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OZET

Meyvelerde bulunan pektik maddeler meyve sularinin bulanik ve yogun olmasindan
sorumludur. Tiketiciler, diisiik viskoziteli, berrak ve yiiksek besin icerigine sahip meyve
sularin tercih eder. Bu nedenle, pektin bilesiklerinin islenmesi pazarlama agisindan mutlak bir
gerekliliktir. Pektinaz enzimi kullanimi, pektin bilesiklerini pargalayarak berrak meyve suyu
eldesinde dnemli bir rol oynar. Ancak, serbest pektinazin nihai iiriinden ayrilmasi zordur. Bu
sorunu ¢dzmek icin, son iirlinlin termal inaktivasyonu gerceklestirilir. Termal inaktivasyon
adiminin enerji tikketimi yiiksektir ve temel dogal bilesiklerin yapisin1 bozarak iiriin kalitesini
diisiiriir. Ayrica, pahali pektinaz enziminin geri kazanimi ve tekrar kullanilabilirligindeki
zorluklar, siireci ekonomik olmaktan ¢ikarir. Bunun yaninda enzimlerin ¢evresel kosullardan
(pH ve sicaklik vb.) etkilendigi unutulmamalidir. Biitiin bunlar stabilitesinin ve yeniden
kullanilabilir potansiyelinin artirilmasiyla enzimlerin biyoteknolojik kullanim1 agisindan 6nem
arz etmektedir. Enzimi bir destek malzemesi iizerinde immobilize etmek bu sorunlar1 asmaya
yardimct olur. Bu calisma, pektinaz enzimini modifiye edilmis manyetik nanopartikiillere
(MNP) immobilize ederek stabilitesinin artirilmasi ve yeniden kullanilabilirligini saglayarak
daha uygun maliyetli ¢6zlim liretmeyi amag¢lamaktadir. Bunun i¢in tetra etil orto silikat (TEOS)
ve 3-amino propil tri-etoksi silan (APTES) ile fonksiyonellestirildikten sonra glutaraldehit ile
aktive edilen manyetik nanopartikiiller (Fe3O4) lizerine pektinaz enzimi kovalent olarak
immobilize edildi. Enzim immobilizasyonunu dogrulamak i¢in immobilizasyondan once ve
sonra taramali elektron mikroskobu (SEM-EDX) ve Fourier doniisiimlii kizilotesi (FT-IR)
spektroskopisi teknikleri ile karakterizasyonu gergeklestirildi. Hem serbest hem de immobilize
enzim i¢in optimum pH (pH 5.0) ve sicaklik (50 °C) aynmi bulundu. Serbest ve immobilize
pektinaz i¢in Vmax sirasiyla 0.28 ve 0.19 U/ml, Ky, degeri ise sirasiyla 3.32 ve 3.94 mg/mL
olarak belirlendi. Termal stabilite, pH stabilite ve depolama stabilitesi bakiminda immobilize
enzim, serbest enzime gdre daha iyi bir katalitik performans sergiledi. Immobilize pektinazin
20 kez yeniden kullanim1 sonucunda kalan aktivite %81’in tizerinde tespit edildi. Son olarak,
gercek gida uygulamasinda immobilize pektinazin iiziim suyunu berraklagtirma potansiyeli

degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: Pektinaz, Manyetik Nanopartikiiller, Immobilizasyon, Stabilite,

