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OZET

Onerilen bu projede, c¢icek benzeri sekillere sahip Lakkaz-Cu?* hibrit nanoyapilar
sentezlenerek onlarin farkli deneysel sartlardaki morfolojileri arastirilmistir (pH ve sicaklik
gibi). Enzimatik aktivitenin artma mekanizmasinin nasil gergeklestigi farkli pH ve sicaklikta
aciklanmistir. Bu yapilarin segilen baz1 6nemli endiistriyel boyalarin (acid orange 7 (AO7) ve
malachite green) gideriminde kullanilabilirlikleri arastirilmistir. Basit bir yontemle ve diistik
bir maliyetle sentezlenen Lakkaz-Cu®* hibrit nano yapilarin yiiksek Katalitik aktivite ve
kararliliga sahip olmasi kullanilacak enzim miktarin1 azaltacaktir. Bu durum sentezlenecek
Lakkaz-Cu?* hibrit yapilarin endiistriyel veya biyoteknolojik alanlarda daha genis bir

uygulama alan1 bulmasin1 saglayacaktir.



ABSTRACT

In this proposed project, the Laccaz-Cu®* hybrid nanostructures with flower-like shapes were
synthesized to investigate their morphology in different experimental conditions (pH values
and temperatures). How the mechanism of the increase of enzymatic activity in the different
pH values and temperature) was explained. Dye removal property of these structures was
investigated towards some selected industrial dyes (acid orange 7 (AO7) and malachite green)
which are synthesized with a simple method and at a low cost, have high catalytic activity and
stability, which reduced the amount of enzyme. This can allow the Laccase-Cu®* hybrid

structures to find a wider application area in industrial or biotechnological fields.



1. GIRIS

Bu projenin amact; yeni bir enzim immobilizasyon yontemi kullanilarak Lakkaz-Cu®* hibrit
nano yapilarin sentezlenmesi, karakterize edilmesi ve bazi 6nemli endiistriyel boyalarin (acid
orange 7 (AO7) ve malachite green) kisa siirede verimli bir sekilde ve de az bir maliyet ile
biyolojik olarak giderilmesi amaciyla kullanilabilirliginin arastirllmasidir. Lakkaz enzimi
farkli formlarda hazirlanarak (farkli ylizeylere immobilize edilerek veya Kkiiltiir ortamlarinda
direkt) boya giderimi amaci ile kullanilabilirligi daha 6nce tizerinde ¢aligilmis bir konudur.

Dr. Zare ve ark katalize iirlinler sayesinde toksik ve tehlikeli baz1 maddelerin (6rn ;fenol )
tayinleri lizerinde cicek sekilli Lakkaz-Cu®* hibrit nanoyapilar ile ¢alismiglar ve bunlarin
biyosensor, biyoanalitik cihazlar, biyoyakit hiicreleri ve endiistriyel biyokataliz gibi alanlarda
onemli uygulamalara sahip olabilecegini rapor etmiglerdir (30). Bir baska ¢alisma Zhang ve
ark tarafindan yapilmistir ve dogal lakkazin (Lac) tizerine polietilenimin (PEI) yerlestirerek
bunu takiben glutaraldehitle capraz baglamislar ve yeni bir biyokatalizér (LacPG) imal
etmislerdir. Elde edilen LacPG'nin stabilitesi oldukca yiliksek cikmistir ve pH-sicaklik
degisimlerine kars1 daha dayanikli oldugu goriilmiistiir. Anyonik bir boya olan Acid Orange 7
(AO7) igeren suyun renksizlestirilmesi i¢in yapilan deneylerde; LacPG'nin renk giderme
oraninin Lac'inkinden yaklasik 3 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, LacPG
tizerindeki PEI kaplamanin AO7'deki bozunmay1 hizlandirdigi ve LacPG'nin renk giderme
verimliligini artirdig1 diistindiirmektedir. Ancak katyonik bir boya olan Malachite green (MG)
iceren suyun renksizlestirilmesi icin yapilan calismalarda AO7 i¢in elde edilen sonuglarin
aksine, Lac kullanilarak yapilanlara kiyasla LacPG kullanilarak yapilanlar yavas yavas renk
giderme kinetigi ve daha diisiikk renk giderme verimi gostermistir. Bu durumun nedeni ise
sOyle aciklanmistir; LagPG ,lakkaz enzimine gore boyut, molekiiler agirlik, zeta potansiyel ,
izoelektrik nokta (PI) gibi degisikliklere ek olarak PEI kaplamadan dolayr oldukg¢a pozitif
yiiklii gruplara sahiptir. LacPG'nin ylizey kimyas1 degisikligi, anyonik substratin, anyonik azo
boya igeren suyun renk giderme i¢in elverisli olan gelismis elektrostatik ¢ekim vasitasiyla

LacPQG ile reaksiyona girmesine daha fazla firsat tanimaktadir (27).

Yapilan bu cesitli calismalardan farkli olarak 6nerilen proje kapsaminda organik kisim olarak
lakkaz enzimi -inorganik kisim olarak Cu?* iyonu kullamlarak fosfat tamponu
ortaminda(PBS) cicek benzeri Lakkaz-Cu®* hibrit nano yapilar sentezlenecektir ve boya

giderimi amac1 ile kullanilabilirlikleri arastirilacaktir. Sentezledigimiz enzim-hibrit



nanoyapilarin  serbest enzimlere gore gosterdigi yiliksek aktivite ve kararliliktan
yararlanilacaktir. Ayrica farkli pH’larla sentezlenecek olan hibrit nano yapilarin hem anyonik

hem de katyonik boya i¢eren sularda etkili olmasi beklenmektedir.

