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Bu ¢aligmada beyaz ciiriik¢iil mantar susu Trametes versicolor’dan elde edilen lakkaz
enzimi ile toksik klorlu fenolik bir bilesik olan 2,4,6-triklorofenol’iin deklorinasyonuna
bagli detoksifikasyonunun kinetik modellemesi arastirildi. Substrat olarak kullanilan
2,4 6-triklorofenol’iin deklorinasyonuna bagh detoksifikasyon kinetiginin
degerlendirilmesinde bir istatistik programi olan Systat 10 paket programi,
deklorinasyonun kinetik davraniglarinin agiklanmasi i¢in iki substrathl ¢6ziim ortamu
olarak kullanildi. Deneyler ve istatistiksel analizler sonucunda, Moser esitliginin en
uygun kinetik model oldugu gozlendi. Elde edilen istatistiksel verilerden ve grafikten,
¢ift-substratl modelin deney verileri ile iyi bir uyum iginde oldugu goriildii. Enzimatik
deklorinasyon kinetigini tamimlayan model icin elde edilen biyokinetik parametre
degerleri Vmax =9,341 ppmO,/dk, Ks =38,254 g/L, Ko =20,747 ppm, R = 1,895 ve N =
1,233 olarak hesaplandi. Literatiirde 2,4,6-trikolorofenol’iin degradasyonuna iliskin
herhangi bir kinetik modelleme ¢alismasina rastlanmamig olup, bu arastirma ile ilk kez
tarafimizdan 2,4,6-trikolorofenol’iin enzimatik deklorinasyonuna bagli degradasyonunun
kinetik modellemesi gergeklestirildi. GC/MS Analiz sonuglari, lakkaz enzimi ile
gercgeklestirilen enzimatik deklorinasyon boyunca kullanilan klorofenolik bilesigin, %80-
%100 oraninda pargalandigint gosterdi. GC/MS analiz sonuglarina bagl olarak
deklorinasyondan sorumlu olan enzimin lakkaz oldugu sonucunun literatiir bulgularini da
destekledigi goriildii.
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This study examined kinetic modeling of the detoxification induced by dechlorination of
laccase enzyme obtained from Trametes versicolor which is a white rot fungi strain and
2,4,6-trichlorophenol which is a toxic chlorinated phenolic compound. In the evaluation
of the kinetics of detoxification induced by dechlorination of 2,4,6-trichlorophenol used
as substrate, the Systat 10 software package which is a statistics program was used while
two-substrate solution environment was used to explain the kinetic behavior of the
dechlorination. It was observed as a result of experiments and statistical analysis that
Moser equation is the optimal kinetic model. Given the statistical data obtained and the
graph, the dual-substrate model was found to be compatible with the experimental data.
The bio-kinetic parameter values obtained for the model that identifies enzymatic
dechlorination kinetics were calculated as Vmax =9.341 ppmO,/min, Ks =38.254 g/L, Ko
=20.747 ppm, R = 1.895 and N = 1.233. In the literature, no studies were found on Kkinetic
modeling for the degradation of 2,4,6-trichlorophenol, and through this study, we have
been first to conduct a study on kinetic modeling of the degradation induced by
enzymatic dechlorination of 2,4,6-trichlorophenol. The GC/MS analysis results showed
that the chlorophenolic compound used throughout the enzymatic dechlorination
performed with laccase enzyme was degraded 80% to 100%. Based on the GC/MS
analysis results, the conclusion that the enzyme responsible for the dechlorination was
laccase was also found to support the findings available in literature.
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Giris