Berraklastirma.
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ABSTRACT

The pectic compounds found in fruits are responsible for the cloudy and thick consistency of
fruit juices. Consumers prefer fruit juices that are low in viscosity, clear, and high in nutritional
content. For this reason, the processing of pectin compounds is an absolute necessity from a
marketing perspective. The use of pectinase enzymes plays a significant role in producing clear
fruit juice by breaking down pectin compounds. However, separating free pectinase from the
final product is difficult. To solve this problem, thermal inactivation of the final product is
performed. The thermal inactivation step has high energy consumption and reduces product
quality by destroying essential natural compounds. Additionally, the failure to recover and reuse
the expensive pectinase enzyme makes the process economically unfeasible. Furthermore, it
should not be forgotten that enzymes are affected by environmental conditions (pH and
temperature, etc.). All of these factors highlight the need to enhance the enzymatic processing
step. Immobilizing the enzyme on a support material helps overcome these issues. This study
aims to produce a more cost-effective solution by immobilizing the pectinase enzyme on
magnetic nanoparticles (MNP) to enhance its stability and ensure its reusability. To this end,
the pectinase enzyme was covalently immobilized onto magnetic nanoparticles (FesO4) that
were functionalized with tetraethyl orthosilicate (TEOS) and 3-aminopropyl triethoxysilane
(APTES) and subsequently activated with glutaraldehyde. To wverify the success of
immobilization, characterization was performed using scanning electron microscopy (SEM-
EDX) and Fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopy techniques before and after
immobilization. The optimal pH (pH 5.0) and temperature (50 °C) were found to be the same
for both the free and immobilized enzymes. The Vmax values for the free and immobilized
pectinase were determined to be 0.28 and 0.19 U/mL, respectively, while the Km values were
3.32 and 3.94 mg/mL, respectively. In terms of thermal stability, pH stability, and storage
stability, the immobilized enzyme exhibited better catalytic performance compared to the free
enzyme. Following 20 reuses of the immobilized pectinase, the remaining activity was found
to be over 81%. Finally, the potential of the immobilized pectinase to clarify fruit juice was

evaluated in a real-food application.

Keywords: Pectinase, Magnetic Nanoparticles, Immobilization, Stability, Clarification.
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KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI
APTES  : 3-amino propil tri-etoksi silan
Arg : Arjinin
Asp : Aspartat
AuNP : Altin nanopartikiil
BSA : S1gir serum albumin
CLE : Capraz bagli enzim
CLEA : Capraz bagli enzim agregati

CLEC : Capraz bagli enzim kristali

Cys : Sistein

DA : Asetilasyon derecesi

DM : Metilasyon derecesi

DNS : Dinitrosalisilik asit

EDX : Enerji Dagilimli X-151n1

FT-IR : Fourier Doniisiimlii Kizil6tesi Spektrometresi

GalA : a-D galakturonik asit

Glu : Glutamat

HCI : Hidroklorik asit

HG : Homogalakturonan,
His : Histidin

HRP : Horseradish peroksidaz

IUBMB : Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
Lys : Lisin

MNP : Manyetik nanopartikiil

MOF : Metal organik cerceve

NaOH : Sodyum hidroksit



PAE : Pektin asetilesteraz

PE : Pektin esteraz

PG : Poli galakturonaz
PGA :Poligalakturonik asit
PGL : Poli galakturonat liyaz
PL : Pektat liyaz

PME : Pektin metilesteraz

PMG : Poli metil galakturonaz
PMG : Polimetilgalakturonazlar

PMGL  : Poli metil galakturonat liyaz

PNL : Pektin liyaz

PP : Protopektinaz

PtNP : Platin nanopartikiil

RG1 : Ramnogalakturonan I

RG 11 : Ramnogalakturonan II

SEM : Taramal1 Elektron Mikroskobu
Ser : Serin

SNP : Silika nanopartikiiller

TEOS : Tetra-etil ortosilikat

Thr : Treonin

TSS : Toplam ¢6zlinmiis kati madde



1. GIRIS

Glinlimiizde siirdiiriilebilir tiretim teknolojilerinin gelistirilmesine yonelik artan talep
biyokataliz proseslerini ¢evre dostu ve ekonomik alternatifler arasinda 6n plana ¢ikarmaktadir.
Bu baglamda enzimlerin biyokatalizor olarak kullanimi; yiiksek katalitik aktivite, iistiin substrat
ozgiilliigii, yiiksek secicilik ve diisiik toksisite gibi avantajlarinin yani sira hafif reaksiyon
kosullarinda ¢alisabilmeleri ve minimum yan iiriin olusumu saglamalar1 nedeniyle biiylik 6nem
tasimaktadir (Bommarius & Paye, 2013; A. Kumar & Venkatesu, 2012). Bu 6zellikler, enzimleri
geleneksel kimyasal katalizorlere kiyasla stirdiiriilebilir {iretim siireclerinin  temel

bilesenlerinden biri haline getirmistir (Sdnchez-Moran, 2023).