Cevresel su aritiminda boyalar1 ortadan kaldirmak muazzam bir miicadeledir. Boyar madde
iceren bu atik sularin herhangi bir alic1 ortama verilmeden 6nce uygun yontemlerle mutlaka
aritilmasi gerekmektedir. Biitlin atik sularin aritimi i¢in uygun tek bir yontem yoktur. Lakkaz
enzimi kirleticileri benzersiz bir sekilde bozabilen, ¢evre dostu ve verimli bir biyokatalisttir.
Bununla birlikte, kirleticilerin bozunmasinda lakkaz kullanimi c¢evresel degisikliklere
duyarlilig1 ve zayif yeniden kullanilabilirligi nedeniyle oldukg¢a sinirlidir. Proje kapsaminda
basit bir yontemle Lakkaz-Cu®* hibrit nanoyapilar sentezlenerek endiistriyel agidan dnemli
bazi boyar maddelerin diisik maliyetli ve kisa siirede biyolojik olarak aritilmasi

amaglanmaktadir. Bu bilgiler 1s181nda proje kapsaminda;

1- Lakkaz enzimi ile Cu** metal iyonlar1 kullamlarak fosfat tamponu(PBS) ortaminda,
enzimdeki amin gruplar ile Cu? iyonlar arasindaki koordinasyon sonucu ¢icek sekilli hibrit
nano yapilar sentezlenecektir.

2- pH, sicaklik, enzim ve metal iyonlar1 derisimi gibi parametrelerin sentezlenecek hibrit
nano yapilarin morfolojisi tizerine etkisi incelenecektir.

3- Farkhi deneysel sartlarda sentezlenen Lakkaz-Cu®* hibrit nano yapilarin protein
enkapsiilasyon oranlar1 hesaplanacaktir.

4- Farkh deneysel sartlarda sentezlenen farkli morfolojiye sahip Lakkaz-Cu®* hibrit nano
yapilarin aktivite tayinleri yapilacak ve aktivite Olglimleri i¢in en ideal pH ve sicaklik
degerleri belirlenecektir. Ayrica Ky Ve Vinax gibi bazi kinetik degerleri hesaplanacaktir.

5- Lakkaz-Cu®" hibrit nano yapilarin morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ve
taramali tiinelleme mikroskobu (STM) ile karakterize edilecektir. Lakkaz-Cu?* hibrit nano
yapilarin X-151m1 kirmmim (XRD) ile kristal yapilar1 ve FTIR ile kimyasal yapilari agiga
kavusturulurken, dinamik 1s1k sa¢ilimi1 (DLS) ile etkin yarigaplar1 ve Zeta potansiyel ile yiizey
yiiklerin tiirii ve siddeti Olgiilecektir. Bradford yontemi ile sentezlenen Lakkaz-Cu®* hibrit
nano yapilarin enzim igerigi saptanacaktir.

6- En yiiksek aktivite gosteren Lakkaz-Cu?* hibrit nano yapinin morfolojisi tespit edilerek,
anyonik bir boya olan Acid Orange 7 (AQO7) ve katyonik bir boya olan Malachite green (MG)

‘in giderilmesinde kullanilacak ve ideal boya giderme sartlar1 belirlenecektir. Ayrica, Lakkaz-



Cu?* hibrit nano yapinin yiizey yiiklerinin anyonik ve katyonik bir boyalar1 giderilme

performanslar incelenecektir.



2. GENEL BILGILER

Endiistriyel faaliyetlerin sonucu olarak c¢evreye verilen boyar maddeler, atik sularda
tanimlanmuis ilk kirleticilerdir. Su kirliliginin en bariz gostergesi olan boyalardan bazilar1 ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda bile goriilebilmektedir. Bu boyar maddeleri iceren atik sular
herhangi bir dogal bir su ortamina karigtiklart zaman; suyun tadini, kokusunu, goriintiisiinii
bozabilir, gaz ¢ozinlrligi gibi pek ¢ok o6zelligini degistirebilir. Bu durum sudaki dengeyi
bozmakta ve canlilar i¢in tehdit olusturmaktadir. Bu ve benzeri nedenlerden dolay1 endiistriyel
atik sularin ¢evredeki herhangi bir alici ortama verilmeden 6nce mutlaka en uygun yontemler
kullanilarak aritilmasi, renginin giderilmesi ve daha sonra alict ortama verilmesi

gerekmektedir.

Azo, trifenil metan ve ftalosiyanin gibi farkli kromofor gruplarin varligi, boyar maddelerin
yapisal ¢esitliligini saglamaktadir. Cogu sentetik boyar maddeler toksik, karsinojen ve
genotoksik etkiler de gostermektedir. Mevcut atik su sistemleri ise, bu tip atiklardan inatci
boyar maddeleri ve diger organik kalintilar1 tamamen uzaklastirmakta yetersiz kalmaktadirlar.
Boyama atik sularimin aritilmasi i¢in adsorpsiyon, koagiilasyon, oksidasyon, filtrasyon ve
tyonlastirici radyasyon gibi kimyasal ve fiziksel yontemler gerekmektedir. Bu yontemlerin
timil farkli renksizlestirme yetenegine, sermaye maliyetine ve operasyon hizina sahiptir. Bu
yontemler arasindan koagiilasyon ve adsorpsiyon yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak
bunlar biiyiik miktarlarda atia yol agmaktadir. Bu nedenle biyolojik prosesler, diigiik maliyet
ve az ¢amur olusturmalari nedeniyle giderek onem kazanmaktadir. Atik sularin biyolojik
aritiminda baslica bakteriler, mantarlar ve algler kullanilmaktadir. Literatiirde ki ¢alismalarda
boya gideriminde funguslarin 6zellikle ligninolitik enzimlerin rol aldigi belirtilmistir. Bu
nedenle enzimatik yontemler, boya giderimi uygulamalarinda son yillarda biiyiik ilgi
gormektedir. Enzimatik yontemlerin diger yontemlere gore pek ¢ok iistiinliigii vardir. Ornegin;
enzimlerin segiciligi yiiksektir, enzimler gevresel degisikliklere dayaniklidir (genis bir pH,
sicaklik ve tuzluluk araliginda calisabilirler), enzimlerle yapilan ¢aligmalarin kontrolii basittir
ve seyreltik atiklar1 bile etkili bir sekilde giderebilirler. Ayrica ticari olarak saglanan
enzimlerin biiyiik miktarlarda iiretilmeleri, diger metotlarla karsilastirildiginda maliyeti daha

