P-12 12 0.073
P-24 24 0.148

3.3. Kriyojelin Karakterizasyonu
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3.3.1. Fourier Donusumli Kizilotesi Spektrofotometre Analizi (FTIR)

P(GMA) kriyojelinin yigin yapisi FTIR (Spektrum One, Perkin Elmer, ABD) ile
analiz edilmistir. Analizden Once kriyojel vakum etuvinde 24 saat tutularak
kurutulmus ve havanda dovulerek toz haline getirilmigtir. Yapi analizinin elde
edilmesi amaciyla 2.0 mg kati polimer ornedi ile 98.0 mg KBr karistirilarak
havanda 6gitiilmis ve hidrolik preste 600 kg.cm™ basingta 5 dakika bekletilerek
ince bir tablet haline getirilmistir. Hazirlanan tabletin 4600-400 cm™ dalga sayisi

araliginda spektrumu FTIR cihazinda alinmigtir.

3.3.2. Yuzey Morfolojisi (SEM)

P(GMA) kriyojelinin morfolojisini belirlemek icin ylzey ve yigin yapisinda yuksek
oranda buyutme saglayan taramali elektron mikroskobu (SEM) (JEOL, JEM 5600,
Tokyo, Japonya) kullaniimistir. Gozeneklerinde su olan kriyojeller -60.0°C’da
dondurulma islemiyle liyofilizatérde (Chris Alpha 1-2 LD plus, M Christ GmbH,
Almanya) kurutulmustur. Kurumus kriyojel parcalar iletken bir yapistiriclyla SEM
ornek plakasi izerine sabitlenmis ve érnek ylizeyi 200 A kalinliginda metalik altin
ile vakum altinda kaplanarak iletken hale getirilmistir. Yerlestirilen kriyojel

orneklerinin gesitli blylutme oranlarinda fotograflari ¢cekilmigtir.

3.3.3. Sigsme Deneyi

P(GMA) kriyojellerinin denge sisme oranlarinin belirlenmesinde asagida agiklanan
yontem izlenmigtir. Kuru kriyojeller £0.0001 g duyarlikla tartilarak 50 mL saf su
iceren bir behere konulmustur. 25.0°C sabit sicaklikta 5 saniye ile 2 saat
araliginda belirlenen sirelerde su ortamindan alinan kriyojellerin sizge¢ kagidi
yardimi ile yuUzeyindeki su uzaklagtirilarak hassas terazi ile tartimi
gercgeklestiriimistir. Kuru ve slak agirliklar kaydedilmis ve asagidaki esitlik

kullanilarak P(GMA) kriyojellerin sisme oranlari belirlenmigtir.

Sisme orani (%) = [(Ws-Wog) / Wo] x 100 (3.1)
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W, kriyojelin sismeden onceki kutlesini (g), Ws ise kriyojelin sistikten sonraki

kutlesini (g) ifade etmektedir.

P(GMA) kriyojellerin makrogdzenek miktarinin belirlenmesi igin ise asagida
aciklanan yéntem uygulanmistir. ik olarak denge sisme oranina ulasmis olan
kriyojel ~ Ornekleri  tartilmigtir. Daha sonra  sigsmis  kriyojel  drnekleri
makrogdzeneklerinde bulunan suyun uzaklastiriimasi i¢in hassas bir sekilde
sikilmis ve suyu uzaklastinimis kriyojeller tartiimistir. Uygulanan islem sonrasinda
kriyojellerin sahip oldugu makrogdzenek miktari asagidaki esitlik kullanilarak

belirlenmistir.

Makrog6zenek miktari (%) = [(W1-W2)/W;] x 100 (3.2)

Bu esitlikte W; denge sisme oranina ulasmis kriyojellerin katlesini (g) ifade
ederken, W, denge sisme oranina ulasmis kriyojellerin sikildiktan sonraki kutlesini

(g) ifade etmektedir.

3.4. Lakkazin Aktivite Tayini Deneyleri

Trametes versicolor kaynakli lakkazin aktivitesinin belirlenmesinde 2,2’-azino-bis-
(3-etilbenzotiyazdin-6-sulfonik  asit) (ABTS) substrat olarak kullaniimistir.
Nonfenolik bir boya olan ABTS lakkazin ¢ok tercih edilen substratlarindan biridir.
ABTS lakkaz tarafindan kararli yapida olan katyonik radikale ytkseltgenir (Sekil
3.4). Katyonik radikal hale ylkseltgenmesiyle olusan yesil renk enzim aktivitesiyle
dogru orantihdir. Goérinur bdlgedeki bu renk yodunlugu 420 nm’'de

spektrofotometrede okunur [118].
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Sekil 3.4. ABTS'nin lakkaz tarafindan katyonik radikale (ABTS™) yiikseltgenme

mekanizmasi [119]

Lakkaz aktivitesini belirleyebilmek igin 6ncelikle enzimatik tepkime Urinundn
(ABTS™) kalibrasyon egrisi cizilmistir. Kalibrasyon egrisi gizmek icin asetat
tamponunda (1.0 M, pH 5.0) farkh derigsimlerde (0.1-1.0 mM) 4.5 mL ABTS
¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ézeltilere 500 pL (0.148 mg) lakkaz eklenmis
ve enzimatik tepkime 25.0°C’da, 30 dakikada gerceklestiriimistir. Tepkime suresi
doldugu an lakkaz inhibitéri olan NaNs (20mM, 500 uL) ortama eklenmistir
(enzim/inhibitor v:v, 1:1). Enzimatik yikseltgeme sonucu olusan yesil renkli trln
UV-gorunur bdlge spektrofotometresinde (Shimadzu UV-1601, Japonya) 420
nm’de Olgllmus ve kaydedilmistir. ABTS derisimine karsi elde edilen absorbans

degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi gizilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. ABTS katyonik radikalinin kalibrasyon egrisi; Lakkaz miktari: 0.148 mg;
NaNj3 derigimi: 20 mM; enzim/inhibitor v:v, 1:1; zaman: 30 dak; T: 25.0°C; pH: 5.0.

3.4.1. immobilize Lakkazin Aktivite Tayini

Asetat tamponunda (1.0 M, pH 5.0) hazirlanmis 1.0 mM ABTS substrat ¢dzeltisinin
5 mL’sine enzim immobilize edilmis P-24 kodlu kriyojel membranlardan 2 tane
eklenerek tepkime baslatimistir. Tepkime calkalamali sistemde 25.0°C’da 30
dakika devam ettiriimis ve sonrasinda tepkime ¢ozeltisi icerisinden kriyojeller
alinarak yesil renkli tepkime sonrasi ¢ozeltisi elde edilmistir. Tepkime Oncesi ve
sonrasi c¢ozeltilerinin 420 nm’deki absorbans degerleri farkindan ve kalibrasyon
grafiginden (AAso / Ac) faydalanilarak asagidaki esitlik enzim aktivitesinin

hesaplanmasi amaciyla olusturulmustur.

Aktiflik = Hiz (V) =Ac/At= (AA420 / At) X (AC / AA420) (33)

Ac ABTS’nin derisim deg@isimini (mM), At tepkime suresini (dak), AAs0 ABTS

katyonik radikalinin 420 nm’deki absorbans degerleri degisimini ifade etmektedir.

3.4.2. Serbest Lakkazin Aktivite Tayini
Asetat tamponunda hazirlanmis (1.0 M, pH 5.0) 4.5 mL 1.0 mM ABTS substrat

¢Ozeltisine saf suda ¢dzllmls lakkaz ¢ozeltisinden 500 pL (0.148 mg) eklenerek
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enzimatik tepkime 25.0°C’da, 30 dakikada gergeklestiriimistir. Tepkime suresi
doldugu an lakkaz inhibitori olan 20 mM 500 pL NaNs ortama eklenmigtir
(enzim/inhibitor v:v, 1:1). Enzimatik yukseltgeme sonucu olugan yesgil renkli Grin
absorbanslari 420 nm'de olgllmustir. Olgllen absorbans degerlerindeki
degisimden ve kalibrasyon egrisinden yararlanilarak enzim aktivitesi Esitlik 3.3

kullanilarak hesaplanmistir.

