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oldugunu,

- Kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,
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TRAMETES VERSICOLOR LAKKAZ ENZIMININ URETIMI,
SAFLASTIRILMASI, iMMOBILIiZASYONU VE BOYAR MADDE
GIDERIMINDE KULLANIMI

OZET

Trametes versicolor, beyaz ¢iiriik¢iil mantarlardan olup iyi bir lakkaz iiretcisidir. Lakkaz
enziminin boyar madde giderimindeki etkinligi serbest ve immobilize formunun sahip
oldugu farkli biyokimyasal oOzelliklerine gore degisiklik gostermektedir. Ayrica
immobilizasyonda kullanilacak olan destek materyalleri de uygulama silirecinde
verimlilik agisindan 6nem arz etmektedir. Bu ¢alisma, 7. versicolor lakkazinin iiretimi,
saflastirilmasi, biyokimyasal karakterizasyonu, immobilizasyonu ve farkli boyar
maddelerin renk gideriminin {izerindeki etkinligini i¢cermektedir. Buna gore, yiiksek
aktivite degerinde (5000 U/L) iiretilen lakkaz enzimi ti¢lii faz ayirma yontemi ile %204
geri kazanimla 2,3 kat saflastirildi. Enzim i¢in en iyi substrat 2,6-DMP (Kn=0,1 mM)
olup bunu ABTS (K=0,2 mM) ve guakol (Kn=3,8 mM) izlemektedir. Optimum sicaklik
degeri tiim substratlarda 70 °C, optimum pH ise guakol i¢in pH 5,5, ABTS i¢in pH 4,0 ve
2,6-DMP i¢in pH 5,0 olarak belirlendi. Substrata gore degismekle birlikte genis bir
sicaklik (40-80 °C) ve pH (3,5-7,0) araliginda aktif oldugu go6zlendi. Enzim
immobilizasyonu icin, yiiksek yiizey alanina sahip silika aerojel (535 m?/g), Mg-silika
aerojel (437 m?*g) ve Cu-silika (370 m?/g) aerojel kullamldi. Lakkaz enzimi bu
aerojellerden Cu-silika aerojel’e kovalent baglama yontemi ile 4 saat, 25 °C sicaklik, pH
4,5 ve 12 mg/g lakkaz miktar1 ile %93 immobilizasyon verimliligi ve %93 aktivite
verimliligi ile immobilize edildi. Cu-silika aerojele immobilize edilen lakkaz enzimin 24
saat sonunda commasie brilliant blue G 250 (serbest lakkaz %64) ve kongo kirmizisi
(serbest lakkaz %83) boyalarin1 %100, metilen mavisi boyasini (serbest lakkaz %65) %95
oraninda giderdigi gozlendi. Bu ¢aligma boyar madde gideriminde ¢esitli immobilize
enzimlerin tasarlanmasina, farkli destek materyallerinin boyar maddeler iizerindeki
etkinliginin test edilmesine olanak saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Aerojeller, Cu-silika Aerojel, Dekolorizasyon, Immobilizasyon,
Lakkaz.
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PRODUCTION, PURIFICATION, IMMOBILIZATION OF TRAMETES
VERSICOLOR LACCASE ENZYME AND ITS USE IN DYE REMOVAL

ABSTRACT

Trametes versicolor, a white rot fungus, is known for producing laccase, an enzyme
effective in dye removal. The efficiency of laccase varies between its free and
immobilized forms, and the choice of carrier materials for immobilization significantly
impacts the application process. This study investigates the preparation, purification,
biochemical characterization, immobilization, and activity of 7. versicolor laccase in dye
decolorization. The enzyme was produced with a high activity (5000 U/L) and purified
2.3-fold using a triple phase separation method, resulting in a recovery of 204. The
enzyme's best substrate was 2,6-DMP (K»=0.1 mM), followed by ABTS (Kn=0.2 mM)
and guaiacol (Kn=3.8 mM). Optimal temperature for all substrates was 70 °C, while
optimal pH varied: 5.5 for guaiacol, 4.0 for ABTS, and 5.0 for 2,6-DMP. The enzyme
remained active over a broad temperature range (40-80 °C) and pH range (3.5-7.0). High
surface area silica aerogel (535 m?/g), Mg silica aerogel (437 m?/g), and Cu silica aerogel
(370 m?/g) were used for enzyme immobilization. Laccase immobilization on Cu-silica
aerogel achieved 93% efficiency at 25 °C, pH 4.5, and 12 mg/g laccase, with 93% activity
retention. The immobilized enzyme removed 100% of Coomassie brilliant blue G 250
(free laccase 64%) and Congo red (free laccase 83%), and 95% of methylene blue (free
laccase 65%) after 24 hours. This study highlights the potential to develop various
immobilized enzymes for dye removal and to test different carrier materials for efficiency.

Keywords: Aerogels, Cu-silica Aerogel, Decolourization, Immobilization, Laccase.

xiil



1.GIRIS

Gliniimiizde endiistri kaynakli kirleticilerin etkileri artarak biiyliyen bir problem haline
gelmektedir. Bu kirleticiler arasinda en yaygin olanlar1 endiistriyel boyalardir (Liu ve
dig., 2021). Endiistriyel boyalarin higbir isleme tabi tutulmadan ya da kismi olarak
ayrigtirtldigr durumlarda canli ekosistem iizerinde ciddi etkileri bulunmaktadir. Bu tip
cevresel kirleticilere karst enzimlerin kullanimi, biiylik bir avantaj saglamaktadir.
Ozellikle boyar maddeler iizerinde etkinligi oldugu bilinen enzimler, mevcut
etkinliklerine ilave olarak daha dayanikli ve tekrar kullanilabilir formlarda
tiretildiklerinde daha da ilgi ¢ekici hale gelmektedirler. Bu sebeple kullanilan enzimin
kaynagina, tiretim ve saflastirma metotlarina ilave olarak daha etkili immobilizasyon

materyallerine ve yontemlerine de ihtiya¢ duyulmaktadir (Rodriguez ve dig., 1999).

Lakkaz, oksidorediiktaz smifinda yer alan ¢oklu bakir igeren bir enzimdir. Aromatik
aminler, difenoller ve alifatik aminlerin yani sira ¢esitli fenolik ve fenolik olmayan
bilesikleri oksitlerler (Surwase ve dig., 2016). Genisgletilmis stabiliteleri ve genis substrat
seciciligi nedeniyle, cesitli biyoteknolojik uygulamalar icin son derece yararl
biyokatalizorledir (Bilal ve dig., 2019). Bu oksidorediiktaz enzimi, lif biyosentezi, enerji
kullanimi, ¢evre koruma, biyo-algilama, gida iyilestirme, kozmetik endiistrisi, kagit
endistrisi, tekstil endiistrisi ve ¢evresel kirleticilerin biyolojik olarak pargalanmasi gibi
gelecek vaat eden endiistriyel uygulamalara iligskin 6zelliklerin gelistirilmesinde yiiksek

Oneme sahiptir (Zheng ve dig., 2016).

Enzimlerin etkinliklerinin yaninda saflastirma yontemleri de biiyiik 6nem tagimaktadir.
Ucglii faz ayirma yontemi (UFA), ucuz ve etkili bir ayirma yontemidir. UFA, enzimler,
proteinler, karbohidratlar, yaglar, flavonoidler ve kiiclik molekiillii organik bilesikler gibi
cesitli biyomolekiillerin ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir (Yan ve dig.,
2017). Yiiksek geri kazanim ve kolay enzim eldesi gibi avantajlartyla geleneksel olan
saflastirma yontemlerine gore tercih sebebi olmaktadirlar (Yan ve dig., 2018). Lakkaz
immobilizasyonunda kullanilan bes teknik vardir: fiziksel adsorpsiyon, hapsetme,
kapsiilleme, kovalent baglanma ve ¢apraz baglama. Bu teknikler genel olarak fiziksel
(tuzaklatma, kapsiilleme ve adsorpsiyon) ve kimyasal (kovalent ve c¢apraz baglama)
olarak smniflandirilir. Immobilizasyonda kullamlan yontemler maliyet ve hazirlama

kolayligi, stabilite, katalitik verimlilik ve biyokatalizoriin fiziksel 6zellikleri ag¢isindan



farklilik gosterir (Yang ve dig., 2017). Fiziksel tekniklerle immobilizasyon, destek ile
nispeten zayif ve geri doniisiimlii etkilesimleri icerir. Enzim yapisina daha az zarar
verirken ¢ozeltideki enzimin 6zelliklerini korur (Duran ve dig., 2002). Bununla birlikte,
enzim ve destek arasindaki zayif etkilesimler enzimin sizmasina neden olur, bu da aktivite
kaybina ve c¢evredeki ortamin kirlenmesine neden olabilir (Naghdi ve dig., 2017).
Kovalent baglanma, enzimleri (¢ogunlukla lizin kalintilart yoluyla) kati desteklerle
baglamak i¢in en yaygin kullanilan yontemdir, ancak kati destekler ayni zamanda
biyokatalizoriin spesifik ve hacimsel aktivitesini azaltabilir (Cabana ve dig., 2011).
Enzim immobilizasyonu i¢in destek olarak farkli kaynaklardan ¢ok gesitli malzemeler
kullanilabilir. Bu malzemeler genel olarak organik, inorganik, hibrit veya kompozit
olarak ayrilabilir. Destek, enzim yapisini zorlu reaksiyon kosullarina kars1 korumakta ve
boylece immobilize edilmis enzimin yliksek katalitik aktivitesini korumasina yardimci
olmaktadir (Sheldon ve Pelt, 2013). Ancak bu alanda bazi sinirlamalar vardir, ¢iinkii
matrisin enzim yapisi izerinde olumsuz bir etkiye sahip olmamasi ve stabil enzim-matris
etkilesimini saglamasi gerekir (Fernandez-Lafuente, 2009). Ayrica etkili bir
immobilizasyon i¢in tasiyici, substrat molekiillerinin kolay baglanmasini, substratlarin ve
driinlerin difiizyon smirlamalarimi azaltmak i¢in katalizoriin aktif bolgelerini agiga
cikarmalidir (Wong ve dig., 2009). Immobilizasyon igin birgok tastyicinin yaninda sol-
gel yontemi ile iiretilen silika bazli materyaller oldukga dikkat ¢ekicidir. Sol-jel islemi,
enzim immobilizasyonu i¢in uygun olan, mezo-gozenekli silika desteklerinin
tiretilmesine yonelik ana bir tekniktir. Sol-jel islemi, organometalik bilesikler, solvent ve
katalizor kullanilarak oda sicakligina yakin bir sicaklikta gerceklestirilir (Costantini ve
Califano, 2021). Bu teknikle iiretilen destekler mezo- (2—50 nm) ve/veya mikro- gézenek
(<2 nm) araliginda ortalama gdzenek ¢aplarina ve yaklasik 100 ila 1000 m* g ! arasinda
degisen ylizey alanlarina sahiptirler. Bu yontem yiiksek saflik, genis yiizey alani, biiyiik
gozenek hacmi ve enzime herhangi bir olumsuz etkisi olmamasi bakimindan oldukga

avantajh 6zelliklere sahiptir (Paul ve dig., 2009).

Bu tez ¢calismasi, Trametes versicolor lakkaz enziminin yliksek aktivite degeri ile tiretilip,
yiksek geri kazanim ile saflastirilmasini, saf lakkaz enziminin biyokimyasal
karakterizasyonunu ve kinetik caligmalarinin yani sira saf haldeki enzimin {i¢ farkli
aerojele (silika aerojel, Mg-silika aerojel, Cu-silika aeroejl) iki farkli (adsorbsiyon ve

kovalent) immobilizasyon teknigi ile karsilastirmali olarak immobilizasyonunu,



immobilize enzimin karakterizasyonunu ve son olarak optimum kosullarda elde edilen
immobilize enzimin, endiistriyel boyar maddeler olan metilen mavisi, fenol kirmizisi,
malagit yesili, commasie brilliant blue G 250, kongo kirmizis1 ve metil kirmizisi

boyalariin renk giderim kapasitesinin belirlenmesini kapsamaktadir.

Bu calisma ile 7. versicolor lakkaz1 ilk defa farkli 6zelliklere sahip aerojellere farkli
immobilizasyon metotlar1 ile karsilastirilmali olarak immobilize edilerek elde edilen

sonuglarla literatiirde bu konudaki bosluga 1s1k tutmasi1 beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Endiistriyel Atik Sular ve Boyar Maddeler

Endiistriyel kullanim sebebiyle ciddi ¢evresel sorunlar ortaya ¢ikmakla birlikte bu durum
insan saglig1 ve ekosistem i¢in dnemli risklere yol agmaktadir. Ozellikle tekstil endiistrisi
bu sorunlarda 6nemli bir rol oynamaktadir. Tekstil iiretimi, tekstil boyalar1 gibi ¢cok ¢esitli
kirleticilerin kullanimini igceren birden fazla islem asamasini gerektirir. Ayrica tekstil
endiistrisinde su kullanimi oldukga fazladir. 1 kg tekstil iiriinii iiretmek icin yaklagik 200
L suya ihtiyac¢ vardir. Tekstil atik sulari, cogu toksik ve mutajenik olan, boyama isleminde

kullanilan boyalar bakimindan zengindir (Bento ve dig., 2020).

Cesitli boyalarin endiistriyel islemler sonrasi ¢evreye salinmasi, bunlarin bol miktarda
kullanildigr tekstil endiistrisinin tipik bir 6zelligidir. Hemen hemen tiim tekstil boya
tiirleri oldukca karmasik bir yapiya sahip, kalic1 ve direnc¢li olmasi sebebiyle geleneksel
atik su aritma yontemleriyle aritilmasi zordur. Boyalarin gevresel etkileri s6z konusu
oldugunda, su kiitlelerini renklendirebilirler, bu da 15181n niifuz etmesinin azalmasina
neden olur ki sonugta fotosentez siireci etkilenir. Mutajenik, toksik ve kanserojen oldugu
bilinen bu boyalar insan saglig1 agisindan da ciddi tehdit olustururlar (Al Tohamy ve dig.,
2022). Ticari uygulamalarda kullanilan sentetik boyalarin yaklasik %60-70'1, ikame
edilmis aromatik yapilar1 baglayan bir veya birkag- N=N- kopriisiine sahip azo boyalardir.
Metilen mavisi, kongo kirmizisi, malasit yesili ve metil kirmizis1 azo sinifi boyalara, fenol
kirmizis1 ve commasie brilliant blue G 250 ise trifenilmetan siifi boyar maddelerdir
(Tablo 2.1). Tekstil endiistrisinde boyar madde kullanimi boya bakimindan zengin atik
olusumu ile sonucglanir (Ogugbue ve dig., 2011). Bu tiir boyalarin ve bunlarin
bilesenlerinin ¢ogu mutajen gorevi goriir ve kanserojen maddelerdir. Atik suyun koyu
rengi, giines 1s181n1n su kiitlelerine niifuz etmesini engelleyerek, alglerdeki fotosentezi ve

su kalitesini biiyiik bir sekilde etkiler ve besin zincirine zarar verir (Verma ve dig., 2012).

Tablo 2.1. Boya ¢esitleri ve siiflari

Boyalar Sinif
Metilen Mavisi Azo
Kongo Kirmizisi Azo
Metil Kirmizisi Azo




Tablo 2.1. (Devam) Boya cesitleri ve siniflar

Malasit Yesili Triarilmetan
C.Brilliant Blue G 250 Trifenilmetan
Fenol Kirmizisi Trifenilmetan

Su kiitlelerinde asil1 duran bu boyalar, su ekosistemini etkiler, biyolojik birikim nedeniyle
halk saglig1 riskleri olusturur ve toprak kirlenmesine neden olurlar. Ayrica azo boyalarin
indirgenmis ara Uriinleri olan aromatik aminler, boyalarin kendisinden daha toksiktir.
Tekstil fabrika atiklari sulara desarj edildiginde, boyalar 5 pg/L konsantrasyonlarda
goriiniir kirletici olarak kabul edilirler. Fiziksel renk giderme yontemleri (aktif karbon ve
pihtilagma gibi), boyalar1 farkli bir faza aktarirken tek basina boya gideriminde yetersiz
kalmaktadir. Kimyasal yontemler, boyalar1 ortadan kaldirabilir ancak disaridan eklenen
reaktifler bazi1 durumlarda istenmeyen yan iirlinlerin olusmasina sebep olabilmektedir

(Champagne ve Ramsay, 2010).
2.2. Endiistriyel Enzimler

Enzimler ¢esitli endiistriyel islemlerde kullanilmaktadir. Enzimler 1liman kosullar altinda
calisirlar. Bu kosullar her enzim i¢in optimum olan sicaklik, pH, substrat konsantrasyonu
gibi faktorleri ifade eder (Chapman ve dig., 2018). Stabil, giivenilir, emniyetli ve
biyolojik olarak pargalanabilir olmalarindan 6tiirii endiistride bir¢ok kimyasal bilesigin
yerini almak iizere yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Enzim kullanimi ¢evre dostu

olmasinin yani sira, iiriiniin kalitesinin arttirtlmasia da yardimci olur.

Enzimlerin tekstildeki 6nemli rolleri arasinda kumas goriiniimiin iyilestirilmesi, kumas
tilylerinin yiizeyden uzaklastirilmasi, kotlarin biyolojik olarak agartilmasi ve agartma
sonrasinda kalan hidrojen peroksitin uzaklastirilmasi sayilabilir (Madhu ve Chakraborty,
2017). llag, yiyecek, igecek, deterjan ve biyoyakit endiistrileri ile ticari o6lcekli
uygulamalar enzimlerin katalitik 6zelliklerinden yararlanirken, dogal gaz ve(ya) hassas
kimyasal madde tiretimi gibi ¢alismalarin oldugu diger endiistriler, bunlarin kullanimin
yakin gelecek i¢in planlamaktadir. Endiistriyel 6l¢cekte kimyasal {iretiminde, biyokatalizin
faydalar1 genellikle ¢ok yonliidiir; bu nedenle enzimler, uygun reaksiyon kosullari,
yiiksek {iriin seciciligi ve diisiik ¢evresel etkiler nedeniyle tercih sebebidirler (Chapman

ve dig., 2018).



Ilag sektoriinde, aktif farmasotik bilesenlerin iiretimi i¢in ara maddelerin sentezinde nitril
hidrataz, transaminaz, monoamin oksidaz, lipaz ve penisilin asilaz gibi enzimler (Deasi,
2011; Li ve dig., 2012), gida endiistrisinde, nisastanin glukoza doniistiirtilmesi, fruktoz
orani yuksek iirlin iiretimi, farkli prebiyotiklerin olusturulmasi, igeceklerin aciliginin
giderilmesinde tripsin, amilaz, glukoz izomeraz, papain, pektinaz (Badgujar ve dig.,
2016; Panesar ve dig., 2012); deterjan sektoriinde, leke ¢ikarma, kat1 ve sivi yaglarin
giderilmesi, renk tutma gibi uygulamalarda proteaz, lipaz, amilaz ve seliilaz (Panesar ve
dig., 2012); kagit ve kagit hamuru alaninda daha iyi agartma i¢in ligninin uzaklastirilmast,
lif 6zelliklerinin iyilestirilmesi ve farkli yag asitlerinin olusumu ve biyoetanol eldesi i¢in
lignoseliilotik materyalin ayristirilmasi islemlerinde lipaz, selillaz ve ksilanaz gibi
enzimler kullanilmaktadir (Bhat, 2000; Tan ve dig., 2010). Ayrica bitkilerde bulunan
lignoseliilolitik enzimler (lakkazlar, lignin peroksidazlar, manganez peroksidazlar,
ksilanazlar, lipazlar ve seliilazlar) tekstil boyalar1 ve bir¢ok organik bilesigi parcalama

ozelligine sahiptir (Lopes ve dig., 2020).
2.3. Enzim Kaynagi Olarak Beyaz Ciiriik¢iill Mantarlar

Beyaz cliriik¢iil mantarlar Basidiomycetes siifina dahildir. Beyaz cliriik¢iil mantarlarin
salgiladig1 lakkaz, lignin peroksidaz, Mn-peroksidaz ve NADH peroksidaz (NADH
oksidaz) gibi enzimler bir¢ok endiistriyel alanda siklikla kullanilmaktadir (Mercimek,
2007). Bunlardan 6zellikle lakkaz, lignin peroksidaz ve mangan peroksidaz enzimleri
karmasik yapidaki endiistriyel/cevresel kirleticileri daha az toksik veya toksik olmayan
bilesiklere ayrigtirmasini ve mineralize etmesini saglamaktadirlar. Beyaz g¢iiriikgiil
mantarlarin hiicre dis1 enzim liretme kapasitesi, onlar1 tekstil, kagit ve kagit hamuru, ilag
veya zirai kimya endistrileri gibi farkli endiistrilerden yayilan karmasik/direngli
kirleticileri parcalamak i¢in biyoremediasyon alaninda ¢ekici bir aday haline

getirmektedir (Latif ve dig., 2023).

Beyaz ciirlik¢iil mantarlarin biiyiik ¢ogunlugu lakkaz tretmektedir. Bunlardan en
onemlileri: Phlebia radiata, Pleurotus ostreatus ve T. versicolor bu enzimi ireten en
Oonemli beyaz mantarlardandir. Ayrica 7. atroviridie, T. longibrachiatum ve T. harzianum
gibi bir¢ok Trichoderma tiiriiniin yaninda Basidiomycetes’lerden Theiophora terrestris,
Phanrrochaete chrysosporium ve Lenzites betulina da diger lakkaz iireticileri olarak

literatiirde bulunmaktadirlar. Lakkaz enzimi diger taraftan Coriolopsis byrsina,



Diaportha phaseolorum, Cerrena unicolor ve Pestalotiopsis uvicola gibi deniz

mantarlarinda da tespit edilmistir (Khatami ve dig., 2022).

T versicolor, tropik ve subtropik ormanlarda yayilim gdsteren bir tiirdiir. Ozellikle odunlu
agaclarda lignini parcalama 6zelligine sahiptir. Bu 6zelliginden dolay1 beyaz ciiriik¢til
funguslar arasinda siiflandirilir (Veena ve Pandey, 2012). 7. versicolor’un sahip oldugu
ligninolitik enzimler birgok alanda genis kullanim alania sahiptir. 7. versicolor,
odundaki lignoseliilozunun par¢calanmasinda rol oynayan bir¢ok enzimi sentezlemektedir.
T. versicolor’un lakkaz enzimi klor eklenmis bifeniller, tekstil boyalar1 ve poliaromatik
hidrokarbonlar gibi biyolojik parg¢alanmaya direngli yeni sentezlenen bir¢ok kimyasal
bilesigi substrat olarak kullanabilme yetenegine sahiptir. Bunun yaninda 7. versicolor’un
enzimleri kagit endiistrisinde de kullanim alanina sahiptir. Kagit hamurunu beyazlatmak
icin T. versicolor’dan iiretilen enzimler kullanilmaktadir (Unal ve Kolankaya, 2001).
[lave olarak T. versicolor nemli tibbi bilesikleri barindirmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi
krisin (PSC) adl1 bilesiktir ve bu bilesik HIV (Insan Bagisiklik Yetmezligi Viriisii) dahil
birgok viriisiin gelismesini baskilama o6zelligine sahiptir. Kanser hiicreleri iizerine de

etkileri oldugu bilinmektedir (Stamets, 2000).
2.4. Lakkazlar

Lakkazlar (EC 1.10.3.2), ¢ok cesitli fenolik ve fenolik olmayan bilesiklerin (mono-, di-
ve poli-fenoller, aminofenoller, metoksifenoller, aromatik aminler ve askorbat dahil
olmak {izere orto ve para-difenol gruplar1) molekiiler oksijenin suya dort elektron
indirgenmesiyle oksidasyonunu katalize eden ¢oklu bakir igeren enzimlerdir. Buna
ilaveten lakkazlar fenolik asitler, metoksifenolik asitler, dikarboksilik asitler iceren grubu
metoksi grubuna saldirarak yiikseltgeyebilmektedirler (Gianfreda ve dig., 1999). Diger
yandan enzimin aktif merkezine erisemeyen biiylik ve yiiksek redoks 6zellige sahip
substratlar i¢in kimyasal araglar kullanildiginda lakkaz varliginda bu tip substratlarin
yukseltgenme islemi gerceklestirilebilir. Bu yapilarin yiikseltgenmis radikal bigimlerinin
substratla etkilesim gostererek elektron aktarimina aracilik yaptigi diistiniilmektedir

(Kunamneni ve dig., 2008).

Lakkaz enzimi dimerik veya tetramerik yap1 gosteren bir glikoproteindir. 3 redoks

bolgesine bagli monomerik ve multimerik halde dort adet bakir atomunu igerir (Sekil



2.1); bu bakir atomlart molekiil icinde hayli 6neme sahip prostetik gruplardir (Duran ve
dig., 2002; Madhavi ve dig., 2009). Bunlardan Tip 1 bakir1 600 nm’de gdzlenebilen ve
lakkaz enzimine mavi rengi veren yapidir. Bu karakteristik mavi renk, Tip 1 bakirin
sistein amino asidinin kiikiirt grubuyla yaptig1 bag kaynaklidir. Tip 2 bakir bolgesi
renksizdir. Goriintir bolgede ¢ok zayif absorbans vermesine karsin EPR (Elektron Spin
Rezonansi) ile belirlenebilir. Tip 3 bakir bolgesi ise iki ¢ekirdekli yapida ¢ift bakir atomu
igerir; 330 nm’de verdigi zayif absorbans bandiyla karakterize edilirken EPR’de sinyal

vermez (Vandertol-Vanier ve dig., 2000; Xu ve dig., 2007).

- { N
P OH s N~

Sekil 2.1. Lakkaz bakir merkezleri (Zerva ve dig., 2019)

Lakkazin katalitik mekanizmasi (Sekil 2.2), T1 bakar1 tarafindan substrata bir elektronun
aktarilmasiyla baglar ve bunu indirgenmis T1 bakirinin T2 ve T3 bakir bolgelerine dahili
bir elektron transferi takip eder. Ardindan T2 ve T3 bakirin bulundugu ve triniikleer kiime
olarak adlandirilan bolgeye T1 bakirdan elektron transferi yapilmasi ve T2 ve T3 bakir
bolgesinde molekiiler oksijenin indirgenerek suyun agiga ¢ikmasidir (Rodriguez-Delgado

ve dig., 2015).

Lakkazlarin tekstil alaninda kot ve pamuk agartma, fitil temizleme ve yiin boyama gibi
bir¢ok rolleri vardir. Bunun disinda lakkazlarin boya sentezinde ve atik su aritiminda da
rolii vardir. Lakkazin en Onemli rolii biyolojik agartmadadir. Tekstil endiistrisinde
kullanilan ilk ticari lakkaz bazli iirlin, Novozymes'in 1996 yilinda piyasaya siirdiigii

DeniLite’dir (Kumar ve dig., 2023; Rodriguez-Delgado ve dig., 2015).
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Sekil 2.2. Lakkaz oksidasyonunun temel gosterimi (Rodriguez-Delgado ve dig., 2015)

2.5. immobilize Enzimler ve Kullamim Alanlari

Immobilizasyon, enzimlerin kati desteklerin yiizeyine veya igerisine sabitlendigi,
heterojen bir immobilize enzim sistemi olusturulan teknik bir islemdir. Enzimlerin
immobilize formu, canli hiicrelerdeki gibi hiicre iskeleti, membran ve organel
yapilarindaki dogal modlarimi taklit eder. Kati destek sistemleri genellikle enzimlerin
yapisini stabilize eder ve bu sayede aktivitelerini etkili bir sekilde siirdiiriirler. Bu nedenle,
serbest enzimlerle karsilastirildiginda immobilize enzimler ¢evresel degisikliklere karsi
daha direnclidir. Ek olarak, heterojen immobilize enzim sistemleri hem enzimlerin hem
de triinlerin kolayca geri kazanilmasina, enzimlerin yeniden kullanimina, enzimatik
siireclerin devamliligina, reaksiyonlarin hizli bir sekilde sonlandirilmasina ve daha gesitli
biyoreaktdr tasarimlarma olanak tanir. Ote yandan, serbest enzimlerle karsilastirildiginda,
cogunlukla immobilize edilmis enzimler daha diisliik aktivite gosterir ve genellikle
substrata erisimdeki zorluk nedeniyle daha yiiksek Michaelis sabitleri gosterir (Homaei
ve dig., 2013). Enzim immobilizasyonu 1960'l1 yillardan bu yana ilgi ¢ekici bir arastirma
konusu  olmustur (Razzagi ve dig., 2022). Ancak son zamanlarda
biyoteknolojik/nanoteknolojik 1ilerlemelerin yayginlasmasi, enzim immobilizasyon
tekniklerine olan ilgiyi artirmistir (Mohammadi ve dig., 2020). Immobilizasyon
uygulamalari, enzimatik baglanma sonrasinda katalizorlerin homojenden heterojen

formlara doniisebilmesini saglamakta ve bu sayede enzimlerin ayrilmasina yardimci



olarak yiiksek saflikta {iriinler elde edilmesine ve ¢esitli uygulamalar yapilmasina olanak

tanimaktadir (Marzodori ve dig., 1998).

Enzimlerin endiistride serbest halde kullanilmas1 yerine ekonomik acgidan
kullanilabilirligini saglayabilmek adima immobilizasyon teknikleri gelistirilmistir.
Immobilize enzimler, geri kazanim, tekrar kullanim, uzun siire aktif kalabilme ve gesitli
islem formatlarina uygulanabilme 6zelliklerine sahip 6zel kataliz formlaridir (Tufvesson
ve dig., 2010). Immobilizasyon isleminden sonra enzimlere depolama siiresinin
uzatilmasi, farkli pH ve sicaklik derecelerine dayanikliliginin arttirilmasi gibi gesitli
ozellikler kazandirilir. Bu sekilde etkinligi arttirilan immobilize enzimler ilag, gida
enddistrisi, atik su aritimi ve tekstil endiistrisi gibi gesitli alanlarda yaygin olarak uygulanir

(Liu ve dig., 2018).