da dusiirebilir.
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Ancak serbest enzimlerin yasam siireleri kisa ve reaksiyon ortamindan ayrilmalar1 ve tekrar
kullanimlar1  zordur ve belli bir maliyet gerektirir. Pratikte Ozellikle endistriyel
biyokatalizorler olarak kullanilmalar1 igin, enzimlerin etkinliklerinin, aktivitelerinin,
kararliliklarinin ve geri kazanimlarinin arttirilmas1 gerekmektedir. Bu amagla enzim
immobilizasyonu, enzim modifikasyonu ve protein mihendisligi gibi bazi yaklasimlar
gelistirilmektedir. Ancak immobilizasyon calismalarinda, birka¢ enzim harig, immobilize
(sabitlestirme) edilen enzimlerin serbest enzime gore kararhiliklarnin artmis fakat
aktivitelerinin diigmiis oldugu gézlenmistir. Immobilize enzimlerin aktivitelerinin diismesinin

baslica sebepleri;

-immobilizasyon islemi sirasinda enzimi inaktif hale getiren ¢oziiciiler kullanilmasi
-sabitlesen enzimler i¢in anlamli bir kiitle transferinin olmamasi
-immobilizasyon sirasinda protein ile destek malzeme arasinda kimyasal bir reaksiyonun

olusmasi ve enzimin yapisal degisiklige ugramasi sayilabilir.

Bu durum biyokatalitik sistemlerin genis bir uygulama alanina sahip olmasini
engellemektedir. Dr.Zare ve arkadaslari tarafindan yakin bir zaman 6nce, etkinligi arttirilmig
yeni ve farkli bir immobilize enzim uygulamasi 6nerilmistir. Caligmada hem organik (protein)
hem de inorganik (Cu(I)fosfat) kisimlardan olusan hibrit nano yapilar sentezlenmistir. Ayrica
bu calismada, lakkaz enzimi ile olusturulan hibrit yapilarin aktivitesinin serbest enzime gore
4.5/6.5 kat arttig1 ve serbest enzim aktivitesinin %50 sini 10 giin sonra kaybederken ayni
sartlarda lakkaz hibrit yapilarin baslangic aktivitelerinin %95’ini 2 ay boyunca korudugu

belirtilmistir. Diger enzimler i¢in de benzer sonuglar elde edilmistir.

Atik sulardaki boyalarmm renk gideriminde yaygin olarak iizerinde c¢aligilan enzimler
oksidorediiktaz enzimleridir. Ancak yapilan ¢alismalar i¢inde enzim yerine enzim-hibrit nano
yapilarin boya giderimi amaci ile kullanilabilirliginin heniiz arastirilmadigi goriilmiistiir. Bu
nedenle onerilen bu projede, ¢igek benzeri sekillere sahip Lakkaz-Cu®* hibrit nano yapilar
sentezlenerek, farkli deneysel sartlarda morfolojileri aragtirilacak, enzimatik aktivitenin artma
mekanizmasinin nasil gerceklestigi agiklanmaya calisilacak ayrica ideal pH-sicaklik, pH
stabilitesi, termal stabilite gibi baz1 6zellikleri ve Ky ve Vmax gibi kinetik 6zellikleri secilen
substratlara (guaiakol, veratil alkol, 2,6 dimetoksi fenol gibi) karsi belirlenecek ve bu
yapilarin anyonik bir boya olan Acid Orange 7 (AO7) ve katyonik bir boya olan Malachite
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green (MG) ‘in giderilmesinde kullanilabilirlikleri arastirilacaktir. Calisma sonuglar1 lakkaz

enzimi ve LacPG ile yapilan ¢aligmalar ile karsilagtirilacaktir.

Sanayilesme, tarim ilaglari, hizli niifus artisi, kimyasal giibreler ve benzeri pek ¢ok unsur
cevre kirliligine 6zellikle su kirliligine neden olmaktadir. Sanayi kuruluglarinin ¢evre iizerine
olumsuz etkisi sayilan diger unsurlardan ¢ok daha fazladir. Atik su olusturan gida, kagit ve
seliiloz, komiir madenleri, petrol, metal, kauguk/plastik ve benzeri pek ¢ok isletme arasinda
tekstil endiistrisi diger sektorlere gore olusturdugu atik su durumu goéz Oniine alindiginda
cevreyi en ¢ok kirleten endiistri olarak nitelendirilmektedir (1).

Diinya genelinde yilda 7.10° ton, yaklastk 10.000 farkl: ticari boya ve pigment iiretilmektedir
(2). Boyama islemi sirasinda boyanin yaklasik %10-15’nin atik suya gegtigi rapor edilmistir
(3). Atik sularda tanimlanmis ilk kirleticiler; endiistriyel faaliyetler sonucu cevreye verilen
boyar maddelerdir ve bu atik sular herhangi bir dogal bir su ortamina karistiklar1 zaman;
sularin bir¢ok 6nemli Ozelligini degistirirler. Bu da sudaki dengeyi bozmakta, fotosentez-
solunum dengesini degistirerek ¢Ozlinmiis oksijen seviyesini azaltmakta ve aerobik
organizmalari olumsuz yonde etkilemektedir (4). Ustelik baz1 boyalar canlilar i¢in toksik hatta
karsinojeniktir. Bu etkenler goz oniine alindiginda sularin aritilmasi sadece cevre kirliligini

onlemede degil insan ve diger canlilarin hayatin1 koruma noktasinda biiyilkk 6neme sahiptir

).