3.5. Lakkaz Aktivitesine Etki Eden Faktoérlerin incelenmesi

3.5.1. pH Degisiminin Aktiviteye Etkisi

Lakkaz aktivitesine pH degerinin etkisini belirleyebilmek amaciyla farkli pH
degerlerinde (pH 3.0-6.0) substrat ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Her bir pH dederinde
immobilize lakkaz i¢in BOlum 3.4.1.de anlatilan serbest lakkaz igin ise Bolum

3.4.2.’de anlatilan ydontemlere gore aktivite tayinleri gerceklestiriimigtir.

Diger parametreler sabit tutularak pH degerinin degistiriimesiyle lakkaz aktivitesine
pH degerinin etkisi incelenerek enzimin en ylksek aktivite gosterdigi pH dederi
‘optimum pH” olarak belirlenmigtir. YUrGtilen diger deneyler optimum pH

degerinde gergeklestiriimigtir.

3.5.2. Sicakhgin Aktiviteye Etkisi

Lakkaz aktivitesine sicakhgin etkisini belirleyebilmek amaciyla farkli sicaklik
degerlerinde (25.0-75.0°C) optimum pH degerindeki tamponla hazirlanmis
substratin kullanimiyla immobilize lakkaz i¢in Bolim 3.4.1.’de serbest lakkaz igin

ise Bolum 3.4.2.’de anlatilan yontemlere gore aktivite tayini yapilmistir.

3.5.3. Substrat Derigsiminin Aktiviteye Etkisi

Lakkaz aktivitesine substrat derisiminin etkisini belirlemek icin sabit hacimde ve
optimum pH degerinde farkli derisimlerde (0.1-3.0 mM) ABTS c¢ozeltileri
hazirlanmistir. immobilize lakkaz icin Bélim 3.4.1.de serbest lakkaz icin ise

Bolum 3.4.2.’de anlatilan yontemlere gore aktivite tayini yapilmistir.
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3.5.4. Enzim Miktarinin Aktiviteye Etkisi

Immobilize enzim miktarinin aktiviteye etkisini incelemek amaciyla farkl
miktarlarda immobilize enzim igcermesi igin degisik inkubasyon surelerinde (3, 6, 12
ve 24 saat) sentezlenen P-3, P-6, P-12 ve P-24 kodlu kriyojeller kullanilarak Bolum

3.4.1.’de anlatildigi yontemle enzim aktivitesi tayin edilmigtir.

Serbest enzim miktarinin aktiviteye etkisini incelemek amaciyla ise asetat
tamponunda hazirlanmis (1 mM, pH 5.0) enzim ¢ozeltisinin 500 uL’sinde farkli
miktarlarda (0.017, 0.038, 0.073, ve 0.148 mq) lakkaz igeren g¢ozeltiler kullanilarak

Bolum 3.4.2.’de anlatildigi gibi enzim aktivitesi tayin edilmistir.

3.5.5. Tepkime Siiresinin Aktiviteye Etkisi

Lakkaz aktivitesine tepkime suresinin etkisini incelemek amaciyla immobilize
lakkaz igin Bolim 3.4.1.’de anlatilan ybdnteme gb6re diger parametreler
degistiriimeden sadece farkli tepkime sureleri (1-60 dakika) uygulanarak aktivite
tayini yapiimigtir.

3.5.6. Tekrar Kullanim Sayisinin Aktiviteye Etkisi

Lakkaz immobilize edilmis kriyojelin tekrar kullanilabilirligini, tekrar kullanim
sayisinin enzim kararliigina ve aktivitesine etkisini belirlemek amaciyla Bolim
3.4.1.de anlatilan yontem ile ayni kriyojel 8 defa kullanilarak lakkaz aktivite tayini
gerceklestirilmigtir. Sterilizasyon amaci ile kriyojel tekrar kullaniimadan &nce

siraslyla 25.0°C’da 1.0 M pH 5.0 asetat tamponu ve su ile yikanmistir.

3.5.7. Depolama Siiresinin Aktiviteye Etkisi

Lakkaz aktivitesine depolama stresinin etkisini incelemek icin 4 hafta depolama
suresi boyunca haftada bir olacak sekilde sulu co6zeltide bekletilen lakkaz
immobilize edilmis membranlar kullanilarak immobilize lakkaz aktivitesi Bolim
3.4.1.’de verilen yonteme gore; serbest lakkaz aktivitesi ise su igerisindeki lakkaz
stok ¢ozeltisinden alinarak Bolim 3.4.2.’deki yonteme gore belirlenmistir. 4 hafta
depolama suresinden sonra kalan aktivite baslangi¢ aktivitesinin ylzdesi olarak

ifade edilmigtir.
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3.6. 3,5-Dinitrosalisilik Asitin (DNS) Sulu Gozeltilerden Uzaklastiriimasi

Model bilesik olarak secilen 3,5-dinitrosalisilik asitin (DNS) sulu ¢ozeltilerden
uzaklagtirilmasi daha 6nceki deneysel ¢calismalar ile belirlenen lakkazin en yuksek
aktivite gosterdigi optimum kosullar altinda gergeklestirilmistir. DNS pargalanma
aranleri, bir kimyasal araci olarak da kullanilan ABTS varliginda olusturulmustur.
Lakkaz ile tepkimesi sonucu olugsan ABTS'’nin yukseltgenmis radikal formu DNS ile

etkileserek elektron aktarimina aracilik etmistir.

3.6.1. immobilize Lakkaz ile DNS Uzaklastiriimasi

Asetat tamponunda (1.0 M, pH 5.0) hazirlanmis 1.0 mM DNS model bilesik
¢Ozeltisi (2.5 mL) ile kimyasal araci olarak kullanilan 0.5 mM ABTS c¢ozeltisi (2.5
mL) karistirlmis ve olusturulan ¢ozeltiye lakkaz immobilize edilmis P-24 kodlu
kriyojel membranlardan 2 tane eklenerek enzimatik tepkime baslatiimigtir.
Tepkime sicak su banyosunda 55.0°C’da 2 saat devam ettiriimis ve sonrasinda
tepkime c¢oOzeltisi icerisinden kriyojeller alinarak tepkime sonrasi ¢ozeltisi elde
edilmistir. DNS’nin lakkaz ile enzimatik ylkseltgeme sonrasindaki pargalanma
arunlerinin belirlenmesi amaciyla tepkime sonrasi ¢ozeltisinin 1.0 mL’si LC-MS/MS

OlgUmleri igin cam viyale alinmistir.

3.6.2. Serbest Lakkaz ile DNS Uzaklastiriimasi

Asetat tamponunda (1.0 M, pH 5.0) hazirlanmigs 1.0 mM DNS model bilesik
cozeltisi (2.5 mL) ile kimyasal araci olarak kullanilan 0.5 mM ABTS c¢ozeltisi (2.0
mL) karistiriimis ve olusturulan ¢ozeltiye saf suda ¢6zilmis lakkaz ¢ozeltisinden
500 uL (0.148 mg) eklenerek enzimatik tepkime sicak su banyosunda 55.0°C’da, 2
saat gerceklestirilmistir. Tepkime suresi doldugu an lakkaz inhibitoru olan 20 mM
500 uL NaNj3 ortama eklenmistir (enzim/inhibitér v:v, 1:1). Olusan son ¢odzeltinin

1.0 mL’si LC-MS/MS d6lgimlerinin gergeklestiriimesi icin cam viyale alinmistir.

3.7. Sivi Kromatografisi-Tandem Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) Analizi
Model bilesik olarak secilen DNS’nin lakkaz ile enzimatik ylUkseltgeme
sonrasinindaki parcalanma Urunlerinin kromatografik ayrimi sivi kromatografisi-

tandem kutle spektrometresi (LC-MS/MS) ile analiz edilmistir. Analiz Shimadzu
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LCMS-8030 (Kyoto/Japonya) LC-MS/MS uclu kuadropol sistemi ile Q3 scan
modunda gergeklestirilmigtir. Kullanilan LC-MS/MS cihazi LC-20ADXR pompasi,
SIL-20ACXR otomatik ornekleyici ve CTO-20AC kolon firini igcermektedir.
Kromatografik ayrim inertsil ODS-4 HPLC kolonu (150X2.1mm, 3um) kullanilarak
yapilmistir. Analizde kullanilan A ve B hareketli fazlari sirasiyla formik asit (pH 3.5)
ve asetonitrildir. Analiz periyodunun ilk 13 dak’sinda kullanilan % 10.0 A ve % 90.0
B hareketli faz gradient karigimlari ardindan sonraki 5 dak boyunda %80.0’lik A ve
% 20.0’lik B hareketli faz gradient karigimlari kullanilmistir. Kromatografik ayirma
dogrusal gradienti 0.3 mL/dak akis hizinda ve 40°C firn sicakhginda
gerceklestiriimigtir. Analitik ayirma ESI-pozitif ve negatif iyon modunda, 3.5 kV
prob voltaji, 75-250 m/z kutle araliginda ve 1250 u/sn tarama hizinda

gerceklestiriimigtir.