Enzimlerin katalitik etkinligi biiyiik ol¢iide 6zgiil ii¢ boyutlu konformasyonlarina
baghidir ve bu yapmin bozulmast durumunda katalitik aktiviteleri Onemli o6lgiide
azalabilmektedir. Ozellikle yiiksek sicaklik, ekstrem pH kosullar1 ve organik ¢oziicii varligi gibi
olumsuz c¢evresel faktorler enzim stabilitesini sinirlayan temel parametreler arasinda yer
almaktadir (Al-Maqdi vd., 2021; Burek vd., 2022; Fasim vd., 2021; Shivaprasad & Carolina
Emanuelsson, 2018). Bu durum uzun siireli ve stirekli ¢alisan biyoproses sistemlerinde énemli
bir uygulama kisiti olusturmaktadir. Bunun yani sira enzim {iretimi, saflastirilmasi ve
stabilizasyonuna iligkin maliyetler biyokatalitik proseslerin  endiistriyel  dlgekte
uygulanabilirligini etkileyen onemli faktorler arasinda yer almaktadir. Ayrica kiitle transferi
sinirlamalari, reaktor tasarimina baglh performans kisitlar1 ve reaksiyon ortamindan enzimin
ayrilmas1 gerekliligi gibi miihendislik temelli problemler de biyokatalitik sistemlerin
Olgeklendirilmesini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle enzimlerin operasyonel stabilitesinin
arttirtlmas1 ve tekrar kullanilabilirliginin saglanmasi biyokatalitik siire¢lerin  ekonomik
stirdiiriilebilirligi agisindan kritik 6neme sahiptir (Dwevedi, 2016; Maghraby vd., 2023; Sneha
vd., 2019).

Biyokatalitik sistemlerin gelistirilmesinde enzim immobilizasyonu hem katalitik
verimliligin artirilmasi hem de proses siirdiiriilebilirliginin saglanmasi acisindan etkili bir
yaklagim olarak ©One c¢ikmaktadir. Enzim immobilizasyonu, enzimin uygun bir destek
materyaline baglanarak yapisal stabilitesinin artirilmasini ve Kkatalitik performansinin
korunmasini miimkiin kilmaktadir. Iimmobilizasyon sayesinde enzimlerin geri kazanilabilirligi
arttirtlmakta, operasyonel stabilitesi iyilestirilmekte ve tekrar kullanilabilirligi miimkiin hale
gelmektedir (Bilal vd., 2019; Bolivar vd., 2022; De Santis vd., 2020; Menegatti & Znidar$i¢-
Plazl, 2021; Paradisi & Poppe, 2021). Bu dogrultuda gelistirilen immobilizasyon stratejileri ve
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destek materyalleri, biyokatalitik proseslerin endiistriyel 6l¢ekte uygulanabilirligini artiran
temel parametreler arasinda yer almakta ve ileri katalitik teknolojilerin gelistirilmesine katki
saglamaktadir (Fehér wvd., 2021). Ancak, immobilizasyon siirecinde kullanilabilecek
biyouyumlu, ekonomik ve yiiksek performansli destek materyallerinin gelistirilmesi halen

onemli bir aragtirma alan1 olarak gilincelligini korumaktadir.

Son yillarda nanoteknoloji alanindaki gelismeler, enzim bazli biyotransformasyon
stireclerinde nano boyutlu destek materyallerinin kullanimina énemli 6lgiide artirmistir. Karbon
nanotiipler, grafen ve grafen oksit yapilari, elektroegrilmis nanofiberler, metal organik kafes
yapilar, manyetik nanopartikiiller, silika nanopartikiiller ve ¢esitli nanohibrit sistemler enzim
immobilizasyonunda katalitik performansi arttirmak amaciyla yaygin olarak kullanilan ileri
destek materyalleri arasinda yer almaktadir (Hussain vd., 2021; Razzaghi vd., 2022). Ote
yandan immobilizasyon sirasinda enzim-destek materyali etkilesim mekanizmalarinin tam
olarak aydinlatilamamis olmasi immobilizasyon sonrasi aktivite degisimlerinin 6n goriilmesini
zorlastirmaktadir. Ayrica yiliksek verimli immobilizasyon optimizasyon stratejilerin sinirli

olmasi bu alandaki aragtirma gereksinimini daha da arttirmaktadir.