Atik sularin renk giderimi i¢in kullanilan tek bir yontem yoktur. Atik suyun ve kirliligi
olusturan boyanin ¢esidine gore kullanilacak yontem degismektedir (7). Bu yontemler fiziksel,
kimyasal ve biyolojik aritma olmak tizere 3 kisimdir (6,7,8). Genellikle fiziksel ve kimyasal
yontemler daha ¢ok kullanilmaktadir. Fakat bu yontemler hem ekonomik degildir hem de
fazla miktarda ki kirleri aritmak igin ideal degildir. Ustelik bazilarmin uygulanmas: sirasinda
asirt kimyasal kullaniminin ikincil bir ¢evre kirliligine neden olmasi, asir1 miktarda enerji
tiketimi, farkli Ozelliklerdeki tim atik sulara adapte edilememe gibi dezavantajlari bu
yontemlerin uygulamasini kisitlamaktadir (7,14). Bu dezavantajlardan dolayr biyolojik
yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir ¢linkii biyolojik yontemlerle yapilan aritmanin ¢evreye daha
duyarli oldugu diisiiniilmektedir (4,10). Literatiirde 6zellikle tekstil atik sularindan boya
gideriminde funguslarin kullanimut ile ilgili pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (12,13,16,17).
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Yapilan caligmalara gore boya gideriminde funguslarin 6zellikle ligninolitik enzimlerinin rol
aldig1 belirtilmistir (11,12,15). Enzimatik yontemlerin ¢esitli tistiinliikleri vardir (18). Bunlara;
enzimlerle yapilan ¢alismalarda prosesin kolay ve kontroliiniin basit olmasi, enzimlerin genis
bir pH, sicaklik ve tuzluluk araliginda caligsabilmesi, yiiksek segicilige sahip olmalar1 ve
seyreltik atiklar1 bile etkili bir sekilde giderebilmeleri sayilabilir. Ayrica enzimler ¢evreye
zarar vermezler, toksik etki potansiyelleri diisiiktiir, suda yiiksek ¢oziintirlikk gosterirler,
substratlarla kompleks halinde katalitik aktiviteleri yiiksektir, kendilerine has substratlarla
kompleks olustururlar ve girdikleri tepkimelerde istenmeyen {irlin olusturmazlar (19). Bu
avantajlarin yansira serbest enzimler dezavantaj ve sinirlamalar1 da beraberinde getirir.
Ornegin; suda ¢oziinmiis halde dayanikli degillerdir, pahali biyoaktivatorlerdir, organik
¢oziicli varliginda kolayca denatiire olurlar, sicaklik artis1 ve pH degerindeki degismelere asir1
duyarlidirlar, kullanilan enzimin yeniden kullanilmasi ve ¢ozeltiden tekrardan elde edilmesi
miimkiin degildir. Serbest enzimlerin bir¢ok arastirmaya konu olmasi ve hala da popiiler bir
aragtirma konusu olmasi arastirmacilari bu dezavantajlar1 tolere etmeye ve enzimleri farkli

sekillerde kullanmaya yoneltmistir.

Enzimlerin daha etkin bir sekilde kullanilmasi amaciyla gelistirilen tekniklerden bazilar
immobilizasyon ve kimyasal modifikasyondur. Kimyasal modifikasyon yontemi ile enzimin
katalitik aktivasyonu kismi artis gosterse de enzim stabilizasyonunda azalma goriilmiistiir.
Bunun yanisira pahali olmasi, veriminin diisiik olmasi, zaman alic1 ve uzmanlik gerektiren bir
islem olmas1 gibi dezavantajlar1 nedeniyle kimyasal modifikasyon yontemine karsin enzim
immobilizasyonu yontemi yaygin olarak kullanilir (20). Enzimleri kat1 desteklerin yiizeyine ya
da igerisine yerlestirirken kovalent, kovalent olmayan, kapsiilleme ve capraz baglama gibi
yollara gidilir. Ornegin; enzimler kovalent ve kovalent olmayan baglarla organik ve inorganik
nano malzemelerin {izerlerine yerlestirilirken; nano ve mikro gdézenekli nano malzemeler
igerisine; sol-gel malzemeler ve fosfolipid kokenli zarlar igerisinde tutulmus ve bazi polimer

zincirlerine ve matrislerine ¢apraz baglanmistir (21).