Lakkaz enziminin immobilizasyonuna yonelik literatiirde c¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. Bunlardan birinde manyetik mezo-gozenekli silika nanopartikiiller
kullanilarak 7 versicolor fermentasyon sivisindan lakkaz enziminin %114,6 geri kazanim
verimi ile 60,6 kat saflastirilmas saglanmistir (Wang ve dig., 2012). Bir diger caligmada
yine T versicolor lakkazi kullanarak elde edilen ZrO; — SiO> — lakkaz ve ZrOz — SiO2 /
Cu*? — lakkaz icin sirasiyla %86 ve %94'e ulasan immobilizasyon verimleri elde
edilmistir (Jankowska ve dig., 2019). Baska bir ¢alismada 7. versicolor lakkazi, kitosan
bazli metal selatli kopolimer nanopartikiiler sistem ile immobilize edildiginde, genis pH
ve sicaklik profilleri ile serbest enzime gore daha iyi stabilite ve yeniden kullanilabilirlik
sergilemistir; sekiz kullanim sonrasi, immobilize enzimin aktivitesinin %50 nin iizerinde
kaldig1 belirtilmistir (Alver ve Metin, 2017). Bir diger calismada, amino fonksiyonlu
manyetik Fe3O4 nanopartikiilleri, glutaraldehit ¢apraz baglama yontemi ile TEMPO
(2,2,6,6- tetramethylpiperidin-1-yl) oxidanyl) ve lakkazin birlikte immobilizasyonu i¢in
sentezlenmistir. Immobilizasyon sonucu, sekiz islem déngiisiinden sonra bagil aktivitenin
%350"in iizerinde korunmus oldugu goézlenmistir. Lakkaz ve TEMPO nanopartikiilleri asit
fuksinin rengini agmak i¢in kullanildiginda, TEMPO-lakkaz oran1 0.3 mM g' : 120U g
! olacak sekilde maksimum %77,41 renk agma orani elde edildigi rapor edilmistir (Gao
ve dig., 2018). Manyetik immobilize lakkaz kullanarak susam yagi fenoliklerinin
degradasyonu icin yapilan bir calismada ise immobilize enzimin depolama iizerine

stabilite denemeleri, 4 °C'de 15 giin sonra baslangi¢ aktivitesinin %70'inden fazlasinin
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muhafaza edildigini gostermistir. 20 bagimsiz dongiiden sonra %70'in {izerinde fenol
bozulmasi saglanmis ve tutuklanmig lakkaz enziminin aktivitesinde %60'lik bir azalma
gozlenmistir (Amin ve dig., 2020). Bagka bir ¢alismada, lakkazin SiO> nano tasiyicilarda
immobilizasyonu sonrasinda maksimum %75,8'lik bir immobilizasyon verimi ve
%92,9'luk bir immobilizasyon geri kazanimi saglanmistir. Ek olarak, bagil aktivite, 10
dongii kullanimdan sonra %82,6 olarak dl¢lilmiistiir (Patel ve dig., 2014a). Tutuklanmis
capraz bagh lakkaz kiimeleri kullanilan bir diger ¢alismada immobilize enzim, birbirini
izleyen 20 islem dongiisiinden sonra ilk etkinliginin %79'una kadarin1 koruyarak 1iyi bir
operasyonel stabilite ve yeniden kullanilabilirlik 6zelligi sergilemistir (Fathali ve dig.,
2018). Lakkaz immobilizasyonu {izerine gerceklestirilen bagka bir ¢alismada manyetik
nanopartikiiller iizerinde immobilize edilmis 7. versicolor lakkazi1 serbest haldeki
formuna kiyasla lakkaz aktivitesinin yaklasik %40’ min 8 dongiiden sonra hala korundugu
bulunmustur (Chen ve dig., 2020). Zeolit-X nano-gozenekli destek materyali ile
immobilize edilen Polyporus durus lakkazinin kullanildig1 bir ¢alismada ise 7 ardisik
renk giderme dongiisiinden sonra AB 225 boyasina kars1 aktivitesini %100 korudugu;
diger yandan %48 aktivite kaybiyla 11 kez tekrar kullanilabildigi gézlenmistir (Wehaidy
ve dig., 2019). Muthuvelu ve dig., (2019) tarafindan gergeklestirilen calismada bakir ferrit
nanopartikiiller {izerine immobilize edilen lakkaz enzimi 6 dongiliye kadar yeniden
kullanilabildigi rapor edilmistir (Muthuvelu ve dig., 2019). Ayrica, lakkazin katalitik
aktivitesinin ve stabilitesinin sol-jel silika i¢inde tutuklanarak iyilestirilebilecegini

gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir (Brandi ve dig., 2009).
2.6. Uclii-Faz Ayirma Teknigi

UFA, protein saflastirma islemi i¢in uygulamasi oldukga basit bir ydntemdir. Bunun i¢in
birbirine karismayan organik ¢oziicii ve tuz, protein igeren sulu bir ¢ozeltiye eklenir. Bir
saatten az bir siirede ii¢ ayr1 faz olusur: t-biitanol igeren iist faz, protein ihtiva eden ara
faz, tuzla zengin alt faz olmak tizere. Tuz olarak genellikle amonyum siilfat tercih
edilmekte olup artan konsantrasyona bagli olarak protein molekiillerinin ¢okelmesi
saglanir. Organik ¢oziicii olarak -t-biitanol genellikle suyla karigabilir, ancak amonyum
siilfat gibi belirli miktarda tuzun varliginda karismaz hale gelir (Sekil 2.3). UFA'de t-
biitanol, lipidler ve fenolik bilesikler gibi istenmeyen diisiik molekiil agirlikli bilesikleri

uzaklastirmak icin ayiric1 ¢dziicii olarak kullanilir. Proteini denatiire etmedigi icin UFA
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sisteminde t-biitanol kullanmak giivenlidir. Siilfat ile kullanildiginda enzimin fazlara
dagilimmi destekleyen kosmotropik etki gosterir (Correa ve dig., 2021; Yuzugullu
Karakus ve dig., 2018).

UFA siireci iyonik gii¢ ve dislama-y1gma etkilerini, kosmotropiyi, ozmotik stresi, bosluk
ylizey geriliminin arttirtlmasint ve konformasyonel protein sikilagmasini igerir. Cesitli
aragtirmacilar tarafindan bildirildigi gibi, teknikte hedef proteinin fazlara dagilim fiziksel
kosullarin yani sira proteinin hidrofilik 6zelligi, molekiil agirligi ve izoelektrik noktasi
(p]) da etkilenir (Bayraktar ve Onal, 2013). Basit, kolay ve yiiksek verimle sonuglanan
bir biyoayrma teknigi olarak UFA sistemi, bitkilerden, hayvanlardan ve
mikroorganizmalardan proteinler, enzimler, yaglar, kiiclik molekiiler organik bilesikler ve
polisakkaritler dahil olmak iizere ¢ok cesitli biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu ve izole
edilmesi i¢in bir¢ok arastirmaci tarafindan tercih edilmektedir. Geleneksel ekstraksiyon
teknolojileriyle karsilastirildiginda UFA, solventin geri déniisiimii, kisa ekstraksiyon
stiresi, ham ekstraktin dogrudan ekstraksiyonu ve ayrilmasi, ortam sicakliginda galisma
gibi avantajlara sahiptir. Ayrica yiiksek ayirma verimliligi, genis uygulama aralifi,
maliyet etkinligi ve kolay dlgeklenebilirlik gibi avantajlara da sahiptir. UFA bu yiizden
basit, hizli, ucuz ve gelecek vaat eden bir ekstraksiyon ve ayirma teknolojisi olarak

kullanilabilir. (Yan ve dig., 2021).

Organik Faz
Vorteks yada

Santrifiijleme/C 6zeltinin

Tert-Biitanol Tlavesi Dengeve Ulasmas:
L 1 — p— - Ara Faz
\' Sulu Faz
Amonyum Siilfat + Ham Ekstrakt Protein/Enzim Cikelmesi Béliinmiis Uclii Faz

Sekil 2.3. Uglii faz ayirma tekniginin asamalar:

2.7. immobilizasyon

Immobilizasyon, enzim teknolojisinin en eski ve en pratik tekniklerinden birisidir.

Immobilize enzimler, serbest haldeki enzimlere gore bircok yonden avantaj
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saglamaktadir. Ornegin immobilize enzim, reaksiyon sonunda ortamdan kolaylikla
uzaklastirilabilir. Cevre kosullarina (sicaklik ve pH gibi) daha dayaniklidir. Bir¢ok kez
kullanilabilir. Serbest enzime gore daha kararhidir (Yildirim, 2010). Dolayisiyla,
enzimlerin kat1 destek malzemelerine immobilizasyonu, enzim aktivite ve stabilitesinin
iyilestirilmesi, reaksiyon sonunda immobilize enzimin geri kazanim olasiligi, dolayisiyla
yeniden kullanimina olanak saglanmasi ve gerceklestirilmesi gibi avantajlardan dolay1

bliyiik ilgi géormektedir (Mateo ve dig., 2007).

Enzimler cesitli yontemler kullanilarak immobilize edilmektedir. Immobilizasyon
teknikleri arasinda en yaygin kullanilanlar (Sekil 2.4), biyospesifik baglama metodu,
capraz baglama, tutuklama, kovalent baglama ve adsorpsiyondur (Zhu ve dig., 2007).
Bunlardan biyospesifik baglama metodu, afiniteye bagl ayirmada koenzimler, lektinler,
inhibitorler, antikorlar ve efektorler gibi bilesikler ve aralarinda biyospesifik etkilesimler
olan enzimleri igerir (Dogan, 2014). Capraz baglama metodunda, kiigiik molekiil agirlikl
bi- ve multi- fonksiyonel reaktifler enzimler ile ¢esitli baglar yaparak suda ¢oziinmeyen
kompleksler olusturulur. Bu yontemde en ¢ok kullanilan reaktifler; glutaraldehit,
klorformat, korbonildiimidazol, heterosiklik halojentirler ve ge¢is metal iyonlaridir (Zhou
ve dig., 2020). Tutuklama metodunda, enzimler belirli bir alanda durmaya zorlanir. Bu
islem polimer matriksler icinde gergeklestirilecegi gibi, yart gecirgen membran iginde
mikrokapsiilleme ile de gerceklestirilebilir. Immobilizasyon i¢in kalsiyum aljinat,
kolajen, poliakrilamid, agar, silikon, kitosan, polivinil alkol, jelatin ve poliiiretan gibi
cesitli matrisler kullanilir (Bilal ve dig., 2016). Bu metodu diger baglama yontemlerinden
farkli kilan 6zelligi, kullanilan enzimin tasiyiciya herhangi bir kimyasal ya da fiziksel
yontemle baglanmamasidir (Dogan, 2014; Liu ve Dong, 2020;). Tasiyiciya baglama
metodu ile enzim suda ¢Oziinmeyen bir tasiyiciya baglanir. Suda ¢oziinmeyen
polisakkaritler, sentetik polimerler ve agaroz tiirevleri ve inorganik maddeler gibi
¢Oziinmeyen tarzda materyaller bunlardan bazilaridir (Tanaka ve Kawamoto, 1999).
Kovalent baglama yontemi ise en sik kullanilan tekniklerden biri olup enzimlerin aktif
bolge ya da substrat baglanma bdlgesinde bulunmayan amino asit birimleri tasiyiciya
kovalent bir sekilde baglamada kullanilir (Dogan, 2014). Enzimleri yapisinda icerdigi
sistein, glutamik asit, aspartik asit ve lizin gibi amino asit gruplari tasiyict ile kimyasal
reaksiyon sonucu olusan baglar kurar (Cirillo ve dig., 2014). Kovalent baglar, destek

matrislerinden enzimlerin sizmasini Onleyerek tutuklanmis enzimlerin kararliligini
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arttirir. Bu yontemde, disikloheksilkarbodiamid, diazotizasyon, bromiir siyanojen veya
glutaraldehit kullanilir (Liu ve dig., 2012). Immobilizasyon tekniklerinin son drnegi olan
adsorpsiyon yontemi ikiye ayrilmaktadir. Bunlardan iyonik adsorpsiyon yontemi oldukca
kolay bir metot olup tasiyicinin tekrar kullanimina olanak verir; ayrica biyokatalizor
tastyicidan geri kazanilabilir. Iyonik baglama tekniginde ise enzim tastyict materyale
sicaklik, pH, tampon ve iyonik gii¢ gibi etkenlere bagl olarak bag kurar (Jun ve dig.,
2019). Fiziksel adsorpsiyon ise bilinen en eski yontemlerdendir. Bu metot, tasiyici ve
enzim arasinda olusan hidrojen bag, hidrofobik etkilesimler ve van der Walls
etkilesimlerinin tek ya da bir arada olmalarindan kaynakli fiziksel etkilesimlere dayanir
(Liu ve Dong, 2020; Pang ve dig., 2016). Bu immobilizasyon modunda aktif komiir, silika
jel, alliminyum oksit, gozenekli cam ve seramikler destek materyali olarak
kullanilmaktadir (Liu ve dig., 2018). Fiziksel yollarla destek materyaline adsorbe edilen
enzim, uygun kosullar altinda destekten ¢ikarilabilmektedir. Bu durum enzimatik aktivite
azaldig1 zaman olduk¢a 6nemli bir hale gelir; ¢linkii destek yeniden olusturularak yeni
enzimle yeniden ytiklenebilir. Sonugta sistem i¢in gerekli olan maliyet diisiiriilmiis olur
ki destek materyalinin maliyeti genellikle immobilize enzim {iretiminde en Onemli

faktorlerin basinda gelmektedir (Brena ve Batista-Viera, 2006; End ve Scheoning, 2004).

Tuzaklama

% @

Ligandla Baglama Capraz Baglama Enkapsiilasyon

Sekil 2.4. Immobilizasyon yontemleri

2.8. immobilizasyonda Kullamilan Tasiyicilar

Arastirmacilar, enzimlerin immobilizasyonu i¢in bir¢ok yararli yaklasim sunmaktadirlar.

Immobilizasyonda kullanilacak destek materyali yontemin basariyla isleyisinde oldukca
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onemlidir. Destegin temel islevi, enzimlerin yapilarini stabilize etmek ve dolayisiyla
onlar1 cevresel ortamlara daha dayanikli hale getirerek etkinligini biiyiikk ol¢iide
korumaktir (Jesionowski ve dig., 2014). Inert polimerler ve inorganik maddeler (Sekil
2.5), genellikle enzimlerin immobilizasyonu i¢in tastyict matrisler olarak
kullanilmaktadir (Datta ve dig., 2013). Inorganik destekler, termal ve mekanik
kararliliklarinin  yliksek olmast ve toksik olmamalari nedeniyle immobilizasyon
calismalarinda siklikla tercih edilmektedir (Mateo ve dig., 2007). Bu amag i¢in kullanilan

malzemeler arasinda kitin, seliiloz, polialanin ve silika yer almaktadir (Gao ve dig., 2009).

. y
Inorganik Organik Destekler Nanopartikiiller
Destekler
R ———————

— N
Dogal Sentetik Manyetik Manyetik Olmayan
N N AN
- 4 e I
1.Silika 1.Kitosan 1.Poliakrilamid 1.AuNP-Fe;04 1.Kitosan-Mezopor
Silika SBA-15 hibrit
2.Seramik 2.Alijinat 2.Poliiiretan 2.FesO4/PMG/IDA/Ni?* nanopartikiiller
3.Silisli Toprak 3.Kollejen 3.Polipropilen 3.Aminofonksiyonel 2.Silika
Fei04-SiO
4.Titanyum 4.Jelatin 4.Polisitren o ’ 3.Zirkonyum
) 5.4 . 4.Fonksiyonelles-
S.Aliiminyum ;\ gar- 5.Polivinilalkol tirilmis epoksi 4. Altin-Giimiis
garoz
6.Zirkonyum 6 Deket 5.Manyetik poli (iyonik 5.ZnO nanokiimeler &
n‘ eksira s1vi) destek MnO: nanokiireler
7.Nisasta
8.Pullulan

Sekil 2.5. Immobilizasyonda kullanilan destek materyalleri (Aggarwal ve dig., 2021)

2.8.1. Aerojeller

Aerojeller seffaf, cok gozenekli ve diisiik yogunluklu yapilardir. Nano boyutlu
gozeneklerden ve baglantili birincil pargaciklardan olusan mikro yapi ve element
bilesimi, sol-jel yontemi olarak bilinen bir islem araciligiyla ¢6zelti kimyasi ile elde edilir.
Aerojeller diisiik termal iletkenlik, diisiik kirilma indisi, diisiik ses hizi ve dielektrik
sabitine sahiptir. Bu malzemelere yonelik uygulamalarin sayist olduk¢a fazladir (Fricke
ve Tillotson, 1997). Diisiik sicaklikta geleneksel sol-jel kimyasi ile ilk adimda sentezlenen

cok yonlii malzemelerdir. Bununla birlikte, son asamada ¢ogu 1slak jel, kserojeller olarak
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adlandirilan iirlinleri iiretmek i¢in siklikla buharlagtirma yoluyla kurutulurken, aerojeller,
stiperkritik kurutma olmak iizere diger tekniklerle kurutulur. Kuru numuneler islak
asamada sahip olduklar1 sira dis1 gozenekli dokuyu korumaktadirlar. Genel olarak kuru
bir yapiya sahip olan katilar ¢ok diisiik goriinen yogunluklara, genis spesifik ylizey
alanlarina sahiptir ve ¢ogu durumda X-1s1n1 kirinimi (XRD) yontemleriyle incelendiginde
amorf yapilar sergilerler. Ayrica termodinamik 6zellikleri agisindan yar1 kararlidirlar.
Sonug olarak, siv1 bir ortamda yaslandirildiginda ve 1s1l isleme tabi tutuldugunda siklikla
kimyasal doniisiim yoluyla yapisal bir evrim gecirirler. Aerojeller, yiiksek oranda
boliinmiis kat1 olma 6zelliklerini yar1 kararli karakterleriyle birlestirdiklerinden, diger
diistik sicakliktaki yumusak kimyasal sentez yontemleriyle elde edilemeyen ilgi ¢ekici
iistiin fiziksel ve kimyasal 6zellikler gelistirebilirler. Bagka bir deyisle, bir dizi uygulama
icin karmasik potansiyeller gosteren yeni bir kat1 sinifi olustururlar (Livage ve dig., 1998;
Pieerre ve Pojonk, 2002). Aerojeller farkli organik ya da inorganik kaynaklar ile
tiretilebilir. Bunlar arasinda aljinat, titanyum oksit, alliminyum oksit, silisyum dioksit,
karbon ve seliiloz gibi aerojeller yer alir. Organik aerojeller resorsinol ve formaldehitin
sol-jel polikondenzasyon reaksiyonlari ile sulu ¢ozeltilerin varliginda sentezlenebilirken
inorganik aerojellerin iretimi iki farkli sekilde olmaktadir. Bunlardan ilki metal
alkoksitlerin polikondenzasyonu ile sentezlenebilen seffaf ve capraz bagli hidrojeller
araciligiyla iiretilen aerojeller ve su ile reaksiyona sokulan sodyum silikattan olusan

silisik asidin polimerizasyonu sonucu iiretilen aerojellerdir (Aegerter ve dig., 2011).
2.8.2. Sol-Jel Uretim Asamalan ve Cesitleri

Destek materyali olarak goze carpan silika aerojeller, yiiksek spesifik ylizey alanlarina
sahip son derece gozenekli malzemelerdir. Silika aerojeller, yiiksek yilizey alani (500-
1200 m? g), yiiksek gozenekli yap1 (%80-99,8), diisiik yogunluk &zelligi (~0,003-0,5 g
cm™), diisiik 1s1 iletkenligi (0,005-0,1W/(mK)), diisiik seviyede dielektrik sabiti (k = 1,0—
2,0) ve diisiik kirilma indeksi (~1,05) vb. niteliklere sahip malzemelerdir (Alves ve dig.,
2022; Schultz ve dig., 2005).

Silika aerojeller sol-jel teknigi kullanilarak hazirlanir. Ilk adim éncii, su ve katalizérden
olusan bir sol hazirlamaktir (Rao ve dig., 2006). Oncii olarak genelde tetrametoksisilan
(TMOS) ve tetraetoksisilan (TEOS) gibi bilesikler kullanilir (Wang ve dig., 2020). Baz1

oncii maddelerin toksik olmast nedeniyle, daha c¢ok bulunan ve ucuz olan
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biyomateryallerin kullanilmas1 yoniinde bir egilim vardir. Soldan jele ge¢is iki asamadan
olusur: 1slak jel olusumu ve ara yaslandirma prosesi sonrasi kurutma yapilmasidir. Jel
kurutma kritik bir adimdir ¢linkii son iiriiniin sahip oldugu 6zellikler uygulanan sicaklik
ve basingtan fazlaca etkilenir (Bhagat ve dig., 2007). Tipik olarak, baslangi¢c malzemesi
hidrojel oldugunda, aerojeller siiperkritik kurutma kullanilarak, kserojeller geleneksel

kurutmayla ve kriyojeller dondurarak kurutmayla elde edilir (Hayase ve dig., 2017).
2.8.2.1. Jel Olusumu

Jel olusum asamast: Istenilen dzellikler ve fiziksel goriiniim biiyiik dl¢iide hazirlanan sol
tipine, sentez prosediirlerine ve reaktiflere baglidir. Bu nedenle silika aerojeller, parcali
veya graniillii gibi ¢esitli formlarda sentezlenebilir; 6zellikleri, istenilen ¢aligmaya gore
uyarlanabilir (Mahadik ve dig., 2012; Parmenter ve Milstein, 1998). Silika aerojelin
istenen Ozellikleri biiyiik 6l¢iide bu asamaya bagli oldugundan sol hazirligi1 ¢cok 6nemlidir.
Farkli ozelliklere ulasmak icgin farkli tipte c¢oziiciiler, katalizorler ve Oncli madde
kullanilabilir. Oncii madde, en sonunda hidrolize olup jeli olusturan silikanin ana
kaynagidir. Geleneksel olarak silika aerojel sentezi icin iki tip oncii kullanilir: silikon
alkoksitler ve inorganik tuzlar. Tetrametoksisilan (TMOS), tetraetoksisilan (TEOS),
polietoksisilan (PEDS), metiltrietoksisilan (MTES) ve benzeri maddeler silikon alkoksit
onciileri olarak kullanilmaktadir (Gurav ve dig., 2010; Lee ve dig., 2002; Sumirnova ve
Gurikov, 2018). Fakat bu onciiller pahali ve tehlikelidir. Genelde tercih edilen, silikon
alkoksitlerle elde edilebilecek o6zelliklerin aynisint korurken, ucuz ve tehlikesiz
maddelerin se¢imi yoniinde olmaktadir. Bu ylizden sodyum silikat ¢ozeltisi en ¢ok tercih
edilen Onciilerin basinda gelmektedir (Gupta ve Ricci, 2008; Gurav ve dig., 2010; Hong
ve dig., 2013). Bu c¢ozelti silika ve sodyum hidroksit ¢ozeltisinin karigtirilmasiyla
yapilabilir. Sodyum silikat yapmak i¢in gereken silika, 6rnegin %19-22 silika iceren
pirin¢ kabugu gibi biyokiitleden ekstrakte edilebilir (Yiicel ve dig., 2004; Temel ve dig.,
2017).

Piring kabugundaki silika miktar1 ayn1 zamanda piring tiiriine de baghdir (Feng ve dig.,
2018). Tipik olarak kullanilan ¢oziiciiler, etanol, metanol ve aseton gibi alkollerdir.
Bunlar arasinda etanol, digerlerine kiyasla gozenek boyutunu ve ylizey alanini daha fazla
artirmaya yardimci oldugu i¢in tercihen kullanilir (Daoussi ve dig., 2009; Wang ve dig.,

2020). Katalizorler, gerekirse hidroliz siirecini baslatarak ve jellesme hizini kontrol
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ederek ¢ok Onemli bir rol oynarlar. Kullanilan katalizorler asit veya bazlardir. Asitle
katalize edilen sol, daha az gozeneklilige sahip daha yogun bir malzeme verirken bazla
katalize edilen sol, daha gozenekli bir silika aerojel olusturur. Optimum sonuglara
ulagmak i¢in pH ve jellesme siiresinin kontrol edilmesi ve izlenmesi gerekmektedir
(Asmussen ve dig., 2019; Pierre ve Pajonk, 2002). Silika aerojellerin sol-jel ile iiretiminin
birinci agamasinda bir silika kaynagi (6rnegin tetraetil ortosilikat TEOS), etanol, su ve
katalizor birlikte karistirilir. Silika kaynagi olarak kullanilan alkoksitlerin en yaygin olani,
islem sirasinda metanol {ireten tetrametil ortosilikat (TMOS) yerine kullanilan tetraetil
ortosilikattir (TEOS). TEOS ilk dnce bir etanol, su ve hidroklorik asit karigimi i¢inde
kismen hidrolize edilir ve daha sonra bir polikondensasyon reaksiyonuyla reaksiyona

girer. Hidroliz ve yogunlagsma Sekil 2.6’da gosterilmistir (Brinker ve Scherer, 2013).

OR RO OR OR

@) | \/ .

.
RO—Si—[OiHR - Hgot---Si----OHR =<~—= HO—Si—OR + ROH + H’

OR OR OR
(b)
R—S|i—OH + RO—Si—R =—== ,/O\. + FEtOH
| R3Si SiR;
R R
(c) R R
R—S‘i—OH + HO—S|‘|—R e _/O\. + H,0
‘ | R3Si SiR3 -
R R

Sekil 2.6. (a) Hidroliz, (b) Alkol yogunlasmasi, (c) Su yogunlasmasi (c) (Brinker ve
Scherer, 2013)

Polimerizasyon reaksiyonu ¢ok adimli bir reaksiyondur. ilk adim, dimerlerin ve diger kisa
zincirli oligomerlerin olusumundan olusur. Uzun zincirli polimerler yalnizca reaksiyonun
ileriki asamalarinda iiretilir. Polimerizasyon sirasinda viskozite artar ve sol 1slak jele

dontisiir. Bu, prosesin son adiminda siiperkritik kurutma vardir (Pico ve dig., 2017). Sekil

2.7°de ¢ozeltiden silika aerojele kadar olan proses adimlar1 gosterilmektedir.
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Sekil 2.7. Aerojel iiretim asamalart (Pico ve dig., 2017)

2.8.2.2. Yaslandirma

Yaslandirma siirecinin gozeneklilik, ylizey alan1 ve gdzenek boyutu gibi aerojelin
Ozellikleri iizerinde 6nemli etkisi vardir (Mahadik ve dig., 2012; Rao ve dig., 2007).
Yaglandirma siiresi ve sicakligin uzamasiyla birlikte olgunlagma siire¢lerine bagli olarak
spesifik ylizey alaninin azaldigi gosterilmistir (Feng ve dig., 2018). Artan yaslanma
stiresi, aerojellerin kiitle yogunlugunun azalmasma ve dogrusal biiziilmeye neden
olmasina karsin, ortamda kurutulmus jellerin artan gozenek boyutuna ve goézenek
hacmine sahip oldugu gosterilmistir (Mahadik ve dig., 2012; Parmenter ve Milstein,1998;
Shajesh ve dig., 2009). Ayrica, kullanilan ¢oziiciiniin, Uretilen aerojellerin gézenek
boyutu, gbzenek hacmi, ylizey alan1 ve optik gecirgenligi iizerinde etkisi vardir (Maleki

ve Hiising, 2018).
2.8.2.3. Kurutma

Kurutma, elde edilen jelin dogasini belirledigi i¢in son ve en dnemli adimdir. Yaygin
olarak sentezlenen jeller aerojeller, kserojeller ve kriyojellerdir. Aralarindaki temel ayirt
edici faktor, kullanilan kurutma yonteminin tiiridiir. Aerojeller genellikle siiperkritik
kurutma yoluyla, kserojeller ortam basincinda kurutma yoluyla, kriyojeller ise
dondurarak kurutma kullanilarak kurutulur. Dolayisiyla her iig jel tipi de digerlerinin yanm
sira gozeneklilik ve yiizey alanit gibi farkli 6zellikler gdsterir. Bununla birlikte, bu

ozellikler ayn1 zamanda temel jel agmi (silika aerojeller, karbon aerojeller, polimer
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aerojeller vb.) sentezlemek i¢in kullanilan tiire veya onciil maddeye de biiyiik 6l¢iide
baghidir. Silika aerojeller stiperkritik kurutma disinda farkli kurutma ydntemleri ile de
iiretilebilirler. Biiyiik 6lgekli liretimlerde yiiksek iiretim maliyetlerini diistirmek igin
sodyum silikat ¢cozeltileri ve diisiik maliyetli hammaddeler kullanilarak ortam sartlarinda

kurutma uygulanmaktadir (Terzioglu ve dig., 2018).

Silika aerojellerin ortalama gozenek c¢aplar1 20-40 nm, yiizey alan1 600-1000 m? g™,
organik ve karbon kserojellerinin ise gézenek boyutlar1 2-4 nm ve yiizey alan1 300-400
m? g! olabilir. Kriyojeller yiizey alan1 800 m? g™"'den biiyiik ve mezo-gdzenekli olabilir

(Baimenov ve dig., 2020).
2.8.2.4. Sol-Jel Cesitleri

Magnezyum silikat, polimerler, katalizorler ve adsorbanlar gibi c¢esitli maddelerin
yaninda seramik iiretiminde veya dolgu maddesi olarak kullanilmaktadir. Benzersiz
yapisi, 6zel morfolojisi ve milkemmel adsorpsiyon kapasitesi nedeniyle yaygin olarak
kullanilan kil minerali bilesiktir (Kara ve dig., 2020). Magnezyum silikatlar 300-600 m?
g"! gibi degerlere ulasan yiiksek yiizey alanina sahip bilesiklerdir (Bilgin, 2008; Ghods ve
dig., 2016). Magnezyum silikat dogal ve sentezlenmis formlarda bulunur. Talk, dogal
magnezyum silikatlardan biridir ve polimerlerde dolgu maddesi olarak kullanilabilir.
Dogal ve sentezlenmis magnezyum silikatlar kristal veya amorf yapiy1 ortaya ¢ikarabilir.
Dogal magnezyum silikata erisimin zor olmasi nedeniyle, sentezlenerek elde edilmesi son
zamanlarda daha fazla ilgi gormektedir. Sentezlenen magnezyum silikat, su ve alkolde
¢ozlinmeyen beyaz, amorf bir tozdur. Sentezlenen magnezyum silikat, sodyum ve
magnezyum tuzu sulu ¢ozeltisi arasindaki reaksiyonla elde edilir (Ghods ve dig., 2016).
Magnezyum silikatin yiizeyi hidrofobik ve hidrofilik kisimlar icermektedir. Hidrofobik
kisim siloksan (=Si—O—Si=) gruplarini igermektedir. Hidrofilik kisim ise, izole haldeki
hidroksi gruplar1 (—Mg—OH)), silanol gruplarin1 (=Si—OH) ve komsu silikon atomlarina
baglanmis olan hidroksi gruplarinin yakin ¢evresinden dolay1 bulunan hidrojen baglarini
icermektedir (Ciesielczyk ve dig., 2014). Silikat yiizeyinin hidrofobikligini arttirmak ve
dolayistyla cesitli bilesiklerin baglanmasini desteklemek ic¢in yiizey modifikasyonu
gerceklestirilir. Modifikasyon, silikat ylizeyine yeni organofonksiyonel gruplarin

eklenmesiyle gerceklesir (Jesionowski ve Krysztatkiewicz, 2001).
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Bakir igeren aerojeller, gesitli Oncii kimyasallar ve isleme yontemleri kullanilarak
sentezlenebilmektedir (Mohanan ve Brock, 2003). Bakir-silika aerojel genis yiizey alant

3 g1) sahip destek

(511-652 m? g') ve yiksek gdzenek hacmine (2,7 cm
materyallerindendir (Amiri ve dig., 2016). Silika kaynagi olarak su cami, bakir kaynagi
olarak kullanilarak ortam basincinda kurutma ile baz katalizli bir {iretimle yiiksek
gozeneklilige sahip bir sekilde elde edilebilmektedir. (Kristiansen ve dig., 2011). Ayrica
su cami yerine tetraetil ortosilikat (TEOS) ve bakir (II) nitrat kullanilarak sol-jel
yontemiyle yliksek spesifik ylizey alanina sahip, bakir katkili silika kompozit aerojeller
sentezlenebilmektedir (GuiAn ve dig., 2011). Genis yiizey alanlar1 nedeniyle silika

tizerinde stabilize edilen metal nanopartikiiller adsorpsiyonda daha iyi uygulamalar

sunmaktadir (Herndndez-Maldonado ve dig., 2004).
2.8.3. Aerojellerin Fonksiyonellestirilmesi

Silika pargaciginin fonksiyonellestirilmesi, pargaciklarin ylizey o6zelliklerinin hedef
uygulamalara uyacak sekilde uyarlanmasina yonelik bir yontemdir (Sekil 2.8). Amino-
fonksiyonellestirilmis silikalar, kompozit malzemeler, katalizorler, tibbi teshis ve
biyokimya dahil olmak {izere genis ticari uygulamalara sahiptir (Lu, 2013). Silika
ylzeyindeki silanol gruplar1 (Si-OH), katalizorle birlikte organotrialkoksisilan (RSi
(OR);3) bilesikleri veya metalil silanlarla islemden gecirilerek ve silika nanopartikiillerinin
ylizey modifikasyonu ile ¢esitli fonksiyonel gruplara kolaylikla doniistiiriilebilir (Yeon ve
dig., 2007). Amino-fonksiyonel gruplarin, silikalarin dagilabilirligini ve karigabilirligini
arttirdigr ve diger fonksiyonel molekiilleri baglamak i¢in bir baglanti birimi olarak
kullanildig: bilinmektedir (Knopp ve dig., 2009). Aminoorganosilanlar, H;N-R-Si-(OR')3
genel formiiliine sahiptir. Organik zincirde bir aminofonksiyonel grup tasimalari
bakimindan genel organosilanlardan farklilik gosterirler. Bu grup, aminosilan
molekiillerinin spesifik kimyasal reaksiyon davranmisindan ve yiiksek reaktivitesinden
sorumludur. Amin grubunun elektron bakimindan zengin azot merkezi, hidroksil gruplari
veya diger aminler gibi hidrojen veren gruplarla hidrojen bag: etkilesimlerine girebilir.
Bir aminosilanin silika jel ile karistirilmasi, aminin bir yiizey hidroksil grubuna hidrojen
baglanmasinin ardinda hizli adsorpsiyonla sonuglanir. En yaygin olarak kullanilan ve
tizerinde c¢alisilan {i¢ aminosilan sunlardir: y-aminopropiltrietoksisilan (APTS;

(CH3CH20)3SiCH>CH2,CH2NHb»), y-aminopropildietoksimetilsilan (APDMS;
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(CH3CH20)2CH3SiCH>CH2CH2NH2)  ve  N-B-aminoetil-y-aminopropiltrimetoksisilan
(AEAPTS; (CH30)3SiCH2CH,CH/NHCH2CH2NHb») (Vrancken, 1995).