Sekil 3.6. LC-MS/MS cihazi (Shimadzu LCMS-8030, Kyoto,Japonya)
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMALAR

4.1. P(GMA) Kriyojeline Lakkaz immobilizasyonu

Destek malzemesi olarak kullaniimak uzere sentezlenen P(GMA) kriyojeline
lakkaz immobilizasyonu, GMA epoksi gruplarina lakkaz amino gruplarinin
nukleofilik saldirisi ile gergeklesmistir. Lakkazdaki amino grubuna ait eslesmemis
elektronunun epoksi halkasindaki karbona atak yapmasiyla epoksi halkasinin
acilarak tepkime vermesi sonucu kovalent baglanma ile lakkaz P(GMA) kriyojeline
immobilize edilmistir (Sekil 4.1).
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Destek malzemesi Kovalent immobilize lakkaz

Sekil 4.1. Lakkazin P(GMA) kriyojeline kovalent baglanmasinin gdsterimi

4.1.1. immobilize Lakkaz Miktarinin Hesaplanmasi

P(GMA) kriyojeline immobilize edilen lakkaz miktari spektrofotometrik yontem
kullanilarak tayin edilmigtir. Spektrofotometrik yontemler protein derisimlerinin
belirlenmesinde ¢ok fazla kullaniimaktadir. Beer-Lambert yasasina goére
absorbans degeri derisim ile orantili oldugundan ornekteki protein miktari 280
nm'de absorbans 6lciilmesiyle belirlenir. immobilize lakkaz miktarini belirlemek
amaciyla oncelikle lakkaz stok ¢ozeltisinden seyreltmeler yapilarak bir seri ¢ozelti
hazirlanmistir. Bunlarin absorbans degerleri derisime karsi grafije gegirilerek

kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Lakkazin kalibrasyon egrisi

Daha sonra cizilen kalibrasyon egrisinden (y=0.0046x+0.0078) vyararlanilarak
hesaplanan immobilizasyon oncesi ¢ozeltinin lakkaz miktarindan kriyojel destek
malzemesinin immobilizasyon ortamindan alindiktan sonraki geriye kalan
¢cOzeltideki lakkaz miktari ile kriyojelin yikama suyundaki lakkaz miktarinin
toplaminin ¢ikariimasi yoluyla 6 mm ¢apinda 2 tane daire formundaki P(GMA)
kriyojel membrana (30.5 mg) kovalent olarak bagli olan lakkaz miktari 0.148 mg

olarak hesaplanmistir.

4.2. P(GMA) Kriyojelinin Karakterizasyonu

Lakkaz immobilizasyonu icin destek malzemesi olarak kullaniimak Uzere
sentezlenen P(GMA) kriyojeli, sisme testleri, Fourier doéntsimll kiziltesi
spektrofotometresi (FTIR) ve taramali elektron mikroskobu (SEM) yoéntemleri ile

karakterize edilmigtir.

4.2.1. FTIR Caligmalari

Sentezlenen P(GMA) ve lakkaz immobilize edilmis P(GMA) [L-P(GMA)]
kriyojellerinin kimyasal yapisini aydinlatmak igin FTIR spektrumlari alinmistir.
4000-450 cm™ dalga sayisi araliginda alinan spektrumlar Sekil 4.3'te verilmistir.

Spektrumlarda 3440 cm™ civarinda genis OH gerilme bandi gériilmektedir. 2950
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cm® civarindaki metilen titresimi GMA ve HEMA monomerlerinin karakteristik
titresimleri arasinda yer alir. Ayrica 1730 cm™® civarindaki titresim her iki
monomerinde ester konfiglirasyonunu géstermektedir. Epoksi gruplari ise 900 cm™

civarinda pik vermigtir.

Elde edilen spektrumlar karsilastirildiginda L-P(GMA)'nin spektrumundaki OH
geriime bandinin siddetinin artti§i ve 1570 cm™ civarinda C-N bagina ait
karakteristik piklerin olustugu gorulmektedir. Bu sonuclar lakkazin yapiya epoksi
halka agilmasiyla karbon Uzerinden baglandigini ve epoksi halkasindaki oksijenin
hidrojen ile bag yapmasi sonucu yapidaki OH fonksiyonel gruplarinin arttigini
gostermektedir. Yapilan FTIR analizi sonucunda lakkazin P(GMA) kriyojeline

basariyla immobilize edildigi anlasiimaktadir.
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Sekil 4.3. P(GMA) ve lakkaz immobilize edilmis P(GMA)’ nin [L-P(GMA)] FTIR

spektrumlari
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4.2.2. Sisme Ozellikleri

Sentezlenen P(GMA) kriyojelleri, monomerik alt birimleri gapraz baglar ile bagh
oldugundan suda ¢ozinmeyip sisebilen Ug¢ boyutlu polimerik yapilardir. Su
icerisine koyulan kriyojellere su molekulleri kapiler etki yaratarak yapinin igine
ilerleyip gbdzeneklerini acarak ¢ok hizli sismesine ve hatta 1. dakikada en son
sismis hallerine ulasmalarina sebep olmustur. Bu ¢alismada sentezlenen P-0, P-3,
P-6, P-12 ve P-24 kodlu kriyojellerin denge sisme oranlari sirasiyla % 523, % 531,
% 559, % 570 ve % 572 olarak bulunmustur. Makrogbzenek oranlari ise sirasiyla
% 54, % 55, % 58, % 59, % 61 olarak hesaplanmigtir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Kriyojellerin % sisme oranlari ve % makrogdzenek oranlari gosterimi

Kriyojel Kodu Sisme Orani (%) Makrogo6zenek Orani (%)
P-0 523 54
P-3 531 55
P-6 559 58
P-12 570 59
P-24 572 61

Cizelge 4.1’den goraldugu gibi kriyojellerin denge sisme oranlari oldukca yuksektir.
Bu sonugclar yapisindaki HEMA ve GMA monomerlerin hidrofilik fonksiyonel grup
sayisinin fazla oldugunu gdsterir. Ayrica immobilize olan lakkaz miktari arttikga da
denge sisme oranlarinin arttigi goértlmektedir. Bu sonug¢ ise immobilizasyon ile
birlikte artan ylzey alani, lakkazin hidrofilik karakteri ve protein Gzerindeki polar

gruplarin olmasi ile agiklanabilir.

4.2.3. Yuzey Morfolojisi

Lakkaz immobilizasyonunda destek malzemesi olarak kullanilan P(GMA)
kriyojelinin ylzey morfolojisini incelenmek amaciyla taramal elektron mikroskobu
(SEM) goruntilemesi  yapilmigtir.  Gdzenek vyapisini  kaybetmemesi icin
liyofilizatorde dondurularak kurutulan kriyojelin farkli oranlarda buayutilmis SEM

goruntuleri Sekil 4.4’te verilmistir. Sekilden kriyojelin yiksek ylzey alani saglayan
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birbiriyle baglantili  yogun gbzenek vyapisina sahip oldugu gorulmektedir.
Polimerizasyonda yuzey aktif madde olarak kullanilan sodyum lauril sulfatin ylizey
gerilimini azaltmasi sonucu gekilden de goéruldugu gibi kriyojel gozenek yapisi
yuvarlak olmasina ragmen biraz puruziudur. Goézeneklerin boyutlarinin yaklagik
olarak 20-50 pm araliginda oldugu bulunmustur. Bu gobzenekli yapi substratin
kolayca difuzyonuna olanak sagladigli igin sentezlenen kriyojelin lakkaz

immobilizasyonuna uygun destek malzemesi oldugunu gosterir.