Gida biyoteknolojisinde ve 6zellikle meyve suyu endiistrisinde pektinaz enzimleri, bitki
hiicre duvarmin temel bilesenlerinden biri olan pektin polimerlerin par¢alanmasinda kritik bir
rol oynamaktadir. Pektinin varligi, meyve sularinda istenmeyen bulaniklifa (turbidite) ve
yiksek viskoziteye neden olarak ekstraksiyon verimini diisiirmekte ve filtrasyon asamalarinin
zorlagtirmaktadir (Alkorta vd., 1996; Kuddus, 2019). Bu problemin asilabilmesi amaciyla
endiistride ticari serbest pektinaz preparatlart yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak serbest
enzimlerin endiistriyel proseslerdeki kullanimi; reaksiyon ortamindaki dar pH ve sicaklik
caligma araliklarina olan hassasiyetleri, operasyonel siireglerin sonunda iiriin karigimindan geri
kazanilamamalar1 ve nihai iirlinde kontaminasyon riski olusturmalar1 gibi temel sorunlar
barindirmaktadir (Robescu & Bavaro, 2025). Serbest enzimlerin reaksiyon sonrasi
kaybedilmesi, proseste siirekli taze enzim ilavesini gerektirmekte ve endiistriyel olcekteki
maliyetleri dramatik bi¢imde arttirmaktadir (Katchalski-Katzir, 1993). Ilgili operasyonel
kisithiliklart agmak i¢in enzim immobilizasyonu stratejileri literatiirde yogun olarak ¢alisilmig
olsa da geleneksel fiziksel immobilizasyon materyalleri (makro boyuttaki jeller, regineler veya
boncuklar), kiitle transferi direncleri ve diisiik enzim yiikleme kapasiteleri nedeniyle reaksiyon
verimliligini istenilen seviyelere tastyamamaktadir (Datta vd., 2013). Dolayisiyla, pektinaz

enziminin yliksek stabilite ile ¢alisabilecegi, reaksiyon ortamindan kolaylikla ayrilabilecek



olmas1 ve aktivite kayb1 yasamadan ardisik dongiilerde kullanilabilecegi 6zgiin, dayanikli ve

yeni nesil nanotastyici sistemlerin gelistirilmesi bu tezin aragtirma konusunu olusturmaktadir.
Calismanin kapsami su asamalardan olugmaktadir:

1. Birlikte ¢oktiirme (co-percipitation) yOntemiyle sliper paramanyetik karakterde
demir oksit (Fe3O4) nanopartikiillerin sentezlenmesi,

2. Sentezlenen tastyicilarin ylizeylerinin aminosilan ajanlarla fonksiyonellestirilmesi
ve ¢ift fonksiyonlu (bifunctional) glutaraldehit capraz baglayicisi ile aktive edilmesi,

3. Pektinaz  enziminin  yiizeye kovalent baglanmast ve  sentezlenen
nanobiyokatalizoriin karakterize edilmesi,

4. Serbest ve immobilize pektinazin Km ve Vmax gibi kinetik parametrelerinin
incelenmesi

5. Termal stabilite, pH stabilite, depolama stabilite ve operasyonel stabilite
(reusability) kapasitelerinin tespit edilerek endiistriyel kosullara uygunlugunun
degerlendirilmesi,

6. Gelistirilen manyetik nanobiyokatalizoriin uygulamali bir model olarak gercek

meyve suyunda bulaniklik giderimi potansiyelinin test edilmesidir.

Bu aragtirmanin bilimsel ve 0zgilin degeri, gida biyokataliz siireglerinde yiiksek
performansli, ekonomik olarak siirdiiriilebilir ve akilli ayrilma o6zelliklerine sahip bir nano

tastyici sistemin rasyonel tasarimidir.