Silika aerojeller temel olarak birbirine kuvvetli Si-O-Si baglariyla bagh silikalardan
meydana gelmislerdir. Polimerler ile bir araya gelen silika aerojellerde bu yiizden silika
pargaciklari arasinda kurulan yeni baglantilar ortaya ¢ikmaktadir. (C=C) kovalent baglar1
ile pargaciklar arasinda kuvvetli etkilesimler kurulur (Maleki ve dig., 2014). inorganik
yapida olan silika partikiillerine yiizey modifikasyonu gerceklestirilerek organik ortamda
kararli bir hal almalar1 saglanir (Tiryaki, 2017). Silika aerojeller iki farkli sekilde
fonksiyonellestirilmektedir. ik asama olan sentezlenme stirecindeki
fonksiyonellestirmede aerojel iiretim kondenzasyon basamaginda silan gruplari ile
yaslandirma yapilir. Ikinci asama olan sentezlenme sonrasi fonksiyonel grup eklenmesi
ise aerojel tretimi yapildiktan sonra sivi veya gaz fazda yapilmaktadir. Gaz faz
reaksiyonlar1 zamana bagli olarak silan konsantrasyonunun artmasi sebebi ile
dezavantajli olmaktadir (Alnaief ve Smirnova, 2010). Siv1 fazda fonksiyonel grup
eklenmesi ise sulu veya susuz fazda gerceklesebilir. Sivi fazlarda baglanma orani
reaksiyon sicakliginin belirli bir seviyesinin {izerine ¢ikilamamasi ve etkilesim siiresinin
fazla olmasi sebebi ile diisiiktiir (Qiao ve dig., 2015). Fonksiyonellestirme stiresince polar
ya da polar olmayan ¢oziiciiler kullanilabilmektedir. Silika yilizeyinde bulunan hidroksil
gruplara polar c¢oziiclilerde yer alan hidroksil gruplarinin baglanabilmesi APTES’in
baglanmasi siiresince olumsuz etkiye sebep olmaktadir (Howerter ve Youngblood, 2006).
Polar olmayan ¢oziiciiler olarak toluen, hekzan gibi ¢oziiciiler tercih edilmektedir. Bu tip
coziiciiler reaksiyon sirasinda hidroliz olusumunu engeller (Qiao ve dig., 2015). APTES
uygun olan bir ¢oziicii ile silika yiizeyinde bir tabaka olusturabilmektedir fakat etkili bir
baglanmanin gerceklesmesi reaksiyon esnasinda sicakligin kontrollii olmasi ile
mimkiindiir (Kara, 2020). APTES silika yiizeyine farkli sekillerde baglanabilmektedir.
Fiziksel adsorbsiyon, protonlanma ve hidrojen bagi olusmasi yoluyla olan baglanmalar
nispeten zayif olurken yiizey silanolleri ve komsu silan molekiilleri arasinda olan
kovalent baglanmalar daha dayanikli olmaktadir. Bu kovalent baglar tekli, ikili, ti¢lii veya
capraz baglanma seklinde olabilir (Qiao ve dig., 2015). Modifikasyon esnasinda, partikiil
boyutlart APTES miktarinin artmasi sebebi ile -NH; gruplarmin konstrasyonunda
meydana gelen artistan kaynakli artmaktadir. Partikiil boyutu reaksiyon sirasinda

kullanilan ¢oziiciiniin tiirline gore de partikiil biiyiikliiglinii etkilemektedir. Daha vizkoz
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ortamlarda gerceklestirilen reaksiyonlarda partikiiller arasi etkilesim diiserek reaksiyon
hiz1 da azalmaktadir. Bu da partikiil boyutlarinin daha kii¢iilk olmasina sebep olur.
(Rahman ve dig., 2009). Farkli pH degerine sahip ortamlarda silika ylizeyinin zeta
potansiyel degeri amin gruplarindan kaynakli olarak degisebilmektedir. Asidik pH
degerlerinde yiizey pozitif zeta potansiyelinde (+33 mV) olurken bazik kosullarda negatif
zeta potansiyeli (-32 mV) olugmaktadir.

,OOHH 116 °C, 24 saat 0

~
OH + N 0, Hy), —— O>Si/\/\ NH;
Sio, APTES Toluen ©

Sekil 2.8. Amino-fonksiyonellestirilmis silikanin sentezinin sematik gosterimi
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3. MATERYAL-METOT
3.1. Malzemeler

Bu tez caligmasinda kullanilan, silika aerojel, Mg-silika aerojel, Cu-silika aerojel Yildiz
Teknik Universitesi Kimya-Metaliirji Fakiiltesi Biyomiihendislik béliimiinde iiretildi.
Kullanilan diger malzemeler ise Sigma Aldrich (Almanya), Thermo Fischer Scientific
(Amerika), Invitrogen (ingiltere), Euro-Lone (italya), Merck (Almanya) firmalarindan

temin edilen kimyasallardir.
3.2. Mikroorganizma Kiiltiirii ve Saklama

Bu tez ¢aligmasinda Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii 6gretim tiyelerinden Prof. Dr. Mustafa YAMAC tarafindan laboratuvarimiza
hediye edilen T. versicolor kullanilmistir. Calismada kullanilan fungusun Kocaeli
Universitesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji laboratuvarinda devamliligi saglanarak saf
kiiltiir halinde muhafazasi saglanmaktadir. Bunun i¢in petrilerde hazirlanan YpSs (Yeast
Powder Slouble Starch) besiyeri iceren yatik agarlar hazirlandi. Daha sonra, buzdolabinda
muhafaza edilen petrideki kat: kiiltiirden steril sartlar altinda yatik YpSs ortamina ekim
yapild1 ve yatik kiiltiir, inkiibatrde 30 °C’de statik olarak inkiibasyona birakildi. Uretim
siirecinin ardindan yatik kiiltiiriin {izerine steril distile su eklendi ve miseller steril ekim
cubugu ile kazinip misel siispansiyonu elde edildi. Hazirlanan misel siispansiyonundan
20 mL olacak sekilde 100 mL YpSs Broth igeren 250 mL erlene steril kosullarda ekim
yapild1. Hazirlanan kiiltiir 30 °C ve 150 rpm’de 7 giin inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra,
elde edilen s1v1 kiiltiir steril sartlarda homojenizator ile diisiik hizda homojenize edildi ve

stok ekim kiiltiirii olarak kullanildi1 (Mercimek, 2007).

Sekil 3.1. T. versicolor'un (a) dogadaki ve (b) YpSs’de gelistirilmis stok kiiltiirlerine ait
goruntiisu

24



3.3. Kalitatif Lakkaz Tayini

T. versicolor (30 °C) izolat1 igerisinde 5 mM guakol bulunan YpSs plaklarina yogun bir
sekilde ekildi. Petri plaklar1 3-4 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu miiteakip
guakolii oksitleyen izolatlarin ¢evresinde kahverengi renkli halelerin varligina gore
lakkaz iiretimi agisindan degerlendirildi (Devasia ve Nair, 2016; Viswanath ve dig.,
2008).

3.4. Lakkaz Aktivite ve Protein Miktar Tayini

Lakkaz aktivite tayini spektrofotometrik yontemle gerceklestirildi. Substrat olarak guakol
kullanildi. 3,9 mL asetat tamponu (10 mM, pH 5,0), 1 mL guakol (1,76 mM) ve 0,1 mL
kiiltiir stipernatani igeren 5 mL’lik reaksiyon karigimi, 25 °C'de yarim saat inkiibe edildi.
Daha sonra absorbans degeri 450 nm'de 6lgiildii (Arora ve Sandhu, 1985). Bir iinite
aktivite, dakikada 1 pmol substrati oksitlemek i¢in gereken enzim miktar1 olup asagida

verilen formiile gore hesaplandi (3.1) (Nyanhongo ve dig., 2006).

T (U) AOD 1 Ve . (3.1)
nEm aRvRe \nL) T A e vt xiﬂkiibasyoﬂ zamani (dk) .

Aop/At: 450 nm'de zamana kars1 absorbans degisimi

&: Guakoliin [12100 M cm™] molar absorpsiyon katsayis1 (Ademakinwa ve Agboola,
2016).

Ve: Assay kiivet icindeki enzim 6rneginin hacmi
Vi Assay kiivetinin toplam hacmi
DF: Diliisyon faktorii

Lakkaz aktivitesinin ABTS (2, 2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)) substrati
varliginda 6l¢iimiinde pH 4,5 olan 100 mM asetat tamponunda 5 mM ABTS kullanilarak
(ea36 = 29,300 M cm™) (Chakroun ve dig., 2010), 2,6-DMP (2,6-dimetoksifenol)
substrat1 varliginda dlgiimiinde ayn1 tamponda 2 mM 2,6-DMP (469 = 27,500 M 1 cm™)
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kullanild1 (Jaouania ve dig., 2005). Tim enzim aktivite analizleri oda sicakliginda

gerceklestirildi.

Lakkaz orneklerindeki protein miktarinin belirlenmesi ig¢in bisinkoninik asit (BCA)
yontemi (Smith ve dig., 1985) kullanildi. Standart grafigi olusturulmak amaciyla sigir
serum albumini (Bovine Serum Albumine, BSA) kullanildi. Buna gore, farkli
konsantrasyonlarda (0,8, 0,6, 0,4, 0,2 ve 0 mg/mL) olacak sekilde hazirlanan standart
haldeki protein drneklerine ait konsantrasyon ve absorbans degerleri ile standart bir grafik
olusturuldu (Sekil 3.2). Lakkaz 6rnekleri %5’ lik (a/h) SDS igerisinde 5:1 (mg/mL) 72
saat 4 °C sicaklikta ¢oziindiikten sonra 96 kuyucuk igeren plakalara 3 tekrar olacak
sekilde ayrica kuyucuklarin her birine 10 pL igerecek halde eklendi. 200 pulL A reaktifi
(BCA Soliisyonu) ve B reaktifi (Bakir Siilfat Soliisyonu) 50:1 oraninda karistirilarak elde
edilen caligsma soliisyonu kuyucuklara eklendi ve 60 °C sicaklikta 15 dak ¢alkalandiktan
sonra 10 dak oda sicakliginda sogumaya birakildi. Ardindan spektrofotometre cihazinda

(SPECTROstar Nano Microplate Reader) 562 nm absorbans 6l¢iimii yapildi.

09 F
08
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06 F
05
04
03
02 F

01 f v =0.0009% +0.0184
0 ) ) . ) R2=0.9986

0 200 400 600 800 1000 1200
BSA konsantrasyonu (pg/mL)

oD 562

Sekil 3.2. Protein miktar tayini igin kullanilan standart dogru (R?=0,9986)

3.5. Lakkaz Uretimi icin Optimum Kosullarin Belirlenmesi

T. versicolor mantarindan optimum lakkaz tretimi icin literatirden farkli besiyeri
igerikleri ve biiylitme kosullari arastirilarak 5 farkli inkiibasyon ortami secildi (Tablo 3.1).

Inkiibasyon kosullarinin sirasiyla referanslari ve numaralari: Pazarlioglu ve dig., 2004(1);
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Mercimek, 2007 (2); Sanasarci, 2020 (3); Mathur ve dig., 2013 (4); Abd El Monssef ve
dig., 2015).

Tablo 3.1. Lakkaz iiretimi i¢in kullanilan farkl1 inkiibasyon kosullar

Calkalama

inkiibasyon| On Kkiiltiir
kosul no besiyeri Ana kiiltiir besiyeri Sicaklik (°C) | hiz1 (rpm)

10 g/L glukoz
1 g/L NHsH,PO,
%2 (.?‘/!72..'\"3" 0,05 g/L MgSOx X 7TH:0
ozut 0,01 g/L CaCl,
0,025 g/L. maya 0ziitii
25 g/L malt 6ziitii
2 g/L KH2PO, 30
0,4 g/L K;HPO4
10 g/L glukoz
0,5 g/L NH4H2PO4
0,2 g/L KoHPO,
0,05 g/L MgSOs x 7H20
0,01 g/L CaCl; x 2H,0
5 g/L glukoz
1 g/L maya 0ziitii
4 g/l maya 1 g/L et biitii
ekstrakti 0.2 a/L pepton
1 g/L K;HPO, A
4 0,5 g/L 05 L MaSO 30 155
MgSOs X ,5 g/L MgSO4
o I
g 4)2904
10 g/L glukoz 1g/L CaCl,

1 g/L NaHPO,
3 g/L pepton
0,6 g/L KH2PO4
0,001 g/L. ZnSO4
0,4 g/L KoHPO, 30
0,0005 g/L FeSO,
0,05 g/L MnSQ,
0,5 g/L MgSO4

26 175

200

30 200

150

3.6. Lakkaz Enziminin UFA Yo6ntemi ile Saflastirlimasi

Optimum kosullarda iiretilen lakkaz enzimi, geleneksel protein saflastirma yontemlerine
kiyasla hizli ve etkili bir yontem olan UFA teknigi ile saflastirildi. Bunun igin,
fermentasyon sivisindaki lakkaz enzimi ile birlikte bulunan mantar hiicreleri oda
sicakliginda 9,000xg’de 10-15 dak santrifiijleme islemi yapilarak uzaklastirildi. Elde

edilen homojenat, UFA yontemi i¢in enzim kaynagi olarak kullanildi. Lakkaz enziminin

27



saflastirilmast igin kullanilan UFA yénteminde, organik ¢oziicii olarak t-biitanol ve tuz
olarak amonyum siilfat secildi. Ik olarak saflastirmada en iyi verime ulasabilmek
amaciyla en uygun amonyum siilfat konsantrasyonu ve ham ekstrakt : t-biitanol orani
optimize edildi. Bunun i¢in 5 farkli tuz orani (%20, %30, %40, %50 ve %60, a/a) ve 2
farkli ham ekstrakt : t-biitanol orani uygulanarak (Ham enzim ektrakti : t- biitanol; (1,0:1,0
ve 2,0:1,0) denemeler yapilmistir. Her bir denemede 1 saat oda sicakliginda inkiibasyon
ve ardindan 4500xg’de 10 dak santrifiij yapilmistir. Olusan li¢ fazdan tstte bulunan
organik faz pastor pipetiyle alindi; alt ve ara fazda ise aktivite ve protein tayini
gerceklestirildi (Alici ve Arabaci, 2016; Duman ve Kaya, 2014). Enzimin etkili sekilde

ayrilip ayrilmadiginin kontrolii i¢in asagida verilen saflagtirma degerleri hesaplandi:

Spesifik aktivite tanimi1 (SA), 1 mg protein karsilik gelen enzim {initesini ifade eder.
Fazlarin sahip oldugu enzim aktivitesi degeri (U/mL) yine her fazdaki protein
konsantrasyon degerine (mg/mL) boliinerek hesaplanir. Saflastirma katsayist (SK) ise,
fazlarda ol¢iilen enzim spesifik aktivitesinin ham enzim ekstraktinda Olcililen enzim
aktivitesine oranidir. Geri kazanim (%GK) ise proteinin herhangi bir fazda sahip oldugu

enzim aktivite degerinin sisteme ilave edilen ham enzimin ilk aktivitesine oranidir.
3.7. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Lakkaz enzim safliginin kontrolii SDS-PAGE analizi ile yapildi. Bio-Rad Mini Protean
sistemi kullanilarak; %35 (h/h) yiikleme jeli ve %15 (h/h) ayirma jeli hazirlanarak
gerceklestirildi (Laemmli, 1970). Elektroforez 200 V’da yaklasik 60-80 dak yiiriitiilerek
gergeklestirildi ve yiiriitiilen jeller elde edilen protein konsantrasyonuna gore coomassie
blue boyama metodu ile boyandi. Elektroforezde kullanilan ¢ozeltiler ve hacimleri Tablo

3.2’te verilmektedir.

Tablo 3.2. SDS-PAGE’de kullanilan ¢6zeltiler ve hacimleri

) Yiikleme jeli (mL Ayirma jeli (mL
Bilesenler (%S5, pJH 6,(8) ) ()Z’A;IS, i)H g,S) )
%30 (a’h
Akrilamid/B(isak)rilamid 0,83 >0
Yiikleme jel tamponu (1 M 0.63 o
Tris-HCI, pH 6,8) ’
Ayirma jel tamponu (1,5 M . 250
Tris-HCI, pH 8,8) ’
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Tablo 3.2. (Devam) SDS-PAGE’de kullanilan ¢6zeltiler ve hacimleri

%20 (a/h) SDS 0,025 0,050
%10 (a/h) Amonyum persiilfat
(APS) 0,05 0,10
N,N,N',N'-
tetrametiletilendiamin 0,005 0,010
(TEMED)
ddH>O 3,40 2,35

3.8. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) ve Aktivite Boyamasi

Dogal PAGE, Bio-Rad Mini Protean sistemi kullanilarak %5 (h/h) yiikleme jeli ve %10
(h/n) ayirma jeli hazirlanarak gergeklestirildi (Laemmli, 1970). Dogal elektroforez
yikleme boyasi ile 1:1 oranindaki numuneler mikropipet yardimiyla kuyucuklara
yiiklendi. Boya, yiikleme jelinden ayrilana kadar 20 mA’lik ve ayirma jeli esnasinda da
25 mA’lik akim uygulandi. Elektrik akimi kesildikten sonra jel diizenekten Gzenle
cikartilarak boyama yapimina geg¢ildi. Elektroforez yapilirken gerekli olan ¢ozeltiler ve
hacimleri Tablo 3.3’te verilmektedir.

Tablo 3.3. Dogal Poliakrilamid jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler ve hacimleri

. Yiikleme jeli (mL) Ayirma jeli (mL)
Bilesenler (%5, pH 6,8) (%15, pH 8,8)
%30 (a/h)
Akrilamid/Bisakrilamid 0,83 mL 5,0 mL
Yiikleme jel tamponu (1 M
Tris-HCI, pH 6,8) 0,63 mL T
Ayirma jel tamponu (1,5 M
Tris-HCL, pH 8,8) 2,50 mL
%10 (a/h) Amonyum persiilfat
(APS) 0,05 mL 0,10 mL
N,N.N',N'"-
tetrametiletilendiamin 0,005 mL 0,010 mL
(TEMED)
ddH>0 3,40 mL 2,35 mL

Dogal jel elektroforezi sonucu elde edilen jel, substrat boyama ¢oézeltisi (10 mM’lik
ABTYS) i¢inde 30 dak inkiibe edilerek lakkaz aktivite varlig1 yesil renkte bant gézlenerek
tespit edildi (Patel ve dig., 2014b).
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3.9. Lakkaz Enziminin Karakterizasyonu
3.9.1. Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

Lakkazin kinetik 6zelliklerini analiz etmek i¢in substrat olarak ABTS (0,1 — 1,5 mM),
guakol (0,1 - 7 mM) ve 2,6-DMP (0,1 mM - 2 mM) kullanild1 (Terron ve dig., 2004;
Ullrich ve dig., 2005). ABTS, guakol ve 2,6-DMP oksidasyonun kinetik parametreleri
(Km, Vmax) Lineweaver-Burk (Lineweaver ve Burk, 1934) diyagramlar1 olusturularak
belirlendi. Deneyler ti¢ tekrarli gerceklestirildi ve Lineweaver-Burk grafigi igin ortalama
+ SD degerleri alindi.

3.9.2. Sicakhgin Lakkaz Aktivitesi ve Stabilitesine Etkisi

Saflastirilan lakkaz enziminin aktif oldugu optimal sicaklik degerini bulmak i¢in standart
aktivite assay kosullar1 altinda 4 °C ve 80 °C arasinda (4 °C, 20 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C,
60 °C, 70 °C ve 80 °C) aktivite dl¢iimleri gergeklestirildi. Enzime ait sicaklik profilinin
belirlenmesi amaciyla 1 mL enzim ¢ozeltisi (7194 U/g spesifik aktivite, 0,7 mg/mL
protein) kullanildi. Elde edilen en yiiksek degerdeki aktivite %100 olarak kabul edildi ve
elde edilen diger aktivite sonuglart en yiiksek olan aktivite sonucuna boliinerek % bagil
aktivite seklinde hesaplandi. Deneyler ii¢ tekrarli gergeklestirildi ve grafik igin ortalama
+ SD degerleri alindu.

Saflastirilan lakkaz enziminin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi icin ise enzim 6rnegi
(7194 U/g spesifik aktivite, 0,7 mg/mL protein) 4 °C’den 80 °C’ye kadar olan
sicakliklarda farkli zamanlarda (1, 2, 3 ve 4 saat) inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
lakkaz aktivite tayin metodu kullanilarak enzim aktivitesi hesapland:. inkiibasyon éncesi
aktivite miktar1 100 olarak kabul edilerek farkli sicaklik degerlerindeki kalan aktivite
yiizdesi (%) hesaplandi (Mehandia ve dig., 2020). Deneyler ti¢ tekrarli gergeklestirildi ve

grafik icin ortalama + SD degerleri alindu.
3.9.3. pH’min Lakkaz Aktivitesi ve Stabilitesine Etkisi

Saflastirilan lakkaz enziminin optimum pH degerini belirlemek amaciyla 100 mM asetat
tamponu (pH 3,0 —5,5) ile 100 mM fosfat tamponu (pH 6,0 — 8,0) kullanilmis ve standart

kosullarda aktivite tayini gerceklestirildi. Enzimin pH profilinin belirlenmesi i¢in 1 mL
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enzim ¢ozeltisi (7194 U/g spesifik aktivite, 0,7 mg/mL protein) kullanildi. Aktivitenin en
yiiksek oldugu pH degeri 100 olarak kabul edildi ve pH degerleri ona gore bagil aktivite
(%) cinsinden hesapland: (Han ve dig, 2005; Mehandia ve dig., 2020; Patel ve dig.,
2014b). Deneyler ti¢ tekrarli gerceklestirildi ve grafik i¢in ortalama + SD degerleri alindi.

Saflastirilan lakkaz enziminin pH stabilitesinin belirlenmesi maksadi ile 1 mL enzim
cozeltisi (7194 U/g spesifik aktivite, 0,7 mg/mL protein) 10 mM asetat ve 10 mM fosfat
tampon ¢6zeltilerinin 3 mL’si ile karistirilarak 4 saat oda sicakliginda inkiibe edildikten
sonra her pH degerine karsilik gelen enzim aktivitesi yukarida verilen lakkaz aktivite
hesaplama protokoliine gore belirlendi. Her bir pH degerininin sifir aninda ki aktivitesi
%100 kabul edilerek enzim ¢ozeltilerine ait kalan aktivite degerleri hesaplandi. pH’ya
kars1 kalan aktivite degerlerine gore grafik ¢izilip enzimin pH stabilite profili belirlendi.

Deneyler ti¢ tekrarli gergeklestirildi ve grafik i¢in ortalama + SD degerleri alindi.
3.9.4. inhibitérlerin ve Metal Iyonlarinin Lakkaz Aktivitesine Etkisi

Inhibitérlerin ve metal iyonlarmin lakkaz aktivitesi {izerindeki etkisini belirlemek igin
lakkaz enzimi farkli konsantrasyonlarda 50 °C'de 30 dak siireyle inkiibe edildi. Inhibitor
olarak B-merkaptoetanol, Etilendiamintetrasetik asit (EDTA) ve fenilmetilsiilfonil florit
(PMSF), metal iyonlar1 olarak da KCl, FeSO4, CaCl,, ZnSO4, MgSO4, MNSO4, CuSOs,
NaCl ve NiSOs kullanildi. Deneyler ii¢ tekrarli gergeklestirildi ve hesaplamalarda
ortalama = SD degerler kullanildi. Kalan aktivite degeri asagida verilen formiile (3.2)

gore hesaplandi:

Muamele edildikten sonra 6lciilen lakkaz aktivite

% Kalan aktivite = (100 - )x 100 (3.2

Muamele edildikten 6nce dl¢iilen lakkaz aktivite

3.9.5. Siirfaktanlarin Lakkaz Aktivitesine Etkisi

Lakkaz aktivitesi ¢esitli iyonik (anyonik SDS) ve iyonik olmayan (Triton-100, Tween-20
ve Tween-80) siirfaktanlar (0,1 — 1 mM) varliginda 6lgiildii. Enzim 37 °C'de 30 dak
boyunca inkiibe edildi. Lakkaz aktivite 6l¢iimii yukarida agiklandigi gibi gergeklestirildi
ve kalan aktivite degeri (%) yukarida verilen formiile gére hesaplandi. Deneyler iig

tekrarli gergeklestirildi ve hesaplamalarda ortalama + SD degerler kullanildi.
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3.9.6. Organik Coziiciilerin Lakkaz Aktivitesine Etkisi

Organik ¢oziiclilerin lakkaz aktivitesi iizerindeki etkisini belirlemek i¢in lakkaz enzimi
farkli konsantrasyonlarda (%5, %10, %30 ve %60, v/v) 50 °C'de 30 dak siireyle inkiibe
edildi (Ogel ve dig., 2006; Yuzugullu Karakus ve dig., 2021). Organik ¢oziicii olarak
kloroform, izopropanol, etanol, dimetilsiilfoksit (DMSO) ve metanol kullanildi. Enzim
aktivite Ol¢limii standart kosullarda olgiildii. Deneyler {i¢ tekrarli gergeklestirildi ve

hesaplamalarda ortalama = SD degerler kullanildi.
3.10. Silika Aerojel, Magnezyum Silika Aerojel ve Bakir Silika Aerojel Uretimi
Silika aerojel, magnezyum silika aerojel ve bakir silika aerojellerin tiretimi genel olarak;

1. Reaksiyon asamasi,

2. Safsizliklarin giderilmesi i¢in yikama agamasi,

3. Coziicli degisimi/yiizey modifikasyonu uygulanarak yaslandirma,
4

. Kurutma basamaklarindan olusmaktadir.

Silika aerojel tretimi i¢in Yiicel ve dig., (2016) tarafindan olusturulan yontem
kullanilirken ¢6ziicii igerisinde yaslandirma basamag i¢in Nayak & Bera (2009) yontemi
kullanild1. Silika, magnezyum silika ve bakir silika aerojellerin {iretimi yapilmadan 6nce
tiretim esnasinda kullanilacak olan ticari Na>SiO3z ¢ozeltisinin silis igerigi belirlendi.
Bunun igin: Ticari nétral NaySiOs (Ozkimsan firmasi, Bolu), 3 mL sodyum silikat
¢ozeltisi 12 mL dH20 (1/5) oraninda seyreltildi. Ardindan 1 mL 6N HCl ile yar1 akiskan
jel benzeri yapi elde edildi. Sodyum tuzlarini uzaklastirmak i¢in 200 mL dH2O ile yikanip
ardindan vakum altinda nuge siiziiliip (Sekil 3.3 (a)) filtre kagidinda kalan numune 12
saat 110 °C sicaklikta kurutmaya birakildi. Kurutma sonrasi igerik tartilarak %28,7 SiO>
oldugu tespit edildi. Bu deger farkli bir ticari sodyum silikat ¢6zeltisinin (Palkim Kimya
Sanayi ve Dis Ticaret Ltd. Sti.) SiO2 degeri olan %27,43 degeri ile benzerlik
gostermektedir (Emine, 2019). Silis miktar1 belirlenen sodyum silikat ¢ozeltisi silika,
magnezyum silika ve bakir silika aerojel iiretimi i¢in kullanildi. Bu amagcla jel benzeri
yapinin olusturulmasi i¢in 6N ve 1N HCI ¢6zeltileri hazirlandi. Yine ayni yonteme gore,

magnezyum ve bakir silika aerojel tiretimi i¢in bu sefer HCI yerine ilgili tuzlar belirlenen
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oranlarda hesaplanip distile su ile ¢ozdiiriildiikten sonra manyetik karistiricida karigmakta

olan NazSiOs ¢ozeltisine ilave edilerek jel benzeri yapi elde edildi (Sekil 3.3(b)).

Sekil 3.3. (a) Silika aerojellerin vakum altindan nugeden siiziilmesi, (b) Bakir silika
aerojelin jel benzeri yapisi, (¢) Magnezyum silika aerojelin jel benzeri yapisi

Karigim igerisindeki magnezyum kloriir-silikat ve bakir siilfat-silikat ¢ozeltilerinin
oranlart Mg/Si: 0,5 ve Cu/Si : 0,5 olarak secilmistir (Bawaked ve Narasimharao, 2020;
Hariu ve dig, 2013; Ilkay, 2020). Her iki tuz da silika aerojel {iretiminde oldugu gibi jel
benzeri yapimin olusumu igin belirlenen oranlarda eklendi. Jel benzeri yap1 olustuktan
sonra vakum altinda nugeden siiziildii. Stizgec¢ kagidi lizerinde biriken kat1 yap1 bir behere
alinarak saf su ile sodyum igeren tuzlarin uzaklastirilmasi i¢in yikandi. Ardindan yeniden
nuceden siizildi. Stizilen numune %80 etanol iceren ¢ozelti ile 24 saat 50 °C’de
yaslandirildi. Ardindan %70 TEOS / %30 EtOH ile 20 saat 50 °C ve 4 saat 70 °C sicaklikta
ylizey modifikasyonu saglandi. Bu siire sonunda n-hekzan (3 kere yikama) da 24 saat 50
°C de bekletildikten sonra yine n-hekzan (2 kere yikama) da 72 saat 50 °C de bekletildi.
Bu siire¢ sonunda 20 saat 80 °C de ve 4 saat 100 °C sicaklikta kurutma yapildi.
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3.11. Hazirlanan Aerojel Malzemelerinin Karakterizasyonu

3.11.1. Silika Aerojel, Magnezyum Silika Aerojel ve Bakir Silika Aerojellerin 3-
(aminopropil)trietoksisilan (APTES) ile Yiizey Modifikasyonu

(Fonksiyonellestirilmesi)

Destek materyalleri olan silika aerojel, Mg-silika aerojel ve Cu-silika aerojelin
aminasyonu APTES (3- Aminopropil trietoksisilan) ile gerceklestirildi. Her destek
materyali icin APTES’in %1, %5 ve %10’luk konsantrasyonlar1 calisildi. %10
konsantrasyon i¢in: destek materyali ve toluen (10:1 oraninda) erlen igerisine konularak
30 dak boyunca ultrasonik homojenizatdrde destek materyalinin dagitilmasi saglandi.
Ardindan APTES ilave edilerek (1:10; APTES:Toluen) geri distilasyon (reflux)
gerceklestirildi. Geri distilasyon kosullart 110 °C sicaklik ve 250 RPM karistirma hizi
olacak sekilde ayarlanip 24 saat boyunca uygulandi. 24 saat sonunda fazla APTES ve
¢Oziicliyii uzaklastirmak i¢cin 15 dak siire ile 9000 RPM’de santrifiijleme yapildi.
Ardindan 3 kez etanolle yikanarak 50-80 °C sicaklikta 24 saat siire ile vakum etiiviinde

kurumaya birakild: (He, 2017).

3.11.2. Brunauer-Emmett-Teller (BET) Yiizey Alani, Gozenek Boyutu ve Gozenek

Hacmi

Aerojellerin spesifik yiizey alani, gézenek boyutu ve gdzenek hacmi Yiizey Alani ve
Porozite Cihazi (Micromeritics, TriStar I1 3020) ile 77 K’de azot adsorpsiyon dl¢iimlerine
bagli olarak belirlendi. Spesifik yiizey alan1 Brunauer-Emmett-Teller (BET) metodu ile
hesaplandi. G6zenek boyutu ve gbzenek hacmi Barrett-Joiner-Halenda (BJH) metodunda
elde edilen izotermin desorpsiyon degerlerine gore belirlendi. Bu analizler Y1ldiz Teknik
Universitesi, Biyomiihendislik Béliimii, Lipid ve Biyokompozit Laboratuvarinda

gerceklestirildi.
3.11.3. Fourier Déniisiimlii Kizilotesi (FT-IR) Spektroskopisi Ol¢iimleri

Uretimi yapilan aerojellerin sahip oldugu fonksiyonel gruplari FTIR Spektrofotometresi
(Shimadzu IR Prestige 21, Kyoto, Japonya) ile belirlendi. Spektrumlar 4000-650 cm™
bolgesinde alindi. Analizler Yildiz Teknik Universitesi, Biyomiihendislik Béliimiinde

gerceklestirildi.
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3.11.4. Aerojellerin Partikiil Boyut Analizi

Mie teorisi ile 6l¢iim yapan, 151k sacilim teknolojisini kullanan Horiba LA-350 cihazi ile
partikiil boyut analizi yapildi. Lazer difraksiyonu ile yapilan 6l¢limlerde partikiillerin
capimin biiytikliigiine gore dagilim grafigi elde edildi

Cihazin uygulamasinda belirlenen transmitans degeri araligina gelene kadar numune
eklenir ve 60 saniye sonikasyon uygulanir. Particia mini cihaz1 lazer kirmmimlar
kullanilarak parcacik boyutu tayininde kullanilir. Calisma prensibinde lazer 1511 dagilmis
bir parcacikli numuneden gegerken dagilan 151831n yogunlugundaki agisal degisimi dlgerek
parcacik boyutu dagilimlarini 6lger. Biiyiik pargaciklar 15181 lazer 1ginina gore kiigiik
acilarda sacar ve kiigiik parcaciklar 15181 biiyiik acilarda dagitir. Agisal sagilma yogunlugu
verileri daha sonra, Mie 151k sag¢ilimi teorisi kullanilarak sa¢ilma modelini olusturmaktan
sorumlu pargaciklarin boyutunu hesaplamak icin analiz edilir. Parcacik boyutu, hacim
esdeger kiire ¢ap1 olarak bildirilir (Younes ve dig., 2018). Partikiil boyut analizi Yildiz
Teknik Universitesinde gerceklestirildi.