Tarimsal alanlara ve cevreye toksik, mutajen ve
kanserojen etkisi bilinen korofenolik bilesiklerin
deklorinasyon ve detoksifikasyon Kkinetikleri enzim
kinetik reaksiyonlarinin belirlenmesiyle saglanir. Kimya
sanayinin giiniimiizde iiretmis oldugu klorlufenolik veya
aromatik bilesiklerin genis kullanim alanlar1 vardir.
Ancak bu bilesiklerin gerek tarim alanlarinda gerekse
dogal ¢evre ortamlarinda biyoyikimi oldukga yavas
seyreden bir siirectir. Klorlu aromatikler toksik ve
rekalsitrant (biyoyikima direngli) olmalar1 nedeniyle
kazandiklar1 xenobiotic (ksenobiyotik) &zelliklerinden
dolay1 ¢evre saglig1 acisindan 6nemli sorunlar yaratir. Bu
grup bilesiklerin deklorinasyonu, bunlarin
detoksifikasyonlarinda ve biyoyikimlarinda onemli bir
asama olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Gelisen diinyada artik uluslararasi anlagmalarla
kontrol altina alinan c¢evre sagliginin korunmasinda
kimyasal siireglere alternatif olan biyolojik siirecler
giderek artan bir potansiyel kazanmaktadir. “Temiz
Teknoloji-Temiz Cevre” anlayigt kapsaminda maliyeti
diisik ve gevre dostu biyolojik siireglerin kullaniminin
yayginlastirilmast Biyoteknoloji biliminin de en onde
gelen hedefleri arasindadir.

Laboratuvar 6lgeginde Trametes versicolor Taspinar
(1997) fungusundan elde edilen ekstraselliiler lakkaz
enziminin, toksik, mutajenik ve kanserojenik etkinligi
bilinen bazi klorlufenolik bilesiklerin
detoksifikasyonunun yapilabileceginin saptanmasi; enzim
kinetik modelleme g¢alismalart ile detoksifikasyonun
belirlenmesi, iiretimi yapilacak olan lakkaz enziminin ile
farkli sanayi kollarmin organoklorlu ve fenollii bilesikler
acisindan zengin atik sularda klor ve fenol giderim
¢alismalarinda  kullanilabilirliginin ~ gosterilmesi; bu
sekilde biyolojik siireglerin kullanilmasinin ayni amagla
kullanilmakta olan kimyasal siireglere kiyasla ekonomi ve
cevre saghgl acisindan avantajlarinin - saptanmasi
calismamizin amaglari arasinda yer almaktadir.

Fenol oksidazlar giiniimiizde lakkaz ve tirosinaz tipi
fenol oksidazlar olmak {izere iki gruba ayrilir. Fenol
oksidazlar igerisinde dikkatleri ilk ¢eken lakkaz
enzimidir. Ilk olarak 1800°li yillarda, Boletus luciferus
Yoshida (1886) adli bir mantarin ekstratinda mavi bir
pigment olusumunu bildirmis ve daha sonra, lak agacinin
lateksinde lakkazin varligin1 gézlemistir. Bu enzim ayrica,
Bertrand (1896) tarafindan birkag mantar varyetesinde de
tamimlanmistir.  Bourquelot ve  Bertrand  (1895),
Bourquelot ve Bertrand (1896) tarafindan yiiriitiilen daha
sonraki ¢aligmalarda, bazi1 mantar varyetelerinin, Russula
fortens ve R. Nigricans (Zawistowski ve ark. (1991)

ekstratlarinin  renginin  oksidasyon siirecinde Once
kirmiztya, daha sonra koyu kahverengi ve siyaha
doniistiiglinli.  gozlemlemislerdir.  Bu  arastiricilar,

yaptiklar1 daha sonraki arastirmalarda R.nigricans’in
ekstratindan, ekstrattaki bir oksidaz sisteminin varliginda
melanin benzeri {irlinler olusturan bir maddeyi kristalize
etmiglerdir. Bu madde, Bertrand (1896) tarafindan tirozin
amino asidi olarak olarak tanimlanmistir. Lakkaz tirozine
karst inaktif oldugundan Bertrand (1896) daha sonra
tirozinaz olarak adlandirilan p-hidroksifenil amin, p-
hidroksifenil metil amin, p-kresol ve fenolii de igeren
¢esitli  monohidroksi  fenolik  bilesiklerin  aerobik

oksidasyonlarin1 katalizleyen yeni bir oksidaz sistemi
kesfettigini anlamigtir (Bertrand 1908).