¥1,868 10 um! KIRIKKALE ZEkU K1508, L 18 hm KIR IKKALE

Sekil 4.4. P(GMA) kriyojelinin farkl oranlarda bayutilmis SEM goérintuleri

4.3. Lakkaz Aktivitesine Etki Eden Faktorlerin incelenmesi
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4.3.1. pH Degisiminin Aktiviteye Etkisi

Enzimin aktif bolgesine etki ederek enzim aktivitesini degistiren pH degeri
incelenmesi gereken 6nemli bir faktordur. pH degeri aktif bolgenin iyonik yapisini,
enzimin U¢ boyutlu yapisini, enzimatik tepkimenin doygun substrat derisiminde
ulasabilecegi en yuksek hiz degerini (Vm), Michealis-Menten sabitini (K), enzim
kararlihdini, iyonik gruplar iceren substratin enzime olan afinitesini, enzim ve
substrat fonksiyonel gruplarini etkiler. Enzimlerin Gguncul ve doérduncul yapilarinin
kararlihgini saglayan elektrostatik etkilesimler, hidrofobik etkilesimler ve hidrojen
baglari gibi ikincil kuvvetler ortamin pH degisiminden etkilenmektedir. Ornegin, pH
3.0 degeri altinda enzimdeki karboksil gruplari (-COOH), pH 10.0 dederi altinda
ise amino gruplari (-NH,) protonlanir ve elektrostatik bag olusumu engellenip
enzim aktivitesinde degisiklikler meydana gelir [120]. Boylelikle enzimler ylksek ve
dusuk pH degerlerinde (kuvvetli asidik ve kuvvetli bazik kosullarda) denatire

olacagindan tepkime hizi tersinmez olarak azalir ve aktivite sifira kadar dusebilir.

Farkh substratlar igin farkh pH degerlerinde aktif olan lakkazlar ABTS
kullanildiginda pH 6.0’nin altinda aktif olan asidik enzimlerdir [121]. Yapilan bazi
calismalarla, fungal lakkazlar icin en uygun pH degerlerinin 4.0 ile 6.0 arasinda
oldugu gosterilmistir [122-124]. Yuksek alkali pH degerlerinde, hidroksit iyonu
tarafindan Tip 3 bakiri inhibe olur ve ylksek pH degerlerinde Tip 1 bakiri ile
substrat arasindaki redoks potansiyel farkindan dolayi lakkaz inaktif haldedir [125].

Bu nedenle lakkaz ile yapilan ¢alismalar pH 4.0-6.0 araliginda gergeklestirilmistir.

Enzimlerin ylksek aktivite gosterdikleri bir pH degeri vel/veya pH araligi vardir.
Bunun belirlenmesi i¢cin immobilize ve serbest lakkazin farkli pH degerlerindeki (pH
3.0-6.0) aktiviteleri Bolum 3.5.1.’de anlatilan ydnteme gbre hesaplanmistir.
Hesaplanan aktivite degerleri kullanilarak % bagdil aktivite belirlenmis ve pH
degerine karsi grafige gecirilmistir. P-24 kodlu P(GMA) kriyojeline immobilize
edilmis lakkazin ve serbest lakkazin pH degisiminin bagil aktivitelerine etkisi Sekil
4.5’te gosterilmistir. Hem immobilize hem de serbest lakkaz i¢in en uygun degerin
pH 5.0 oldugu gorulmuastar. Sekil incelendiginde serbest lakkaz aktivitesinde pH
5.0ten dusuk ve yuksek degerlerde keskin bir sekilde azalma vardir.
immobilizasyon ile pH degerinde herhangi bir degisiklik olmamistir. Fakat Sekil

4.5’te goruldugu gibi immobilize lakkazin aktivite gosterdigi pH araligi daha
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genigtir. Bu sonug¢ kovalent bagli lakkaz enziminin immobilizasyon iglemi ile pH

degerine kargi kararlihgindaki artigi agikga gostermektedir.

100
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60
—e— immobilize Lakkaz
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% Bagil Aktivite

0 2 4 6 8
pH

Sekil 4.5. pH degderinin lakkaz aktivitesine etkisi; Kriyojel kodu: P-24; lakkaz
miktari: 0.148 mg; NaN3 derisimi: 20 mM; enzim/inhibitor v:v, 1:1; ABTS derigimi:
1.0 mM; zaman: 30 dak; T: 25.0°C.

4.3.2. Sicakhigin Aktiviteye Etkisi

Kimyasal tepkime hizi genellikle sicaklik arttikga artar. Enzim katalizli tepkime hizi
ise belirli bir sicaklik degerine kadar artar. Fakat bu sicaklik degerinin ustline
cikildiginda enzim denatlre olmaya basladigindan dolayi tepkime hizi azalir.

Yuksek sicakliklarda enzimler protein yapilarindan dolayi aktivitelerini kaybederler.

Lakkaz aktivitesine sicakhigin etkisini belirleyebilmek amaciyla lakkazin farkh
sicaklik degerlerindeki (25.0-75.0°C) aktiviteleri Bolim 3.5.2.de anlatilan yontemle
belirlenmis ve bu degerlerden hesaplanan % bagil aktivite degerleri sicakliga karsi
grafige gecirilmistir (Sekil 4.6). Serbest ve immobilize lakkazin en ylksek aktivite
degerlerinin gozlendigi optimum sicaklik degerleri sirasi ile 50.0 ve 55.0°C olarak
belirlenmistir. Optimum sicaklik degerindeki bu kayma lakkazin immobilizasyon
islemi ile daha yuksek sicaklikta calisabilecegini ve daha kararli hale geldigini
g6stermistir. immobilize lakkaz aktivitesinde sicaklik arttikca orantilh bir artis

gOstermis ve 55.0°C’da en ylksek aktivite degeri elde edilmistir. Bu degerden
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itibaren sicakliktaki artisla beraber lakkaz aktivitesi % 17.0’ye kadar dusmusgtur.
Enzim aktivitesinin azalmasi ortamdaki enzimin denattre olma olasiligi, ¢ozunmus
oksijen derigiminin azalmasina ve aktif merkezin konformasyon degisimine

baglanabilir.
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Sekil 4.6. Sicaklik degerinin lakkaz aktivitesine etkisi; Kriyojel kodu: P-24; lakkaz
miktari: 0.148 mg; NaN3 derisimi: 20 mM; enzim/inhibitér v:v, 1:1; ABTS derisimi:
1.0 mM; zaman: 30 dak; pH: 5.0.

Literatirde genel olarak fungal lakkazlarin aktivitesi igin en uygun sicaklik araligi

30.0-60.0°C olarak belirtiimis ve 60.0°C’in Uzerinde hizla aktivitelerini kaybettikleri

gOsterilmisgtir.

immobilize enzim icin amino gruplari vasitasiyla kovalent bag olusturmasi sonucu
konformasyonel esnekligi azaldigindan substrata baglanmak icin uygun
konformasyona gelmesinde ve tepkime sonrasi yeniden dizenlenmesinde serbest
enzime kiyasla daha yuksek bir aktivasyon enerijisi gereklidir. Bunu ispatlamak igin
Arrhenius esitliginden yararlanilarak tepkime aktivasyon enerjisi ve Arrhenius
sabiti hesaplanmaktadir. Arrhenius esitligine goére tepkime hizinin (enzim

aktivitesinin) sicaklikla degistigi gorilmektedir.

V= A.eERT (4.1)
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Burada E, aktivasyon enerijisini (kJ.mol™), V tepkime hizini (mM.dak™), R ideal gaz
sabitini (kJ.mol"K™), T sicakhg (K), A ise Arrhenius sabitini (mM.dak™)
gOstermektedir. Esitlik 4.1 su sekilde duzenlenebilir:

InV = InA - (E4R)(L/T) (4.2)

1/T’ye karsi InV grafige gegcirilirse, ordinat ekseni kesim noktasi InA, edimi —E./R
olan bir dogru elde edilir (Sekil 4.7).