3.11.5. Taramah Elektron Mikroskopu (TEM) Analizi

Tez ¢alismasi i¢in hazirlanan silika, Mg-silika ve Cu-silika aerojellerin farkli biiylitme
oranlarinda (x1000, x10000, x20000, x40000) TEM goriintiileri alinarak yiizey
morfolojileri incelendi. Bu analizler Yildiz Teknik Universitesi Bilim ve Teknoloji

Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde hizmet alimi ile gergeklestirildi.
3.11.6. X Isim1 Floresans Spektroskopisi (X-IFS/XRF) Analizleri

Hazirlanan silika, Mg-silika ve Cu-silika aerojel bilesimleri X-15in1 floresans
spektroskopisi (X-IFS) analizi ile belirlendi. Bu analizler Liman Kimya Analiz

Laboratuvarinda hizmet alimi ile gergeklestirildi.
3.11.7. Zeta Potansiyel Analizi

Uretimi yapilan silika aerojellerin yiizey yiik igeriginin tespit edilmesi maksadiyla zeta
potansiyel 6l¢timleri yapildi. Bunun i¢in hem APTES yapilmis hem de yapilmamis olan
silika aerojel o6rnekleri 1,5 mg tartilip 20 mL distile suya eklenerek yarim saat ultrasonik

banyo ile tampon igerisinde yer alan partikiillerin homojen bir sekilde dagilmasi saglandi.
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Bu asamadan sonra analiz yapilabilmesi i¢in kiivet igerisine 800 pL partikiil- PBS

karisimi konularak 6l¢iim alind1 (Tiryaki, 2017).
3.12. Lakkaz Enziminin immobilizasyonu

Hazirlanan silika aerojel destek materyallerine ¢capraz baglayici bir ajan olan glutaraldehit
ile lakkaz immobilizasyonu yapildi. Silika aerojel, Mg-silika aerojel veCu-silika aerojel
%1-3 (a/h) arasindaki konsantrasyon degerlerinde hazirlanan glutaraldehit ¢ozeltisi ile 3
saat siiresince 25 °C’de inkiibe edildi. Ardindan 9,000xg’de 10 dak santrifiij yapilarak
stipernatant uzaklastirildi, pelet ise 3 defa sodyum asetat (100 mM, pH 5,0) tamponu ile
yikanarak capraz baglayicinin fazlasinin uzaklastirilmasi saglandi. Glutaraldehit
muamele edilmis siliko aerojeller 0,3 mg lakkaz ihtiva eden enzim ¢ozeltisi ile 2 saat
boyunca inkiibe edildi (Amin ve dig., 2020; Ozyilmaz ve dig., 2015). Siire sonunda
aerojel yilizeyine baglanan enzimlerin tespit edilmesi igin pelet aktivite Ol¢iimleri
gerceklestirilirken, baglanma gergeklestiremeyen enzimlerin tespiti igin ise iist faz ve
yikama sonrasi slipernatanda enzimatik aktivite tayini yapildi (Bautista ve dig., 2010).
Tas1yict lizerine baglanan protein miktarinin belirlenmesinde BCA yontemi (Smith ve

dig., 1985) kullanild:.

Lakkazin destek materyaline adsorpsiyonu i¢in ise 40 mg destek materyali, 0,3 mg lakkaz
iceren 5 mL sodyum asetat (0,1 M, pH 5,0) icerisinde siispanse edilip 2 saat boyunca 5
°C'de 200 rpm'lik mekanik ¢alkalama ile karistirildi. Uriinler santrifiijlendikten sonra
slipernatantta enzimatik aktivite tespit edilmeyene kadar tamponla (0,1 M, pH 5,0) ii¢ kez
yikanip, vakumlu dondurarak kurutucuda kKurutuldu ve ileride kullanilmak iizere 5 °C'de

bir buzdolabinda saklandi (Zhang ve dig., 2018).
3.13. Immobilizasyon Kosullarinin Optimizasyonu

Lakkazin destek materyallerine kovalent baglama ve adsorpsiyon metodu ile
immobilizasyonunda pH, sicaklik, glutaraldehit konsantrasyonu, immobilizasyon zamani
ve baslangi¢ enzim konsantrasyonunun etkisini degerlendirmek i¢in asagida verilen

araliklar denendi (Ozyilmaz ve dig., 2005; Patel ve dig., 2014a):

1. Sicakligin etkisini 6lgmek i¢in 4-45 °C araliginda caligilda.
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2. pH etkisini 6lgmek i¢in 100 mM konsantrasyonda ve pH’st 3,5 ila 6,0 arasinda
degisen tampon ¢ozeltiler kullanildi. Bunun igin glisin-HCI (pH 2,0-3,0) ve sodyum
asetat (pH 4,0-6,0) tamponlari kullanildu.

3. Immobilizasyon zamaninn etkisini 6l¢mek icin 2, 4 ve 6 saat araliklarinda denemeler
yapildu.

4. Baslangi¢ enzim konsantrasyonun etkisini 6lgmek i¢in 5 mL reaksiyon ortaminda ise

0,15 - 0,30 ve 0,60 mg lakkaz olacak sekilde saf enzim 6rnekleri hazirlandi.
3.14. immobilize Lakkazin Karakterizasyonu

Immobilize lakkazin karakterizasyonu (kinetik parametrelerin belirlenmesi, sicaklik ve
pH’nin aktivite ve stabiliteye etkisi) i¢in serbest enzim karakterizasyonu sirasinda izlenen

adimlar takip edildi.

Immobilize hale getirilmis lakkazin yeniden kullanilabilirligi, 10 déngii boyunca 25 °C'de
sodyum asetat tamponunda (100 mM; pH 4,5) 6l¢iildii. Her bir oksidasyon dongiisiinden
sonra, immobilize enzim, 15 dak boyunca 4,000xg'de santrifiijleme yoluyla ¢ikarildi.
Immobilize enzim toplandiktan sonra, deiyonize su ve tamponla yikandir. Ikinci ve
sonraki dongiiler yapilirken, immobilize enzim yeni hazirlanmis tampon iginde
oksitlenmemis ABTS ile yeniden muamele edildi. immobilize enzimin aktivitesi, ilk

(s1fir) dongiide %100 oldugu kabul edildi (Chen ve dig., 2020; Patel ve dig., 2014a).
3.15. Boya Renklerinin Giderilmesinde Serbest ve Immobilize Lakkaz Uygulamasi

Serbest ve immobilize lakkazin boya gideriminin test edilmesi i¢in kullanilan boyalar
sirastyla; Malasit yesili (Amaks. 620 nm), commasie brilliant blue G 250 (Amaks. 465
nm), kongo kirmizis1 (Amaks. 350 nm), metil kirmizis1 (Amaks. 409 nm), metilen mavisi
(Amaks. 660 nm) ve fenol kirmizisidir (Amaks. 560 nm) (Bagewadi ve dig., 2017; Younes
ve dig., 2007). Bu farkli tekstil boyalar1 genellikle tekstil atik sularindaki ana
kirleticilerdir ve organizmalar {izerinde toksik ve genotoksik etkileri vardir (Dogan ve

dig., 2005). Bu sebeple boya renklerinin giderilmesi ¢alismasinda tercih edildiler.

Renk giderimi, her bir boya i¢in maksimum dalga boyunda absorbanstaki azalma
oOlgiilerek spektrofotometrik yontemle (Cary60, Agilent, UV / Vis spektrofotometre)

belirlendi. Renk giderimi i¢in reaksiyon karisimi, 100 mM sodyum asetat tamponunda
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(pH 4,5), serbest lakkaz veya immobilize edilmis lakkaz (serbest enzimle ayni aktivite
degeri icerecek seklide hazirlanan) ile 200 mg/L boyadan olusan 50 mL toplam hacme
sahip olmasi1 saglandi (Bagewadi ve dig., 2017). Reaksiyonlar 25 °C sicaklikta 6 saatlik
araliklarla 150 RPM calkalama hizinda inkiibasyona birakildi. Kontroller, 100 °C'de 10
dak inkiibasyondan sonra 1siyla inaktive edilmis enzim kullanilarak ve enzim olmaksizin
yapildi (Wehaidy ve dig., 2019). Kontrol grubuna ilave olarak kullanilan immobilizasyon
materyali de yalnizca boya ortamina ilave edilerek renk giderimi {izerine etkisinin olup

olmadig test edildi. Renk giderim orant;
% Boya Giderimi: [(Ai-As) /As] x 100 denklemi ile hesaplandi.
Ai: Boyanin ilk absorbansi

As: Boyanin son absorbansi
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Lakkazin Kalitatif Tayini

Hiicre dis1 lakkaz enziminin kalitatif tayininde inkiibasyonu miiteakip guakolii oksitleyen
izolatlarin c¢evresinde kahverengi renkte halelerin varligi, lakkaz enzimi iiretimi
yoniinden, pozitif olarak degerlendirilmektedir (Devasia ve Nair, 2016; Viswanath ve
dig., 2008). Bu tez ¢alismasinda lakkaz enzimini literatiirden edinilen bilgiye gore 7.
versicolor’dan iiretilmesi hedeflendi. Buradan yola cikarak 7. versicolor’un lakkaz
iretimini kalitatif olarak gozlemlemek iizere gerceklestirilen deneyde Sekil 4.1°de

gosterildigi gibi izolatin hiicre dis1 lakkaz enzimini tirettigi tespit edildi.

Sekil 4.1. Guakol (5 mM) iceren ortamda kalitatif lakkaz tayini. (a): negatif kontrol, (b):
T. versicolor

4.2. Lakkazin T. versicolor’dan Uretimi

Lakkaz enziminin optimum {iretimi i¢in literatiirden yapilan aragtirma neticesinde 5 farkl
besi yeri segildi (Tablo 3.1). Sekil 4.2°de gosterildigi gibi 2 numarali inkiibasyon
kosulunda ol¢iilen lakkaz aktivite degerinin diger kosullarla karsilastirildiginda daha
yuksek oldugu gozlemlendi. Sonrasinda sirayla 1, 4, 5 ve 3 numarali inkiibasyon
ortamlar1 gelmektedir. Her bir inkiibasyon ortam siirecinde optimum dl¢iilen lakkaz
aktivite degerlerinin farkli inkiibasyon siirelerinde gdzlendigi tespit edildi. Ornegin 1 ve
2 nolu ortamlarda enzim optimum aktivite degerine 9. giinde erisirken 4, 5 ve 3 nolu
ortamlarda sirasiyla 6., 7. ve 8. giinde eristikleri belirlendi. 7. versicolor’dan optimum
lakkaz liretimi i¢in gerceklestirilen ¢alismalarda inkiibasyon siiresinin 5 ila 20 giine kadar
degisiklik gosterdigi rapor edilmistir (Goksel, 2007; Risdianto ve dig., 2012; Wang ve

dig., 2014). Inkiibasyon siiresindeki degisken durumun kullanilan besiyeri basta olmak
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tizere indiikleyiciler, havalandirma, fermentasyon ¢esidi (kat1 faz veya sivi) ve inokulum
kaynaginin yasina bagli oldugu goriilmektedir. Bulgular da benzer sekilde 7. versicolor
izolatinin farkli biliyiime ortamlarinda farkli siirelerde lakkazi optimum seviyede

irettigini gostermektedir.
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Sekil 4.2. Farkli inkiibasyon ortamlarinda (no 1-5, Tablo 3.1) biiyiitiilen 7. versicolor’un
fermentasyon sivisinda dlgiilen lakkaz aktivite grafigi

En yiiksek lakkaz aktivitesi (5000 U/L), yukarida da belirtildigi gibi 2 numaral
inkiibasyon ortaminda 9.gilinde dl¢iildii. Literatiirde 7 versicolor lakkazi i¢in rapor edilen
aktivite degerleri ile karsilastirildiginda bu g¢alismada daha yiiksek enzim aktivite
degerine ulasildigi gériilmektedir. Ornegin, Abd El Monssef ve dig., (2016)
gerceklestirdigi calismada lakkaz aktivite degerini 1896 U/L olarak verirlerken
Pazarlioglu ve dig., (2005) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada 2575 U/L olarak sunulmustur.

En yiiksek lakkaz iiretiminin (5000 U/L), 25 g/L malt 6zitii, 2 g/l KH2PO4, 0,4 g/L
K>HPOy4 igeren besiyerinde 30 °C ve 200 rpm ¢alkalama hizinda 9 giin boyunca biiyiitiilen
T. versicolor’dan gerceklesmesi sebebiyle enzim saflastirma denemelerinde bu

inkiibasyon ortami kullanildi.
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4.3. Lakkazin Saflastirilmasi

Fermentasyon sivisindan lakkaz enziminin saflastirilmasinda biyomolekiillerin tek bir
adimda hizl1 ve verimli saflastirlmasim saglayan UFA yéntemi kullamildi. UFA'nin
lakkaz saflastirilmasi i¢in en uygun teknik olmasmin sebepleri arasinda sistem
kullaniminin kolay olmasi, ¢evre dostu olmasi ve kromatografi teknigine kiyasla daha az

¢oziicliye ihtiya¢ duymasi sayilabilir (Dennison ve Lovrien, 1997).

Enzim saflagtirma isleminin maksimum verimde gerceklesmesi i¢cin amonyum siilfat
konsantrasyonu, ham ekstrakt:t-biitanol oran1 ve sistem pH's1 gibi UFA parametreleri
optimize edildi. Bunun sonucunda, %20 (a/a) amonyum siilfat ve 2,0:1,0 oraninda t-
biitanol iceren ortamdan lakkaz enzimi alt fazda %204 verimle 2,3-kat saflastirildi (Tablo
4.1). UFA sistemlerinde enzim aktivasyonuna rastlanabilmektedir. Ornegin, peroksidaz,
proteinaz K ve tripsin inhibitér gibi proteinlerin sulu {glii-faz sistemlerinden
saflastirilmalar1 sirasinda katalitik aktivitelerinde artis gozlenmistir (Karakus ve dig.,
2018; Wati ve dig., 2009). Bu durumun saflagtirma sirasinda enzim molekiiliiniin
esnekliginde olusabilecek artisla baglantili olabilecegi diisiiniilmektedir (Duman ve

Kaya, 2013; Gagaoua ve dig., 2015).

Tablo 4.1. UFA sistemiyle lakkaz enziminin saflastirma bulgular

Sistem kompozisyonu SA (U/g) SK G.K (%)
2.,0: 1%02 (I){g:%UT 3580+0,5 2,3+0,1 20410
1,0: ;%02 (I){/]g:?BUT 2942+0,3 1,80,1 15248
2,0: 1/03 ?{gim 2207+0,7 1,4+0,2 1114
1,0: ;%03 (I){/g:s BUT 429+0.5 0,3+0,02 1840,6
2,0: I/,O(? (I){g:?SUT 310+0,2 0,020 1,5+0,1
1,0: I/,O(? (I){g:?SUT 60+0.8 0,01%0 0,20,01
2,0: 1%(;5 (I){g:?SUT 290+0,1 0,020 1,4+0,06
1,0: ;%05 (I){/g:s BUT 1450+0,1 0,9+0,04 50+2
2,0: ;%)06 (I){/g:s BUT 300+0.4 0,020 1,440,05
| ,0:;/,006 (I){/g:s BUT 830+0.4 0,05+0 3,140,1

AS: Amounyum siilfat, HE: ham ekstrakt, BUT: t-biitanol, SA: spesifik aktivite, SK: saflastirma katsayisi, GK: alt fazda
6lciilen verim (Ham ekstrakt SA degeri: 7194 U/mg)
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Literatiirde UFA kullanarak basaril1 bir sekilde saflastirilan enzimler iizerine ¢cok sayida
benzer rapor bulunmaktadir (Birge ve dig., 2022; Kumar ve dig., 2012; Patil ve Yadav,
2017; Wasak ve dig., 2018). Genel olarak, UFA sistemi ile hedef proteinler kromatografik
tekniklere oranla daha diisiik saflagtirma katsayilari ile saflastirilmasina ragmen proteinin
sistemden geri kazanimi1 her zaman kromatografik tekniklerden daha yiiksektir. Sistemin
kolay uygulanabilirligi, ucuz olmasi ve diisiik protein kaybina sebep olmasi gibi
avantajlar1 UFA sistemlerini endiistriyel enzimler i¢in ideal hale getirmektedir (Dennison
ve Lovrien, 1997). Diger taraftan, lakkaz enziminin UFA ile saflastirilmasma yonelik
literatiir ¢calismast siirhidir. Wasak ve dig., (2018) ¢alismasinda 7. versicolor lakkazini
%73 geri kazanimla 24 kat saflastirmistir. Patil ve Yadav., (2017) 7. hirsute ile yaptiklari
bir ¢aligmada UFA’yi mikrodalga kullanarak denemisler ve lakkaz enzimini %53,9 geri
kazanimla saflagtirmislardir. Birge ve dig., (2022) Enterobacter faecium A2 izolatindan
lakkaz enzimini %110 verimle 4,9-kat saflagtirdiklarini rapor etmislerdir. Kumar ve dig.,
(2012) ise Pleurotus ostreatus'tan lakkazi %161 verimle 27,8 kat saflastirdiklarini beyan

etmislerdir.
4.4. Elektroforez Bulgular:

UFA sisteminden alt fazda saflastirilan lakkaz enziminin safligim kontrol etmek ve
molekiiler agirligini belirlemek i¢cin SDS-PAGE analizi yapildi. Sekil 4.2'de gosterildigi
gibi 66, 52 ve 43 kDa'ya karsilik gelen tli¢ bant gézlendi. Literatiirde ise SDS-PAGE’de
lakkaz enzimi i¢in genelde 66-97 kDa arasinda degisen tek bantin varlig1 belirtilmektedir.
Ornegin, Pleurotus ferulae (Ding ve dig., 2014), P. ostreatus (Patel ve dig., 2014b), T.
versicolor (Han ve dig., 2005) ve Fomes durissimus'tan (Shay ve dig., 2011) izole edilen
lakkaz enzimlerinin molekiil agirlig1 degerleri sirasiyla 66, 68, 97 ve 75 kDa olarak rapor
edilmistir. Literatiirden farkl1 bir bulgu elde edilmesi iizerine pozitif kontrol olarak ticari
lakkaz (T versicolor lakkaz, 1.10.3.2) enzimi kullanarak SDS-PAGE analizi tekrar edildi
ve ticari lakkazin bu ¢aligmada UFA ile izole edilen 6rnekle benzer bant profili gosterdigi
tespit edildi (Sekil 4.3). Ayrica lakkaz 6rnegini diger analizlerde kullanmadan 6nce dogal
poliakrilamid jel elektroforezi de gerceklestirildi ve literatiire (Patel ve dig., 2014b)
benzer sekilde yesil renkte tek bir bant gozlendi (Sekil 4.3). Buda calisilan enzimin lakkaz
oldugunun bir diger gostergesi oldu ve bu asamalardan sonra saflastirilan enzimin

karakterizasyon ¢aligsmalar1 yapildi.
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Sekil 4.3. Lakkaz numunelerinin elektroforetik analizi. M: Protein markor (Euro-Lone,
EPS026500), 1: Ham ekstrakt drnegi, 2: Ticari T. versicolor lakkaz, 3: UFA alt faz lakkaz
ornegi, 4: UFA alt faz lakkazinin ABTS ile aktivite boyamasi. 10 pg enzim drnegi
yiiklendi.

4.5. UFA ile Saflastirilan Lakkaz Enziminin Karakterizasyonu
4.5.1. Kinetik Parametreler

T. versicolor lakkazinin kinetik parametrelerini hesaplamak {izere kinetik analizler
gerceklestirildi. Substrat olarak guakol (0-7 mM), ABTS (0-1,5 mM) ve 2,6-DMP (0-2
mM) kullanildi. Bulgular her {i¢ substrat varliginda enzimin Michaelis-Menten kinetigine

uydugunu gosterdi (Sekil 4.4).

@ =)

V, (umol dak-' mL-1y
V, (umol dak™' mL")

Guakol konsantrasyonu (mM) ABTS konsantrasvonu (mM)

@

60

V (umol dak™* mL")

2,6-DMP konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.4. Lakkaz enziminin (a) guakol, (b) ABTS ve (c) 2,6-DMP substratlarina ait
Michaelis-Menten grafikleri
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Sekil 4.4’ten yola ¢ikarak {i¢ substrat i¢in Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 4.5)
ve Km ve Vmax degerleri hesaplandi. Buna gore guakol i¢in K 3,8 mM, Vimax degeri 5,3
pmol dak™! mL!, 2,6-DMP i¢in K degeri 0,1 mM, Vmax degeri 68,4 pmol dak™! mL™! ve
ABTS icin K degeri 0,2 mM, Vimax degeri 500 pmol dak! mL"! olarak belirlendi (Tablo
4.2).
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Sekil 4.5. Lakkaz enziminin (a) guakol, (b) ABTS ve (c) 2,6-DMP substratlarina ait
Lineweaver-Burk grafikleri

Tablo 4.2. UFA yontemiyle saflastirilan lakkaz enziminin farkli substratlara ait K
veVmax degerleri

Guakol 2,6-DMP ABTS
Km (mM) 3,8 0,1 0,2
Vmax (umol dak! mL™") 5,3 68,4 500

Guakol, ABTS ve 2,6-DMP icin hesaplanan kinetik parametreleri literatiirde ticari 7.
versicolor lakkazi basta olmak iizere farkli mantarlardan izole edilen lakkaz enzimleri
icin rapor edilen degerler ile karsilastirildi. Pazarlioglu ve dig., (2005), ticari lakkazi
kullanarak yaptiklar1 ¢calismada ABTS i¢in Km ve Vimax degerlerini sirasiyla 0,57 mM ve
333 U/L olarak belirlemislerdir. Bu ¢aligmada ise K degeri daha diisiik (ABTS’e daha
yuksek ilgi gosteren) Vmax degeri ise daha yiiksek bir degerde hesaplandi. Chakroun ve
dig., (2010), Trichoderma atroviride lakkazinin ABTS i¢in Ky, degerini 2,5 mM, Viax
degerini 870 mU pg! olarak vermislerdir. Patel ve dig., (2014b), Pleurotus ostreatus HP-
1 lakkazinin Ky degerini ABTS icin 46,55 mM olarak hesaplamiglardir. Vantamuri ve
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Kaliwal, (2016) Marasmius sp. BBKAV79 lakkazinin ABTS i¢in K, degerini 3,03 mM,
Vmax degerini 5 pmol/dak olarak rapor etmislerdir. Younes ve dig., (2007) ise
Perenniporia tephropora lakkazinin ABTS i¢in K degerini 0,4 mM, Vmax degeri 391
pmol ! min™! olarak vermislerdir. Buna gore, rapor edilen tiim lakkazlar iginde en diisiik
K degerine sahip olan bu calismada saflagtirdigimiz lakkaz enzimidir. Diger taraftan
guakol i¢in Ky, degerleri Ganoderma leucocontextum (1,658 mM, Umar ve Ahmad, 2022)
ve Pleurotus ostreatus HP-1’den (100 mM, Patel ve dig., 2014b) izole edilen lakkazlarda
da rapor edilmistir. Bu c¢alismada kullanilan lakkaz enziminin K, degeri G.
leucocontextum daha yiiksek ancak P. ostreatus HP-1’den daha diistiktiir. Son olarak 2,6-
DMP i¢in Ky, degerleri T. atroviride (1,6 mM, Chakroun ve dig., 2010), Ganoderma
lucidum 77002 (0,12 mM, Fang ve dig., 2015), P. ostreatus HP-1 (400 mM, Patel ve dig.,
2014b), P. tephropora’dan (7,3 mM, Younes ve dig., 2007) izole edilen lakkazlarda rapor
edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan lakkaz enziminin 2,6-DMP i¢in K., degeri, rapor
edilen tiim lakkazlar iginde en diisiik K., degerine sahiptir. Bu da mevcut ¢alismadaki
lakkazin rapor edilen lakkazlara kiyasla 2,6-DMP substratina karst afinitesinin daha

yiiksek oldugunu gosterdi.

Mantar kokenli lakkazlarin Kin ve Vmax degerleri substrata bagh olarak degismektedir.
Optimum kosullarda iiretilen ve UFA yontemiyle saflastirilan T versicolor lakkazinin 3
farkli substrat i¢in belirlenen K. degerlerine gore afinitesi 2,6-DMP>ABTS>Guakol,
Vmax degerleri ise ABTS>2,6-DMP>Guakol olarak belirlendi. Her ii¢ substrat icin
literatiirdeki Km ve Vmax degerleri karsilastirildiginda afinitenin oldukga ytiksek oldugu

goriilmektedir.
4.5.2. Sicakhigin Lakkaz Aktivitesi ve Kararhligi Uzerine Etkisi

T versicolor’dan izole edilen lakkaz enziminin sicaklik profili 4 ile 80 °C arasinda ABTS,
guakol ve 2,6-DMP varliginda olgiildii. Sekil 4.6(a), test edilen tiim substratlar i¢in
optimum sicakligin 70 °C oldugunu gostermektedir. Yiiksek sicaklik degerlerinde
gozlenen optimum aktivite lakkaz enzimine endiistriyel uygulamalarda avantaj
kazandirmaktadir (Daassi ve Alharbi, 2023). Literatiirde yer alan farkli lakkaz enzimine
ait optimum sicaklik degerleri su sekildedir: 7° versicolor FPRL 28A IMI lakkazi (ABTS
ile 35 °C; Pazarlioglu ve dig., 2005), Trichoderma harzianum lakkazi (Guakol ile 35 °C;
Abd El Monssef ve dig., 2016), Marasmius lakkazi (Guakol ile 40 °C; Vantamuri ve
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Kaliwal, 2016), T. versicolor ticari lakkaz1 (2,6-DMP ile 40 °C; Saoudi ve Ghaouar,
2019), Coriolus hirsutus lakkazi (45 °C; ABTS; Shin ve dig., 2000), Trichoderma
atroviride lakkazi1 (2,6-DMP ile 50 °C; Chakroun ve dig., 2010), Cerrena sp. lakkazi
(ABTS ile 55 °C; Yang ve dig., 2015), Aspergillus niger ticari lakkazi (ABTS ile 60-70
°C; Pazarlhioglu ve dig., 2005) ve Scytalidium thermophilum lakkazi (2,6- ile 80 °C) DMP;
Younes ve Sayadi, 2011). Bu calismada ve diger ¢alismalarda elde edilen sonuglara gore
elde edilen farkli sicaklik degerlerinin kullanilan enzim kaynagma ve substrata gore
degistigi gortilmektedir. Genel olarak, lakkaz aktivitesi i¢in optimum sicaklik, bir sustan
digerine farklilik gosterebilir ve cogu mantar lakkazinin araligit 50-70 °C olarak
bildirilmektedir (El-Batal ve dig., 2015). Bu durum lakkazin kullaniminin, daha yiiksek
reaksiyon hizlar1 ve daha diisiik enzim inaktivasyonu riskleriyle birlikte yiiksek proses

sicakliklarina izin verebilecegine isaret etmektedir (Bertrand ve dig., 2015).

120
(a)
100
2 w0 =
= 2
o] =
aé 60 C]
— =}
el =
= Gl
n % )
s
X X
20 =&—Guaiacol 4 %20
-o-ABTS &30 40
-0-2,6-DMP —0-50 460
0 -0-70 -0-80
0 10 20 330 40 50 60 T0 80 80
Sicakhk (°C)
120
(c) ABTS
@ =]
- -
= =
> >
= k=
= =
E =
= s
=S 8
1 -1
] ]
= =
4 420
20 30 -4
~0-50 -&-60 20 30 -+40
-o-70 -0-80 50 -a-60
0 070 -0-80
0 1 2 3 4 5 6 0
Zaman (saat) 0 ! 2 ¢ 4 5 5
Zaman (saat)

Sekil 4.6. Sicakligin lakkaz aktivitesi (a) ve stabilitesi (b, ¢ & d) ilizerine etkisinin farkl
substratlar varliginda dl¢iilen grafikleri

Enzimin sicaklik kararliligi incelendiginde, 40 °C ve 50 °C'de 6 saate kadar tiim

substratlar1 aktif olarak oksitleyebildigi goriildii. 40°C'de alt1 saatlik 6n inkiibasyondan
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sonra, guakol, ABTS ve 2,6-DMP varliginda olgiilen lakkaz aktivitesi, baslangi¢
aktivitesinin sirastyla %78 (Sekil 4.6b), %83 (Sekil 4.6¢c) ve %80'ini (Sekil 4.6d)
korudugu belirlendi. 50 °C'de bu degerler sirasiyla %89, %90 ve %88’e yiikseldi.
50°C'nin altindaki sicakliklarda, aktivitedeki diisiis asamali gercekleserek diisiik
sicakliklarda daha biiyiik kayiplar gozlendi ve bu kayiplar sicaklik arttik¢a kademeli
olarak azaldi. Guakol oksidasyonundaki en yiiksek kayip (%84), 4 °C'de 6 saat 6n
inkiibasyona tabi tutulan enzim ¢o6zeltisinde gozlendi (Sekil 4.6b). 50 °C'nin iizerinde,
ozellikle 60 ve 70 °C'de, ABTS ve 2,6-DMP varliginda, dort saatlik bir inkiibasyondan
sonra orijinal enzim aktivitesinin yaklasik %70-75'i korundugu belirlendi (Sekil 4.6c&d).
80 °C'de dort saatlik inkiibasyondan sonra, ABTS ve 2,6-DMP ile 6lgiilen aktivitenin
yaklasik %65'i baslangigtaki aktiviteye kiyasla korunurken, alt1 saat sonra aktivitedeki
diisiiskayda deger olup yaklasik %70'e ulagdi. Genel olarak, guakol varliginda dlciilen
aktivite degerlerinin ABTS ve 2,6-DMP'den daha diisiik oldugu gozlendi (Sekil 4.6).