Enzim immobilizasyonlarinda nano malzemelerin destek olarak kullanilmasinin sebepleri,
nano malzemelerin genis yiizey alanina sahip olmasi ve enzimlerin kolayca yiizey alanina
baglanabilmesi, boyutun ve seklin kolaylikla kontrol edilebilir olmasi1 gibi drnekler verilebilir.
Genis yiizey alanina sahip nano malzemeler ¢ok sayida enzimin yilizeye baglanmasina olanak

vermistir. Bu sayede enzimlerin yiiksek katalitik aktivite ve kararlilik gostermeleri {izerine
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calistlmistir. Ancak bir calisma disinda, immobilize edilen enzimlerin kararliliginin ve
cevresel sartlara direncinin artmasina ragmen katalitik aktivitesinin diistiigli goriilmiistiir.
Immobilize enzim aktivasyonunun arttig1 nadir &rneklerden biri olan Ackerman ve
arkadaglarinin  organofosfor hidrolaz enzimini karbonil, metil-ve aminopropil ile
fonksiyonellestirerek 30 nm boyutunda gozeneklere sahip olan mikro boyutlu silika
parcaciklarin igerisinde tutmak suretiyle serbest enzime gore %200 daha yiiksek enzim
aktivitesi gozlemislerdir (22). Ancak immobilize enzimlerin katalitik aktivitelerinin diisiik
olmasi uygulamalarina sinirlama getirmektedir. Bu nedenle, gelistirilmis enzimatik etkinlige
sahip enzimlerin hazirlanmasi i¢in basit, verimli ve yeni bir yaklasimin gelistirilmesine ihtiyag
vardir. Son bir kag¢ yildir, farkli bir enzim immobilizasyon yaklagimi kullanilarak enzimlerin
aktivitesinin ve kararliliginin yiikseltilmesi hedeflenmektedir. Bu amagla bazi protein (enzim)
ve metal iyonlarinin inkiibasyonu ile ¢igek sekilli hibrit yapilarin sentezi literatiirde rapor
edilmistir. Serbest enzimlere gore sentezlenen hibrit nano yap1 formundaki enzimlerin

aktivitesinin ve kararliliginin dikkat ¢ekici olgiide arttigi belirtilmistir (23,24,25,26).

Cigek benzeri sekillere sahip hibrit nano yapilar ilk defa Dr. Zare ve arkadaglar tarafindan
Onerilmistir. Zare ve arkadaslari, inorganik bilesen olarak Cu?* iyonu ve organik bilesen
olarak ¢esitli protein ve enzimleri kullanarak nano yapraklardan olusan cigek benzeri sekillere
sahip protein-inorganik hibrit yapilarin olusum yontemini rapor etmislerdir. Sentezlenen ¢igcek
sekilli hibrit yapilar mikrometre (um) boyutlarinda olmasina ragmen, nano metre (nm)
boyutlu yapraklardan olugmalari ve enzimin nanometre boyutlarina hapsedilmesi nedeni ile
“nanoflowers” olarak ilk defa bu grup tarafindan adlandirilmistir .Arastirmacilar bahsedilen
calismalarinda, geleneksel immobilizasyon teknikleri ile karsilastirildiginda cicek benzeri
sekillere sahip enzim-inorganik hibrit yapilarin kararliliginin ve aktivitesinin serbest
enzimlere ve diger immobilizasyon teknikleri uygulanan enzimlere gore dikkat ¢ekici 6lgiide

arttigin1 gostermislerdir (24).

Lakkaz c¢esitli bitkiler ve fungus tiirleri tarafindan salgilanan ¢ok uglu bir oksidorediiktazdir ,
fenolik kisimlar1 ve amin bilesiklerini okside edebilir. Lakkazin oksidasyon araligi, ABTS
(2,2’-azinobis (3-etil-benzotiazolin 6 sulfonat)), HBT (1-hidroksibenzotriazol) ve dogal
mediatorler gibi redoks mediatorleri ile kombinasyon yoluyla fenolik olmayan substratlara
genisletilebilir. Lakkazin boyalar igeren atiklarda dahil olmak iizere atik su aritiminda

kullanilmast ilgi c¢ekmektedir. Bununla birlikte, atik su aritiminda lakkazin dogrudan
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kullanimi, cazip bir segenek degildir, ¢linkii enzim pahalidir ve yeniden kullanilabilirligi
zayiftir, dogrudan c¢ozlintirligi yiliksektir ve diisiik kararliliga sahiptir. Ayrica c¢evresel
kosullardaki ( pH ve sicaklik) ve uzun saklama siiresindeki degisikliklerin, bu enzimi deaktive
ettigi  bilinmektedir. Pratik uygulamalarda lakkazi uygulamak igin, kararli ve tekrar
kullanilabilir lakkaz tiirevleri hazirlanmalidir. Lakkazin kati destegin igine sabitlenmesi,
mevcut en iyl hazirlanma stratejilerinden biridir. Beklendigi gibi, immobilizasyon lakkazin
stabilitesini arttirir. Lakkaz basit bir kati-sivi ayirma veya manyetik ayirma kullanilarak
kolaylikla geri doniistiiriilebilir. Ne yazik ki, substratlarin yiiksek dagilma sinirlart nedeniyle
ve immobilizasyon sonrasinda kullanilamayan fazla miktarda lakkaz nedeniyle ciddi bir
enzimatik aktivite kaybi1 meydana gelir. Coziiniir formdaki enzimlerin stabilizasyonu son
zamanlarda kat1 konak¢1 tarafindan enzimlerin stabilize edilmesine umut verici bir alternatif
olarak gelistirilmistir (27). Ancak bizim kullanacagimiz teknik bu yontemlerden ¢ok daha
istiindiir. Bu ¢alismada geleneksel immobilizasyon yontemleri yerine yeni bir immobilizasyon
teknigi kullanilarak Lakkaz-Cu®* hibrit nanoyapilar sentezledik ve atik su aritiminda membran
tekniklerinin yaygin olarak kullanilmasini g6z Oniine alarak, basit bir enzimatik membran
reaktdrii tasarlamay diisiindiik. Elde edilen Lakkaz-Cu®" ayristirilmasi ve geri déniistiiriilmesi
icin bir ultrafiltrasyon uygulayarak anyonik ve katyonik azo boyalarinin suda renk agma

isleminde kullanilmasi arastirilacaktir.