Lakkaz enzimi endiistriyel kullanim alani oldukca
fazla olan bir enzimdir. Diger peroksidaz grubu enzimler
oksitleyici olarak toksik ve inhibisyon etkileri olan
hidrojen peroksite gereksinim duyarken, lakkaz enzimi bu
amagla sadece ¢Oziinmiis oksijeni kullanir. Lakkaz
enziminin kullanimi, ayn1 amagla bu aktiviteye sahip
mikroorganizma kullanilmasindan daha avantajhidir.
Cinkii bir enzimatik siire¢ olmast nedeniyle daha kisa
sirede sonu¢ elde edilebilmektedir (Arcand and
Archibald, 1991).

Materyal ve Metot

Bioreaktorde Detoksifikasyon ve Kinetik Modelleme
Calismalart

Reaktorde gergeklestirilen enzimatik deklorinasyon
reaksiyonlarimi1  ifade eden matematiksel kinetik
modelleme c¢alismalari i¢in ortam pH’st 5,0, ortam
sicakligr 25°C ve deklorinasyon siiresi 30 dakika olarak
sabitlendi. Calismada aktivitesi 6,1 U olan 1 mL lakkaz
enzimi kullanildi. Kinetik modelleme c¢alismalar1 igin
substrat olarak, 2000-12000 ppm araliginda degisen farkli
konsantrasyonlardaki  2,4,6-triklorofenol  kullanildu.
Calismalar 3 tekerriirlii olarak gergeklestirildi.

Klorofenolik bilesiklerin deklorinasyon kinetikleri
enzim kinetiklerinin belirlenmesiyle saglanir. Enzim
kinetikleri i¢in ikili substrat interaktif modeli baslangi¢
klorofenolik bilesik ve ¢Oziinmiis oksijen
konsantrasyonlarinin ~ bir ~ fonksiyonu olarak ileri
stirilmektedir. Literatirde temel tek substrat ifadeleri
quasi-steady-state  kinetikleri olarak belirtilmektedir.
Cizelge 1’de analizlerde kullanilan mekanistis tek substrat
ifadeleri yer almaktadir (Shuler and Kargi, 1992).

Klorofenolik bilesiklerin deklorinasyonunu
katalizleyen lakkaz igin reaksiyon kinetiklerinin
belirlenmesi ve kinetik matematiksel modellemesinin
yapilabilmesi i¢in 2.,4,6-triklorofenoliin ve ¢odziinmiis
oksijenin farkli baslangi¢ konsantrasyonlari ele alinarak
reaksiyon hizlar1 hesaplanmasi yoluna gidildi. Bununla
ilgili olarak 2000-12000 ppm arahiginda 2.4,6-
triklorofenoliin degisen farkli substrat konsantrasyonlari
baz alindi. Reaktdrde gerceklestirilen bu ¢alismada 2,4,6-
triklorofenoliin enzimatik deklorinasyonu sirasinda lakkaz
aktivitesine bagli olarak tiiketilen ¢6ziinmils oksijen
miktar1 Jenway 9071 Model oksijenmetre ile dlgiildii.

Baslangi¢ Reaksiyon Hizlarimin Bulunmasi

30 dakika siireyle izlenen enzimatik deklorinasyon
deneyleri i¢in baslangic reaksiyon hizlari, ¢dziinmiis
oksijen derigimi profilinin dogrusal regresyonu ile elde
edilen dogrunun egiminden elde edildi.