0,0

-1,0 -
y =-3252,6x + 7,9869

-2,0 - R? = 0,9652
-3,0 -

>
£ 40 - «immobilize Lakkaz

50 - y = -3460x + 5,0804 <& Serbest Lakkaz

' R2 =0,9687
6.0 1 \
'7,0 T T T 1
0,003 0,0031 0,0032 0,0033 0,0034
1T (K)

Sekil 4.7. immobilize ve serbest lakkaz icin Arrhenius grafigi

1/T'ye Kkarsi, InV degerleri ile olusturulmus Arrhenius grafigi Sekil 4.7'de
gOsterilmistir. Arrhenius grafiginden serbest ve immobilize lakkaz i¢in 298-323 K
arasindaki aktivasyon eneriisileri sirasiyla 27.0 kJ.mol™ ve 28.8 kJ.mol™* olarak
bulunmustur. Arrhenius sabitleri ise sirasiyla 2.9x10° mM.dak® ve 1.6x102
mM.dak® olarak hesaplanmistir. Sonuglar immobilize enzimin aktivasyon
enerjisinin daha yuksek oldugunu ve immobilizasyon iglemi ile aktif merkez

etrafinda bir miktar sterik engel oldugunu belirtmektedir.
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Cizelge 4.2. Serbest ve immobilize lakkaz i¢in hesaplanan Arrhenius denklemi
parametreleri

Enzim Aktivasyon Enerjisi, Arrhenius Sabiti (A)
kJ.mol? mM.dak*

Serbest 27.0 2.9x10°

immobilize 28.8 1.6x10°

4.3.3. Substrat Derigsiminin Aktiviteye Etkisi

Enzim katalizli tepkimelerin hizi, sabit miktardaki enzim varliginda substrat
derisimine bagl olarak artmaktadir. Bu ylzden lakkaz aktivitesine yani tepkime
hizina substrat derisiminin etkisini incelemek i¢in optimum pH degerinde
hazirlanmis farkli derisimlerdeki (0.1-3.0 mM) ABTS c¢ozeltileri ile Bélum 3.5.3.’te
anlatilan deneyler yapilmistir. Deneysel veriler kullanilarak lakkazin % bagil
aktivitesi, substrat derisimine karsi grafige gecirilmis ve Sekil 4.8’deki gibi belirli bir
substrat derisimine kadar artan sonrasinda aktivite degerlerinde pek bir degisiklik
olmayan hiperbolik bir egri elde edilmigtir. Bu hiperbolik egri enzim kinetiginin
Michealis-Menten denklemiyle aciklanan non-allosterik aktiviteyle uyumludur. Bir
baska tanimla, enzimde substratin baglanabilecegi belirli sayida aktif bodlge

bulunmasi ve aktif bdlgelerin ylksek substrat derisiminde doygunluga ulasmasidir.
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Sekil 4.8. immobilize ve serbest lakkazin doygunluk egrisi; Kriyojel kodu: P-24;
lakkaz miktari: 0.148 mg; NaN3 derisimi: 20 mM; enzim/inhibitér v:v, 1:1; zaman:
30 dak; T: 25.0°C; pH: 5.0.

1913 yilinda Michealis ve Menten bu doygunluk egrisinin matematiksel olarak

ifade edilmesinde kullanilan Esitlik 4.3’G dnermislerdir.

V= (Vi x[S]) 1 (Knt[S]) (4.3)

Vm enzimatik tepkimenin doygun substrat derigsiminde ulagabilecegi en yuksek hiz
degerini (mM.dak™), K., Michealis-Menten sabiti (mM) veya doygunluk sabiti olarak
adlandirilan degeri, V tepkime hizini (mM.dak™) ve [S] ise substrat derisimini (mM)

ifade etmektedir.

Ayrica K., degeri, maksimum tepkime hizinin yarisina karsilik gelen substrat
derisimini de gdsterir (Sekil 4.9). Michealis-Menten grafigi kullanilarak K, ve Vn,

degerlerini belirlemek mumkindur. Fakat tam olarak tespit edilmesi zordur.
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Sekil 4.9. Michealis-Menten grafigi

Bu yuzden K, ve V. degerlerinin belilenmesinde Michaelis-Menten esitliginin

dizenlenmesi ile elde edilen Lineweaver-Burk egitliginden yararlanilir.

IN= (Kn/Vim) x (U[S]) + (1/Vm) (4.4)

1V, 1/[STa karsi grafige gegcirildiginde; y eksenini kestigi nokta 1/V,, x eksenini
kestigi nokta -1/K, ve egimi K/V, degerlerini veren bir dogru elde edilir.

Lineweaver-Burk grafiginden yararlanilarak 1/[STa kargi 1/V grafigi ¢izilmis ve
lakkazin Michaelis-Menten sabiti (Ky) ile doygun substrat derisimindeki en yuksek

hiz (Vim) degerleri grafikte x ve y eksenini kestigi noktalardan hesaplanmistir (Sekil
4.10 ve Sekil 4.11).
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Sekil 4.10. Serbest lakkaz icin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.11. immobilize lakkaz icin Lineweaver-Burk grafigi

Yapilan hesaplamalar sonucunda serbest lakkaz icin K, ve V, degerleri sirasiyla
165.1 uM ve 55.2 pM.dak™ olarak belirlenmistir. immobilizasyon sonrasi lakkaz Ky,
ve Vn, degerleri serbest lakkaza kiyasla azalmistir. immobilize lakkaz icin Ky, ve Vi

degerleri sirasiyla 156.0 uM, ve 1.57 pM.dak™ olarak bulunmustur (Cizelge 4.3).

56



Cizelge 4.3. Serbest ve immobilize lakkazin kinetik parametre degerlerinin
gOsterimi

Km (MM) Vi (MM.dak ™)
Serbest Lakkaz 165.1 55.2
immobilize Lakkaz 156.0 1.57

Beklenildigi gibi, lakkazin P(GMA) kriyojeline immobilizasyonu sonrasi Ky, ve Vn,
degerleri degisiklik gostermistir. K, degeri enzimin substrata olan ilgisinin bir
Olcusudur. Deney sonuglarindan immobilize lakkazin Ky, dederinin azaldigi yani
lakkazin ABTS’ye olan ilgisinin immobilizasyon islemi ile arttigi gorulmektedir.
Lakkazin substratina olan ilgisinin artmasi immobilizasyonu igin uygun destek
malzemesinin secildigini belirtmektedir. Cunku immobilizasyon igin segilen
kriyojelin yuksek diflizyon kapasitesi ve makrogdzenekli yapisi sayesinde
substratin enzimin aktif bolgelerine ulagsmasi engellenmemistir. Lakkaz, genis bir
substrat etkinligine sahip oldugundan dolayi K, degerleri olduk¢a genistir. Ayrica
bu sonu¢ immobilizasyon esnasinda enzimin aktif bolgelerinin kapatiimadiginin

onemli bir gostergesidir.

immobilizasyon islemi sonrasinda lakkazin V., degerinde 35 kat azalma
gorulmustar. Fakat bu azalma farkli pH degerine sahip tamponlarda, sicaklik
degerlerinde, substrat ve enzim derigimlerinde yurutulmus tum deneyler ile uyum
icerisindedir. Serbest enzimin diger yuruttlen deneylerde de immobilize enzimden

15 ile 35 kat arasinda daha aktif oldugu belirlenmigtir.

4.3.4. Enzim Miktarinin Aktiviteye Etkisi

Farkh miktarlarda serbest lakkaz iceren ¢ozeltiler ve farkli miktarlarda kovalent
olarak baglanmis lakkaz igeren kriyojeller kullanilarak elde edilen deneysel veriler
aktivite Uzerine enzim miktarinin etkisini incelemek igin grafige gecirilmistir ($ekil
4.12).
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Sekil 4.12. Enzim miktarinin aktiviteye etkisi; ABTS derisimi: 1.0 mM; zaman: 30
dak; T: 25.0°C; pH: 5.0.

Sekilden de goéruldugu Uzere tepkime ortamlarinda kullanilan enzim miktarinin
artmasiyla beraber % bagil aktivite dederleri de paralel olarak artis gostermektedir.
Serbest enzimdeki aktivite artisi enzim miktarindaki artis ile yaklasik olarak birebir
orantilidir. Fakat immobilize lakkazin aktivitesindeki artis orani enzim miktarinin
artis oranindan daha azdir. Aktivite degerlerindeki artigin azalmasi destek
malzemesine immobilize olan enzim miktar arttikga sterik engellemeler

artacagindan enzimin etkinligini tam olarak gosteremedigi ile agiklanabilir.