Boyar maddeler; ¢oziintirliik, kimyasal yapi, boyama o6zellikleri gibi cesitli karakteristikleri
g0z Oniine alinarak siniflandirilir (28,29). Boyar maddeler {i¢ grupta incelenebilir;

1. Katyonik boyar maddeler: Bazik boyar maddeler ( 6rn: MG)

2. Anyonik boyar maddeler: Direkt, asit ve reaktif boyar maddeler (6rn:AO7)

3. Iyonik olmayan boyar maddeler: Dispers boyar maddeler

Yaptigimiz 6n deneylerde hazirlanan Lakkaz-Cu®* hibrit nano ¢igeklerin boya giderimi amaci
ile etkili bir sekilde kullanilabilecegi goriilmiistiir. Bu nedenle onerilen bu projede, ¢icek
benzeri sekillere sahip Lakkaz-Cu?* hibrit yapilar sentezlenerek, farkhi deneysel sartlarda
morfolojileri arastirilacak, enzimatik aktivitelerinin artma mekanizmasinin nasil gergeklestigi
aciklanmaya caligilacak ve bu yapilarin anyonik bir boya olan Acid Orange 7 (AO7) ve
katyonik bir boya olan Malachite green (MG) ‘in giderilmesinde kullanilabilirlikleri

arastirilacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

1.Lakkaz-Cu®" hibrit nano yapilarin sentezi

Calismada enzim-inorganik hibrit nano yapilarin sentezinde organik kisim olarak Lakkaz
enzimi, inorganik kisim olarak (CuSO4.5H,0) kullanilacaktir. Belli konsantrasyonda suda
¢oziinmiis CuSOy belli konsantrasyonda Lakkaz enzimi igceren 10 mM fosfat tamponlu tuz
cozeltisine (pH 7.4) eklenir. Olusan ¢ozelti hizlica vorteks edilir ve oda sicakliginda 3 giin
boyunca inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi, olusan mavi renkli ¢okelek, gicek sekilli hibrit
yapilarin olustugunu gosterir. Olusan iirlin santrifiij edilir ve elde edilen kat1 suda ¢oziiliir ve
tekrar santrifiij edilir. Elde edilen mavi renkli cokelek etiivde kurutulur ve sonraki

uygulamalar i¢in saklanir.

Hibrit nano yapilarin sentezi Sekil 1° de gosterildigi gibi; ilk olarak bakir ve fosfat bir araya
gelerek [Cu3(POg)2] nanokristalleri olusur. Bu asamada protein molekiilleri cogunlukla Cu(II)
iyonlar1 ile ozellikle proteinin yapisindaki amin gruplarinin koordinasyon bagi ile
baglanmasiyla agregatlar olustururlar. Bakir fosfat nano kristallerinin ¢ekirdeklenme
alanlarinin olusmasini1 bu agregatlar saglar. Sonrasinda ise protein molekiilleri ve primer
kristaller iri topaklar meydana getirirler. Bakir fosfat kristallerinin kinetik olarak kontrolii,
agregatlarin ylizeyindeki bakir baglayici bolgelerden kaynaklanir bu sayede ayr1 ayr1 yapraklar
olusur. Nano boyuttaki bu yaprak sekilli yapilar bir araya gelerek birbirine baglanirlar ve

anizotropik biiyiime ile ¢igek benzeri sekillere sahip yapilar olustururlar.

Sekil 1. Enzim-Cu®* hibrit nano yapilarm sirasi ile 1 ginlik, 2 ginlik ve 3 ginlik

inkiibasyonlar1 sonucu morfolojileri yer almaktadir.
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2.Lakkaz-Cu®" hibrit nano yapilarin protein iceriginin belirlenmesi

Sentezlenecek enzim-inorganik hibrit yapilarin protein icerigi Bradford (1976) metoduna gore
belirlenecektir. Bu yontemde boya olarak kullanilan Coomassie Brillant Blue G-250, negatif
bir ylike sahiptir ve protein iizerindeki pozitif yiike baglanir. Boyanin kirmizi (Amax=465 nm)
ve mavi (Amax=595nm) formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma
doniigiimiinii saglar. Bu yontemin bozucu faktorlere karsi hassasiyeti olduk¢a azdir (1- 100 pg
arasi). Reaksiyon yiiksek oranda tekrarlanabilir ve hizli cereyan eder, iki dakikada tamamlanir.
Bradford yontemi ile protein tayini su sekilde gerceklestirilecektir: 1 mL’sinde 1 mg protein
ihtiva eden bovine serum albumin (BSA) ¢ozeltisinden deney tiiplerine belli miktarlarda
konur ve saf su ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1 mL’ye tamamlanir ve 4,9 mL Coomassie Brillant
Blue G-250 ¢ozeltisi ilave edilerek vorteks ile karistirilir. Daha sonra 595 nm’de 3 mL’lik
kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okunur. Kor olarak, 0,1 mL enzim numunesinin
icinde bulundugu tampondan ve 4,9 mL Coomassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden olusan
karisim kullanilir. Elde edilen sonucglardan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein
degerleri standart grafik haline getirilir. Bu standart grafik kullanilarak protein miktarlar
belirlenir.

Coomassie brillant blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢6zelti):
100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 mL %95°lik etanolde ¢oziiliir, bu ¢ozeltiye %95’lik
100 mL fosforik asit ilave edilerek ¢6zeltinin hacmi saf su ile 1 L’ye tamamlanir. Hazirlanan

¢Ozelti karanlik ortamda muhafaza edilir.