Enzimatik Deklorinasyon Reaksiyonunu Ifade Eden
Matematiksel Model

Deklorinasyon deneyleri sonucunda elde edilen
reaksiyon ilk hiz degerleri, enzimatik deklorinasyon
reaksiyonuna tepkenlerin etkilerinin matematiksel bir
model ile agiklanmasi igin SYSTAT 10 istatistik programi
ile degerlendirildi. SYSTAT 10 dogrusal olmayan
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regresyon yaparak sayisal ¢oziimii gergeklestiren bir
programdir. Literatiirde yer alan 5 temel enzim kinetigi
ifadesi Cizelge 1°de wverildi. SYSTAT 10 istatistik
programt ile elde edilen reaksiyon ilk hizlar ile 2,4,6-
triklorofenol ve ¢oziinmiis oksijen derisimleri, Cizelge
2’de belirtilen 25 iki substratli kombinasyon modele gore
degerlendirildi. SYSTAT 10 istatistik programi, programa
girilen ilk hiz ve tepken derisimlerinin maksimum 25
iterasyonda ¢dzmeye ¢alismakta ve otomatik 0 degeri ile
iterasyona  baslamaktadir. Program  degerlendirme
sonucunda kinetik modelde yer alan sabitlerin degerlerini
ve kararhlik indeksini (R?) bize sunmaktadir. Ayrica
program diizeltilmis korelasyon sayisim1 da vererek
modellerin birbirleriyle de karsilastirilabilmesine olanak
vermektedir (Baybali, 2003).

Reaksiyon Ortami Sicakligimin Baslangic Reaksiyon
Hizi Uzerine Etkisi

Bu ¢alismada 10-40°C araliginda degistirilen farkli
sicaklik  degerlerindeki baslangic reaksiyon hizlari
bulundu. Farkli  sicakliklarda izlenen enzimatik
deklorinasyon deneyleri i¢in baslangi¢ reaksiyon hizlari,
¢ozlinmiis oksijen derigimi profilinin dogrusal regresyonu

ile elde edilen dogrunun egiminden hesaplandi. Bulunan
bu reaksiyon hizlarinin incelenmesi sonucu sicakligin
baslangic reaksiyon hizi iizerine etkisi ve reaksiyon
aktivasyon enerjisi  belirlendi. Aktivasyon enerjisi
hesaplanirken Arrhenius esitliginden yararlanildi. Buna
gore, yapilan sicaklik deneylerinde 1/T sicaklik
degerlerine karsilik ¢izilen InV grafiginin egiminden E,
degeri hesaplandi.

Sonuglar

2,4.6-triklorofenol ~ ve  Oksijen  Derisimlerinin
Baslangi¢ Reaksiyon Hizlar Uzerine Etkileri

Kinetik modelleme ¢aligmalar1 kapsaminda 2000-7000
ppm arasinda degisen diisiik konsantrasyonlardaki (Sekil
1) ve 8000-12000 ppm arasinda degisen yiiksek
konsantrasyonlardaki (Sekil 2) 2,4,6-triklorofenoliin
deklorinasyonu sirasinda ¢Oziinmiis oksijen
konsantrasyonlarmin  degigimi  incelendi.  Deneyde
reaksiyon sicakligt 25°C, pH:5.0 olarak sabitlendi.
Reaksiyon ortamina %50 (V:V) etilalkol ve %50 (V:V)
50 mM sodyum asetat tamponu eklendi. Calismada 6,1 U
enzim kullanildi.

Cizelge 1 Literatiirde yer alan mekanistik farkli kinetik modeller (Shuler ve Kargi, 1992).

Hiz ifadesi Kinetik Model
V=V, S/(KntS) Michaelis-Menten (M-M)
V=V, S"(Kn+S") Moser (Mo)

V=S Kn(1+(S/Ki))+S
V=V .S/(( Knt+S)(1+(S/K)))
V=V, S/(K,+S(1+(S/ K))))

Yarigmali inhibisyon (Y.1.1.) )
Yarismasiz inhibisyon (Y.s1z.1.)
Karisik inhibisyon (K.1.)