Immobilizasyon tastyicisi olarak manyetik nanopartikiillerin secilmesi, sahip olduklari
yiiksek yilizey alani/hacim orani neticesinde difiizyon sinirlandirmalarini minimize ederek
yliksek enzim yiikleme verimi saglamasidir. Buna ek olarak partikiillerin siiper paramanyetik
yapilar sayesinde reaksiyon sonrasinda herhangi bir santrifuj, dekantasyon veya filtrasyon
maliyetine gerek kalmaksizin harici bir manyetik alan (miknatis) kullanilarak reaksiyon

ortamindan ayrilabilmesidir (Adeel vd., 2018; Vaghari vd., 2016).

Diger taraftan immobilizasyon metodolojisi olarak glutaraldehit aracili kovalent ¢apraz
baglamanin kullanilmasi, enzim ile tasiyict destek ylizeyi arasinda ¢ok noktali kovalent
baglantilarin kurulmasimi saglamaktadir (Barbosa vd., 2013). Bu gii¢lii kimyasal baglar,
pektinaz enziminin {i¢ boyutlu yapisina konformasyonel bir rijitlik kazandirarak; enzimi yiiksek
sicaklik, u¢ pH degerleri ve sizinti (leaching) problemlerine karst koruyan {istiin bir

stabilizasyon mekanizmasi olusturur (Sheldon, 2007).



Sonug olarak; kovalent bagin yapisal kararliligi ile manyetik nanopartikiillerin
operasyonel pratikligini tek bir sistemde birlestiren bu nanobiyokatalizor, serbest enzim
kaynakli islem maliyetlerini diisiirecek yesil kimya odakli bir proses sunmaktadir. Gelistirilen
bu entegre modelin hem enzim immobilizasyon literatiiriine hem de yiiksek verimli, endiistriyel

gida prosesi tasarimlarina 6zgiin bir katki saglamas1 ongoriilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Enzimler

Hammurabi Kanunlar1 (Eski Babil, yaklasik M.O. 2100), enzimlerin ticari amaglarla
kullannmina dair en eski belgelenmis referansi icerir. Fermantasyon i¢in gerekli enzimlerin
kaynagi olarak siklikla mikroorganizmalar kullanilirdi. Babil yazitlar1 disinda, ayn1 zamanda
Roma, Yunanistan, Misir, Cin ve Hindistan gibi en eski medeniyetlere ait yazitlar da bu
stireclere atiflar igerir. Alkoliin enzimatik olarak asetik aside doniistiiriilmesine dayanan benzer
bir sirke yapim siirecine dair ¢ok sayida referans da eski yazitlarda bulunabilir. Sirke, antik
caglarda popiiler bir malzeme olarak kullaniliyordu. Sadece yiyecekleri korumak ve hazirlamak
icin degil, ayn1 zamanda tedavi amacli da kullaniliyordu (Copeland, 2023). “Enzim” kelimesi
ilk olarak 1878'de Alman fizyolog Wilhelm Kiihne tarafindan kullanilmis, mayanin sekerlerden
alkol iiretme yetenegini tanimlamis ve Yunanca en (“igeride” anlamina gelir) ve zume (“maya”

anlamina gelir) kelimelerinden tiiretilmistir (Robinson, 2015).