4.3.5. Tepkime Siiresinin Aktiviteye Etkisi

P(GMA) kriyojeline immobilize edilmis lakkaz aktivitesinin zamana bagh
fonksiyonu Sekil 4.13’te verilmistir. Tepkime ortaminda lakkaz enziminin substrati
(ABTS) Urine dondstirme hizinin zamanla degisimi incelendiginde aktivite
degerinin 30. dakikaya kadar artarak devam ettigi bulunmustur. Artan tepkime
suresiyle ortamdaki substrat miktari azaldigindan dolayi lakkazin % bagil aktivitesi
30. dakikadan sonra giderek dismektedir ve 60. dakikada badil aktivitenin %
48.0'e dustugu belirlenmistir.  Buna bagh olarak diger parametrelerin

incelenmesinde etkilesim stresi 30 dakika olarak alinmistir.
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Sekil 4.13. Tepkime suresinin immobilize lakkazin aktivitesine etkisi; Kriyojel kodu:
P-24; ABTS derisimi: 1.0 mM; T: 25.0°C; pH: 5.0.

4.3.6. Tekrar Kullanim Sayisinin Aktiviteye Etkisi

Enzim immobilizasyonundaki en dnemli parametrelerden biride immobilize edilen
destek malzemesinin enzim aktivitesinde 6dnemli bir kayba sebep olmadan tekrar
kullanilabilir olmasidir. Serbest enzim bir kez kullanilabilir. Fakat enzim uygun bir
destek malzemesine immobilize edildiginde birden fazla kullanilabilir. Tekrar
kullanilabilirlik enzim katalizli tepkime maliyetini 6nemli Olglide azaltan bir
faktordur. Bu amacgla P(GMA) kriyojeline kovalent baglanma ile immobilize edilen
lakkaz orneginin tekrar kullanim kararlihdr Bélum 3.5.6.’da anlatilan yontem ile

belirlenmistir.

immobilize edilen lakkazin kesikli sistemde 6 kez kullanimi sonrasinda % bagil
aktivitesi baglangic aktivitesinin % 82.5’'ini géstermektedir (Sekil 4.14). Bu sonuca
gore P(GMA) kriyojelinin lakkaz immobilizasyonu igin uygun bir destek malzemesi
oldugu, lakkazin aktivitesinde Onemli bir azalma olmadan tekrar tekrar
kullanilabilecegi (6 kez) ve enzim kararhligini korudugu sdylenebilir. 8. kez
kullanimi sonrasindaki % bagdil aktivitesi ise baslangi¢ aktivitesinin % 35.0'ini
gOstermektedir. Aktivitedeki bu azalma ise her islem sonrasi kriyojel yluzeyinde
gerceklesen renklenme ile acgiklanabilir. Bu renklenme ABTS’nin ylkseltgenmis
drind olan ABTS katyonik radikalinin (ABTS™) kriyojel ylizeyine baglanmasi ile

gerceklesmekte ve kismen tersinmez enzim denatlrasyonuna sebep olmaktadir.
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Sekil 4.14.Tekrar kullanim sayisinin immobilize lakkazin aktivitesine etkisi; Kriyojel
kodu: P-24; ABTS derisimi: 1.0 mM; zaman: 30 dak; T: 25.0°C; pH: 5.0.

4.3.7. Depolama Siiresinin Aktiviteye Etkisi

Enzim immobilizasyonundaki maliyeti etkileyen 6nemli parametrelerden bir digeri
de destek malzemesine immobilize edilen enzimin depolama kararlih@idir.
Yapisinda immobilize lakkaz bulunduran P(GMA) kriyojelinin enzim kararlihgini

belirlemek amaciyla Bélum 3.5.7.’de anlatilan yonteme goére yapilan deneyde elde

edilen sonuglar Sekil 4.15’te gosterilmistir.
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Sekil 4.15. Depolama suresinin immobilize ve serbest lakkazin aktivitesine etkisi;
Kriyojel kodu: P-24; lakkaz miktari: 0.148 mg; NaN3 derigimi: 20 mM;
enzim/inhibitor v:v, 1:1; ABTS derisimi: 1.0 mM; zaman: 30 dak; T: 25.0°C; pH:5.0.

Sekilden de goéruldigu gibi immobilizasyon islemi enzimin depolama kararlihigini
arttirmistir. 4 haftalik depolama periyodu boyunca immobilize lakkazin baslangig
aktivitesinin % 72.0’sini korurken, serbest lakkazin % 24.0’Un0 korudugu
belirlenmistir. Serbest lakkazin bagil aktivitesinin kademeli olarak azalmasi,

lakkazin sulu ¢ozeltide depolanma sirasinda kararli olmadigini géstermektedir.

4.4. Sivi Kromatografisi-Tandem Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) Analizi

Model bilesik olarak secilen DNS’nin immobilize ve serbest lakkaz ile kimyasal
araci (ABTS) varliginda enzimatik ylkseltgeme sonrasindaki pargalanma
ardnlerinin kromatografik ayrimi sivi kromatografisi-tandem kutle spektrometresi
(LC-MS/MS) ile analiz edilmistir. Enzimatik tepkime etkinligini anlamak igin
tepkimede kullanilan maddelerin standart ¢ozeltileri ile tepkime sonrasi olusan
¢cozeltiler kolona verilmis ve iki asamali kitle analizi ile MS spektrumlari alinmistir.
Analizden elde edilen verileri yorumlayabilmek icin standart DNS ve ABTS
cozeltilerinde okuma yapilarak olugturduklari pikler ve alikonma zamanlari
belirlenmistir. ABTS negatif iyon taramasinda sonu¢ vermezken pozitif iyon
taramasinda alikonma zamani 2.75 dak'dir (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17). DNS ise
negatif iyon taramasi ile sonug vermistir ve alikkonma zamani 8.5 dak’dir (Sekil
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4.18). DNS ve ABTS’nin MS spektrumlari karsilastirildiginda ikisininde kutle/yuk
oranlarini yaklasik olarak 227.00 nolu pikler ile benzerlik gostermektedir (Sekil
4.16 ve Sekil 4.18).

immobilize lakkaz ile muamele edilmis DNS ¢dzeltisinin pozitif iyon kromatogrami
ile standart ¢ozeltisinin kromatogrami karsilastiriidiginda farkli  alikonma
zamanlarinda farkli piklerin oldugu gorulmektedir (Sekil 4.19). Standart ¢ozeltisiyle
ayni allkonma zamaninda ve MS spektrumunda ayni katle/ylk oranlariyla
belirlenen 1 nolu pik ABTS’ ye aittir. Farkli alikkonma zamanlarinda belirlenmis 2, 3,
4 ve 5 nolu piklerin MS spektrumlari farkli olarak sirasiyla 184.20, 200.25, 225.25
ve 228.30 m/z oranlarinda urUnler olustugunu gostermektedir. Bu Urunlerin ise MS
spektrumlarindan elde edilen katle/yuk verilerinin incelenmesiyle 2, 3, 4 ve 5 nolu
pikler icin sirasiyla yapidan karbondioksit (CO,) ayrilmasi, aldehit ayrilmasi (C=0),
yapida kinon olusumu ve vyapinin protonlanmasi ile olustugu sodylenebilir.
immobilize lakkaz ile muamele edilmis DNS ¢ozeltisinin negatif iyon kromatogrami
incelendiginde ise c¢Ozeltide hala DNS’nin bulundugu fakat ayni alikonma
suresinde olusan DNS pikinin alanindaki azalma ile ¢ozeltideki DNS miktarinda
azalma oldugu gorulmektedir (Sekil 4.20). MS spektrumu ise standart ¢ozeltisi ile
benzerdir (Sekil 4.20).

immobilize ve serbest lakkaz ile muamele edilmis DNS ¢ozeltilerinin pozitif iyon
kromatogramlari kargilastirildiginda ayni alikonma surelerinde 5 farkli pikin
olustugu ve bu piklerin MS spektrumlari incelendiginde ayni m/z oranlarinda
drunlere ait oldugu goérulmektedir (Sekil 4.21). Ayrica serbest lakkaz ile muamele
edilmis DNS c¢ozeltisinin negatif iyon kromatogrami ve MS spektrumu ile
immobilize lakkaz ile muamele edilen DNS ¢ozeltisininkilerinin ayni oldugu
gorulmektedir (Sekil 4.22). Bu kromatogram ve spektrum verilerine goére
immobilize ve serbest lakkazin etkinliginin ayni oldugu sonucuna ulagiimaktadir.
immobilize lakkaz ile serbest lakkazin ayni etkinlikte calismalari kriyojelin enzim
immobilizasyonu igin uygun bir destek malzemesi oldugunu ve immobilizasyonun
basariyla gerceklestirildigini bir kez daha ortaya koymustur. Bu sonuglara ek
olarak oldukca zararli bir fenolik bilesik olan DNS’nin lakkaz ile enzimatik
yukseltgeme tepkimesi sonucu farkh Urlnlere doénustirilerek uzaklastinldigi

gOzlenmistir.
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Sekil 4.16. ABTS’nin pozitif iyon kromatogrami ve MS spektrumu
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Sekil 4.17. ABTS’nin negatif iyon kromatogrami
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Sekil 4.19. Lakkaz immobilize membranla muamele edilmis DNS ¢ézeltisinin

pozitif iyon kromatogrami ve ilgili piklerin MS spektrumlari. (a) 1 nolu (ABTS); (b-e)