3.Lakkaz-Cu?* hibrit nano yapilarin karakterizasyonu

Sentezlenecek olan Lakkaz-Cu®* hibrit nano yapilarm morfolojisi SEMve STM ile
karakterize edilecektir. EDX (Energy dispersive X-Ray; Enerji dagilimli X-1ginlar1 analizi)
Slgiimleri ile Cu?* metalinin varligi belirtilecektir. XRD (X-Ray Diffraction; X-1sin1 Kirmnimi)
Slgiimleri ile Lakkaz-Cu?* hibrit nano yapilarin kristal yapilart aydinlatilacak, DLS (Dynamic
Light Scattering) 6l¢iimleri ile hibrit yapilarin etkin yarigaplar1 ve Zeta potansiyel ile yiizey

yiiklerin tiirti ve siddeti 6lciilecektir.

4.Lakkaz-Cu?* hibrit nano yapilarin aktivitesinin ve kararhliginin test edilmesi
Sentezlenecek olan Lakkaz-Cu®" hibrit nano yapilarin katalitik aktivitesinin ve kararhhigimn
nasil degisim gosterdigi sistematik olarak incelenecektir. Bu amagla Lakkaz-Cu®" hibrit nano

yapilarin ideal pH ve sicaklik, pH stabilitesi, termal stabilitesi gibi baz1 6zellikleri ile ¢igek
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sekilli hibrit yapilarin morfolojisini nasil etkiledigi agiga cikarilacak ve bdylece olusum

mekanizmanin agiklanmasi saglanacaktir.

5.Lakkaz-Cu** hibrit nano yapilarin bazi tekstil boyalarmmin giderimi amaciyla
kullanilabilirligi

Enzimatik renk gideriminde optimum kosullarinin belirlenmesi ic¢in; pH, baslangi¢c boya
konsantrasyonu, enzim miktari, inkiibasyon siiresi, sicaklik gibi parametreler ile ¢alisilacaktir.
Enzimatik dekolorizasyon i¢in kullamlacak Lakkaz-Cu®" hibrit nano yapilar daha énce yapilan
enzim aktivite c¢alismalarinin sonucunda elde edilen en iyi aktivite sartlarina sahip
sentezlenmis yapilar olacaktir. Sentezlenen bu hibrit nano yapilarin segilen bazi tekstil
boyalarinin gideriminde kullanilabilirliginin belirlenmesi amaciyla segilen her bir boyanin
gideriminde Lakkaz-Cu?" hibrit nano yapilar icin optimum sartlar (optimum pH, optimum
sicaklik vb) belirlenecektir. Bu amagla belirli derisimlerde boya ¢ozeltileri hazirlanacak ve
hazirlanan bu boya ¢o6zeltilerinin maximum absorpsiyon gosterdigi dalga boylarinda baslangig
absorbans degerleri belirlenecektir. Daha sonra belirli sartlarda (pH, sicaklik vb) serbest
lakkaz enzimi ve Lakkaz-Cu?* hibrit nano yapilarla belirli siireler inkiibe edilecek ve belirli
zaman araliklarinda Lakkaz-Cu®* hibrit nano yapilar santriflij edildikten sonra supernatant
kisimlarinin absorbans degerleri okunacaktir. Bu spektrofotometrik Ol¢limler sonrasinda

asagidaki esitlik kullanilarak her bir boya i¢in % Boya giderimi hesaplanacaktir.
% Boya giderimi= (Ai - Af)/Ai x 100

Burada; Ai: belirli derisimde hazirlanan boyanin baglangi¢ absorbansi

Af: belirli derisimde hazirlanan boyanin belirli bir siire enzimle inkiibe edildikten sonraki
absorbans1

Absorbans ol¢iimleri segilen her bir boya i¢in max absorpsiyon yaptigi spesifik dalga boyunda
yapilacaktir. Onerilen proje kapsaminda secilen boyalar; anyonik bir boya olan Acid Orange 7
(AO7) ve katyonik bir boya olan Malachite green (MQG) 0zellikleri farkli endiistriyel
boyalardir.
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6.Lakkaz-Cu®* hibrit yapilarin boya gideriminde tekrar kullanilabilirligi

—~ /

Santrifiij

Enzim -Cu2*-boya karigimi Boya giderimi Enzim -Cu?*-¢okeltisi Yeni boya ¢ozeltisi eklenmesi

S A

Enzim-Cu?*
hibrit yapi . Boya

Sekil 3. Lakkaz-Cu®" hibrit nano yapilarin boya gideriminde tekrar kullanabilirligi
Lakkaz-Cu®* hibrit nano yapilarin boya gideriminde tekrar kullanilabilirligi Sekil 3’de

gosterilmistir. Her bir boya giderimi i¢in % Boya giderim degeri hesaplancak ve sentezlenen

bu hibrit yapilarin tekrar kullanilabilirligi test edilecektir.
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4. BULGULAR

ST DA

10 pm EHT =25.00 kV Signal A = SE1 Date :4 Dec 2015
WD = 6.5mm

2pm EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :4 Dec 2015
WD = 65mm

@ ernam
Mag= 300KX Chamber = 4.77e-004 Pa

@ ernam
Mag= 15.00K X Chamber = 4.74¢-004 Pa

2pm EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date 4 Dec 2015
WD = 6.5mm

@ ernam
Mag= 1500KX Chamber = 4.74e-004 Pa

Sekil 1. Lakkaz-Cu?* hibrit nano ciceklerin SEM resimler (0.1 mg mL™? lakkaz kullanilarak

PBS igerisine dnce metal iyonu eklendiginde).
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Sekil 2 de ise 0.02 mg mL™ lakkaz kullamlarak PBS icerisine enzimden sonra metal iyonu
Cu?" eklendiginde oda sicakliginda elde edilen Lakkaz-Cu?* hibrit nano ¢igeklerin resimleri

verilmektedir. Nano ¢igekler 14 um civarindadir.