19. yiizyildan beri fermantasyon siirecinin gelistirilmesi, biiyiik 6l¢ekte saf enzimler
iiretmeyi hedeflemistir (Mannaa vd., 2021). Yaygin olarak protein olarak bilinen enzimler,
peptit baglariyla (i¢ boyutlu bir yapidaki polipeptit zincirleri) bagli amino asitler igeren
katalitik makromolekiillerdir (Faber, 2018). Amino asit dizisi, proteinin birincil yapisin
belirler. Enzimler, substratlar1 katalizor gorevi gorerek iirlinlere doniistiirtir (Diaz & Martinez,
2013). Enzimler bircok olaganiistii 6zellige sahiptir; son derece segicidirler, yakindan iliskili
substratlar arasinda ayrim yapabilir ve tek bir {iriin elde etmek i¢in reaksiyonlar1 kontrol
edebilirler. Ayrica, baz1 kimyasal reaksiyonlarin hizin1 10'7 kata kadar 6nemli dlgiide artirabilir
ve boylece notr pH ve ortam sicakliklarinda suda calisan bir biyokatalizor gérevi gorebilirler
(Bilal vd., 2019; Hedstrom, 2010). Enzimler, ¢ogu inorganik katalizorden daha etkilidir. Dahasi,
daha fazla 6zgiilliik gosterirler. Genellikle inorganik katalizorler ¢esitli kimyasal reaksiyonlar
hizlandirarak iglev goriirken, enzimler yalnizca belirli bir kimyasal reaksiyonu katalize eder.
Bazi enzimler farkli maddeler iizerinde etki gosterir, ancak genellikle bunlar benzer yapisal
ozelliklere sahip bilesiklerdir ve katalize edilen reaksiyon her zaman ayni tiptedir (Blanco &
Blanco, 2017). Enzimler, substratin ¢ozeltiden tutuldugu bir katalitik bolgeye sahiptir. Sekli,
substratin sekline bagli olarak degisebilir, bu da enzimlerin ¢cok az sayida bilesikle sinirli olarak

reaksiyona girebildigi anlamina gelir.



Son yirmi yilda, enzim endiistrisi uygulamalar1 ilag¢ endiistrisinde, Ozellikle kiral
ilaglarm hazirlanmasinda kullanilmistir (Solano vd., 2012; S. Wu vd., 2021). Ilag endiistrisinin
gelisimi, modern biyoteknolojik geligsmelerle hizla ivme kazanmistir (Kirk vd., 2002). En
onemlisi, enzimler substratlar ve tiriinler arasindaki denge konumunu degistirmez ve reaksiyon
sonunda degismeden kalir (Mannaa vd., 2021). Sekil 2.1, enzimli ve enzimsiz bir reaksiyonun

enerji diyagrami arasindaki farki géstermektedir.

Reaktantlar

Serbest Enerji

AG
degismez .
Uriinler

Tepkime flerleyisi
Sekil 2.1. Enzim ve enzim olmadan gerceklesen reaksiyonun enerji diyagrami

Genis tanimiyla enzimler, canli organizmalar tarafindan {iretilen proteinleri ve
riboniikleik asitleri (RNA'lar1) igerir. Cesitli biyolojik siireclerde 6nemli roller oynarlar.
Sindirim, enerji liretimi, deoksiriboniikleik asit (DNA) replikasyonu ve hiicre sinyalizasyonu
dahil olmak iizere neredeyse tiim metabolik aktiviteler, enzimlerin diizenlenmis etkinliklerine
biiyiik ol¢iide baghdir (Leznicki & Kulathu, 2017; Martinez Cuesta vd., 2015; Nelson vd.,
2021). Biyokatalizorler olarak enzimler, reaksiyonlar icin gereken aktivasyon enerjisini
diisiirerek kimyasal reaksiyonlar1 kolaylastirir. Enzimler, her biri belirli fonksiyonel grup
tiirleriyle etkilesim yoluyla belirli reaksiyonu/reaksiyonlar: katalize etmek ilizere tasarlanmis
oldukga spesifiktir. Bir¢ok enzim, benzersiz bir ii¢ boyutlu enzim-substrat kompleks yapisi
olusturarak, verimli bir kataliz i¢in bir substrat molekiiliiyle tam olarak eslesen aktif bir bolge
icerir. Baz1 enzimler, cesitli sekil ve ylizey 6zelliklerine sahip substratlarin baglanabilmesi i¢in
aktif bolgelerinde belirli bir esnekligi sahiptir. Enzimler, belirli substrat molekiillerine baglanir
ve kendileri degismeden onlar1 tirlinlere doniistiiriir. Bazi enzimler, genellikle kolayca biyolojik
olarak parcalanabilen yan {irlinler tiretir (Nelson vd., 2021). Bu nedenle, enzimler biyoteknoloji,

ilaclar, gida isleme, ¢evre koruma, enerji liretimi gibi ¢esitli alanlarda yaygin olarak kullanilir



ve boylece reaksiyon verimliligini artirir, atik olusumunu ve enerji tiikketimini azaltir (Beilen &

Li, 2002; Kaushal vd., 2018; Kirk vd., 2002; Martinez Cuesta vd., 2015).