2, 3, 4 ve 5 nolu (UrGn) pikler
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Sekil 4.20. Lakkaz immobilize membranla muamele edilmis DNS ¢dzeltisinin

negatif iyon kromatogrami ve ilgili piklerin MS spektrumlari
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Sekil 4.21. Serbest lakkaz ile muamele edilmis DNS ¢oézeltisinin pozitif iyon
kromatogrami ve ilgili piklerin MS spektrumlari. (a) 1 nolu (ABTS); (b-e) 2, 3, 4 ve

5 nolu (trGn) pikler
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Sekil 4.22. Serbest lakkaz ile muamele edilmis DNS ¢dzeltisinin negatif iyon

kromatogrami ve ilgili piklerin MS spektrumlari
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5. YORUM

Poli(glisidil metakrilat) [P(GMA)] kriyojeli, monomer igine uygun bir baslatici
ilave edilmesiyle belli bir sicaklikta gergeklestirilen yigin polimerizasyonu
yontemiyle sentezlenmistir. Capraz baglayicic EGDMA (etilenglikol
dimetakrilat) varliginda, GMA (glisidil metakrilat) ve HEMA (2-hidroksietil
metakrilat) komonomerleri kullanilarak lakkaz enzimi immobilizasyonunda
kullanilmak Gzere makrogdzenekli yapida P(GMA) kriyojeli yeni bir destek

malzemesi olarak hazirlanmistir.

Destek malzemesi olarak kullaniimak Uzere sentezlenen P(GMA) kriyojeline
lakkaz immobilizasyonu, GMA epoksi gruplarina lakkaz amino gruplarinin
ndkleofilik  saldirisi  sonucu  kovalent baglanma  ydntemi ile
gerceklestiriimigtir. P(GMA) kriyojeline immobilize edilen lakkaz miktari
spektrofotometrik yontem kullanilarak tayin edilmistir. 6 mm c¢apinda 2 tane
daire formundaki P(GMA) kriyojel membrana (30.5 mg) kovalent olarak

bagli olan lakkaz miktari 0.148 mg olarak hesaplanmistir.

Sentezlenen P(GMA) ve lakkaz immobilize edilmis P(GMA) [L-P(GMA)]
kriyojellerinin karakterizasyonu FTIR ile yapilmistir. Spektrumlarda 3440
cm™ civarinda genis OH gerilme bandi gériilmektedir. 2950 cm™ civarindaki
metilen titresimi GMA ve HEMA monomerlerinin karakteristik titresimleri
arasinda yer alir. Ayrica 1730 cm™ civarindaki titresim her iki monomerinde
ester konfigiirasyonunu gdstermektedir. Epoksi gruplari ise 900 cm™
civarinda pik vermigtir. Elde edilen spektrumlar karsilastirildiginda L-
P(GMA)'nin spektrumundaki OH gerilme bandinin siddetinin arttigi ve 1570
cm™ civarinda C-N bagina ait karakteristik piklerin olustugu gériilmektedir.
Bu sonuclar lakkazin yapiya epoksi halka acilmasiyla karbon Uzerinden
baglandigini ve epoksi halkasindaki oksijenin hidrojen ile bag yapmasi
sonucu yapidaki OH fonksiyonel gruplarinin arttigini goéstermektedir.
Yapilan FTIR analizi sonucunda lakkazin P(GMA) kriyojeline basariyla

immobilize edildigi anlagiimaktadir.

Farkh inkibasyon sureleri ile sentezlenen P-0, P-3, P-6, P-12 ve P-24 kodlu

kriyojellerin denge sisme oranlari sirasiyla % 523, % 531, % 559, % 570 ve
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% 572 olarak bulunmustur. Makrogozenek oranlari ise sirasiyla % 54, %
55, % 58, % 59, % 61 olarak hesaplanmigtir. Bu sonuglar yapisindaki
HEMA ve GMA monomerlerin hidrofilik fonksiyonel grup sayisinin fazla
oldugunu gosterir. Ayrica immobilize olan lakkaz miktar arttikca da denge
sisme oranlarinin arttigi gérilmektedir. Bu sonug¢ ise immobilizasyon ile
birlikte artan yuzey alani, lakkazin hidrofilik karakteri ve protein tUzerindeki

polar gruplarin olmasi ile agiklanabilir.

P(GMA) kriyojelinin yuzey morfolojisini incelenmek amaciyla taramal
elektron mikroskobu (SEM) goruntulemesi yapilmigtir. SEM goruntileri ile
kriyojelin yuksek yuzey alani saglayan birbiriyle baglantili yogun gozenek
yapisina sahip oldugu belirlenmistir. Gozeneklerin boyutlari yaklasik olarak
20-50 pum aralginda oldugu bulunmustur. Bu gbézenekli yapi substratin
kolayca difizyonuna olanak sagladidi i¢in sentezlenen kriyojelin lakkaz

immobilizasyonuna uygun destek malzemesi oldugunu gosterir.

Enzimlerin yuksek aktivite gosterdikleri bir pH degeri velveya pH araligi
vardir. Bunun belirlenmesi icin immobilize ve serbest lakkazin farkli pH
degerlerindeki (pH 3.0-6.0) % bagil aktiviteleri hesaplanmistir. Hem
immobilize hem de serbest lakkaz icin en uygun degerin pH 5.0 oldugu
g6rilmistir. immobilizasyon ile pH degerinde herhangi bir degisiklik
olmamistir. Fakat immobilize lakkazin aktivite gosterdigi pH araliginin daha
genis olduguna ulasiimistir. Bu sonu¢ kovalent bagl lakkaz enziminin
immobilizasyon islemi ile pH degerine kargi kararlihigindaki artisi

gOstermektedir.

Lakkaz aktivitesine sicaklhigin etkisini belirleyebilmek amaciyla lakkazin
farkh  sicakhk degerlerindeki (25.0-75.0°C) % bagil aktiviteleri
hesaplanmigtir. Serbest ve immobilize lakkazin en vyuksek aktivite
degerlerinin gozlendigi optimum sicaklik degerleri sirasi ile 50.0 ve 55.0°C
olarak belirlenmistir. Optimum sicaklik degerindeki bu kayma lakkazin
immobilizasyon islemi ile daha yuksek sicaklikta galisabilecegini ve daha
kararli hale geldigini gostermistir. immobilize lakkaz aktivitesinde sicaklik
arttikgca orantili bir artis gostermis ve 55.0°C’da en yuksek aktivite degeri
elde edilmigtir. Bu degerden itibaren sicakliktaki artigla beraber lakkaz

aktivitesi % 17.0'ye kadar dusmustir. Enzim aktivitesinin azalmasi
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ortamdaki enzimin denature olma olasiligl, ¢ézunmus oksijen derisiminin

azalmasina ve aktif merkezin konformasyon degisimine baglanabilir.

Immobilize enzim igin amino gruplari vasitasiyla kovalent bag olusturmasi
sonucu konformasyonel esnekligi azaldigindan substrata baglanmak igin
uygun konformasyona gelmesinde ve tepkime sonrasi yeniden
dizenlenmesinde serbest enzime kiyasla daha yuksek bir aktivasyon
enerjisi gereklidir. Bunu ispatlamak igin Arrhenius esitliginden yararlanilarak
tepkime aktivasyon enerjisi ve Arrhenius sabiti hesaplanmistir. Serbest ve
immobilize lakkaz igin 298-323 K arasindaki aktivasyon enerijisileri sirasiyla
27.0 kJ.mol™ ve 28.8 kJ.mol™ olarak bulunmustur. Arrhenius sabitleri ise
siraslyla 2.9x10° mM.dak™® ve 1.6x10° mM.dak™® olarak hesaplanmistir.
Sonuglar ile immobilize enzimin akivasyon enerjisinin daha yuksek oldugu

gosterilmektedir.