Farkli kaynaklardan izole edilen lakkaz enzimleriyle yapilan ¢aligmalarda genelde enzim
aktivitesinde 50 °C iizerinde baslangi¢ aktivitesine gore %70 oraninda diisiis gozlendigi
rapor edilmistir (Chen ve dig., 2016; Han ve dig, 2005). Palonen ve dig. (2003) ile Xu ve
dig. (1996), lakkazlarin genel olarak 30 ila 50 °C arasindaki sicakliklara dayanabildigini
ancak 60 °C'nin lizerindeki sicakliklarda aktivitelerinin hizla azaldigini vurgulamislardir.
Bu goriise benzer sekilde, Trichoderma atroviride lakkazi1 40 °C'de baslangi¢ aktivitesinin
%80'ini korurken, 50 °C ve iizerinde %50'sini kaybetmektedir (Chakrorou ve dig., 2010).
Pleurotus ostreatus HP-1'in lakkazinin 70 °C'de aktivitesini tamamen kaybettigi rapor
edilmistir (Patel ve dig., 2014b). Benzer sekilde Agaricus blazei lakkazinin 60 °C'de bir
saatlik inkiibasyonun ardindan aktivitesini tamamen kaybettigi rapor edilmistir (Ullrich
ve dig., 2005). Bu agidan bu ¢alismada kullanilan lakkaz enziminin literatiirdeki 6rnekler
ile karsilagtirlldiginda sicakliga karsi ¢ok daha dayanikli bir 6zellik sergiledigi
sOylenebilir. Cok yiiksek sicakliklarda lakkaz aktivitesindeki azalma, enzimin i¢ kisminin
asir1 sicak ortamda tahrip olmasindan kaynaklanabilir (El-Batal ve dig., 2015). Yiiksek
sicakliklarda gozlemlenen optimal aktivite, lakkaz enzimine endiistriyel uygulamalarda
avantaj saglamaktadir (Daassi ve Alharbi, 2023). Termal stabilitede gézlenen farkliliklar
kismen protein molekiiliindeki distilfit baglarinin sayisina bagli olabilir. Ayrica termal
ayrismanin da sicaklik profiline katkida bulunabilecegi rapor edilmistir (Xu ve dig.,

1996). Mantar lakkazlarinin c¢ogunlugunun iliman kosullar altinda islev gordigi
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bilinmektedir; daha iyi termostabilite gostermesine ek olarak olciilen yiliksek optimum
sicaklik degerleri lakkaz uygulamalari i¢in yeni potansiyeller barindirmaktadir (Ramirez-

Cavazos ve dig., 2014).
4.5.3. pH’nmin Lakkaz Aktivitesi ve Kararhhg Uzerine Etkisi

T. versicolor’dan UFA ile izole edilen lakkaz enziminin pH profili 3,0 ila 8,0 arasinda
analiz edildi. Sekil 4.7°a, lakkaz enzimi i¢in optimum pH degerinin deney ortamindaki
substrata bagli olarak degistigini gostermektedir. Buna gore, guakol, ABTS ve 2,6-DMP
icin optimum pH degerleri sirastyla 5.5, 4.5 ve 5,0 olarak ol¢iildii (Sekil 4.7a). pH 3,0,
3,5, 7,0 ve 7,5'te tiim substratlar i¢in lakkaz aktivitesinde %45 ile %96 arasinda bir azalma

gozlenirken, pH 8'de aktivite tamamen kayboldugu belirlendi.

Optimum pH degerleri farkli fungal lakkaz 6rnekleri ile yapilan ¢alismalarda degisiklik
gostermektedir. Ornegin, 7. versicolor IBL-04 lakkazinin optimal pH degeri 5,0 (ABTS;
Asgher ve dig., 2017), T. versicolor FPRL 28A IMI lakkazina yonelik optimal pH 4,5
(ABTS; Pazarlioglu ve dig., 2005), Trichoderma harzianum lakkazina yonelik pH 5,0
(Guakol; Abd El Monssef ve dig, 2016), Marasmius lakkazi i¢in pH 5,5 (Guakol;
Vantamuri ve Kaliwal, 2016), T versicolor'un ticari lakkazi i¢in pH 4,0 (2,6-DMP; Saoudi
ve Ghaouar, 2019), Coriolus hirsutus lakkaz icin iki farkli pH degeri, pH 2,5 (ABTS) ve
4,0 (2,6-DMP) (Shin ve dig., 2000), Trichoderma atroviride lakkazi i¢in pH 3,0 (ABTS)
ve pH 5,0 (2,6-DMP) (Chakroun ve dig., 2010), Cerrena sp. lakkazi i¢in pH 3,5 (ABTS;
Yang ve dig., 2015), Aspergillus niger ticari lakkaz1 i¢in pH 5,5 (ABTS; Pazarlioglu ve
dig., 2005), Scytalidium thermophilum lakkaz1 i¢in pH 5,0 (ABTS ve 2,6-DMP) ve pH
6,0 (Guakol) (Younes ve Sayadi, 2011), Pleurotus ostreatus HP-1 lakkaz i¢in pH 4,5
(ABTS), pH 3,5 (2,6-DMP) ve pH 5,5 (Guakol) (Patel ve dig., 2014b) ve Agaricus blazei
lakkazi i¢in pH 5,5 (2,6-DMP; Ullrich ve dig., 2005) olarak rapor edilmistir. Mantar
lakkazlar1, substrat olarak hidrojen atomlarinin organik vericileri kullanildiginda 3,5 ile
5,0 arasindaki pH araliginda siklikla daha yiiksek aktivite gosterirler (Baldrian, 2005;
Kwang-Soo ve Chang-Jin, 1998). Artan pH degerlerinde ise aktivitede diisiis egilimi
goriilmektedir. Bu durum pH'in artmasiyla substratlarin ¢ozelti iyonizasyonunun 6nemli
Ol¢iide azalmasindan kaynaklanmaktadir. Buna ek olarak notr/alkali pH'ta lakkaz
aktivitesindeki azalma, bir hidroksit anyonunun lakkazin T2/T3 bakirlarina baglanmasi

ve Tl'den T2/T3 merkezlerine dahili elektron transferini bozarak enzimi inhibe
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etmesinden kaynaklanabilir (Xu, 1997). Farkli substratlara dair 6rneklere bakilacak
olursa optimum pH'ta gozlenen farklilik, mantar lakkazlar i¢in yaygin bir durumdur.
Farkli substratlarin  varliginda enzim tarafindan gerceklestirilen oksidasyon
reaksiyonlarinda farkliliklar olur. Bunun nedeni mekanizmanin substrattan bir elektronun
veya hidrojenin ¢ikarilmasini igermesidir. Ozellikle hidrojenin uzaklastirilmasi ortamin
pH degerindeki degisiklikten etkilenir. Ayn1 zamanda lakkazin gerceklestirdigi reaksiyon
substratin redoks potansiyeline de baglidir (Majcherzyk ve dig., 1999; Younes ve Sayadi,
2011).
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Sekil 4.7. pH’nin lakkaz aktivitesi (a) ve stabilitesi (b, ¢ & d)ilizerine etkisinin farkl
substratlar varliginda dlgiilen grafikleri

T versicolor lakkaz ile farkli pH degerlerinde yapilan stabilite deneyleri, enzimin 3,5 ila
7,0 pH degerlerinde 6 saate kadar orijinal aktivitesini korudugunu gostermektedir. pH
7,5'te neredeyse tiim aktivite kaybolmaktadir (Sekil 4.7b, c&d). Baska bir deyisle, enzim
alkali kosullar altinda tamamen inhibe olmakta, ancak hafif asidik ve notr pH degerlerinde
aktivitesini acik¢a koruyabilmektedir. Ornegin, 6 saatlik inkiibasyondan sonra, 4,0 ila 7,0
pH degerlerinde aktivitenin %75'inden fazlas1 korunmaktadir (Sekil 4.7¢). Asidik kosullar
altinda kararlilik fungal lakkazlar i¢in ¢ok yaygin degildir. Cogu fungal lakkaz enzimi pH
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5'in iizerinde kararlilik gosterir (Younes ve dig., 2001). Ornegin, P. ostreatus,
Melanocarpus albomyces, Perenniporia tephropora ve P. erengii'den izole edilen
lakkazlar genellikle alkali pH araliginda ytiksek stabilite gosterdikleri tespit edilmistir
(Chakroun ve dig., 2010).

4.5.4. Inhibitér ve Metal Iyonlarinin Lakkaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

UFA ile izole edilen T. versicolor lakkazin aktivitesi, potansiyel lakkaz veya oksidaz
inhibitorleri olarak bilinen bilesiklerin varliginda arastirildi. Tablo 4.3’te gosterildigi gibi
B-Merkaptoetanol, 1 mM ve 5 mM konsantrasyon seviyelerinde tamamen aktivite
kaybina neden oldu. Test edilen diger inhibitorlerden EDTA 5 mM konsantrasyonda
yaklasik %25'lik bir azalmaya neden olurken, PMSF ayn1 konsantrasyonda %66'lik bir
azalmaya neden oldu. Buna goére bu calismada kullanilan 7. versicolor lakkazinin

EDTA’ya kars1 direncli B-Merkaptoetanole karsi ise oldukca duyarli oldugu sdylenebilir.

Chakraun ve dig., (2010) tarafindan yapilan ¢alismada 7. atroviride lakkazinin 5 mM
EDTA konsantrasyonunda aktivitesinde %81 oraninda diisiis gézlendigi rapor edilmistir.
Bir metal selatlama ajani olan EDTA, ¢ogu lakkazda diisiik diizeyde inhibisyona neden
olmaktadir (Patel ve dig., 2014b). PMSF varliginda gozlemlenen diisiik inhibisyon
seviyesi, enzimin aktif bolgesinde serin icermedigini gostermektedir (Vantamuri ve
Kaliwal, 2016). Siilfidril iceren bilesik olan B-merkaptoetanoliin de bir lakkaz inhibitorii
oldugu bilinmektedir (Kiiskinen ve dig., 2002). Siilfidril i¢eren bilesiklerin varli§inda
gozlemlenen inhibisyonun, enzimin inhibisyonundan ziyade oksidatif substrat azalmasi
sonucu iirlin olusumunun inhibisyonundan kaynaklandig: diistiniilmektedir (Johannes ve

Majcherczyk, 2000).

Tablo 4.3. Inhibitorlerin T. versicolor lakkaz enzimi tizerindeki etkisi

Inhibitor Konsantrasyon (mM) | Kalan Aktivite (%)
B-Merkaptoetanol ! 0
5 0
EDTA 1 75+0,6
5 73+0,2
1 45+0,02
PMSF
5 34+0,1
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Metal iyonlarinin etkisi incelendiginde Tablo 4.4’e gore MnSO4 ve NiSOq4 T. versicolor
lakkaz1 lizerinde aktiviteyi arttiran 6zellik sergilerken MgSO4 ve CuSOy aktiviteyi onemli
Olclide etkilememektedir. Diger taraftan KCI, NaCl, FeSO4 ve CaCl> enzim aktivitesi
tizerinde inhibe edici etki gostermektedir. Bunlardan 6zellikle FeSO4’{in etkisi yikicidir;
aktiviteyi tamamen inhibe etmektedir. Ancak KCI, NaCl ve CaCl;, 0,1 mM

konsantrasyonda enzimin sadece %20’nin altinda kaybina sebep olmaktadirlar.

Endiistriyel uygulamalarda metal iyonlarinin enzim aktivitesi {izerindeki etkisi oldukga
dikkate alinir, ¢linkii baz1 metal iyonlar1 enzim aktivitesi lizerinde hem uyaric1 hem de
inhibitor etkiye sahiptir (Park ve Park, 2014). Genel olarak agir metaller yaygin ¢evresel
kirleticilerdir ve enzimlerin {iretimini ve stabilitesini etkileyebilirler (Murugesan ve dig.,
2009). Metallerin lakkaz aktivitesi lizerindeki etkisinin arastirilmasi ve lakkazin farkl
metalleri tolere etme yeteneginin degerlendirilmesi ¢ok dnemlidir. Lakkaz aktivitesi i¢in
metal iyonlarinin aktivasyon/stimiilasyon etkisi, olumlu konformasyonel degisikliklere
bagli olabilir (Jaiswal ve dig., 2016). Lakkaz enziminin katalitik b6lgesinin, substratlarin
elektronik oksidasyonunu gerceklestirmek icin gerekli olan dort bakir atomunu icerdigi
rapor edilmistir (Frasconi ve dig., 2010). Bununla birlikte, elektronlarin uygun transferi
ve/veya substrata sinirlt erisim, lakkaz aktivitesinde azalmaya neden olabilmektedir
(Fang ve dig., 2012). Cu*? tarafindan lakkazin aktivitesinin uyarilmasi, bakir baglama
bolgelerinin Cu*? metal iyonlari ile doldurulmasindan kaynaklanabilir (Sadhasivam ve
dig., 2008). Lakkaz aktivitesinin daha yiiksek Cu*? seviyesinde aktivasyonu, bu
konsantrasyonda enzimin tip 2 (T2) bakir baglanma bélgelerinin Cu™ ile doygunluguna
bagli olabilir (Sadhasivam ve dig., 2008). Beyaz ciirlik¢iil mantar lakkazlar1 ¢coklu bakir
iceren oksidazlar oldugundan, bakir iyonlar1 lakkaz aktiviteleri iizerinde cesitli (pozitif,
negatif veya notr) etkiler gosterirler (Wanga ve dig., 2017). Buna karsilik Zhou ve dig.,
(2010) Cu™? ile muamele sonucu Odontotermes formosanus'tan lakkazinin inhibe
oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte, bakir iyonlarinin Cerrena sp. HYB07 (Yan ve
dig., 2014) ve Clitocybe maxima (Zhang ve dig., 2010) ‘den elde edilen lakkazlar {izerinde
herhangi bir etkisi olmamistir. Ayrica Trametes polyzona WRF03 lakkaz aktivitesi, Ca*2,
Co*?, Hg"?, Ba*" ve Fe'? gibi metalik kloriirlerdeki metal iyonlarinin konsantrasyonunun
artmastyla inhibe olmustur (Ezike ve dig., 2020). Myrothecium verrucaria NF-05 lakkaz
aktivitesi de yine ayn1 sekilde artan konsantrasyonlarda inhibe olmustur (Zhao ve dig.,

2012). Trametes polyzona WR710-1 lakkazi 1 mM FeSOys ile ancak %6,8 geri kazanim
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elde edebilmistir (Chairin ve dig., 2012). Bunun nedeninin demir iyonlarinin lakkazin
elektron tagima sistemi ile etkilesiminden kaynaklaniyor olabilecegi onerilmistir (Bao ve
dig., 2012; Daassi ve dig., 2014; Murugesan ve dig., 2009). Glac 15 lakkazin aktivite
degeri 5 mM Ca'? degerinde %10'a diiserken T. versicolor lakkaz i¢in bu oran %8'dir
(Fang ve dig., 2015). Bacillus sp. MSK-01 lakkazmin 1 ve 5 mM Fe™
konsantrasyonlarinda bu c¢alismaya benzer sekilde tiim aktivitesini kaybettigi

belirtilmistir (Sondhi ve dig., 2020).

Tablo 4.4. Metal iyonlarinin 7. versicolor lakkaz enzimi lizerindeki etkisi

K““s(i‘:l‘lt\g‘sy”“ Kalan Aktivite (%)
0.1 80£0.6
KCl 1 3540.1
5 340,03
0.1 20+0.1
FeSO4 1 0
5 0
0.1 82+0.1
CaCly 1 20£0,04
5 340,01
0.1 9410.1
ZnSO; 1 8120.1
5 620.1
0.1 890,03
MgSO; 1 90+0.1
5 9120,1
0.1 109+0.1
MnSO4 1 11720.1
5 109416
0.1 900,01
CuSO4 1 99:0.1
5 8540.1
0.1 8120, 1
NaCl 1 2840.2
5 6+0.1
0.1 142413
NiSO4 1 106£0.1
5 88+0.1
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4.5.5. Siirfaktanlarin Lakkaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Tablo 4.5’te baz1 siirfaktanlarin 7. versicolor lakkazi tizerindeki etkileri gosterilmektedir.
Buna gore, SDS kuvvetli bir inhibitordiir; en diisiik konsantrasyonda dahi aktivitenin
tamamen kaybolmasina sebep olmustur. SDS, diisiik konsantrasyonlarda bile lakkazlarin
cogunu etkisiz hale getiren gii¢lii bir protein denatiiranidir (Gu ve dig., 2014; Lin ve dig.,

2013; Zhao ve dig., 2012).

Tablo 4.5’e gore, lakkaz enzimi iyonik olmayan deterjanlara karsi SDS’ye gore daha
yiiksek stabilite gosterdi. Ornegin, Triton 100, Tween-20 ve Tween-80 sirasiyla %1
konsantrasyonlarda baglangigtaki aktivitenin %59, %51 ve %50 oraninda koruyabildiler.
%35°lik konsantrasyonlarda ise sirasiyla %42, %40 ve %30 oraninda diisiislere sebep
oldular. Artan konsantrasyonlar lakkaz enzim aktivitesini diisiirse de belirli
konsantrasyon degerlerinde aktivite varligi gostermesi ¢esitli uygulamalar agisinda
avantaj olarak goriilebilir. Triton X-100 ve Tween-80 gibi iyonik olmayan deterjanlar
lakkaz enzimi iizerinde uyarici bir etkiye sahip oldugu durumlar da olmaktadir (Gu ve
dig., 2014; Yang ve dig., 2015). Diger taraftan, Glacl5 lakkazi 5 mM SDS
konsantrasyonunda aktivitesinin tamamini kaybederken, baska bir 7. versicolor izolatina
ait lakkazin da bu ¢alismaya benzer sekilde %1 konsantrasyonda aktivitesinin tamamini

kaybettigi rapor edilmistir (Fang ve dig., 2015).

Tablo 4.5. Bazi stirfaktanlarin 7. versicolor lakkaz enzimi uzerindeki etkisi

Konsantrasyon (%) Kalan Aktivite (%)
1 0
SDS 5 0
Triton 100 ; iiig:gj
Tween 20 ; 5411322)(?2
Tween 80 ; igig:i

4.5.6. Organik Céoziiciilerin Lakkaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Tablo 4.6’te farkli organik ¢oziiclilerin 7. versicolor lakkaz aktivitesi lizerindeki etkileri

gosterilmektedir. Bu deneyde endiistride yaygin olarak kullanilan ¢oziiciiler tercih edildi.
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Tiim organik ¢oziiciiler artan konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinde azalmaya neden
oldu. Buna gore, diislik organik ¢oziicli konsantrasyonuna ihtiya¢ duyulan uygulamalar

i¢in lakkaz enziminin kullanish olacagi ongoriilebilir.

Organik ¢oziiciiler biyokataliz i¢in yaygin olarak kullanilan 6nemli susuz ortamlardir
(Wang ve dig., 2016). Bu nedenle, ¢esitli organik coziiciilerde lakkaz stabilitesinin
belirlenmesi, biyokataliz ve biyotransformasyon gibi uygulamalarda reaksiyon ortaminin
secimi i¢in yararli bilgiler saglayacaktir. Suyla karigabilen solventlere karsi direng,
lakkazin endiistriyel uygulamalar1 i¢in 6nemli bir husustur cilinkii bir¢ok doniisiim,
yiiksek konsantrasyonlarda organik solventlerde gerceklesir. Lakkazlar genellikle bu
bilesiklerin varliginda ac¢ilmaya kars1 yliksek hassasiyet gosterirler (Al-Adhami ve dig.,
2002). Trametes polyzona WRF03'ten elde edilen lakkaz, ¢esitli organik ¢dziiciilerin 50
mM konsantrasyonunda benzer sekilde aktivitede diislis gostermistir (Ezike ve dig.,
2020). T. polyzona KU-RNWO027 lakkazi ile yapilan calismada ise metanol, etanol,
izopropanol’iin artan konsantrasyonlarinin tiimiinde aktivitede oldukga yiiksek diizeyde
diisiisler goriilmiistiir (Lueangjaroenkita ve dig., 2019). Enzimlerin suyla karigabilen
organik ¢oziiciilerde kullanilmasi, hidrofobik substratlarin ¢6ziiniirliigiinlin artmas1 veya
mikrobiyal kontaminasyonun dnlenmesi nedeniyle {iriin olusumunda yiiksek verim gibi
avantajlar sunmaktadir (Wu ve dig., 2019). Cesitli fungal lakkazlar (Myceliophthora
thermophila, Agaricus bisporus, Cerrena unicolor, Pleurotus ostreatus vb.) ile yapilan
calismalarda enzimin etanol, aseton, asetonitril veya DMSO varliginda diisiik aktivite
gosterdigi rapor edilmistir (Rodakiewicz-Nowak ve Jarosz-Wilkotazka, 2007; Tonin ve

dig., 2016; Zumarraga ve dig., 2007).

Tablo 4.6. Organik ¢oziiciilerin 7. versicolor lakkaz enzimi lizerindeki etkisi

Konsantrasyon (mM) Kalan Aktivite (%)
5 54+0,1
Kloroform 15 41%0,1
30 23+0,01
60 17+0,01
5 42+0,1
Izopropanol 15 80,2
30 1£0,1
60 0
Etanol 5 46+0,2
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Tablo 4.6. (Devam) Organik ¢oziiciilerin 7. versicolor lakkaz enzimi tizerindeki etkisi

15 30+0,1
30 21 1
60 11+0,3
5 49+0,1
15 37+0,1
DMSO 30 8+0,3
60 8+0,1
5 71+0,1
15 42+1
Metanol 30 24+0.1
60 17+2

4.6. Hazirlanan Aerojel Malzemelerinin Karakterizasyonu

4.6.1. Silika Aerojel, Magnezyum Silika Aerojel ve Bakir Silika Aerojellerin 3-
(aminopropil)trietoksisilan (APTES) ile Yiizey Modifikasyonu
(Fonksiyonellestirilmesi) Sonras1 FT-IR Analizi

Silika aerojel, Mg-silika aerojel ve Cu-silika aerojeller, %10 APTES uygulama sonrasi
FT-IR spektrum analizine tabi tutuldu. Silika aerojel igin, 1086 ve 794 cm™'deki bantlar
(Sekil 4.8), literatiirde iyi bilinen sirasiyla silika jelin asimetrik ve simetrik Si-O-Si
gerilmesini ifade etmektedir. 967 cm''deki bantlar silanol -OH gruplarma karsilik
gelmektedir. Silanol gruplarnin -OH gerilme bantlar1 3430 cm™! seviyesinde gozlendi.
Havadaki nemin silika aerojel yiizeyine absorplanmasina bagl olarak goriilen 3000 ve
3700 cm™! araligindaki genis bir bant O-H hidroksil gruplarmin temel gerilme titresimini

ifade eder.

2917 cm™! bolgesinde C-H ve N-H gerilmelerinin karakteristik bantlar1 da gdézlenmektedir
(Timur ve Demetgiil, 2017). 1410 cm™"’deki bant ise -CHj titresimleri ile uyumlu band:

' ve 1637 cm™! bantlar1 yiizeye absorbe

isaret etmektedir. Aminleme Oncesi 3430 cm”
olmus su molekiillerini temsil etmektedir (Tiryaki, 2017). Aminleme sonrasi silika aerojel
FT-IR spektrumunda 1570 cm™''de NH; biikiilmesine ve diger CHz'nin gerilme titresimine
denk gelen bant, aminleme sirasinda eklenen metil grubu nedeniyle 2917 cm'de ortaya

cikmistir (He ve dig., 2017).

55



1.1 — Silika

1.0 4 m— Silika + APTES

0,9 4

0.8 -
%T

0.7 -

1410 cm-"’
0.6 -

0,5 -

04+

T T T T
4000 3000 2000 1000 0

c ]11_1

Sekil 4.8. Silika aerojelin APTES 6ncesi ve sonrasina ait FT-IR spektrumlari

Mg-silika aerojel i¢in 1560 cm™ spektrumunda APTES kaynakli karakteristik NH
deformasyon pikinde ve fonksiyonellestirme icin kullanilan organik ¢oziiciiniin sebep
oldugu -CH asimetrik ve simetrik gerilmesi 2926 cm™!, -CH, titresimlerinin 1560 cm™ ve

-CH; titresimlerinin 1450 cm™

piklerinde artiglar goriildii. Fonksiyonellestirme
yapilmayan Mg-silika aerojellerin Si-OH biikiilmesini temsil eden 958 cm™ piki
yilizeydeki —OH gruplarinin APTES ile bag yapmasi sebebiyle azaldi. Aminleme 6ncesi
3430 cm ve 1635 cm™ meydana gelen bant yiizeye absorbe olmus su molekiillerini
temsil etmektedir (Tiryaki, 2017). APTES’in karakteristik piki olan 1560 cm™ (-NH
deformasyonu) olmaktadir (ilkay, 2020). Ayrica 1086 cm™!'de ana Si—O gerilme bantlari,
790 cm ""de bir Si—O-Si simetrik gerilmesi band1 goriildii. Normal kosullarda Mg-silika
aerojel icin 450 cm™! ve 448 cm™!'de tek bir Si-O-Mg egilme titresimi ile net bir karakter
gosterirler. 528 cm™!'de ise dikey Mg titresimleri ile var olmaktadir (Ambrohewicz ve dig.,

2013). FT-IR &lgiimlerinin yapildigi cihaz 4000-500 cm™ arahiginda 6lgiim

yapabildiginden bu araliklar taranamad.

Cu-silika aerojel icin, Si-OH'nin titresim zirvesi 3430 cm™! civarinda giiclii bir sekilde

1

goriilmektedir. Si-O-Si'nin 790 cm™ civarindaki esneme titresimi sogurma bandi
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goriilmektedir (Sekil 4.10). 1086 cm™!'de ana Si—O gerilme bantlari ortaya ¢ikt: (Amiri ve
dig., 2016; GuiAn ve dig., 2011).
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Sekil 4.9. Mg-silika aerojelin APTES 6ncesi ve sonrasina ait FT-IR spektrumlari
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Sekil 4.10. Cu-silika aerojelin APTES 6ncesi ve sonrasina ait FT-IR spektrumlari
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Silika aerojel ve Mg-silika aerojeldeki gibi aminleme 6ncesi 3430 cm™! ve 1635 cm™!
band1 ylizeye absorbe olmus su molekiillerini temsil etmektedir (Tiryaki, 2017).
Aminleme sonrasi ise, silika aerojel ve Mg-silika aerojel ile benzer spektrum 6zellikleri
sergilendi. Cu-silika aerojel i¢in FT-IR spektrumunda, 575, 500 ve 460 cm™!'de gériinen
CuO baglarinin tepe noktalar1 gézlenebilmektedir (Amiri ve dig., 2016). Fakat yine Mg-
silika aerojelde olan ve dlgiimlerin yapildigi cihazin 4000-500 cm™ araliginda &lgiim
yapabilmesinden kaynakli olarak bu araliklar taranamadi. Aerojellerin FT-IR spekturum

pikleri ve bag karsiliklar1 Tablo 4.7°da verilmektedir.

Tablo 4.7. Aerojellerin FT-IR spektrum pikleri ve bag karsiliklari

Pik Bag
1 -OH gerilmesi (yiizeye adsorbe olmus su
3430 em molekiilleri)
2920 cm! -CH gerilmesi, (-CH3 ya da —CH>
kaynakli)
1635 cm! H>0 deformasyonu (fiziksel olarak silika
yiizeyinde biriken su)
1560 cm’! -NH deformasyonu
1450 cm’! -CHa titresimleri
1086 cm™ ve 790 cm’! Si-O-Si asimetrik gerilmesi
967 cm™ — 935 cm’! Si-OH biikiilmesi
794 cm’! Si-C ve Si-O gerilmesi

4.6.2. Brunauer-Emmett-Teller (BET) Yiizey Alani, Gozenek Boyutu ve Gozenek

Hacmi

Tablo 4.8’da BET analiz sonuglar1 verilmektedir. Sentezlenen silika aerojel, Cu-silika
aerojel ve Mg-silika aerojellerin spesifik yiizey alani, gézenek boyutu ve gézenek hacmi
Spesifik Yiizey Alan1 ve Gozenek Boyut Dagilim analiz cihaz1 (Micromeritics, TriStar 11
3020, ABD) ile 77 K’de azot adsorpsiyon-desorpsiyon oOlg¢iimlerine bagli olarak
belirlendi. Spesifik ylizey alan1 Brunauer- 57 Emmett-Teller (BET) metodu ile
hesaplandi. G6zenek boyutu ve gdzenek hacmi Barrett-Joiner-Halenda (BJH) metodunda
elde edilen izotermin desorpsiyon degerlerine gore belirlendi. Analiz Oncesinde

hazirlanan numunelerin nemi, nem tayini cihazi ile 120 °C’de uzaklastirildi. Nemleri
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uzaklastirilan 6rnekler numune tiipleri igerisinde tartilarak, 4 saat 200 °C sicaklikta azot

gazi ile gaz giderme (degaz) islemine tabi tutuldu.

Tablo 4.8. Hazirlanan aerojellerin BET analizi sonuglari

BET yiize 'BJH gozenek ’BJH gozenek
Malzeme Adu alani {mz/gy) hacmig(cm3/g) g:aplg (nm)
Silika Aerojel 535 0,18 3,85
Magnezyum Silika Aerojel 437 0,26 3,70
Bakir Silika Aerojel 370 0,53 5,91

'BJH Kiimiilatif desorpsiyon por hacmi (1,7 - 300 nm arasinda) (cm®/g)
’BJH Ortalama desorpsiyon por ¢ap1 (4V/A) (nm)

Hazirlanan ii¢ farkl aerojele yonelik fonksiyonellestirme dncesi BET yiizey alan1 (m?/g),
BJH gozenek hacmi (cm®/g) ve BJH gdzenek ¢apr (nm) degerleri Tablo 4.8°de verildi.
Silika aerojel igin yiizey alam1 535 m?/g olarak hesaplandi. Gézenek hacmi ve gozenek
capt ise sirastyla 0,18 cm?®/g ve 3,85 nm olarak bulundu. Mg-silika aerojel icin bu degerler
437 m?/g yiizey alani, 0,26 cm?®/g gdzenek hacmi ve 3,70 nm gdzenek capr olurken Cu-

silika aerojel i¢in 370 m?/g yiizey alani, 0,53 cm®/g gdzenek hacmi ve 5,91 nm gozenek

c¢apt oldu.

Tablo 4.9. %1 APTES ile fonksiyonellestirilmis aerojellerin BET analizi sonuglari

BET yiize IBJH gozenek BJH gozenek
Malzeme Adu alam {mz/gy) hacmig(cm3/g) (;aplg (nm)
Silika Aerojel 43 0,057 5,94
Magnezyum Silika Aerojel 129 0,162 4,55
Bakir Silika Aerojel 191 0,28 5,65

'BJH Kiimiilatif desorpsiyon por hacmi (1,7 - 300 nm arasinda) (cm?/g)
2BJH Ortalama desorpsiyon por ¢ap1 (4V/A) (nm)

Tablo 4.10. %5 APTES ile fonksiyonellestirilmis aerojellerin BET analizi sonuglari

BET yiizey 'BJH gozenek ?BJH gozenek
Malzeme Adu alam (m?/g) hacmi (cm?/g) cap1 (nm)
Silika Aerojel 36 0,049 5,45
Magnezyum Silika Aerojel 84 0,076 4,71
Bakir Silika Aerojel 72 0,19 5,19

'BJH Kiimiilatif desorpsiyon por hacmi (1,7 - 300 nm arasinda) (cm?/g)
2BJH Ortalama desorpsiyon por ¢ap1 (4V/A) (nm)

Her ti¢ aerojelin fonsiyonellestirme sonrasina ait degerleri ise Tablo 4.9, Tablo 4.10 ve

Tablo 4.11°de yer almaktadir. Kullanilan silanlama ajaninin ya da metal katkili olarak
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yapilan tiretimler de metal konsantrasyonunun artmasinin yiizey alani ve por hacminde
diisiise sebep oldugu silika bazli tagtyicilarin iiretiminde de gézlenmistir (Yousefi Amiri

ve dig., 2016).

Tablo 4.11. %10 APTES ile fonksiyonellestirilmis aerojellerin BET analizi sonuglar1

BET yiize IBJH gozenek BJH gozenek
Malzeme Ada alani {mzlgy) hacmig(cm3/g) (;aplg (nm)
Silika Aerojel 14 0,011 431
Magnezyum Silika Aerojel 0 0 0
Bakir Silika Aerojel 13,5 0,012 4,68

'BJH Kiimiilatif desorpsiyon por hacmi (1,7 - 300 nm arasinda) (cm®/g)
BJH Ortalama desorpsiyon por ¢ap1 (4V/A) (nm)

Amin fonksiyonellestirme sonrasi aerojellerin yiizey alanlari, gézenek hacimleri ve
gozenek caplarinda degisiklikler meydana geldi. Artan APTES konsantrasyonu ile
birlikte tiim aerojellerde yiizey alanlar1 diistii. Fonksiyonellestirme sonrasi ylizey
alanlarmin diismesi beklenen bir durumdur. Yine artan APTES konsantrasyonu ile
gbzenek hacimlerinin diisiisii gozlendi. Fakat gdzenek ¢aplarinda ise tam tersi bir durum
s0z konusudur. %1 APTES uygulanan aerojellerden silika aerojel ve Mg-silika aerojel de
baslangi¢ gozenek capina gore artig goriilmektedir. Ancak Mg-silika aerojel i¢in %10
APTES konsantrasyonunda bu durum gecerli degildir. Cu-silika aerojel i¢in ise %1
APTES uygulamasinda gozenek capi1 c¢ok az bir diisis gosterdi. %10 APTES
uygulandiginda gozenek c¢api 4,68 nm oldu. Tiim aerojel Orneklerinin azot (N2)
adsorbsiyon/desorpsiyon izotermlerinin tip IV oldugu Sekil 4.11°de goriilmektedir.
Fonksiyonellestirme sonrasi ylizey alanlari, gozenek hacmi ve gézenek ¢ap1 acgisindan ele
alindiginda Mg-silika aerojel ve Cu-silika aerojel ile etkin bir fonksiyonellestirme
yapildig1 goriilmektedir. Literatiirde yer alan farkli silika bazli aerojellerde: Yang ve dig.,
(2011) yaptig1 calismada SBA-15-NHz’nin (Amino-modifiye mezogodzenekli silika)
adsorpsiyon ve desorpsiyon egrisinin, destegin mezo-gdzenekli bir yapiya sahip oldugunu
gosteren tip IV adsorpsiyon ve desorpsiyon izotermiyle tutarli oldugu goriilmektedir.
Ayrica tastyicinin BET yontemi ile hesaplanan spesifik yiizey alam 33,14 m?/g ve BJH

yontemiyle hesaplanan gdzenek boyutu 4,13 nm olmustur.