2 pum EHT = 25,00 KV Signal A = SE1 Date 25Nov 2015 (= oM 2 pm EHT = 25.00kV Signal A = SE1 Date 25Nov 2015 = orom
Wo= 65mm Mag= 10.00KX Chamber = 5.10e-004 Pa W=, 650 5m Mag= 10.00KX Chamber = 5.10e-004 Pa

Sekil 2. Lakkaz-Cu®" hibrit nano ciceklerin SEM resimler (0.02 mg mL™ lakkaz kullanilarak

icerisine enzimden sonra metal iyonu Cu?* eklendiginde).
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Sekil 3 de ise 0.02 mg mL™ lakkaz kullamlarak PBS icerisine enzimden sonra metal iyonu

Cu?* eklendiginde +4°C elde edilen Lakkaz-Cu®* hibrit nano ¢iceklerin resimleri

verilmektedir. Nano ¢igekler oldukca diizenli olmakla beraber 9um civarindadir. +4°C

sentezlenen cicek sekilli nano yapilar oda sicakliginda sentezlenenlere gore ¢ok daha diizenli,

kiiresel ve kompak olarak iiretilmistir.

10 = i = F L =
um EHT =25.00kV Signal A = SE1 Date 5Jan2015 o oromM 25.00kV Signal A = SE1 Dats 5Jm2015 (o ornom
WO=:7.&mn Mag= 300KX Chamber = 5.740-004 Pa D Msg= 18.00KX Chamber = 3.236-004 Pa

EHT = 25,00 kV Signal A = SE1 Date 26006 2014 oo
WD = 65mm Mag= 2000KX Chamber = 1.69¢-004 Pa

Sekil 3. Lakkaz-Cu®" hibrit nano gigeklerin SEM resimler (0.02 mg mL™ lakkaz kullanilarak

icerisine enzimden sonra metal iyonu cu? eklendiginde ve +4°C de).
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Sekil 4’ de Cu metalinin lakkaz hibrit nano yapilarinin varliginin kanitlanmasi i¢in Enerji

yayilimli X-Isin1 Analizi (EDX) teknigi ile analizi yapilmigtir.

cps/eV
P i S s S S o ————(————(——(—(——(——(—— — —
u H Cu
2 4 6 8 10 1z 14
keV

Sekil 4. Lakkaz-inorganik hibrit nano yapilarda Cu metalinin varhig.

Sekil 5°te Lakkaz-inorganik hibrit nano yapilarin kristal yapilar1 X-Isin1 Kirmnim yontemi

(XRD) sonuglar1 gosterilmistir.

Lin {C ounts)

2-Theta - Scale

Sekil 5. Lakkaz-inorganik hibrit nano yapilarda kristal yapis1 agiklanmistir. XRD paternler:
Enzim CHNY ve (siyah), Cu3(PO 4) ,'3H,0 (JPSCD 00-022-0548) (kirmiz1)
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Sekil 6’te Lakkaz-inorganik hibrit nano yapilarin olusumu Fourier Dontisiimli Infrared
Spektrofotometre (FTIR)ile aydinlatilmistir. 1032 cm™ ve 618 ve 556 cm™ PO4tin

titresimleri (mavi ve mor) ve 1805 ve 1390 cm™ Enzim titresimler (mavi ve kirmizi).

% Transmittance

55

1032

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers (cm-N

Sekil 6. Lakkaz-inorganik hibrit nano yapilarin olusumu Fourier Doniisiimlii Infrared

Spektrofotometre (FTIR) ile aydinlatilmistir.
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Sekil 7. Lakkaz-inorganik hibrit nano yapilarin boyalarin (acid orange 7 (AO7) ve malachite
green) gideriminde verimli bir sekilde kullanilmistir. Anyonik bir boya olan Acid Orange7
(AQ7) (kirmiz1 ¢izgi) ve katyonik bir boya olan Malachite green (MG) (mavi ¢izgi) ile

gosterilmistir.
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Sekil 8. Lakkaz-inorganik hibrit nano yapilarin tekrar kullanabilirligi katyonik bir boya olan
Malachite green (MG) boyasina karst kullanilmustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Enzimlerin serbest halde kullanimlarinin baslica dezavantajlari sirasiyla
v Pahali

Kisa omiirlii

Hizli bozunma

Cogu soguk zincir ile tasinir

Diisiik aktivite ve kararlilik (genis pH ve sicaklik araliginda)

NN

Tekrar kullanilabilirlikten yoksun olmasi

Olarak ozetlene bilinir. Yeni bir enzim immobilizasyon teknigi ile elde edilen enzim-metal
iyonlarin reaksiyonlar1 sayesinde cigcek benzeri sekillere (nanoflower) sahip hibrit yapilarin
sentezi ile serbest enzimlerin pek ¢ok dezavantajlar1 giderilmistir. Ornegin, proje kapsaminda
tiretilen lakkaz-inorganik hibrit nano yapilar ile yiiksek katalitik aktivite ve stabilite elde

edilmistir. Ayrica, enzimler tekrar kullanilabilirlik kazanmistir.

Onerilen bu projede, lakkaz-inorganik hibrit nano yapilar morfolojileri ve yapilari SEM, EDX,
XRD ve FTIR analizleri ile karakterize edilmistir. Sentez sirasinda bazi deneysel
parametreler, Cu?* iyonu ekleme zamani, sicaklik gibi, arastirilmis ve optimum kosullar tespit
edilmistir. Yiiksek Kkatalitik aktivite ve kararliliga sahip c¢icek sekilli lakkaz-Cu®* hibrit
yapilarin boya gideriminde kullanilabilirligi se¢ilmis azo boyalara karigi (anyonik bir boya
olan Acid Orange7 (AQ7) ve katyonik bir boya olan Malachite green (MG)) basar ile test

edilmistir.
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