Lakkaz aktivitesine substrat derisiminin etkisini incelemek igin farkli
derigimlerdeki (0.1-3.0 mM) ABTS c¢ozeltileri ile yapilan deneyler sonucu
elde edilen verilerin grafige gecirilmesiyle belirli bir substrat derigsimine
kadar artan sonrasinda aktivite degerlerinde pek bir degisiklik olmayan
hiperbolik bir egri elde edilmistir. Bu hiperbolik egri enzim Kkinetiginin
Michealis-Menten  denklemiyle aciklanan non-allosterik  aktiviteyle

uyumludur.

Lineweaver-Burk grafiginden vyararlanilarak lakkazin Michaelis-Menten
sabiti (Ky,) ile doygun substrat derisimindeki en ylksek hiz (V) degerleri
hesaplanmigtir. Serbest lakkaz i¢in K, ve V\, degerleri sirasiyla 165.1 yM
ve 55.2 yM.dak™ olarak belirlenmistir. immobilizasyon sonrasi lakkaz K, ve
Vi degerleri serbest lakkaza kiyasla azalmistir ve K, 156.0 uM ve V, 1.57
uM.dak™ olarak bulunmustur. Sonuglardan immobilize lakkazin Kpy,
degerinin azaldigi yani lakkazin ABTS’ye olan ilgisinin immobilizasyon
islemi ile arttigi gortlmektedir. Lakkazin substratina olan ilgisinin artmasi
immobilizasyonu i¢in uygun destek malzemesinin secildigini belirtmektedir.
Cunkl immobilizasyon igin secilen kriyojelin yuksek difizyon kapasitesi,
makrogdzenekli yapisi sayesinde substratin enzimin aktif bdlgelerine
ulagsmasi engellenmemistir. Ayrica bu sonu¢ immobilizasyon esnasinda

enzimin aktif boélgelerinin kapatiimadiginin énemli bir gdstergesidir.
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Tepkime ortamlarinda kullanilan enzim miktarinin artmasiyla beraber %
bagil aktivite degerleri de paralel olarak artis gostermektedir. Serbest
enzimdeki aktivite artisi enzim miktarindaki artis ile yaklagik olarak birebir
orantilidir. Fakat immobilize lakkazin aktivitesindeki artis orani enzim
miktarinin artis oranindan daha azdir. Aktivite degerlerindeki artisin
azalmasi destek malzemesine immobilize olan enzim miktari arttikga sterik
engellemeler artacagindan enzimin etkinligini tam olarak gosteremedigi ile

aciklanabilir.

Tepkime ortaminda lakkaz enziminin substrati (ABTS) Urine doénustirme
hizinin zamanla degisimi incelendiginde % bagil aktivite degerinin 30.
dakikaya kadar artarak devam ettigi bulunmustur. Artan tepkime suresiyle
ortamdaki substrat miktari azaldigindan dolayi lakkazin % bagil aktivitesinin

30. dakikadan sonra dustugu gézlenmistir.

Tekrar kullanilabilirlik enzim katalizli tepkime maliyetini énemli odlgtde
azaltan bir faktérdur. Bu amacla P(GMA) kriyojeline kovalent baglanma ile
immobilize edilen lakkaz 6érneginin tekrar kullanim kararlihdi incelenmistir.
immobilize edilen lakkazin kesikli sistemde 6 kez kullanimi sonrasinda %
bagil aktivitesi baslangi¢ aktivitesinin % 82.5’ini géstermektedir. Bu sonuca
goére P(GMA) kriyojelinin lakkaz immobilizasyonu igin uygun bir destek
malzemesi oldugu, lakkazin aktivitesinde énemli bir azalma olmadan tekrar

tekrar kullanilabilecegi ve enzim kararlilligini korudugu soylenebilir.

Enzim immobilizasyonundaki maliyeti etkileyen 6nemli parametrelerden bir
digeri de destek malzemesine immobilize edilen enzimin depolama
kararliigidir. Bu amacla 4 haftalik depolama periyodu boyunca deneysel
incelemeler yapilmis ve immobilize lakkazin bagslangi¢ aktivitesinin %
72.0’sini korurken, serbest lakkazin % 24.0’UnU korududu belirlenmistir.
Serbest lakkazin % bagil aktivitesinin kademeli olarak azalmasi, lakkazin

sulu ¢ozeltide depolanma sirasinda kararli olmadigini géstermektedir.

Model bilesik olarak secilen DNS’nin immobilize ve serbest lakkaz ile
enzimatik yukseltgeme sonrasinindaki parcalanma ardanlerinin
kromatografik ayrimi sivi kromatografisi-tandem kutle spektrometresi (LC-
MS/MS) ile analiz edilmistir. Standart DNS ve ABTS c¢ozeltilerinde okuma
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yapilarak olusturduklari pikler ve alikonma zamanlari belirlenmistir. ABTS
negatif iyon taramasinda sonu¢ vermezken pozitif iyon taramasinda
alikonma zamani 2.75 dak’dir. DNS ise negatif iyon taramasi ile sonug¢
vermigtir ve allkkonma zamani 8.5 dak'dir. DNS ve ABTSnin MS
spektrumlart karsilastirildiginda ikisininde kutle/yuk oranlarini yaklagik

olarak 227.00 nolu pikler ile benzerlik gostermektedir.

immobilize lakkaz ile muamele ediimis DNS ¢6zeltisinin pozitif iyon
kromatogrami ile standart ¢ozeltisinin kromatogrami karsilastirildiginda
farkh allkonma zamanlarinda farkli piklerin oldugu gorulmektedir. Standart
¢Ozeltisiyle ayni alikonma zamaninda ve MS spektrumunda ayni katle/yUk
oranlariyla belirlenen 1 nolu pik ABTS' ye aittir. Farkli alikonma
zamanlarinda belirlenmis 2, 3, 4 ve 5 nolu piklerin MS spektrumlari farkl
ardnlerin olustugunu gdstermektedir. Bu Urlnlerin ise MS spektrumlarindan
elde edilen kutle/yuk verilerinin incelenmesiyle 2, 3, 4 ve 5 nolu pikler igin
sirasiyla yapidan karbondioksit (CO;) ayrilmasi, aldehit ayriimasi (C=0),
yapida kinon olugsumu ve yapinin protonlanmasi ile olustugu sdylenebilir.
immobilize lakkaz ile muamele ediimis DNS g¢o6zeltisinin negatif iyon
kromatogrami incelendiginde ise ¢ozeltide hala DNS’nin bulundugu fakat
ayni allkonma suresinde olusan DNS pikinin alanindaki azalma ile

¢cozeltideki DNS miktarinda azalma oldugu gorulmektedir.

immobilize ve serbest lakkaz ile muamele edilmis DNS ¢ézeltilerinin pozitif
iyon kromatogramlari karsilastirildiginda ayni alikonma surelerinde 5 farkli
fikin olustugu ve bu piklerin MS spektrumlari incelendiginde ayni m/z
oranlarinda urunlere ait oldugu gorulmektedir. Ayrica serbest lakkaz ile
muamele edilmis DNS c¢oézeltisinin negatif iyon kromatogrami ve MS
spektrumu ile immobilize lakkaz ile muamele edilen DNS
¢ozeltisininkilerinin  ayni oldugu goérulmektedir. Bu kromatogram ve
spektrum verilerine gore immobilize ve serbest lakkazin etkinliginin ayni
oldugu sonucuna ulasiimaktadir. immobilize lakkaz ile serbest lakkazin ayni
etkinlikte galismalari kriyojelin enzim immobilizasyonu igin uygun bir destek
malzemesi oldugunu ve immobilizasyonun basariyla gergeklestirildigini bir

kez daha ortaya koymustur. Bu sonucglara ek olarak oldukga zararli bir
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fenolik bilesik olan DNS’nin lakkaz ile enzimatik yukseltgeme tepkimesi

sonucu farkl drtunlere donugturulerek uzaklastirildigr gozlenmistir.

Calismadan elde edilen bulgular P(GMA) kriyojelik destek malzemesinin
lakkazin immobilizasyonu igin uygun oldugunu ve atik su endustrilerinde
fenolik bilesiklerin uzaklastirimasi icin kullaniimak Uzere dusik maliyetli

alternatif bir ydontemin basariyla gelistirildigini gostermektedir.
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