Guiann ve dig., (2011) Cu-SiOzile yaptig1 calismada ise, 2-15 nm aralifinda por ¢aplarina
sahip tasiyicilar iiretmislerdir. Fonksiyonellesme sonrasi organik yapili fonksiyonel

gruplarin olugmasi, aerojel yilizeyinde var olan Si-OH gruplarinin arasindaki hidrojen

60



baglarinin yok olmasina sebep olmaktadir. Aerojel yiizeyine baglanan ve birbirini itme
egilimi olan fonksiyonel gruplar gézenek boyutlarinda artisa neden olmaktadir. Silanlama
ajaniin konsantrasyonunun artmasi aerojellerin ylizeyine baglanmis olan fonksiyonel
gruplarin artmasina sebep olarak ylizey alanlarmi ve gozenek hacmini diisiiriirken,
gozeneklerin boyutlarint artirir (Tiryaki, 2017). Calismada APTES konsantrasyonunun
%10 olarak kullanilmasi sonucunda yiizey alanlarindaki diisiis bunu agikca
gostermektedir. Ornegin silika aerojel icin %5 ve %10 APTES konsantrasyonlarinda
sirastyla 43 ve 36 m*/g degerleri Tiryaki’nin calismasinda (2017) aym konsantrasyon

degerlerinde %53 ve %41 m?/g olarak yakin sekilde bulunmustur.

50 °C yaslandirma sicakligi ve 24 saat yaslandirma siiresi ile iiretilen silika aerojel
aminleme dncesi 535 m?/g olarak oldukga yiiksek bir yiizey alanina sahiptir. Ayni sekilde
bu caligmada iiretilen ve yiiksek yiizey alanina sahip olan Mg-silika aerojel (437 m?/g
ylizey alani) 0,5 mol Si/Mg orani, 50 °C yaslandirma sicakligi ve 24 saat yaslandirma
stiresi sartlarinda iiretildi. Mg-silika aerojel iiretimi i¢in birden ¢ok parametrenin oldugu
goriilmektedir. Bunlar: Si/Mg mol orani, yaslandirma sicakligi ve yaslandirma siiresidir.
Bu parametreler agisindan ele alindiginda iiretilen Mg-silika aerojel iiretiminin yapildigi
bir baska calismada ayni mol oranina sahip tasiyici tiretimine kiyasla daha yiiksek bir
ylzey alani bulundu. Yine aym ¢alismada APTES ile fonksiyonellestirilen Mg-silika
aerojel Orneklerinin por hacmi ve yiizey alanlarinda ciddi bir diisiis goriliirken por
capinda artis gdzlenmistir (Ilkay, 2020). Cu-silika aerojel (370 m?/g yiizey alani) 0,5 mol
Si/Cu orani, 50 °C yaslandirma sicakligi ve 24 saat yaslandirma siiresi sartlarinda
tiretilmistir. Gozenek hacmi ve gozenek capr sirastyla 0,53 cm’/g ve 5,91 nm olarak
bulunmustur. Kristiansen ve dig., (2011) calismalarinda tretilen Cu-silika aerojelin
yiizey alanini calismamiza benzer sekilde 379 m?/g olarak bulmustur. Benzer sekilde

gbzenek hacmi 0,54 cm?®/g ve gdzenek ¢ap1 5,10 nm olarak bildirilmistir.

Azot (N2) adsorpsiyon/desorpsiyon izotermleri incelendiginde aminlenmis ve
aminlenmemis aerojellerin Tip IV izotermi gosterdigi goriildii (Sekil 4.11). Bu durum
aerojellerin mezogoézenekli yapida oldugunu gostermektedir (Yang ve dig., 2011).
Aminlenmemis aerojellerin azot adsorpsiyon degerleri daha yiiksektir. Bunun yaninda

artan APTES konsantrasyonu ile tiim aerojellerde azot adsorpsiyon kapasitesinin azaldigi

61



goriildii. Bu durum aerojellerin fonksiyonellestirmesi sonrasi diisen yiizey alanlarindan

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.11. Aerojellerin azot (N2) adsorbsiyon/desorpsiyon izotermleri: (a) Saf silika
aerojel, (b) Saf Mg-silika Aerojel (c) Saf Cu-silika Aerojel, (d) %1 APTES + silika
aerojel, (e) %1 APTES + Mg-silika aerojel (f) %1 APTES + Cu-silika Aerojel, (g) %5
APTES + silika aerojel, (h) %5 APTES + Mg-silika Aerojel, (i) %5 APTES + Cu-silika
Aerojel, (j) %10 APTES + silika aerojel, (k) %10 APTES + Mg-silika aerojel, (1) %10

APTES + Cus-silika aerojel
Yiizey alani arttik¢a adsorpsiyon kapasitesi de artmaktadir (Tiryaki, 2017). Yang ve dig.,
(2011) SBA-15-NH>'min adsorpsiyon ve desorpsiyon egrisine gore, deste§in mezo-

gozenekli bir yapiya sahip oldugunu gosteren tip IV adsorpsiyon ve desorpsiyon
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izotermine sahip bir sonug ifade etmistir. Lu, (2013) ise silika nanopartikiilleri ile yapilan
calismada herhangi bir belirgin histerezis dongiisii olmayan tip II izoterme sahip
gozeneksiz parcaciklar ifade etmistir. Amiri ve dig., (2016) ise iirettikleri Cu-silika
aerojelin, artan bakir konsantrasyonu ile gézenek ¢apinin biiytidiigiinii ve mezo-gozenekli
bir yapiya isaret eden tip IV izotermine sahip oldugunu bildirmistir. Yine ayni sekilde
Kara ve dig., (2020) Mg-silika aerojel i¢in mezogdzenekli ve tip IV izotermi sergileyen

bir yap1 gosterdigini ifade etmislerdir.
4.6.3. Aerojellerin Partikiil Boyut Analizi

Partikiil boyut analizleri yapilan silika aerojel, Mg-silika aerojel ve Cu-silika aerojel’in

ortalama boyutlar1 Tablo 4.12’de yer almaktadir.

Tablo 4.12. Hazirlanan aerojellerin partikiil boyutlari.

Aerojeller Partikiil Boyutlar1 (um)
Silika Aerojel 15
Mg-Silika Aerojel 22
Cu-Silika Aerojel 19

Tablo 4.12°de silika bazli olarak hazirlanan her {i¢ aerojelin sirastyla 15, 22 ve 19 um
boyutlarinda oldugu goriilmektedir. Literatiirde ¢oktiirme yontemi ile hazirlanmis E 551
kodlu gida katki maddesi olarak kullanilan silikon dioksit malzemelerin 60 saniye
sonikasyon sonrasi Olgiilen partikiil boyutlar1 3 ila 140 pm arasinda degismektedir

(Younes ve dig., 2018).
4.6.4. Taramah Elektron Mikroskopu (TEM)

Uretimi yapilan ve fonksiyonellestirilen ii¢ farkli aerojel igin 10 kV’de, farkli biiyiitme
oranlarinda goriintiilemeleri yapildi (x1000, x1500, x10000, x20000 ve x40000). Sekil
4.12’te gosterilen silika aerojel TEM goriintiileme sonuglarina gore sentezlenen silika
aerojellerin slingerimsi ve gozenekli bir ag yapisina sahip oldugu goriilmektedir. Bu
goriintiileme sonuclar1 bilinen silika aerojel ornekleri ile de benzerlik gostermektedir
(Kaya ve Deveci, 2021; Kim ve dig., 2011; Pajonk ve dig., 1996). Mg-silika aerojel i¢in
yapilan TEM goriintiileme sonuglarina gore (Sekil 4.13) Mg-silika aerojellerin kiiresel

yapida olduklar1 goriilmektedir. Ayrica taneciklerin gozenekli ve slingerimsi yapida
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olduklar1 da dikkat ¢ekmektedir. Tiim tanecikler genel itibariyle esit kiiresel boyutlara
sahiptir (Ambrohewicz ve dig., 2013; Emine, 2019; Ilkay, 2020).

Sekil 4.12. Silika aerojel TEM analizi (a-b: x10K, c-d: x20K, e-f: x40K biiyiime
boyutlar)

Cu-silika aerojel i¢in yapilan TEM goriintiileme analizinde (Sekil 4.14) Cu-silika
aerojellerin kiiresel sekle yakin, nanopargaciklardan olusan bir yapiya sahip oldugu
goriilmektedir. Ayrica taneciklerin gozenekli bir yapiya sahip oldugu da goriilmektedir

(Amiri ve dig., 2016; Amiri ve Moghaddas, 2014).

Sekil 4.13. Mg-silika aerojel TEM Analizi (a-c: x1K, b-d: x10K, e-f-g-h: x20K, 1:x40K
biiylime boyutlari
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Sekil 4.14. Cu-Silika Aerojel TEM analizi (a-b: x10K, c-d-e: x20K, f-g: x40K biiyiime
boyutlar1)

Fonksiyonellestirme sonrasinda aerojellerin tiimiinde partikiil boyutlart artmugtir.
Goriintiileme sonuglar1 Sekil 4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de yer almaktadir. Ciinkii
fonksiyonellestirme sonrasi amin konsantrasyonunun artmast bu durumun
gerceklesmesine neden olmaktadir (Tiryaki, 2017). Tiim aerojellerin EDS sonuclarinda

ise elementlerin % agirlik cinsinden degerleri Sekil 4.18”de gdsterilmektedir.

Sekil 4.15. Fonksiyonellestirme sonrasi silika aerojel TEM analizi (a: x2,5K, b: x5K, c-
d: x10K, e-f-g: X20K, h-1: X40K biiyiime boyutlar)
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Sekil 4.16. Fonksiyonellestirme sonras1t Mg-silika aerojel TEM analizi (a: x1K, b: x2,5K,
c-d: x5K, e-f: X10K, g-h-1: X20K, i-j: X40K biiylime boyutlari, k: EDS sonucu)

Sekil 4.17. Fonksiyonellestirme sonras1 Cu-silika aerojel TEM analizi (a: x1K, b: x2,5K,
c-d: x5K, e-f: X10K, g-h-1: X20K, i-j: X40K biiyiime boyutlar1)

Fonksiyonellestirme sonrasi (a) silika, (b) Mg-silika ve (c) Cu-silika aerojellerin EDS
sonuglar1 incelediginde her aerojel icin elementel igerikleriin farkli oranlarda oldugu
goriilmektedir. Mg-silika aerojel ve Cu-silika aerojelde elementel igerik iiretim
asamasinda eklenen magnezyum ve bakir elementlerinden kaynakli olarak daha zengin
olurken silika aerojelde bu sekilde bir metal ilavesi olmadigi i¢in karbok, oksijen ve

silisyum oran1 daha fazladir.
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Sekil 4.18. Fonksiyonellestirme sonrast (a) silika, (b) Mg-silika ve (c) Cu-silika
aerojellerin EDS sonuglari

4.6.5. X Isim Floresans Spektroskopisi (X-IF) Analizleri

Silika aerojel, Mg-silika aerojel ve Cu-silika aerojel Ornekleri elementel iceriginin
belirlenmesi i¢in X-IF analizi gerceklestirildi. Oncesinde safsizliklarin giderilmesi igin
kiil firinda 1000 °C da 1 giin boyunca bekletildi. Bu sayede tutusma kayb1 da hesaplandi.
Her ii¢ 6rnek icin X-IF analizleri sirasiyla Tablo 4.13, Tablo 4.14, ve Tablo 4.15°da yer
almaktadir. Silika aerojel i¢in yapilan X-IF analizinde %82 oraninda Si0; i¢erigi bulundu.
Diger element degerleri ise tabloda yer almaktadir. Ayrica sentez asamasinda TEOS
kullanildig1 i¢in bu oranin daha yiiksek olmasi dogaldir. Ciinkii TEOS'lu silika aerojel
daha fazla silis igerir. Silikadaki Si—OH ve tetraetil ortosilikattaki Si—OC>Hs'in
reaksiyonlart siloksan (Si—O-Si) baglarinin olusumuna yol agar. Bu nedenle, TEOS'lu
silika aerojelde silika igerigi daha ytiksektir (Tadjarodi ve dig., 2012; Wu ve dig., 2018).
Mg-silika aerojel X-IF sonuclarina gore ise SiO2 %59, MgO degeri %14, Cu-silika aerojel
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icinse Si02 %65, CuO %17 olarak elde edildi. Bulunan degerler aerojel iiretim prosesine
ve aerojelin c¢esidine gore degisiklik gostermektedir. Tadjoradi ve dig., (2012)
calismasinda piring kabugu kiiliinden sol jel yontemi ile hazirladiklar1 mezo-gozenekli
silika aerojel X-IF sonuglarina bakildiginda SiO; oran1 %52 olmustur. Omatolo ve dig.,
(2023) tarafindan piring kabugu kiilii ve toz haline getirilmis sahil kumundan silika
kserojel ve aerojelin sol-jel yoluyla sentezinde ise aerojel icin SiO> degeri %80,2
olmustur. Zou ve dig., (2015) ¢alismasinda Mg/SiO mol oranmi 0,22 oldugunda iiretilen
magnezyum silikatin yiizey alan1 373 m?/g olarak elde edilmistir. Bu ¢calismada belirlenen
X-IF sonuglaria gore Mg/SiO mol oran1 0,24 olurken iiretilen Mg-silika aerojelin yilizey
alan1 437 m?%/g oldu. Buna gore, yakin mol oranlarma sahip olmalarina ragmen bu
calismada oldukga yiiksek ylizey alani degerine sahip bir materyal {iretilmistir. Mohanan

ve Brock, 2003 ¢alismasinda CuO igin ise bu oran1 %3,06 olarak ifade etmistir.

Tablo 4.13. Silika aerojel X-IF sonuglar1

Ozellik | Yiizde (%)
Tutugma kaybi1 15
Si02 82,28
Na,O 2,71

Tablo 4.14. Mg-silika aerojel X-IF sonuglari

Ozellik Yiizde (%)
Tutugma kaybi %20,90
MgO %14,34
SiO» %59,3
Na,O %74,93

Tablo 4.15. Cu-silika aerojel X-IF sonuclari

Ozellik Yiizde (%)
Tutusma kaybi %13,58
CuO %17,26
SiO; %65,93
Na,O %3,23




4.6.6. Zeta Potansiyel Analizi

Destek materyallerinin APTES ile fonksiyonellestirilmesiyle ylizeye iizerine baglanan
amin gruplarinin yiizey yiik dagilimina olan etkisinin karakterizasyonu, Zeta Sizer
(Malvern Instruments) kullanilarak zeta potansiyel 6l¢iimii ile yapildi. Zeta potansiyel
Ol¢timii 25 °C sicaklikta, distile su icerisinde, silika aerojellerin dagitilmasi ile yapildi.
Destek materyallerinin modifikasyonu, silisyum tizerindeki hidroksil (-OH) gruplarinin
APTES?’ teki silanol gruplar1 (Si-OH) ile etkilesimini gerektirmektedir. Kullanilan silika
aerojel materyallerinin yiizeyinde bulunan Si-OH gruplar1 sebepli negatif yiizey yiikii,
APTES ile modifikasyon yapilmasindan sonra yilizeye baglanan amin gruplarinin
etkisiyle azalirken ylizey daha pozitif hale gelmektedir. Bu yiizden APTES ile
modifikasyonu yapilan destek materyallerinin yiizey iizerindeki amin gruplan yiizeyin
pozitif olmasina sebep olur (Kragiel, 2014; Schulz ve dig., 2011). Zeta potansiyel analiz
sonucuna gore APTES ile fonksiyonellestirilmemis destek materyallerinin yiizeyinin
APTES ile fonksiyonellestirilmesi sonrast negatif yiikiin azaldig goriildii (Tablo 4.16).
Literatiirde saf silika ve artan konsantrasyonlarda APTES ile fonksiyonellestirilen silika
aerojeller icin pH 8,0 da zeta potasiyel analiz sonuglarina gore saf silika i¢in ylizey yiikii
negatif olarak tespit edilirken artan APTES konsantrasyonlar1 ile yiizeyin negatif
yukiiniin olduk¢a azaldig1 goriilmiistiir (Tiryaki, 2017). Bir diger ¢alismada yine Mg-
silika aerojel icin fonksiyonellestirme oOncesi negatif olan yiizey yiikii APTES
konsantrasyonu ile pozitif hale gelmistir (Ilkay, 2020). Zeta potansiyeli igin ortam pH’s1
oldukg¢a 6nemli bir faktordiir. Jankowska ve dig., (2019) ¢alismasinda, ZrO,—SiO: i¢in
zeta potansiyeli farkli pH degerlerinde birbirinden farkli yiiklere sahip olmustur. Artan
pH degeri -OH gruplarinin yogunlugundan 6tiirli malzeme yiizeyini daha negatif hale

getirirken diisiik pH degerlerinde ise yiizey yiikii daha pozitif hale gelmistir.

Tablo 4.16. Saf ve %10 APTES ile fonksiyonellestirilmis destek materyallerinin zeta
potansiyelleri

Saf APTES ile
Fonksiyonellestirilmis
Destek Materyali LB ST RO Zeta Potansiyeli mV (pH 7,0)
(pH 7,0)
Silika Aerojel -15.2 -2.18
Mg-silika Aerojel -18.6 -2.12
Cu-silika Aerojel -18.6 -3.93

69



4.7. immobilizasyon Kosullarinin Optimizasyonu

Lakkaz enziminin ii¢ farkli destek materyaline (silika aerojel, Mg-silika aerojel ve Cu-
silika aerojel) immobilizasyonunda kovalent baglama ve adsorpsiyon olmak iizere iki
farkli yontem kullanildi. Buna gore optimizasyon kosullar ti¢ farkli destek materyaline

enzimin iki farkli yontemle immobilizasyonu i¢in ayr1 ayri belirlendi.
4.7.1. Lakkaz Iimmobilizasyonunda Optimum Sicakh@in Belirlenmesi

Kovalent baglama metodu lakkaz enziminin ¢ farkli destek materyaline
immobilizasyonunda sicakligin etkisini belirlemek icin 4, 15, 20, 25, 30, 35, 40 ve 45 °C
sicakliklarinda immobilize enzimin lakkaz aktivitesi ol¢tildi (Sekil 4.18). Silika aerojel
icin immobilizasyon verimi artan sicakliklarda kismen diiserken aktivite verimi ise en
yiiksek 25 °C sicaklikta gozlendi (Sekil 4.18(a)). Bu sebeple optimum sicaklik degeri,
%23 immobilizasyon verimliligi ve %17 aktivite verimliligine sahip 25 °C olarak
belirlendi. Mg-silika aerojel i¢in immobilizasyon verimliligi agisindan en diisiik deger 45
°C sicaklikta olgiiliirken 25 °C sicaklikta immobilizasyon verimliligi %40 ve aktivite
verimliligi %52 olarak en yliksek degerine ulast1 (Sekil 4.18(b)). Cu-silika aerojelde ise
hem immobilizasyon verimi hem de aktivite verimi ac¢isindan en diisiik deger 45 °C olarak
gozlenirken 4 ve 15 °C disindaki sicakliklarda immobilizasyon verimliligi agisinda benzer
sonuglar elde edildi. 25 °C sicaklikta ise immobilizasyon verimliligi %57, aktivite

verimliligi ise %72 olarak en yliksek degere ulast1 (Sekil 4.18(c)).

Farkli destek materyallerinin optimum immobilizasyon sicaklik degerinin belirlenmesi
icin yapilan bu deney calismasinda en iyi destek materyali Cu-silika aerojel olarak
belirlendi (Kovelent baglayici ajan olan glutaraldehit miktar1 toplam 5 mL calisma
hacminde %1 konsantrasyon olarak kullanildi). Her ii¢ destek materyaline ait
immobilizasyon sicaklik degerlerine bakildiginda optimum sicaklik degerinin 25 °C
oldugu goriilmektedir. Diisiik sicaklik degerlerinde immobilizasyon veriminde bir
degisiklik olmazken aktivite veriminde diisiisler goriildii. Patel ve dig., (2014a) silika
destegine kovalent baglama yontemi ile immobilize ettikleri 7. versicolor lakkaz enzimi
icin optimum immobilizasyon sicaklik degerini 4 °C olarak ifade etmislerdir. Artan
sicakliklarda aktivite verimi oldukca fazla diisiis gostermistir. Yang ve dig., (2021) ise

amino-modifiye mezoporlu silika materyaline immobilize ettikleri beyaz ¢iirtikgiil
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mantardan elde edilen lakkaz enzimi i¢inse optimum immobilizasyon sicakligin1 benzer
sekilde 25 °C olarak ifade etmislerdir. Uygulanabilirlik agisindan ele alindiginda 25 °C
immobilizasyon sicaklik degeri oldukca énemlidir. Cok diisiik ya da ¢ok yiiksek sicaklik
degerlerinde bu islemin gergeklestirilmesi hem kullanilan enzimin etkinligini hem de

hedeflenen uygulamanin kolaylig1 agisindan oldukga dnemlidir.

Adsorpsiyon metodu ile lakkaz enziminin ii¢ destek materyaline immobilizasyonunda
optimum sicaklik degerinin belirlenmesi i¢in ayni sicaklik degerlerinde denemeler
gerceklestirildi (Sekil 4.19). Silika aerojelle yapilan denemelerde 20 ve 40 °C sicakliklar
ve arasindaki degerlerde benzer immobilizasyon verimliligi ve aktivite verimliligi
degerlerine ulasildi. 4 ve 45 °C sicaklik degerlerinde aktivite verimliligi agisindan
oldukca diisiik degerler elde edildi. 25 °C sicaklikta immobilizasyon verimliligi %33
aktivite verimliligi ise %23 olarak en yliksek degere ulast1 (Sekil 4.19 (a)). Mg-silika
aerojelde immobilizasyon verimi agisindan en yiiksek deger 35 °C sicaklikta %43 olurken
aktivite verimliligi %24 olarak gerceklesti. Bu sebeple immobilizasyon verimi %42 ve
aktivite verimi %30 olan 25 °C sicaklik degeri en optimum kosul olarak belirlendi (Sekil
4.19 (b)). Cu-silika aerojel de ise 25 °C sicaklikta immobilizasyon verimliligi %46,
aktivite verimliligi ise %30 degerine ulast1 (Sekil 4.19 (c)).

Destek materyalleri kendi i¢lerinde kiyaslandiginda Cu-silika aerojelin diger iki destege
gore daha yiikksek immobilizasyon verimliligi ve aktivite verimliligi sergiledigi
sOylenebilir. Adsorpsiyon metodu ile yapilan ¢alismalarda da immobilizasyon esnasinda
farkl1 sicaklik degerlerinin oldugu gériilmektedir. Ornegin Girelli ve dig., (2020) silika-
kitosan hibrit deste§ine ticari 7. versicolor lakkazi ile yaptiklar1 calismasinda
immobilizasyon sicakligini 4 °C bulmuslardir. Diger taraftan, Bautista ve dig., (2010)’nin
silika bazli malzemelere immobilize ettikleri 7. versicolor lakkazinin immobilizasyonu
icin optimum sicaklik degeri oda sicakligi olarak belirlenmistir. Kovalent baglama
tekniginde oldugu gibi adsorpsiyon teknigi ile yapilan immobilizasyonda da sicaklik

degeri uygulanabilirlik agisindan 25 °C olarak 6n plana ¢ikmaktadir.

Enzim immobilizasyonu agisindan ele alindigindan sicaklik degerindeki farkliliklarin
immobilizasyon ve aktivite verimini etkilemedigi durumlar olsa da biiyiik 6l¢tide etkileri

gozlenmektedir. Bu da maruz kalinan ortam sicakligina gore enzimin denatiirasyonu ya
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da kullanilan destek materyalinin sicaklik degisimlerine olan toleransi ile aciklanabilir

(Wang ve dig., 2008).
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Sekil 4.19. (a) Silika aerojele ve (b) Mg-silika aerojele (c) Cu-silika aerojele kovalent
baglama metodu ile immobilize edilen lakkazin sicaklik optimizasyonu (Lv:
Immobilizasyon verimliligi; A.V: Aktivite verimliligi)
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Sekil 4.20. (a) Silika aerojele ve (b) Mg-silika aerojele (c) Cu-silika aerojele adsorpsiyon
metodu ile immobilize edilen lakkazin sicaklik optimizasyonu (I.V: Immobilizasyon
verimliligi; A.V: Aktivite verimliligi)
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4.7.2. Lakkaz Iimmobilizasyonunda Optimum pH’nin Belirlenmesi

Kovalent baglama metodu ile yapilan lakkaz enzimi immobilizasyonunda pH’ nin farkl
destek materyalleri iizerine etkisini belirlemek i¢in her bir destek materyali pH 3.5, pH
4,0, pH 4,5, pH 5,0, pH 5,5 ve pH 6,0 degerlerinde immobilize edilerek lakkaz aktivite
tayini yapildi (Sekil 4.20). Silika aerojel i¢in pH 3,5 ve pH 6,0 degerinde immobilizasyon
verimi sirastyla %10 ve %12 olurken aktivite verimleri ise %14 ve %9 olarak belirlendi.
pH 4,5 degerinde immobilizasyon verimi %23 aktivite verimi ise %17 olarak en yiiksek
degere ulast1 (Sekil 4.20 (a)). Mg-silika aerojelde pH 3,5 ve pH 6,0’ da immobilizasyon
verimliligi %21 olarak Olciiliirken aktivite verimliligi sirasiyla %15 ve %22 olarak en
diisiik degerine ulastigi gorildii. En yiiksek immobilizasyon verimliligi ve aktivite
verimliligi sirastyla %40 ve %52 olarak pH 4,5 de elde edildi. pH 4,0 ve pH 4,5
degerlerinde aktivite verimliligi agisindan en optimum kosula yakin degerler elde edildi
(Sekil 4.20 (b)). Cu silika aerojelde de yine pH 3,5 ve pH 6,0 degerlerinde en diisiik
degerler elde edilitken pH 4,5 da hem immobilizasyon verimliligi hem de aktivite
verimliligi sirastyla %57 ve %72 olarak maksimum degerde belirlendi. pH 4,0 ve pH 5,0’
da aktivite verimliligi sirasiyla %62 ve %59 olarak oldukca iyi bir performans sergiledi

(Sekil 4.20 (c)).

Tim destek materyalleri kiyaslandiginda Cu-silika aerojel destek materyalinde pH 4,5’
da %57 immobilizasyon verimliligi ve %72 aktivite verimlili§ine ulasildi (Kovelent
baglayict ajan olan glutaraldehit miktar1 toplam 5 mL c¢alisma hacminde %1

konsantrasyon olarak kullanildr).

Kovalent baglama ile immobilizasyon ¢alismalarinda uygulama tek ya da iki asamali
olacak sekilde gerceklestirilebilmektedir. Yang ve dig., (2021) calismasinda beyaz
clirlikciil mantardan elde edilen lakkaz enziminin amino-modifiye silikaya
immobilizasyonunda immobilizasyon pH degeri belirlemislerdir. Destek materyali,
enzim ve glutaraldehitin tek agsamada immobilizasyonunu igeren siiregte optimum pH
degeri 5,0 olarak oOlgiiliirken, bu calismada kullanilan metotta oldugu gibi destek
materyali ve glutaraldehitin ilk muamelesi sonrasi enzimin ilave edildigi iki asamali
yontemde optimum immobilizasyon pH degerini 6,0 olarak bulmuslardir. Patel ve dig.,
(2014a) ¢alismasinda 7. versicolor lakkaz enzimini silika destegine kovalent baglama

metodu ile yaptiklar1 immobilizasyon c¢aligmasinda optimum pH degerini 5,0,
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immobilizasyon verimini ise %73 olarak belirlemislerdir. pH 5,0 dan 2,0’a diisiislerde ve
pH 7,0’a ¢ikislarda immobilizasyon veriminin azaldigini da gérmiislerdir. Aspergillus sp.
lakkazinin  mezo-gozenekli silikaya immobilizasyonu c¢alismasinda optimum
immobilizasyon pH degeri 5,4 olarak ifade edilmistir. Immobilizasyon siirecinde
¢ozeltinin pH's1, tagiyici ve lakkazin iyonizasyon durumunu belirler. Bu nedenle lakkaz
ile ortaya ¢ikan tastyicinin farkli derecelerde capraz baglanmasi, immobilize lakkazin
farkli spesifik aktivitelerine yol agabilir. Bunun nedeni lakkaz ve silika tastyicinin farkl
izoelektrik nokta (IEN) degerlerine sahip olmasidir. Mezogbzenekli silika ile
immobilizasyonu yapilan lakkazin IEN degeri 3,0-6,0 araliginda olmasi bu durumu
aciklamaktadir (Baldrian, 2005; Yang ve dig., 2016). Mezo-gozenekli silikalar i¢inse IEP
degeri pH 3,0 altindadir. Bu sebeple pH 3,0 ve pH 6,0 degerinde tampon kullanilan
immobilizasyon ¢aligmalarinda lakkaz enziminin glutaraldehitle gelen amino gruplarinin
iyonize olarak daha da pozitif yliklenmesi beklenen bir durumdur. Bu pH degerlerinde
mezo-gdzenekli silika ise negatif yiiklenmektedir. Bu durum destek ve protein arasindaki
cekimi daha da artirir. Mevcut ¢alismada optimum pH degerinin 5,0 olarak bulunmasi

buna isaret etmektedir (Davies ve Ducros., 2001).

Tamponun pH's1, enzim molekiillerinin ve immobilize tastyicinin iyonik durumunu
degistirmektedir. Cozeltinin pH’s1 belirli bir araligin lizerine ¢iktiginda enzimin mikro
yapist degisir ve enzimin inaktivasyonuna neden olur. Asidik ortamda glutaraldehit
serbest halde veya oligomer formunda bulunur ve molekiiler hacmi alkali kosullardaki
polimerinkinden ¢ok daha kiiciiktiir. Bu nedenle, mezo-g6zenekli silikanin gozeneklerine
girmek ve enzim molekiilleri ile ¢capraz baglanmak kolaydir, bdylece tasiyicinin enzim
tasima kapasitesi artar (Yang ve dig., 2021). Ayrica artan pH degerlerinde immobilizasyon
sirasinda aktivite veriminin diistiigli de gézlenen bir durumdur. Bu durum lakkazin bir
protein olmast ve mikroskobik yapisinda meydana gelen degisikliklerden dolayz,
¢Ozeltinin pH's1 belirli bir araligin 6tesinde oldugunda lakkazin aktif olmamasina yol agar

ve lakkaz enzimi aktivitesi pH > 7'de kaybolur (Bollag ve dig., 1988).