Enzimler, molekiiler biyoloji, genetik ve ila¢ kesfini destekleyen Onemli arastirma
araclaridir. Ayrica DNA manipiilasyonu ve protein miihendisliginde de kullanilirlar.
Enzimlerin uygulamalar1 genislemeye devam etmekte ve arastirmacilar, g¢esitli alanlardaki
zorluklarin iistesinden gelmek icin benzersiz Ozelliklerinden yararlanmanin yeni yollarini

kesfetmeye devam etmektedir (Hanefeld vd., 2013; S. Li vd., 2012; Min & Yoo, 2014).
2.1.1. Enzimlerin adlandirilmasi ve siiflandirilmasi

Enzimler genellikle etki ettikleri substratin ismine -az eki eklenerek adlandirilir.
Ornegin, tirozinazlar tirozin igeren reaksiyonlar1 katalize eden enzimlerdir. Enzimler ayrica
katalize ettikleri reaksiyon tiiriine gére de adlandirilirlar. Ornegin, dehidrojenazlar farkli
substratlardan hidrojen giderimini katalize eder. Baz1 enzimlerin isimlendirilmesi bunlarin
disinda kalir. Bunlar arasinda gastrik pepsin, pankreatik tripsin ve kimotripsin bulunur. Her
enzime tanimlayici bir isim ve kesin olarak tanimlanmasini saglayan bir numara atamak icin
Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB), enzimleri katalize ettikleri
reaksiyon tiirline gore yedi ana gruba ayrmistir (McDonald & Tipton, 2023). Uluslararasi

siiflandirmanin yedi ana grubu sunlardir:

1. Oksidorediiktazlar, oksidasyonlar1 ve rediiksiyonlar1 katalize eder. Koenzimlerle

iligkilidirler ve dehidrogenazlar, oksidazlar, peroksidazlar ve oksijenazlari igerirler.

2. Transferazlar, amin, karboksil, karbonil, metil, a¢il, glikozil ve fosforil gibi bir grup

atomun bir molekiilden digerine transferini katalizlerler.
3. Hidrolazlar, su ilavesiyle C—O, C—N, C—S ve O—P baglarinin hidrolizini katalizler.

4. Liyazlar, hidrolizden farkli bir islemle bir substrattaki C—C, C—S ve C—N baglarinin
(peptit baglar1 hari¢) kopmasini katalizler. Bazilari substrattan gruplar1 uzaklastirarak ¢ift baglar

veya dongiiler olustururken, digerleri ¢ift baglara gruplar ekler.

5. Izomerazlar, herhangi bir tiirdeki (optik, geometrik veya pozisyonel) bir izomerin

digerine doniistimiinii katalizler.
6. Ligazlar, iki molekiilii kovalent baglarla birlestirir.

7. Translokazlar, iyonlarin veya molekiillerin zarlar boyunca hareketini veya zarlar

icinde ayrilmasini katalizler.



2.1.1.1. Pektinazlar

Pektinazlar, hiicre biiylimesi, meyve olgunlasmasi, yaprak dokiilmesi, yaglanma ve
bitkilerin patojenitesinde dnemli bir rol oynar. Pektinaz, pektin maddeleri iizerinde etkili olan
karmasik ve heterojen bir enzim grubudur. Pektin igerigi, bitkilerde ve meyvelerde yaygin
olarak bulunan, asidik yapida dogal bir heteropolimer bilesigin genel adidir (Picot-Allain vd.,
2022; Satapathy vd., 2020). Pektinazlarin ilk ticari kullanimina 1930'da meyve suyunu
berraklastirmak i¢in baslanmistir (Bhardwaj vd., 2017; Tapre & Jain, 2014). 1960'tan sonra
diger enzimler kaydedilmis, bitki dokularinin kimyasal yapis1 belirginlesmis ve arastirmacilar
daha fazla enzimi verimli bir sekilde kullanmaya baslamistir. Kullanilan enzimler arasinda
pektinazlar, stabil ve berraklastirilmis meyve sularinin maksimum verimi igin ticari sektoriin
temel katalizorleridir (Tapre & Jain, 2014). Pektinazlarin uygulama alanlari siirekli artmaktadir
ve diinya ¢apindaki gida enzim pazarinin %25'ini olusturmaktadir (Amin vd., 2017b; Shrestha
vd., 2021). Pektinaz iiretimi i¢in farkli dogal kaynaklar arasinda maya, bakteri, mantar ve
bitkiler yer almaktadir. Mikrobiyal enzimler, kimyasal katalizorlerin yerini almaktadir ¢linkii
enzimatik katalizorler daha spesifik, daha az agresif, ¢evre dostu ve enerji tasarrufu