Cizelge 2 Kinetik model ¢caligmalarinda kullanilan iki substratli reaksiyon hiz ifadeleri (Baybali, 2003)

No Hiz Ifadesi Kombinasyon
1T | V=V, *(SI(K:+S))*(O/K+0)) (M-M) * (M-M)
2 V=V *(S/(K+S))*(0"/(K,+0") (M-M) * (Mo)
3 | VEV X (SI(K+S))*(O/((Ko*(1+(0/K)))+O0)) (M-M) * (Y.l 1)
4 | V=V, *(SI(K+S))*(O/((K,+O)*(1+(0/KS))) (M-M) * (Y.s1z L)
5 | V=V (S/(K+S))*(O/(K,+(O*(1+(O! K))) (M-M) * (K.1.)
6 V=V *(S1(Ks+S1))*(0/(K,+0)) (Mo) * (M-M)
7 V=V *(S7(Ks+S))*(0"(K,+0") (Mo) * (Mo)
8 | VRV M (ST(K+S))*(OY((Ko*(1+(0/ Ki)))+O)) (Mo) * (Y.IL1)
9 | VRV (ST(K+S))*(O((Ko+O)*(1+(0/K))))) (Mo) * (Y.siz.1.)

10 | V=Vi*(ST(Ks+S))*(O"(Ko+(0*(1+(0/K0)))))
11| VEVR*(SI((K*(1+(S/K)))+S))*0l(K,+0))
12| V=V (SI((Ks*(1+(S/K)))+5))*0"/ (K +0"))

(Mo) * (K.1.)
(Y.1L1) * (M-M)
(Y.ILL) * (Mo)

13 | V=V (SI((K*(1+(S/Ki)))+S))*0/((K*(1+(0/Kio))) +O))

14 | V=V (SI((K*(1+(S/K)))+S))*0/((K,+0) *(1+0/Kj))))
15 | VEV*(SI((K*(1+(S/K))) +5)) *O/ (Kot (0*(1+(0/ Kio)))))
16 | V=VR*(SI((K+S)*1+(S/K)))))*(O/(K,+0))

17| V=Vr*(S/((Ks+S)*1+(S/K)))*(O"/(K,+O")

18 | V=V (SI((Ks+S)*1+(S/Ki))))*(O/((Ko*(1+(0/Kio))) +0))
19 | V=V (SI((Ks+S)*1+(S/K())))*(0/((Ko+0)*(1+(0/Kj))))
20 | V=Vi*(S/((Kst+S)*1+(S/K))))*(0/(Ko+(0*(1+(0/Kio)))))
21 | VEVR*(SI(Ks+(S*(1+(S/K))))) *(O/(K,+0))

22 | V=V (SI(KH(S*(1+(S/Kip)))))*(O"/(Ks+0™)

23 | V=V*(SI(Ks+H(S*(1+(S/Kis))))) *(0/((Ko*(1+(0/K)))+0))
24 | V=V*(SI(Ks+H(S*(1+(S/Kis)))) *(0/((Ko+0)*(1+(O/Kj))))
25 | V=V (S/(KH(S*(1+(S/Kis)))) *(O/ (Ko (O*(1+(0/Kin)))))

(Y.l * (Y.l
(Y1) * (Y.s1z.l)
(Y.L) * (K1)
(Y.s1z.L.) * (M-M)
(Y.s1z.1.) * (Mo)
(Y.s1z.L) * (Y.ILL)
(Y.s1z.l) * (Y.s1z.1.)
(Y.siz.l) * (K.1.)
(K.1) * (M-M)
(K.1.) * (Mo)
(K1) * (Y.ILL)
(K1) * (Y.s1z.l.)
(K.D) * (K1)
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Baslangic  Klorofenol ve ¢oziinmils  oksijen
derisimlerinden elde edilen baslangi¢ tepkiyen derisimleri
ve reaksiyon hizlar1 belirlendi. Reaksiyon baslangig
hizlari, deklorinasyon zamanina karst ¢oziinmiis oksijen
derisimini gdsteren regresyon egrilerinin egiminden
hesaplandi. Deneysel olarak elde edilen net baglangig
reaksiyon hizlar1 Cizelge 3°de verildi.