Adsorpsiyon metodu ile yapilan lakkaz enziminin immobilizasyonunda pH etkisini
gozlemlemek icin pH 3,0 ila pH 8,0 arasinda ti¢ farkli destek materyaline immobilizasyon
denemeleri gergeklestirildi (Sekil 4.21). Silika aerojel i¢in 25 °C optimum sicaklik

degerinde pH 6,5’te immobilizasyon verimi %17 ve aktivite verimi %9 ile en diisiik
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degerde olciildi. pH 3,0 ve pH 3,5’da immobilizasyon verimliligi %50 ile en yliksek
degere ulassa da aktivite verimlilikleri sirastyla %12 ve %18 ile nispeten diisiik
degerlerde hesaplandi. Diger taraftan, ylizde immobilizasyon (%40) ve aktivite
verimliligi (%25) degerleri en yiiksek degerlerine pH 4,0°da ulasti. Bu sebeple silika
aerojel i¢in en uygun kosul 25 °C sicaklik ve pH 4,0'de gerceklestirilen immobilizasyon

olarak not edildi (Sekil 4.21 (a)).
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Sekil 4.21. (a) Silika aerojele, (b) Mg-silika acrojele ve (c) Cu-silika acrojele kovalent
baglama metodu ile immobilize edilen lakkazin pH optimizasyonu (I.V: Immobilizasyon
verimliligi; A.V: Aktivite verimliligi

Mg-silika aerojel ile yapilan denemelerde pH 6,5 da silika aerojele benzer olarak en
diisiik immobilizasyon ve aktivite verimlilik degerleri elde edildi. Yine benzer olarak en
ylksek immobilizasyon verimliligi %50 degeri ile pH 3,0’ da 6lgiilmiis olsa da hem
immobilizasyon verimliligi hem de aktivite verimliligi ag¢isindan en optimum kosul pH
4,0’de kurulan deneme olarak kaydedildi. Ciinkii pH 4,0’de dlgiilen ylizde
immobilizasyon ve aktivite verimlilik degerleri sirasiyla %43 ve %31 olarak belirlendi
(Sekil 4.21 (b)). Son destek materyali olarak Cu-silika aerojel kullanilarak yapilan
immobilizasyon denemelerinde pH 3,0 ila pH 5,0 arasinda 9%46-50 arasinda
immobilizasyon verimlilik degerleri hesaplandi. En yiiksek ylizde immobilizasyon ve

aktivite verimlilik degerleri ise sirasiyla %47 ve %40 olarak pH 4,0’de ol¢tildi (Sekil
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4.21 (c)). Diger taraftan pH 6,5’da en diisiik immobilizasyon (%23) ve aktivite (%9,7)
verimlilik degerleri kaydedildi. Ug destek materyali kiyaslandiginda en yiiksek degerlere

Cu-silika varliginda erisildi.

Silika materyalinin ve lakkaz enziminin yiizey yiikleri, adsorpsiyon ydntemi ile
immobilizasyonun gerceklestirilmesinde en etkili faktordiir. Ciinkii silika partikiilleri
tizerinde bulunan silanol gruplar1 (Si-OH) pH 4,0 tizerindeki pH degerlerinde protondan
arinmis olur. izoelektrik noktas1 pH 3,0-6,0 arasinda degisen lakkaz da yine bu aralikta
negatif yiikli olmaktadir. Bu engelin ortadan kaldirilmasi icin genelde tastyici
ylizeylerine enzimin karboksil gruplarina baglanabilen amino gruplart eklenmektedir
(Banjanak ve dig., 2016; Gascon ve dig., 2014). Mevcut calisgmada optimum
immobilizasyon pH degerinin 5,0 olarak bulunmasi bu bilgiyi destekler niteliktedir. Bebic
(2020)

fonksiyonellestirilmis silika nanopartikiillerine immobilizasyonunda da optimum

ve  dig., calismasinda  Myceliophthora  thermophila  lakkazinin

immobilizasyon pH’s1 5,0 olarak bulmuglardir.
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Sekil 4.22. (a) Silika aerojele, (b) Mg-silika aerojele ve (¢) Cu-silika acrojele adsorpsiyon
metodu ile immobilize edilen lakkazin pH optimizasyonu (I.V: Immobilizasyon
verimliligi; A.V: Aktivite verimliligi)
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4.7.3. Lakkaz Immobilizasyonunda Optimum Glutaraldehit Konsantrasyonun

Belirlenmesi

Kovalent baglama metodundan optimum glutaraldehit konsantrasyonunun belirlenmesi
icin her ii¢ destek materyalinde toplam 5 mL hacimde %1 (a/h), %2 (a/h) ve %3 (a/h)
glutaraldehitle muamele edilerek denemeler yapildi (Sekil 4.22). Silika aerojelde en
yiiksek ylizde immobilizasyon ve aktivite verimlilik degerleri sirastyla %35 ve %25
olarak %2 (a/h) glutaraldehit varliginda o6l¢iildii (Sekil 4.22 (a)). Mg-silika aerojelde %1
(a’h), %2 (a/h) ve %3 (a/h) konsantrasyonlarda immobilizasyon verimliligi sirasiyla %40,
%64 ve %76 olarak hesaplanirken aktivite verimliligi sirasiyla %52, %61 ve %54 olarak
Olciildii (Sekil 4.22 (b)). Buna gore Mg-silika i¢in en uygun glutaraldehit konsantrasyonu
silika aerojelde oldugu gibi %2 (a/h) olarak belirlendi. Cu-silika aerojelde ise %1 (a/h),
%2 (a/h) ve %3 (a/h) konsantrasyonda immobilizasyon verimliligi sirasiyla %57, %83 ve
%86 olarak oOlciiliirken aktivite verimliligi ise sirasiyla %72, %84 ve %73 olarak
belirlendi (Sekil 4.22 (c)). Bu destekte de en yliksek degere ulasilan %2 (a/h) glutaraldehit
konsantrasyonu optimum kosul olarak tespit edildi. Tiim aerojeller icin baslangic
deneylerinde %1 (a/h) glutaraldehit konsantrasyonu tercih edilmesine ragmen
konsantrasyonu  belirlemek i¢in  yapilan denemelerde artan  glutaraldehit
konsantrasyonunun hem immobilizasyon verimi hem de aktivite verimi agisinda olumlu
bir etkisinin oldugu goriildii. U¢ destek materyali bu agidan ele alindiginda en uygun
olaninin %83 immobilizasyon verimliligi ve %84 aktivite verimliligi ile Cu-silika aerojel

oldugu tespit edildi.

Glutaraldehit ile immobilizasyon gerceklestirilmesi i¢in enzim, iyonik degisim yoluyla
destek ile etkilesime girer ve ardindan temel amino asit olan lizin ve destek materyalinin
glutaraldehit grubu arasinda kovalent bag olusumu gergeklesir (Patel ve dig., 2014a).
Yang ve dig., (2021), beyaz c¢iiriik¢iil mantardan elde edilen lakkaz enziminin amino-
modifiye silikaya immobilizasyonunda glutaraldehit konsantrasyonunu iki adimli ve tek
adimli yontemlerde sirasiyla %2,0-7,0 ve %0,1-2,0 olarak denemislerdir. Burada iki
adiml1 yontem olarak ifade edilen durum bu tez ¢alismasinda oldugu gibi destek materyali
ve glutaraldehitin ilk agamada reaksiyona sokulup lakkaz enziminin ikinci asamada ilave
edilmesi durumudur. Tek adimli yontem olarak ifade edilen ise destek materyali,

glutaraldehit ve lakkaz enziminin tek asamada reaksiyona sokulmasini ifade eder.
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Optimal glutaraldehit konsantrasyonunu iki asamali yontemde %4 olarak belirlerken tek

asamal1 yontemde %0,75 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.23. (a) Silika aerojel, (b) Mg-silika acrojel ve (c) Cu-silika aerojel kullanilarak
yapilan lakkaz immobilizasyonunda gluteraldehit konsantrasyonunun belirlenmesi (1.V:
Immobilizasyon verimliligi; A.V: Aktivite verimliligi

Konsantrasyonunun artmasiyla birlikte glutaraldehit ile capraz baglanan lakkaz miktar
da artmistir. Bir diger calismada Aspergillus sp. lakkaz enziminin mezo-gozenekli
silikaya immobilizasyonu i¢in glutaraldehit konsantrasyonu %4 bulunmustur. Artan
konsantrasyonda aktivite de diislis meydana gelmistir (Yang ve dig., 2016). Glutaraldehit
konsantrasyonu belirli bir seviyenin iizerine c¢iktiginda, mezo-gozenekli silikanin
ylzeyine daha fazla aldehit grubu baglanir ve aldehit gruplar ile lakkaz molekiilleri
arasinda ¢ok sayida baglanma bdolgesi olusur. Bu nedenle lakkazin yapisi degisebilir ve
lakkazin aktivitesinde diisiisler meydana gelebilir. Bu sonuglar glutaraldehitin sadece
immobilizasyon reaksiyonu i¢in ¢apraz baglama reaktifi degil ayn1 zamanda lakkaz icin
denatiiran oldugunu da gostermistir (Xiao ve dig., 2006; Wang ve dig., 2014). Asir

miktardaki glutaraldehit, lakkazin aktif gruplariyla reaksiyona girerek enzim aktivitesinin
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azalmasina neden olmaktadir. Diger bir deyisle, glutaraldehit lakkaz aktivitesini belirli
bir dereceye kadar inhibe etmektedir. Glutaraldehit konsantrasyonu ne kadar yiiksek
olursa inhibisyon etkisi o kadar belirgin olur. Bu nedenle lakkazin aktivitesi azalir (Chen

ve dig., 2013).

Buradan anlagilmaktadir ki immobilizasyon isleminde iki asamali yonteme gore lakkaz
eklendiginde, iki asamal1 yontemin reaksiyon sisteminde yalnizca tastyiciya ¢apraz bagl
glutaraldehit mevcut oldugundan yan reaksiyon olasiligi, tek asamali yonteme gore daha
kiigiiktiir. Ustelik reaksiyon sisteminde serbest glutaraldehit yoktur, dolayistyla enzimin
inhibisyonu diisiiktiir ve optimal glutaraldehit reaksiyon konsantrasyonu, tek adimli
yonteme gore daha yiiksek olmaktadir. Tki asamali yontemin tercih edildigi mevcut
calismada her ii¢ destek materyali i¢inde aktivite verimi agisindan en uygun glutaraldehit
konsantrasyonu %2 olarak bu durumu desteklemektedir. Artan glutaraldehit
konsantrasyonlarinda immobilizasyon verimi aktivite verimindeki diisiis goéz ardi

edilememektedir.
4.7.6. Lakkaz immobilizasyonunda Optimum Protein Miktarinin Belirlenmesi

Lakkaz immobilizasyonun simdiye kadar gerceklestirilen optimizasyon denemeleri,
destek materyalleri arasinda Cu-silikanin en 1yi calistigin1 gostermektedir. Bu sebeple
protein miktarinin optimizasyon denemeleri sadece Cu-silika kullanarak lakkazin (protein
miktari/destek miktari: 6 mg/g, 12 mg/g ve 24 mg/g) bu destek materyaline iki farkl

yontemle (kovalent ve adsorpsiyon) immobilizasyonu gerceklestirilerek tamamlandi.

Kovalent baglama yontemi ile immobilize edilen Cu-silika aerojel i¢in immobilizasyon
verimliligi agisindan en yiiksek deger %95 ile 6 mg/g’da dl¢iiliirken aktivite verimliligi
ayni1 protein miktarinda %71 olarak hesaplandi. 24 mg/g protein ise hem immobilizasyon
verimi hem de aktivite veriminde en diisiik degerlerin kaydedilmesiyle sonuclandi. Diger
taraftan en yiiksek aktivite verimliligi (%84), 12 mg/g protein varliginda hesaplandigi i¢in
kovalent baglamada optimum protein miktar1 12 mg/g olarak belirlendi (Sekil 4. 23 (a)).
Immobilize lakkazin spesifik aktivitesi belirli bir protein miktar1 artisina kadar
artmaktadir. Bunun nedeni, tasiyict yiizeyindeki aktif grup miktarmin simirli olmasi ve
baglanma bolgeleri doyuma ulagmadan 6nce lakkaz miktarinin artmasiyla immobilize

lakkazin spesifik aktivitesinin artmasidir. Salami ve dig., (2018) calismasinda
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Myceliophthora thermophila lakkazinin epoksi islevsellestirilmis silikaya kovalent
baglanma yoluyla immobilizasyonu ile optimum enzim miktarin1 50 mg/g olarak
belirlerken izosiyaniir yoklugunda 20 mg/g olarak sunmuslardir. Yang ve dig., (2021) ise
glutaraldehitin uygulanmas1 bakimindan iki asamali ve tek asamali yonteme sahip
calismasinda beyaz cliriik¢iil mantarlar tarafindan salgilanan lakkaz enzim
konsantrasyonunu optimum 1,0 g/L ve 0,2 g/L olarak bulmuslardir. Enzimle reaksiyona
girebilen serbest aldehit gruplar1 enzim molekiiliine tam olarak baglanmadiginda lakkaz
konsantrasyonunun artmasiyla immobilize lakkazin bagil enzim aktivitesi artacaktir.
Ancak enzimle reaksiyona girebilecek serbest aldehit gruplari enzim molekiiliine
baglandiginda, enzim konsantrasyonunun artmast enzim molekiillerinin agregasyonuna
neden olacak ve enzim molekiilleri iizerindeki aktif bdolgeler kaplanarak enzim
aktivitesinde azalmaya neden olacaktir. Ayrica enzimin yiiksek konsantrasyonu, substrat
ile enzim molekiiliiniin aktif bolgesi arasindaki temasi engelleyecek ve bu da dolayl
olarak bagil enzim aktivitesinin azalmasina yol agacaktir (Jiang ve dig., 2005). Bu sebeple
lakkaz enzimi mezo-gozenekli silika tasiyicilarla immobilize edilitken ¢apraz

baglanmanin sinirli oldugunu goriilmektedir.

Adsorpsiyon baglama metodu ile immobilize edilen Cu-silika aerojelde ise kovalent
baglama metodundan daha farkli sonuglar elde edildi. 6 mg/g proteinin tamami1 destege
baglanarak immobilizasyon verimi %100 olarak belirlenirken aktivite verimi %16 gibi
oldukca diistik bir degerde ol¢iildii. 12 mg/g olarak yapilan denemede immobilizasyon ve
aktivite verimlilik sirasiyla %35 ve %36 oldu. En yiiksek degerler ise %47
immobilizasyon ve %40 aktivite verimliligi ile 12 mg/g protein varliginda kaydedildi

(Sekil 4.23 (b)).

Girelli ve dig., (2020) ¢alismasinda, ticari 7. versicolor lakkazinin silika-kitosan hibrit
destegine immobilizasyon isleminde lakkaz miktar1 0,002 U/mg olarak uygulandiginda
aktivite veriminin en yiiksek degere ulastigi gosterilmistir. Bunun nedeni muhtemelen
enzim miktar1 arttiginda destegin enzim doygunluguna ulagma egiliminde olmasi ve
enzim molekiillerinin kendi aralarinda etkilesime girerek protein agregatlarinin
olusmasina neden olabilmesidir. Bu nedenle enzim molekiillerinin aktif bdlgesi
kisitlanabilir. Bebic ve dig., (2020) ¢alismasinda lakkaz enzimi immobilizasyonunda en

yiiksek aktivite verimini (%68,3), 160 mg/g protein varliginda tespit etmislerdir
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Sekil 4.24. Cu-silika aerojele (a) kovalent baglama ve (b) adsorpsiyon ile immobilize
edilen lakkazin protein miktarinin optimizasyonu (I.V: immobilizasyon verimliligi; A.V:
Aktivite verimliligi)

Elektrostatik ¢cekim kuvvetleri negatif yiiklii protein kalintilar ile pozitif yiiklii amino
gruplar1 arasindaki etkilesimi saglamaktadir. immobilize lakkazin artan aktivitesi,
adsorpsiyonla tastyictya baglanan farkli yiiklerdeki diger protein kalintilarindan kaynakl
olarak lakkazin substrata kolayca erigebilmesine de olanak tanir (Maghraby ve dig.,
2023). Literatiirde optimum protein miktarinin belirlenmesinde ifade edilen degerler

mg/L, mg/g ya da U/mg gibi farkli sekillerde verilebilmektedir.
4.7.7. Lakkaz Immobilizasyonunda Optimum Zamanin Belirlenmesi

Kovalent baglanma ve adsorpsiyon yontemleriyle lakkaz enziminin immobilizasyonu
icin bir sonraki optimizasyon basamagi baglanma i¢in optimum zamanin belirlenmesidir.
Bu asamada yine denemeler sadece Cu-silika aerojel kullanilarak gergeklestirildi.
Immobilizasyon zamani igin test edilen siire 2, 4 ve 6 saat olarak belirlendi. Kovalent

baglama metodu ile immobilize edilen Cu-silika aerojel i¢in 2 saat immobilizasyon
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zamaninda immobilizasyon verimi %83, aktivite verimi ise %84 olarak hesaplandi. 6
saatlik immobilizasyonda bu degerler sirast ile %77 ve %71 ile olgiildii. 4 saatlik
immobilizasyon zamaninda ise immobilizasyon ve aktivite verimlilik degerlerinin ikisi

de %93 olarak o6l¢iilerek en yliksek degerlere ulagilmis olundu (Sekil 4.24 (a)).

Immobilizasyon siiresi kisa oldugunda glutaraldehit ile enzimin etkilesim siiresi kisa
olmaktadir. Siire kisa oldugunda enzim aktivitesindeki kayip azdir. Immobilizasyon
siiresinin uzamasiyla birlikte capraz bagli enzim miktar1 artmis ve glutaraldehitin lakkaz
tizerinde inhibisyonu da ortaya ¢ikmistir. Ayni zamanda reaksiyon siiresinin uzun olmasi
nedeniyle tasiyici iizerinde immobilize edilen lakkaz, enzimle etkilesime girmemis
serbest haldeki glutaraldehit gruplar1 ile reaksiyona girerek, lakkaz aktivitesinin

azalmasina neden olabilir (Chen ve dig., 2013; Jiang ve dig., 2005; Wang ve dig., 2014).
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Sekil 4.25. Cu-Silika aerojele kovalent baglama (a) ve adsorpsiyon (b) ile immobilize
edilen lakkazin optimum zamaninin belirlenmesi (I.V: immobilizasyon verimliligi; A.V:
Aktivite verimliligi)
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Adsorpsiyon metodu ile immobilize edilen Cu-silika aerojel i¢in 2 saat immobilizasyon
stiresinde immobilizasyon verimi %47, aktivite verimi ise %40 olarak hesaplandi. 6 saat
siiren immobilizasyonda, immobilizasyon verimi %58 6lgiiliirken ki bu deger 2 ve 4 saat
siiren immobilizasyon ile dl¢iilen degerlerden daha yiiksektir; aktivite verimi %36 ile tiim
denemlerdeki en diisiik degeri gdsterdi. Hem immobilizasyon verimi hem de aktivite
verimi degerleri acisindan ele alindiginda en uygun immobilizasyon zamani, %55
immobilizasyon verimi ve %39 aktivite verimi ile 4 saat immobilizasyon siiresi olarak
belirlendi (Sekil 4.24 (b)). Hareketsizlestirme siiresi aynt zamanda immobilizasyon
lakkaz aktivitesini de 6nemli 6lgiide etkilemektedir (Zheng ve dig., 2016). Immobilize
enzimlerin aktivitesi, proteinin dogasina bagli degisebilmektedir. Siirenin artmasiyla
birlikte immobilizasyon sirasinda lakkazin olasi inaktivasyonu da artmaktadir. Bu arada

lakkaz enziminin esnekligi de azalabilmektedir. (Huang ve dig., 2017).

4.7.8. Optimum Kosullarda immobilize Edilmis Lakkaz Enziminin Tekrar

Kullanim Sayisi

T’ versicolor lakkaz1 li¢ farkl destek materyaline (Silika aerojel, Mg-silika aerojel, Cu-
silika aerojel) iki farkli baglama yontemi (Kovalent baglama ve Adsorpsiyon) ile
immobilize edildi. Yapilan deneysel ¢alismalar 7. versicolor lakkazinin immobilizasyonu
icin en uygun destegin Cu-silika aerojel oldugunu ve en uygun immobilizasyon
metodununsa kovalent baglama yontemi oldugunu gosterdi. Sonug olarak 12 mg/g lakkaz
ornegi kullanarak 25 °C ve pH 4,5’ta Cu-silika aerojel destegine kovalent baglama
yoluyla 4 saat siiren immobilizasyon sonunda %93 oraninda verim saglanmis olundu
(Tablo 4.17). Lakkaz 6rneginin belirlenen optimum kosullarda tekrar kullanilabilirligi
Olctildiigiinde ise 10 defa kullanildiginda aktivitenin %80’inin korunmus oldugu gézlendi

(Sekil 4.25).

Tablo 4.17. Optimum immobilize lakkaz enzimi verim degerlerinin immobilizasyon
metoduna gore karsilastirilmasi

Kovalent Baglama Adsorpsiyon
Immobilizasyon Aktivite Immobilizasyon Aktivite
verimi (%) verimi (%) verimi (%) verimi (%)
Cu-silika 93 93 55 39

aerojel

&3



100

9% |

80 |

70 r

60 |

50

40

Kalan Aktivite (%)

30

20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tekrar kullanim sayis1

Sekil 4.26. Cu-Silika aerojele kovalent baglama metodu ile optimum kosullarda
immobilize edilen lakkazin tekrar kullanim say1s1
Literatiirde yer alan 7. versicolor kaynakli lakkaz enziminin immobilizasyonuna yonelik

calismalar su sekildedir:

Liu ve dig., (2008) yaptiklar1 caligmada lakkaz enzimini silanize edilmis manyetik silika
nanopartikiillerine glutaraldehit ile immobilize etmislerdir. immobilize lakkazin 60 °C'de
4 saat sonra aktivitesi %61 olarak 6l¢iilmiis, 10 islem dongiisiinden sonra %55’e diistiigii
bulunmustur. Bir diger ¢alismada ZrO; — SiO» — lakkaz ve ZrO> — SiO» / Cu*? — lakkaz
icin sirastyla %86 ve %94'e ulagan immobilizasyon verimleri elde edilmistir (Jankowska
ve dig., 2019). Baska bir ¢alismada kitosan bazli metal selatli kopolimer nanopartikiiller
sistem ile lakkaz enzimi immobilize edildiginde, genis pH ve sicaklik profilleri ile serbest
enzime gore daha iyi stabilite ve yeniden kullanilabilirlik sergilemistir; sekiz kullanim
sonrasi, immobilize enzimin aktivitesi %50’nin lizerinde kalmistir (Alver ve Metin,
2017). Bir diger calismada, amino fonksiyonlu manyetik Fe3;O4 nanopartikiilleri,
glutaraldehit capraz baglama yontemi ile immobilize edilmistir. Immobilizasyon sonucu,
sekiz islem dongiisiinden sonra bagil aktivitenin %50'nin iizerinde korunmus oldugu
gozlenmistir (Gao ve dig., 2018). Manyetik gdzenekli silika kiireleri ile gerceklestirilen
immobilizasyonda %65,6 immobilizasyon verimi ve %56,9 aktivite verimine 12 saatlik
immobilizasyon siiresi, 25 °C sicaklik ve pH 7,0 immobilizasyon kosullarinda
ulasilmigtir. 10 dongii sonrasi baglangi¢ aktivitesinin %70 ’nin korundugu gosterilmistir

(Zhu ve dig., 2007). Epoksi islevsellestirilmis manyetik kitosan boncuklari ile yapilan
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immobilizasyonda %81 immobilizasyon verimi ve %82,6 aktivite verimine 12 saatlik
immobilizasyon siiresi, 22 °C sicaklik ve pH 5,0 immobilizasyon kosullarinda
ulagilmistir. 10 dongii sonrasi kalan aktivite %87 olarak hesaplanmistir (Bayramoglu ve
dig., 2010). Silisli mezo-yapilt hiicresel kopiikler ile yapilan immobilizasyonda %52,2
immobilizasyon verimi ve %69 aktivite verimine 5 °C sicaklik ve pH 5,5 immobilizasyon
kosullarinda ulasilmistir. 10 dongii sonras1 kalan aktivite %65 bulunmustur (Rekuc ve
dig., 2009). Manyetik ¢ift modlu mezo-gozenekli karbon ile yapilan immobilizasyonda
%19,6 immobilizasyon verimi ve %91 aktivite verimine 3 saatlik immobilizasyon siiresi,
25 °C sicaklik ve pH 4,0 immobilizasyon kosullarinda ulagilmistir. 10 dongii sonrasi kalan
aktivite %50 Olciilmiistiir (Liu ve dig., 2012). Manyetik silika kompozit parcaciklari ile
yapilan immobilizasyonda %31,3 immobilizasyon verimi ve %83,9 aktivite verimine 6
saatlik immobilizasyon siiresi, 4 °C sicaklik immobilizasyon kosullarinda ulagilmistir. 10
dongli sonras1 kalan aktivite %86,9 olarak hesaplanmistir (Zheng ve dig., 2012).
Manyetik silika kompozit pargaciklart ile yapilan immobilizasyonda %72,6
immobilizasyon verimi ve %81,5 aktivite verimine 1 saatlik immobilizasyon siiresi, 25
°C sicaklik ve pH 3,0 immobilizasyon kosullarinda ulasilmistir (Whang ve dig., 2010).
Modifiye silika materyali ile yapilan immobilizasyonda %50 immobilizasyon verimine
24 saatlik immobilizasyon siiresi, 4 °C sicaklik ve pH 6,0 immobilizasyon kosullarinda
ulasilmigtir. 10 dongii sonrasi kalan aktivite %70 olarak rapor edilmistir (Tavares ve dig.,
2013). Silika nanopartikiilleri ile gergeklestirilen immobilizasyonda %75,8
immobilizasyon verimi ve %92 aktivite verimine 36 saatlik immobilizasyon siiresi, 4 °C
sicaklik ve pH 5,0 immobilizasyon kosullarinda ulasilmistir. 10 dongii sonrast kalan

aktivite %82,5 olmustur (Patel ve dig., 2014a).

Literatiirde yer alan caligmalar ile kiyaslandiginda bu tez c¢alismasinda elde edilen
immobilizasyon verimi (%93), aktivite verimi (%93) ve tekrar kullanim sayis1 (10)
oldukea yiiksek degerlerde elde edildi. Bu da tercih edilen immobilizasyon materyalinin

ve immobilizasyon yonteminin etkili bir bigimde ¢alistigin1 gostermektedir.
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4.7.9. Iimmobilize Lakkazin Karakterizasyonu
4.7.9.1. Sicakhigin immobilize Lakkaz Aktivitesi ve Stabilitesine Etkisi

Optimum kosullarda immobilize edilen lakkaz enziminin karakterizasyonu i¢in dncelikle
sicaklik profili ¢ikarildi. Buna gore optimum sicaklik degeri 60 °C olarak belirlendi (Sekil
4.26 (a)). En diisiik aktivite degeri (%32) 4 °C’de 6l¢iiliirken 20, 30, 40, 50, ve 70 °C’de
oOlciilen aktivite degerleri %63 ila %79 arasinda degistigi gozlendi. 80 °C’de immobilize
enzimin aktivitesinin %51 civarinda Slglilmesi yiiksek sicakliklarda dahi enzimin aktif

oldugunu gostermektedir. Serbest enzimle karsilastirildiginda optimum sicaklik

degerinde 10 °C’lik bir diisiis oldugu goze carpmaktadir.

Immobilize enzimin sicaklik stabilite analizine gére enzimin en fazla dayaniklilik
gosterdigi sicaklik 50 °C olup 6 saate kadar baslangictaki aktivitesinin %90 nini
koruyabilmektedir (Sekil 4.26 (b)). Ayrica 30 °C ve 40 °C’de sirasiyla orijinal
aktivitesinin %66 ve %78’inin 6 saat boyunca korundugu tespit edildi. 20 °C ve 60 °C’de
de aktivitesinin %50’sinden fazlasini koruyabilmektedir. Ancak 4 °C’de zamana bagh
olarak aktivitede hizli bir diislis gozlendi; 6 saat sonunda aktivitede yaklasik %78
oraninda kayip gerceklestigi bulundu. Serbest enzimin sicakliga kars1 gosterdigi stabilite
analiz bulgulan (Sekil 4.6) ile karsilastirildiginda serbest enzimin de 50 °C’de 6 saate
kadar aktivitesinin %89’unun korundugu ancak beklenildigi gibi diger sicakliklarda

immobilize enzimin sicakliga kars1 daha dayanikli oldugu gozlendi.

Yang ve dig., (2021) yaptiklar1 ¢alismada beyaz ¢iiriik¢iil mantardan elde edilen serbest
lakkaz ile mezogdzenekli silikaya immobilize ettikleri lakkazin optimum sicaklik
degerlerini sirasiyla 35 °C ve 40 °C olarak bulmuslardir. Serbest enzime gére immobilize
enzimin c¢alistig1 sicaklik degerinde 5 °C’lik bir artis tespit etmislerdir. Salami ve dig.,
(2018) ise epoksi islevsellestirilmis silikaya immobilize ettikleri Myceliophthora
thermophila lakkazinin serbest ve immobilize halde optimum sicakligint 35 °C
bulmusglardir. Ancak, immobilize enzimin sicaklifa karst1 daha dayanikli oldugunu
gozlemlemislerdir. Serbest enzimle karsilastirildiginda 2 saat sonra immobilize enzim
aktivitesinin 35 °C'de %80 ’ninin 40 °C'de ise %75’inin korundugunu rapor etmislerdir.
Patel ve dig., (2014a) gergeklestirdikleri calismada 7. versicolor lakkazinin SiO;

nanopartikiilleri lizerinde immobilizasyonundan sonra, maksimum bagil aktivite i¢in
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optimal sicaklik degerinin 40 °C'den 45 °C'ye degistigini bildirmislerdir. 50 °C ve 60
°C'de inkiibasyon sonrasi dl¢iilen enzim aktivite degerleri immobilize enzim igin sirasiyla
%78,5 ve %52,5, serbest lakkaz i¢in %37,8 ve %32,2 olarak hesaplanmistir. Benzer
sekilde, immobilize lakkazin 50 °C ve 60 °C'de serbest enzime gore daha dayanikli
oldugu tespit edilmistir. Guardado ve dig., (2021) ¢alismasinda silikaya immobilize
ettikleri ticari 7. versicolor lakkazinin serbest ve immobilize formu i¢in optimum sicaklik
degerini 55 °C olarak bulmuslardir. Optimum sicaklik degerlerinde degisiklik
olmamasma ragmen stabilite denemelerinde immobilize enzimin daha giicli bir
dayaniklilik profili gosterdigini belirlemislerdir. Buna gore, immobilize enzim serbest
enzime gore daha genis bir sicaklik araliginda aktivitesinin yaklagik %80’ nini
koruyabilmektedir. = Mohammadi ve  dig., (2018) calismasinda  epoksi
fonksiyonellestirilmis silikaya immobilize ettikleri M. thermophila lakkazinin serbest
haldeki formun 30 °C’de 1 saat siire inkiibasyon sonunda aktivitesinin %76’sin1 korurken
immobilize formun %100’lini korudugunu gézlemlemislerdir. 35 °C’de 6n inkiibasyon
sonrast ise enzimin serbest ve immobilize formunun arasindaki farkin iyice acildigini,

aktivitenin sirastyla %35 ve %96’sinin korundugunu bulmuslardir.
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Sekil 4.27. Immobilize lakkaz enziminin (a) optimal sicaklik profili ve (b) sicaklik
stabilitesi
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Bazi durumlarda, lakkaz enziminin immobilizasyon sonrasinda aktif bdlgesinin {i¢
boyutlu yapisinin degiserek stabiliteyi ve enzimin sicakliga uyum yeteneginin arttidi
belirtilmistir. Bir enzimin bir destek iizerinde immobilizasyonu normalde enzimin serbest
hareketlerini ve konformasyonel degisikliklerini sinirlar ve termal denatiirasyona kars1
stabilitenin artmasina neden olur (Amin ve dig., 2020; Girelli ve dig., 2020; Osma ve dig.,
2010). Yiksek sicaklilarda enzimler protein yapida olmalari sebebiyle hizla
denatiirasyona ugrarlar. Ancak bir destek materyaline baglandiginda enzimle destek
arasindaki etkilesim enzimin dinamikligini azaltarak molekiiler yapinin degismesini

engeller dolayisiyla denatiirasyondan korunmus olur (Tran ve Balkus, 2011).
4.7.9.2. pH’min immobilize Lakkaz Aktivite ve Stabilitesine EtKisi

Immobilize enzimin optimal pH degerini belirlemek iizere pH 3,0 ila 8,0 arasinda degisen
tampon c¢ozeltilerde aktivite analizleri gerceklestirildi. Sekil 4.27 (a)’da gosterildigi lizere
immobilize enzimin optimum pH’s1 4,5 bulundu. immobilize enzim pH 3.5 ila 6,0
arasinda %65’in lizerinde aktivite gosterirken, pH 3,5’un altinda ve pH 6,5 ve lizerinde
aktivite %S5 ila %25 oraninda diisiis sergiledigi gézlendi. Buna gbre immobilize enzim pH
3,5-6,0 araliginda oldukga aktiftir. Serbest enzim ise nispeten daha dar pH aralifinda
aktiftir (Sekil 4.7).