Deneysel olarak elde edilen baglangic reaksiyon
hizlari, baslangi¢c klorofenol derisimine karsi grafige
gecirildi (Sekil 3).

Cizelge 3 Deklorinasyon baslangi¢ reaksiyon hizlar

2,4,6- Baslangic
triklorofenol Coziinmiis Baslangi¢ Reaksiyon
Derisimi Oksijen Derigimi Hiz1 (ppmO,/dk)
(Ppm) (Ppm)
0 0 0
2000 8,3 0,38
3500 7.9 0,75
4000 7,2 0,90
5000 7,1 1,17
6000 7,0 1,27
7000 6,9 1,71
8000 6,8 1,91
9000 6,7 1,99
10000 6,6 2,00
11000 5,9 2,04
12000 5,9 2,05

Cizelge 4 Enzimatik deklorinasyon kinetigini tanimlayan
model i¢in elde edilen biyokinetik parametre degerleri

Biyokinetik Parametre | Enzimatik Biyokinetik Deger
V max 9,341 ppmO,/dk
Ks 38,254 g/L
Ko 20,747 ppm
R 1,895
N 1,233

Deklorinasyon Kinetigi Icin Matematiksel Model

Enzimatik deklorinasyon kinetigini tanimlayan model
icin elde edilen biyokinetik parametre degerleri, Cizelge
2’de belirtilen 25 kombinasyon modelin denenmesiyle
SYSTAT 10 Programu kullanilmak suretiyle bulundu.
Kinetik modelin Moser Esitligi’ne uyumluluk gdsterdigi
saptandi.

Degerlendirmeler sonucunda, diizeltilmis korelasyon
katsayis1 0,986 olan ve anlamli biyo-kinetik katsay1
degerlerini veren, agagidaki esitlikteki model sistemi, en
iyi tamimlayan kombinasyon olarak belirlenmistir. Bu
model Cizelge 2’de belirtilen 7’nci esitliktir.

V=V, *(S'(Ks+S")*(O"/(K,+0")

Bu esitlikte

V  : Baglangig reaksiyon hizi (ppmO,/dak)

Vi Maksimum reaksiyon hizi (ppmO,/dak)

S  Klorofenolik bilesigin (2,4,6-Trikolorofenol’iin)
baslangi¢ derisimi (ppm)

: Cozlinmiis oksijenin baglangi¢ derisimi (ppm)
: Klorofenolik bilesige gore Moser sabiti (ppm)
: Oksijene gore Moser sabiti (ppm)

: Moser denkligi sabiti

: Moser denkligi sabiti

o

"3 XXO

Model uyumunun gozlenmesi igin deneysel olarak
elde edilmis hizlara karst modelin verdigi hizlar Sekil
4.de grafige gecirildi. Elde edilen istatistiksel verilerden
ve grafikten, ¢ift-substratli modelin deney verileri ile iyi
bir uyum i¢inde oldugu goriilmektedir.

Sabit enzim aktivitesi i¢in (6,1 U) Vpa K Ko
degerleri SYSTAT 10 istatistik paket programi yardimiyla
hesaplandi. Elde edilen degerler Cizelge 4’de verildi.

Cizelgedeki bu degerler 2,4,6-Trikolorofenol’iin
enzimatik olarak degredasyon reaksiyonunu tanimlayan
degerlerdir. Literatiirde enzimatik 2,4,6-Trikolorofenol
deklorinasyonu igin higbir kinetik model ¢aligsmasi
yapilmamustir. Ik kez tarafimizdan 2,4,6-
Trikolorofenol’iin enzimatik deklorinasyonunun kinetik
modellemesi yapilmistir.

Stcakligin Baslangi¢ Reaksiyon Hizina Etkisi

Sicaklik deneyleri sonucunda elde edilen ilk hizlar
deney siiresince sabit tutulan sicaklik degerlerine karsi
grafige gecirildi. Yiiksek sicakliklarda goézlemlenen
yiiksek hizlar enzim kimyasi geregince belirli bir
sicakliktan sonra enzimin denatiire olmasi sebebiyle
gozlenemez. Sekil 5’de deklorinasyon reaksiyonunun
yuriitildiigli  reaksiyon sicakliklarinda elde edilen
reaksiyon ilk hiz degerleri goriilmektedir. Buna gore
reaksiyon ilk hiz degerleri 40°C’ye kadar artmis ancak
artis trendi bu sicakliktan sonra azalmaya baglamustir.

Lakkaz enziminin katalizledigi  deklorinasyon
reaksiyonu i¢in aktivasyon enerjisi Arrhenius esitligi ve
reaksiyon icin elde edilen kinetik modelde yapilan
matematiksel degisiklikler sonucu elde edilen yeni
formiilde InV’ye karsilik 1/T degerlerinin grafige
gegirilmesiyle elde edildi.

Degisiklikler su sekilde gosterilebilir:
V=V *(ST(Ks+S1))*(0"(Ko+0")
ifadesinde tim sicaklik

deklorinasyon  kinetik

deneyleri icin
(S"/(Ks+S")*(O"/(K,+0M)
sabit bir deger almaktadir. O halde esitlik
V=B Vinax
seklinde yazilabilir. Burada B bir sabit sayidir.
Vimax = Kz (Eo)
k, = A e EORT
olarak ifade edilebilecegine gore,
V ot Vipa o A & 5RT

seklinde bir oranti yazilabilir. Buna gore sicaklik
deneyleri sonucunda elde edilen ilk hiz degerleri (V)
Arrhenius esitligi ile dogru orantilidir. Buradan;

V=re Eo/RT

seklinde bir esitlik yazilabilir. Burada A yeni bir oranti
katsayisidir. Esitligin her iki tarafinin da dogal logaritmasi
alimdiginda

INnV=InA-E,/RT

seklinde bir ifade elde edilir.
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Bu esitlige gore InV’ye karsilik gizilen 1/T degerleri
bize Sekil 6°daki grafigi vermektedir.

Elde edilen grafigin egimi -E, / R’ye esittir. Buradan
E, degeri 6.618 kcal/mol olarak hesaplandi. Yapilan bir
diger  caligmada  ise  Resorsinol’iin  enzimatik
polimerlesme reaksiyonu igin aktivasyon enerjisi 11.250
kcal/mol olarak hesaplanmistir. Her iki caligmada elde
edilen bu degerler, literatiirde lakkaz katalizli reaksiyonlar
icin verilen 4-20 kcal/mol araligindadir Shuler ve Kargi
(1992), Bollag ve ark. (1988).

Tartisma

Kinetik modelleme c¢aligmalar1 kapsaminda tarim
alanlar1 ve ¢evreye toksik etki gosteren klorofenolik
bilesigin deklorinasyonuna bagli ¢oziinmiis oksijen
konsantrasyonlarinin ~ degisimi incelendi. 2,4,6-
trikolorofenol’in fungal enzimatik detoksifikasyonuna
bagli olarak baslangi¢ ¢oziinmiis oksijen derisiminin 8.3
ppm’den 5.9 ppm’e diistiigii gozlendi. Detoksifikasyon
amaciyla kullanilan lakkaz enziminin ¢éziinmiis oksijene
ihtiyag duydugu saptandi. Baglangi¢ klorofenol ve
¢Oziinmiis oksijen derisimlerinden elde edilen baslangi¢
tepkiyen derigimleri ve reaksiyon hizlari Cizelge 3.‘de
verildi. Deneysel olarak elde edilen baslangi¢ reaksiyon
hizlari, baslangic klorofenol derisimine kars1 grafige
gecirildi (Sekil 3). Enzimatik deklorinasyon kinetigini
tanimlayan model i¢in elde edilen biyokinetik parametre
degerleri, Cizelge 2’de belirtilen 25 kombinasyon
modelin denenmesiyle SYSTAT 10 Programi kullanilmak
suretiyle bulundu. Kinetik modelin Moser Esitligi’ne
uyumluluk gosterdigi saptandi.