Immobilize enzimin farkli pH’larda hazirlanan tampon ¢ozeltilerde zamana bagl
stabilitesindeki degisiklik analiz edildiginde Sekil 4.27 (b)’de gozlendigi gibi pH 4,5 ila
6,5 arasinda alt1 saatlik bir 6n inkiibasyon sonrasinda orijinal aktivitesinin %71 ila
%88’ini koruyabilmektedir. Ancak pH 7,0’de enzim alti saatte tamamen inaktif
olmaktadir. Diger taraftan ayn1 pH’da dort saat inkiibe edilirse aktivitenin yaklasik
%70’ini koruyabilmektedir. pH 3,5 ve pH 4,0’da immobilize enzim dort saat aktif
kalabilmektedir, ancak pH 3,0’da sadece iki saat boyunca enzim aktiftir. Serbest enzimle
karsilastirildiginda (Sekil 4.7 (b)), immobilize enzimin pH stabilitesinde az da olsa bazi
farkliliklar géze carpmaktadir. Ornegin, serbest enzim alt1 saat icinde pH 4,5’un altinda
tamamen inhibe olurken immobilize enzim %10-14 oraninda aktivite gostermektedir.
Ayrica serbest enzim pH 4,5-6,5 arasinda baglangi¢ aktivitesinin %65-85’ini (Sekil 4.7
(b)) korumaktadir ki immobilize formunun belirtilen pH’larda aktivitesi daha yiiksektir.
Yang ve dig., (2021) mezogozenekli silikaya immobilize ettikleri beyaz ¢iiriik¢iil mantar

kaynakli lakkaz enziminin, bu ¢aligmaya benzer sekilde serbest formunun (pH 4,5) ve
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immobilizasyon (pH 4,0) sonrast formunun optimum pH’smin degistigini

gbzlemlemislerdir.

Bagil aktivite (%)

Kalan aktivite (%)

Zaman (saat)

Sekil 4.28. Immobilize lakkaz enziminin (a) optimal pH profili ve (b) pH stabilitesi

Baska bir ¢alismada Salami ve dig., (2018), epoksi islevsellestirilmis silikaya immobilize
ettikleri Myceliophthora thermophila lakkazinin serbest ve immobilize formunun
maksimum aktivite degerlerini sirastyla pH 4,0 ve pH 5,0°de 6lgtiiklerini belirtmislerdir.
Patel ve dig., (2014b) ise silika nanopartikiillerine immobilize ettikleri 7. versicolor
lakkazinin serbest formunun optimum pH degerini 3,0, immobilize formununkini ise 3,5
olarak bulmuslardir. Ayrica immobilize enzimin pH stabilitesinin daha yiiksek oldugunu
belirtmislerdir. Serbest enzimle karsilagtirildiginda immobilize lakkaz, pH 4,0- 5,0 ve
6,0'da %84,7, %66,8 ve %30,1'lik aktivite gosterirken serbest enzimin ayni pH’larda
aktivitesi sirasiyla %59,1, %33,0 ve %7,2 olarak hesaplanmistir. Yang ve dig., (2016) ise
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mezogozenekli silikaya immobilize ettikleri Aspergillus sp. lakkazinin serbest formunun
optimum calisma pH degerini 5,8, immobilize formununkini ise 5,4 olarak ifade etmisler
ve immobilize lakkazin optimum pH'sinin asidik yonde hafifce kaydigini géstermislerdir.
Guardado ve dig., (2021) calismasinda silikaya immobilize ettikleri 7. versicolor
lakkazinin hem immobilize hem de serbest formunun pH 3,0’da optimum aktivite
gosterdigini bildirmislerdir. Ancak pH 6,0'da immobilize lakkazin bagil aktivitesi, serbest
lakkazinkinden ortalama %15 daha diistik ¢ikmistir.

Immobilize lakkazin ve onu cevreleyen mikro ortamin yiiklii dzellikleri degisiklik
gosterebilmektedir. Reaksiyon sisteminin pH's1 ¢ok yiiksek veya ¢ok diisiik oldugunda
lakkaz molekiillerinin mikro yapisi degisir ve bu da enzim aktivitesinin azalmasina neden
olur. Lakkaz immobilizasyonundan sonra aktif bdlgesinin bir kismi tasiyiciya
sabitlenerek yapisal stabilitede artis goézlenmektedir. Bu sekilde pH'min enzimin
molekiiler yapisina etkisi azaltilarak enzimin aktif grubunun belirli bir aralikta
etkilenmemesi saglanabilir. Bu da daha genis bir pH araligina uyumu beraberinde getirir
(Bebic ve dig., 2020). immobilize enzimin pH degerinin serbest enzime gore azalmasinin
nedeni ise, mezo-gdzenekli silikanin ylizeyindeki serbest amino gruplarindan
kaynaklanmaktadir. Bunlar, mezo-gozenekli silika tasiyicit etrafindaki immobilize
enzimin mikro ortamini zayif alkalin hale getirmektedir ve bu nedenle, immobilize
edilmis silikanin en 1yi ¢alisma pH'sim1 elde etmek i¢in ¢dzeltinin, serbest lakkazin

optimum pH'sindan daha diisiik pH degerine sahip olmasi gerekir (Yang ve dig., 2016).
4.7.9.3. immobilize Lakkazin Kinetik Parametreleri

Immobilize enzimin kinetik sabitleri, Km ve Vmax degerleri, sirasiyla 2,6-DMP igin 0,18
mM ve 178 pmol min™t mL™ olarak hesaplanirken ABTS icin 0,35 ve 278 pmol min™
mL? olarak belirlendi. Ayn1 substratlar igin serbest enzim kullanarak belirlenen K ve
Vmax degerlerine bakildiginda immobilize enzimin Km Ve Vmax degerlerinde 6nemli
degisiklikler gozlendi. Ornegin immobilize enzimin her iki substrata olan ilgisinin serbest
haldeki enzime gore azaldig: tespit edildi (Tablo 4.18). Ancak 2,6-DMP varliginda
immobilize enzimin Vmax degerinin yaklasik {i¢ kat arttig1 gozlendi. ABTS i¢in ise serbest
enzimin Vmax degeri daha yiiksektir. Sonucta enzimin serbest ve immobilize formu farkli
substratlara kars1 farkli davranis gostermektedir. Buna gore, serbest enzim i¢cin ABTS

daha iyi substrat olarak gozlenirken immobilize enzim igin 2,6-DMP tercih edilmelidir.
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Immobilizasyon sonrasinda kinetik sabitlerde gdzlenen degisimleri iceren bir¢ok galisma
mevcuttur. Ornegin, T. versicolor lakkazimin karragenan (bir cesit deniz yosunu) bazli
yar1 i¢ i¢e gegmis polimer aglarinda lakkazin immobilizasyonunu igeren bir ¢alismada
Vmax degeri serbest enzim i¢in 1,08.10°3 mM/dak olarak verilirken immobilize enzim igin
bu deger 6,8.10° mM/dak olarak gostermistir (Makas ve deig., 2010). Yar1 i¢ ice gecmis
polimer aglarinda tuzaklama yontemi ile yapilan bir bagka immobilizasyon ¢alismasinda
ise T. versicolor lakkazinin Vmax degeri serbest enzim icin 1,8.10° mM/dk olurken
immobilize enzim i¢in 6,1.10° mM/dk olarak ifade edilmistir (Yamak ve dig., 2009). Bu
orneklerde ve mevcut tez ¢aligmasinda yer alan immobilize lakkazin Vmax degeri serbest
forma gore artis gostermistir. Mevcut calismada immobilize enzimin 2,6-DMP
substratina gosterdigi yiliksek afinite géz oniinde bulunduruldugunda Vmax degerindeki

artis anlamli kabul edildi.

Tablo 4.18. Serbest lakkaz ve immobilize lakkaz enziminin kinetik sabitlerinin
karsilastirilmasi

2,6-DMP ABTS
Km Vmax Km Vmax
(mM) (umol mint mL?) (mM)  (umol min™t mL?)
Serbest enzim 0,10 69 0,20 500
Immobilize enzim 0,20 178 0,35 278

Yang ve dig., (2021) beyaz ¢iiriik¢iil mantardan elde edilen lakkaz enziminin
mezogozenekli silikaya immobilizasyonu ¢alismasinda serbest lakkazin K degeri 32,9
mM olurken, tek adimli ve iki adiml1 yontemle (glutaraldehitin ortama kademeli ya da
tek seferde eklenmesi durumu) elde edilen immobilize enzimlerin Kn'si sirasiyla 69,4 ve
47,3 mM olmustur. Patel ve dig., (2014) T. versicolor lakkazinin silikaya immobilize
edildigi bir baska ¢alismada ABTS substrat1 ile yapilan dl¢iimlerde immobilize enzimin
Km degeri serbest enzime gore artis gosterirken Vmax degerinde bir diisiis gdzlenmistir. T.
versicolor lakkazinin serbest formunun Vmax Ve Km degerleri 1.890 pmol/dak/mg protein
ve 29,3 mM olarak elde edilirken, immobilize formunun Ky degeri 46,5 mM degerine
cikarken Vmax degeri 1.630 umol/dak/mg degerine diigsmiistiir (Patel ve dig., 2014a). Km
degerindeki artig, enzimin mikro ortaminda meydana gelen degisiklik, aktif bolgenin
sterik engeli, substrat baglanmasi i¢in gerekli enzim esnekliginin kaybi veya substrat

boliinmesine karsi diflizyon direncine bagl olabilir (Jaiswal ve dig., 2015). Ayrica gesitli
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desteklere immobilize edilen lakkazlarin Ki degerlerinin arttigina dair benzer raporlar
bulunmaktadir (Metin ve dig., 2013). Vmax degerinde gdzlenen diisiis de immobilizasyon
sonrasinda karsilasilabilen bir durumdur. Immobilizasyon i¢in enzim ve destek arasinda
kurulacak olan baglara baz1 enzim molekiillerinin aktif gruplar1 araciligiyla baglanarak

inaktivasyona ugramasi sebebiyle olabilmektedir (Kumar ve dig., 2009).
4.8. immobilize Lakkaz Enziminin Boyar Madde Giderimde Kullanim

Bu boliimde serbest ve immobilize lakkaz enziminin secilen boyar maddeler lizerindeki
renk giderim kapasiteleri test edildi. Ayrica immobilizasyon materyali olarak kullanilan
Cus-silika aerojelinde renk gideriminin kendi basina bir etkisinin olup olmadigi da kontrol

edildi.

Bu calismada kullanilan boyalardan metilen mavisi, kongo kirmizisi, malasit yesili ve
metil kirmizis1 azo sinifi, fenol kirmizis1 ve commasie brilliant blue G 250 ise
trifenilmetan sinifi boyar maddelerdir. Tekstil endiistrisinde boyar madde kullanimi ve
kullanim sonrasi siire¢ genellikle sularda kirlilige neden olan, boya bakimindan zengin
bir atik olusumu ile sonuglanir (Ogugbue ve dig., 2011). Bu tiir boyalarin ve bunlarin
bilesenlerinin ¢ogu mutajen gorevi goriir ve kanserojen maddelerdir. Atik suyun koyu
rengi, giines 151g1n1n su kiitlelerine niifuz etmesini engelleyerek, alglerdeki fotosentezi ve
su kalitesini biiytik bir sekilde etkiler ve besin zincirine zarar verir (Verma ve dig., 2012).

Bu ve benzeri sonuglara karsi boyar maddelerin giderimi biiylik bir 6nem arz etmektedir.

Tablo 4.19. Boya cesitleri ve siniflari

Boyalar Simf
Metilen Mavisi Azo

Kongo Kirmizisi Azo

Metil Kirmizisi Azo

Malasit Yesili Triarilmetan
C.Brilliant Blue G 250 Trifenilmetan
Fenol Kirmizisi Trifenilmetan

Tablo 4.20°de verilen bilgilere bakildiginda serbest enzimle immobilize formunun bazi
boyalar iizerindeki etkisi farklidir. Ornegin, metilen mavisi, Commasie brilliant blue G-
250, kongo kirmizist ve fenil kirmizisi iizerinde immobilize enzim daha etkindir.

Bunlardan 6zellikle metilen mavisi, Commasie brilliant blue G-250 ve kongo kirmizisinin
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24 saatte %95-%100’niin giderilmesinde etkili oldugu gozlendi. Fenol kirmiz1 tizerinde
her iki enzim de etki gOstermezken malasit yesilinin ancak %5-%10’nun giderimi

saglandi.

Tablo 4.20. Serbest ve immobilize lakkazin farkli siirelerde renk giderim yiizdeleri

Boyalar 6 (s) 12 (s) 18(s) 24 (s) 30 (s)

S.E [LE[ S.E [L.LE| S.E |LLE| S.E |I.LE| S.E |LE
Metilen Mavisi 47 |69 54 | 77| 62 |89 65 | 95| 65 | 95
Fenol Kirmizisi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Malasit Yesili 5 |10 5 10] 5 J10] 5 10 5 10
C.Brilliant Blue G250 | 40 |66 47 |70 53 |83 64 |100| 62 [100
Kongo Kirmizisi 47 |59 55 |67 68 |8 | 83 [100] 83 ]100
Metil Kirmizisi 28 |37 36 |45 39 |52 47 | 64| 47 | 64

*S.E: Serbest enzim; I.E: Immobilize enzim; s: saat; Boya konsantrasyonu: 200 mg/L

Tablo 4.21. Cu-silika aerojel destek materyalinin farkl siirelerde renk giderim yiizdeleri

Boyalar 6(s) | 12(s) | 18(s) | 24 (s) 30 (s)
D.M D.M D.M D.M D.M
Metilen Mavisi 33 44 55 55 55
Fenol Kirmizisi 10 10 13 23 23
Malasit Yesili 6 6 6 6 6
C.Brilliant Blue G 250 25 25 25 25 25
Kongo Kirmizisi 0 0 0 0 0
Metil Kirmizisi 28 19 21 21 21

*D.M: Destek materyali; s:saat

Serbest ve immobilize enzimin renk giderim kapasitesinin belirlenmesi igin yapilan
deneysel ¢aligmanin yani sira yalnizca destek materyalinin kendisinin renk giderim
0zelligine sahip olup olmadigi da test edildi. Tablo 4.21° de yer alan sonuglara gore Cu-
silika aerojelin belirli oranlarda ve bazi boyalarda oldukga dikkat ¢ekici bir oranda renk
giderim Ozelligine sahip oldugu tespit edildi. Serbest ve immobilize enzim i¢in optimum
renk giderim zamani olan 24.saatte yalnizca destek materyalinin kullanildigi renk giderim
denemelerinde bu oran metilen mavisi i¢in %55, commasie brilliant blue G-250
boyasinda %25, fenol kirmizisinda %23 ve metil kirmizisinda %21 oldu. Literatiirde
serbest ve immobilize lakkazlara ait ¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin; T, versicolor

lakkaz1 kullanarak yapilan boya giderim ¢aligmasinda 6 saat sonunda commasie brilliant
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blue, kongo kirmizist ve metilen mavisi boyalarinin giderim oranlari sirastyla %20, %10

ve %20 bulunmustur (boya konsantrasyonu 120 mg/L) (Forootanfar ve dig., 2012).

Bu tez ¢alismasinda ise 6 saatlik siirede bu ii¢ boya i¢in giderim oranlari1 ¢ok daha yiiksek
olarak elde edildi. Epoksi veya karbonat gruplari tasiyan akrilat bazli mikro boncuklar
tizerine immobilize edilen 7. versicolor lakkazi kullanilarak yapilan bagka bir ¢alismada
bir medyator olan asetosiringon varliginda, immobilize edilmis lakkaz tarafindan metilen
mavisi boyasi i¢in %100 olan giderim medyator yoklugunda %63 olarak verilmistir
(Bayramoglu ve Arica, 2019). Bu literatiir O6rneginin mevcut tez calismasi ile
karsilastirilmasi da olduk¢a 6nemlidir. Clinkii bu tez ¢alismasinda metilen mavisi i¢in tim
inkiibasyon siirelerinde elde edilen renk giderim oranlar1 (en diigigii 6 saatte %69, en
yiiksegi 24 saatte %95) medyator ilavesi olmaksizin elde edildi. Bir bagka ¢calismada hem
serbest hem de poliakrilamid jel icerisine immobilize edilen 7. versicolor lakkazi
kullanilarak gergeklestirilen bir ¢alismada, 48 saatlik inkiibasyon siiresinde serbest lakkaz
metil kirmizisinin rengini %72,7 giderirken immobilize lakkaz metil kirmizisinin rengini
%89,8 gidermistir (Goyat ve dig, 2024). Kitosan/CeO> mikrokiirelerine (glutaraldehitle
aktive edilmis) immobilize edilen 7. versicolor lakkazi kullanilarak yapilan bir ¢aligmada
ise metil kirmizist (24 mg/L) renginin giderilme oran1 288. saatte %83,3 olarak
belirlenmis olup, bu oran serbest lakkaz varliginda %49,0 olarak 6l¢iilmiistiir (Lin ve dig.,
2015). Son 1iki ornekteki inkiibasyon stireleri dikkate alindiginda bu tez ¢aligmasinda
metil kirmizis1 i¢in 24 saatlik inkiibasyonda serbest enzimde elde edilen %47 ve
immobilize enzimde elde edilen %64 renk giderim orani siire agisinda oldukga avantajli
goriilmektedir. Amino-fonksiyonellenmis metal organik sisteme immobilizasyonu
gergeklestirilen 7. versicolor lakkazi kongo kirmizis1 (100 mg/L) boyasinin ortamdan
uzaklastirllmasint %95 oraninda saglarken serbest lakkazin sadece %11,52’sini
uzaklagtirabildigi rapor edilmistir (Li ve dig., 2023). T polyzona WRFO03 serbest lakkaz1
6 saatlik inkiibasyon sonucunda, coomassie brilliant blue boyasint %72, kongo
kirmizisin1 %18, metilen mavisini ise %0,4 oraninda gidermistir (Ezike ve dig., 2020).
Mevcut tez ¢aligmasinda kullanilan serbest enzim 6 saatlik inkiibasyon siiresinde kongo
kirmiz1 ve metilen mavisinde oldukga iistiin bir performans gosterdi. Bir bagka ¢alismada
ise Uicli faz metodu ile saflagtirilan Enterococcus faecium A2 lakkazi 90 dakikalik
inkiibasyon siiresinde kongo kirmizist boyasina %35, metilen mavisi boyasina ise %15

renk giderme 6zelligi sergileyebilmistir (Birge ve dig., 2021). Perenniforia tephropora
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lakkazinin metilen mavisi ve malagit yesili lizerinde herhangi bir renk giderme
kapasitesine sahip olmadigir goriilmistiir (Younes ve Sayadi, 2006). Aljinat-jelatin
destegine immobilize edilen Brevibacterium halotolerans N11 lakkazinin serbest
formunun kongo kirmizisini (50 mg/L) 40 °C'de pH 5,5’ta 24 saat sonra %85 oraninda
giderirken immobilize formunun 50 °C’de ayni pH’da neredeyse tiimiiniin giderimini
sagladig onerilmistir (Reda ve dig., 2018). Tez calismasinda elde edilen sonuglara en
yakin bulgu, Reda ve dig. (2018) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada gosterilmektedir.
Ancak burada daha yiiksek sicaklikta boya gideriminin gerceklestirilmesi tez
calismasinin oda sicakliginda gergeklesmesi acisindan degerlendirildiginde daha diisiik
maliyette benzer sonug alinacagindan tez ¢alismasini 6ne ¢ikarmaktadir. Literatlirde yer
alan ve yukarida verilen c¢aligmalar karsilastirildiginda elde ettigimiz serbest ve
immobilize lakkaz enziminin 24 saatlik siirede metilen mavisi, commasie brilliant blue
G-250 ve kongo kirmizisi iizerindeki renk giderim kapasitesi oldukga basarilidir. Ayrica
6 saatlik inkiibasyon siirelerinin dikkate alinarak karsilastirildigi ¢aligmalarda

(Forootanfar ve dig., 2012; Ezike ve dig., 2020) da performansi daha yiiksektir.

Sentetik boyalarin parcalanmasi lakkazin en ©onemli biyoteknolojik uygulamasidir
(Mogharabi ve dig., 2012). Kullanilan boyalarin kimyasal yapisi renk giderme yiizdesini
etkileyen en Onemli faktorlerden biridir (Gholami-Borujeni ve dig., 2013). Azo
boyalarinin (kongo kirmizisi, metilen mavisi, metil kirmizist vb.) lakkaz tarafindan
bozulmasi, azo bagmin (-N = N-) asimetrik boliinmesiyle baslar ve ardindan boya
yapisina bagli olarak oksidatif boliinme, desiilfonasyon, deaminasyon ve
dihidroksilasyonundan ileri gelir. (Yang ve dig., 2015; Zheng ve dig., 2016). Lakkaz, azo-
boya yapilarini, kromoforik diizeneklerini miiteakip serbest radikal olusumuyla
oksitleyerek parcalamaktadir (Chivukula ve Renganatahan, 1995). Boyalarin enzimatik
bozulmasi, boyanin tamamen uzaklastirilmasia izin veren alternatif bir yaklagimdir

(Suman ve dig., 2021).

Lakkazin sentetik boyalarin rengini giderebilme yetenegi boyanin yapisina baglidir.
Ciinkii biyolojik bozulma mekanizmasi buna goére degisir (Asgher ve dig., 2008).
Immobilize lakkazin yiiksek sicakliga toleransi onu daha uzun siire stabil tutar ve renk
giderme verimliligini arttirir.  Ayrica boyanin  gideriminde enzimin yaninda

immobilizasyon materyalinin kullanimi1 da avantaj saglamaktadir. Bu destekler
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endiistriyel atik sularda bulunan ¢esitli fenolik kirleticilerin ve endokrin bozucularin
katalitik bozulmasinda kullanilmaktadir ve dolayisiyla atik su aritiminda potansiyel
olarak kullanilabilir. Bu afinite deste§i aymi zamanda enzimi solvent kaynakl
inaktivasyona karsi da koruyabilir (Jan ve dig., 2001). Bu agidan ele alindiginda Tablo
4.21’de yer alan Cu-silika aerojelin enzim olmadan gerceklestirdigi renk giderim

yiizdeleri oldukea dikkat ¢ekicidir.

Diger boya gruplanyla karsilastirildiginda trifenilmetan boyalar1 (malasit yesili,
commasie brilliant blue) enzimatik islemlere direnglidir ve renk giderimi i¢in daha uzun
stireye ihtiya¢ duyarlar (Eichlerova” ve dig., 2006). Bu tez ¢alismasinda da gorildigi
tizere malasit yesili lakkaza karsi oldukca direngli bir 6zellik sergilemistir fakat commasie
brilliant blue boyas1 %100 oraninda giderilmistir. Bazi lakkaz enzimler bir medyator
varhginda renk giderim 6zelligini daha iyi sergileyebilmektedir. Ornegin, HBT (1-
hydroxybenzotriazole) yoklugunda, serbest lakkaz kongo kirmizisini yalnizca %43
oraninda renksizlestirmeyi basarirken, hareketsiz lakkazin her iki formu da diazo
boyasinin rengini kismen giderebilmistir. Nanopartikiile immobilize lakkaz, HBT'nin
yokluguna kiyasla HBT'nin varlifinda diazo boyasinin rengini daha etkili bir sekilde
gidermistir (Sadighi ve dig., 2013). Bu tez calismasinda ise kongo kirmizis1 boyasinin
herhangi bir medyatore ihtiya¢ duyulmadan serbest enzimle %83 immobilize enzimle ise

%100 oraninda giderilmistir (Tablo 4.20).

Bir biyokatalizor olarak immobilize edilmis lakkazin etkinligini degerlendirmek igin,
immobilize edilmis tiirevlerin serbest enzimle karsilastirilmasi da olduk¢a uygundur. Bu
calismada immobilize enzim, serbest lakkaza gére boyalar lizerinde daha etkin sonuglar
verdi. Buna gore, lakkazin immobilizasyonu, sistemin c¢alistirilmasinin daha kolay
olmasi, enzimin yeniden kullanilabilmesi ve proses maliyetinin diisiliriilmesi nedeniyle

boya renk gideriminde daha etkin kullanilabilir (Peralta-Zamora ve dig., 2003).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda oncelikle 7. versicolor’dan lakkaz enzimi (5000 U/L), optimum
kosullarda (Ana Kkiiltiir besiyeri: 0,4 g/ KoHPOs, 25 g/L malt 6ziitii, 2 g/l KH2POu;
Sicaklik: 30 °C; Calkalama hizi: 200 RPM, inkiibasyon siiresi: 9 giin) liretildi. Ardindan
fermantasyon sivisi alinarak %20 (a/a) amonyum siilfat ve 2,0:1,0 oraninda ham
ekstrakt:t-biitanol hazirlanan UFA sistemi kullanarak %204 geri kazanimla 2,3 kat
saflagtirildi. Lakkaz 6rneginin safligit SDS-PAGE ve Native-PAGE ile kontrol edildi.
Enzimin optimum sicakligi 70 °C (guakol, ABTS ve 2,6-DMP), optimum pH’s1 ise
kullanilan substrata gore degismekle birlikte guakol i¢in pH 5,5, ABTS i¢in pH 4,0 ve
2,6-DMP i¢in pH 5,0 olarak bulundu. Enzimin sicaklik ve pH stabilitesi arastirildiginda
substrata bagli olarak genis aralikta aktif oldugu gozlendi. Guakol (Kn=3,8 mM;
Vmax=5,3 pmol dak™’ mL'), ABTS (Km=0,2 mM; Vimax=500 umol dak™’ mL™') ve 2,6-
DMP (Ku=0,1 mM; Vimax=68,4 pmol dak! mL™) icin kinetik parametreler belirlendi.
Buna gore enzimin test edilen substratlara gosterdigi afinitenin 2,6-DMP>ABTS>guakol
seklinde oldugu tespit edildi. Farkli inhibitér ve metal iyonlar1 varliginda enzimin
aktivitesi incelendiginde, P-merkaptoetanoliin gii¢lii bir inhibitér oldugu gozlendi.
EDTA'nin ise diisiik seviyede inhibisyona neden oldugu belirlendi. Metal iyonlarindan
MnSOs ve NiSO4'lin aktivatdr olarak islev gordiigii, ancak KCl, NaCl, FeSO4 ve
CaCly’nin 5 mM konsantrasyonda aktivitede %94 ila %100'e kadar inhibisyona sebep
oldugu belirlendi. Diger taraftan, MgSO4 ve CuSOys ise aktivitede onemli degisiklige
sebep olmadi. SDS, Triton-100, Tween-20 ve Tween-80 gibi siirfaktanlarin lakkaz
tizerindeki etkileri farklilik gosterdi. Bunlardan SDS, enzimi tamamen inhibe ederken
Triton-100, Tween-20 ve Tween-80 test edilen diisiik konsantrasyonda (%1, v/v) yaklasik
%50, yiiksek konsantrasyonda (%S5, v/v) ise %58-70 oraninda inhibisyona sebep oldu.
Lakkaz enziminin organik ¢oziiciiler varliginda stabilitesi test edildiginde ise enzimin
kullanilan ¢oziiciilere kars1 dayaniklilik sirast metanol > kloroform > DMSO > etanol >

izopropanol seklinde oldugu belirlendi.

UFA teknigi ile saflastirilan ve biyokimyasal &zellikleri belirlenen lakkaz enziminin daha
sonra destek materyali olarak sentezlenen ve BET, FT-IR, partikiil boyut, TEM, X-IFS ve
zeta potansiyel analizi yapilarak karakterize edilen silika aerojel, Mg-silika aerojel ve Cu-

silika aerojellere optimum kosullarda immobilizasyonu calisildi. Sentezlenen
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aerojellerden silika aerojel 535 m?/g Mg-silika aerojel 437 m%/g, Cu silika aerojel ise 370
m?/g yiizey alania sahiptir. Ayrica gdzenek caplari sirast ile 0,18-0,26 ve 0,53 cm3/g,
gozenek caplar ise 3,85-3,70 ve 5,91 nm olarak elde edildi. Her ii¢ aerojelinde azot
adsorbsiyon/desorpsiyon izotermine gore Tip IV izotermi sergiledigi ve mezogdzenekli
yapida olduklar1 tespit edildi. Basarili bir sekilde sentezlenen aerojellere kovalent ve
adsorpsiyon yontemiyle immobilizasyon denemeleri yapildi. En iyi sonu¢ Cu-silika
aerojel desteginde kovalent baglama yontemi ile gergeklesti. Optimum immobilizasyon
kosullar1 4 saat, 25 °C sicaklik, pH 4,5 ve 12 mg/g lakkaz olarak belirledi. Bu kosullar
altinda T. versicolor lakkazi %93 immobilizasyon verimi ve %93 aktivite verimi ile
immobilize edildi. 10 tekrar kullanim sonucunda aktivitesinin %80’ inin korunmus oldugu

gbzlendi (Sekil 4.25).

Immobilize enzimin biyokimyasal dzellikleri su sekildedir: Optimum reaksiyon sicaklig
60 °C, optimum pH 4,5, K ve Vmax degerleri ABTS substrati i¢in sirastyla 0,35 mM ve
278 umol min' mL!, 2,6-DMP igin sirastyla 0,2 mM ve 178 pmol min' mL " diir.
Immobilize lakkaz enzimi serbest enzime gore 70 °C degerine kadar olan sicakliklarin
timiinde daha yiliksek % bagil aktivite sergiledi. 50 °C sicaklikta 6 saat boyunca
immobilize lakkaz enzimi aktivitesinin %90'in1, serbest enziminde %89'unu korudugu
tespit edilirken ayn siirede diger tiim sicakliklarda immobilize lakkaz enziminin daha
stabil oldugu goriildii. Immobilize enzimin serbest enzime gore daha genis pH araliginda
aktivite gosterdigi goriiliirken immobilize enzimin pH 4,5 altinda ve pH 4,5-6,5 degerleri
arasinda daha stabil oldugu tespit edildi. Immobilize enzimin bir diger dikkat gekici
ozelligi ise 2,6-DMP substratinda Vmax degerinin serbest enzime gore oldukga yiiksek

olmasidir (Tablo 4.18).

Son olarak serbest enzim ve immobilize enzimin metilen mavisi, kongo kirmizisi, malasit
yesili, metil kirmizisi, fenol kirmizist ve commasie brilliant blue G 250 boyalarinin
giderimindeki etkinligi arastirildi. Immobilize enzim commasie brilliant blue G 250 ve
kongo kirmizisi boyalarini 24 saat sonra %100 giderirken serbest enzim i¢in bu degerler
strastyla %64 ve %83 oldu. Ayrica immobilize enzim metilen mavisi boyasini1 24 saat
sonunda %95 serbest enzim ise %65 oraninda giderdi (Tablo 4.20). Bir diger dikkat ¢ekici

bulgu ise Cu-silika aerojelin enzim ilavesiz olarak 24 sonunda metilen mavisini %355
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commasie brilliant blue g 250 boyasini %25, fenol kirmizisint %23 ve son olarak metil

kirmizint %21 oraninda gidermedir.

Birden ¢ok destek materyali kullanilarak iki farkli yontemle immobilizasyon
optimizasyonu gergeklestirilen bu deneysel calisma sonrasi elde edilen immobilize lakkaz
enzimi gerek immobilizasyon verimliligi ve aktivite verimliligi acisindan gerekse de
yiksek boya giderim etkinligi agisindan potansiyel bir endistriyel iiriin 6zelligi
tasimaktadir. 7 versicolor lakkazinin ilk defa Mg-silika aerojel ve Cu-silika aerojele
immobilizasyonunun gerceklestirildigi bu calismada literatiire bu acidan da katki
saglanacag diisiiniilmektedir. Uretimi gerceklestirilen ve boyar madde gideriminde
enzim ilavesiz olarak da etkisi oldugu gozlenen Cu-silika aerojelin etkinliginin

gbzlenmesi agisindan da bu ¢aligma 6nemli bir rol oynamustir.

Bu tez calismasinin, enzim immobilizasyonu ve endiistriyel boyar madde giderimi gibi
cesitli ¢aligma alanlarinda yeni immobilize enzim ve destek materyallerinin tasarimina
katki saglayacagi disiiniilmektedir. Bu calisma da elde edilen veri ve birikimlerle
fonksiyonellestirme sonras1 daha genis ylizey alanina sahip olabilecek Cu-silika aerojel
tiretimi optimize edilebilir ve farkli sinif boyar maddeler iizerine ¢aligsmalar yapilabilir.
Ayrica silika aerojel ve Mg-silika aerojelin de dahil oldugu yeni bir optimizasyon
calismasi ile enzim ilavesiz olacak sekilde yalnizca genis yiizey alanina sahip destek
materyalleri kullanilarak farkli sinif boyar maddeler iizerinde renk giderim ¢alismalar1 da

yapilabilir.
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