Degerlendirmeler sonucunda, korelasyon katsayisi
0.986 olan ve anlamli biyo-kinetik katsayi degerlerini
veren, V=V, *(S7(Ks+S")*(0"/(K,+0") esitliligi,
kinetik modellemeyi en iyi tanimlayan kombinasyon
olarak belirlendi.

Elde edilen istatistiksel verilerden ve grafikten, ¢ift-
substratli modelin deney verileri ile iyi bir uyum iginde
oldugu goriildii.

Enzimatik deklorinasyon kinetigini tanimlayan model
icin elde edilen biyokinetik parametre degerleri Vpmay
=9.341 ppmO,/dk, K;=38.254 g/L, K, =20.747 ppm, R =
1.895 ve N = 1.233"tiir.

Bu degerler 2,4,6-trikolorofenol’iin enzimatik olarak
degradasyon reaksiyonunu tanimlayan degerlerdir.
Literatiirde 2,4,6-trikolorofenol’iin degradasyonu ile ilgili
olarak kinetik model ¢alismasina rastlanmamustir. ilk kez

bu c¢alisma ile 2.4,6-trikolorofenol’iin  enzimatik
deklorinasyonuna  bagli  degradasyonunun  kinetik
modellemesi ger¢eklestirildi.

Sicakligin  baslangic reaksiyon hizina etkisinin

denendigi kinetik modelleme ¢aligmalarinda reaksiyon ilk
hiz degerlerinin 40°C’ye kadar arttigi, ancak artig
trendinin bu sicakliktan sonra azalmaya basladigi
saptandi. Literatiirde yer alan bilgilere gore, lakkaz
enziminin katalizledigi bazi polimerlesme
reaksiyonlarinin yiiriitiildiigii reaksiyon sicakliklarindan
elde edilen ilk hiz degerlerinin 50°C’ye kadar artig
gosterdigi, ancak bu artig trendinin 45°C’den sonra
azalmaya basladigt belirlenmistir (Baybali, 2003).
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar literatiir bilgisini
dogrulamaktadir.

Lakkaz  enziminin  katalizledigi  deklorinasyon
reaksiyonu icin aktivasyon enerjisi Arrhenius esitligi
kullanilarak hesaplandi. Buradan E, degeri 6.618 kcal/mol
olarak elde edildi. Elde edilen bu deger lakkaz enziminin
katalizledigi diger enzimatik reaksiyonlar ile uyum
gostermektedir Atlow ve ark. (1984) 1 naftol’iin
enzimatik polimerlegle reaksiyonu i¢in aktivasyon enerjisi
15.362 kcal/mol olarak hesaplanmistir Aktas (1999),
Aktas ve ark. (2001). Yapilan bir diger c¢aligmada ise
Resorsinol’iin enzimatik polimerlesme reaksiyonu igin
aktivasyon enerjisi 11.250 kcal/mol olarak hesaplanmistir
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(Baybali, 2003). Her ii¢ calismada elde edilen bu degerler,
literatiirde lakkaz katalizli reaksiyonlar i¢in verilen 4-20
kcal/mol araligindadir (Shuler ve Kargi, 1992).

Sonug¢ olarak; bu calisma ile beyaz c¢iiriik¢iil mantar
Trametes versicolor ‘dan elde edilen lakkaz enzimi ile
2,4,6-triklorofenoliin ~ enzimatik  detoksifikasyonunun
kinetik modellemesi yapilarak enzim patentleme
asamasinda kriterler arasinda yer alan kinetik modelleme
caligmas1 yapildi. Elde edilen kinetik modellemenin
Moser Esitligine uyum gosterdigi goriildil.

Bu arastirma ile ilk kez 2,4,6-triklorofenoliin
enzimatik deklorinasyonuna bagli degradasyon ve
detoksifikasyonunun kinetik modellemesi gergeklestirildi.
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