saglamaktadir (Amin vd., 2019; Garg vd., 2016).
Pektinazlarin Simiflandirilmasi

Pektinaz enzimleri, substrat lizerindeki etkisine gore lic gruba ayrilabilir. Sekil 2.2,
protopektinaz, pektinesteraz ve depolimeraz (hidrolaz ve transeliminaz) olmak iizere pektinaz

enzimleri gosterilmistir (Garg vd., 2016; Oumer, 2017; Patidar vd., 2018).



Pektinaz

Protopektinaz Depolimeraz Pektin esteraz

Hidrolize edici Pargalayici

Polimetilgalakturonate

Poligalakturonaz Polimetilgalakturonaz Poligalakturonate liyaz liyaz

Sekil 2.2. Pektinaz enzimlerinin etkilerine gére siniflandirilmalari

Pektin maddelerinin hiyerarsik katalizi Sekil 2.3’ degosterilmistir.

Protopektin & 7

COOH

COOH COOH

H OH °.
+
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Sekil 2.3. Pektinazlar tarafindan pektin maddelerinin enzimatik katalizinin hiyerarsik
gosterimi (Patel vd., 2022)

PP: Protopektinaz, PMG: Polimetilgalakturonazlar, PME: Pektin metilesteraz, PNL: Pektin
liyaz, PG: Poligalakturonaz, PL: Pektat liyaz



Pektinazlarin optimum pH'ya bagli olarak, alkali veya asidik gruplara ayrilirlar. Asidik
pektinazlar, pektin maddelerini par¢alamak i¢in meyve suyu isleme ve sarap yapim
endiistrilerinde kullanilir. Buna karsilik, alkali pektinazlar kagit iiretimi, bitkisel yag
ekstraksiyonu, tekstil isleme, ¢ay ve kahve isleme ve atik su aritiminda uygulama alam

bulmaktadir (Patel vd., 2022). Asagida farkli pektinaz tiirleri ayrintili olarak ele alinmaktadir.
a) Protopektinaz

Protopektinazlar (3.2.1.99), suda ¢oziinmeyen protopektinin karmagik yapisini pektine
parcalayan hidrolaz enzimleridir. Bitki hiicre duvarinin ayrilmasi islemi olan maserasyon, hiicre
duvarlarinin protopektinine uygulanan pektosinaj aktivitesinden kaynaklanir. Protopektinazlar,
A tipi ve B tipi protopektinazlar olarak siiflandirilir (Jayani vd., 2005). A tipi protopektinaz,
kismen metillenmis galakturonik asitten olusan protopektinin i¢ bolgesine saldirir. B tipi
protopektinaz ise protopektinin tiiylii ve yan zincir bolgesine saldirir (Zhang vd., 2018)
Protopektinaz kullanilarak yapilan enzimatik ekstraksiyon, endiistrilerde pektinin yiiksek
sicaklik ve cevre dostu olmayan asit bazli ekstraksiyonunun yerini almistir. Protopektinaz,
protoplast ve tek hiicreli protein iiretiminde uygulama alani bulmustur. Bununla birlikte,
ekstrakte edilmis meyve suyunun enzimatik isleminde kullanilmamaktadir. Bu tip pektinaz
genellikle olgunlagmamis meyvelerde bulunur ve ¢oziinmeyen protopektini ¢oziinebilir bir
pektin formuna doniistiiriir. Bu nedenle, protopektinazin pektin parcalanmasi i¢in gerekli olan

ilk enzim oldugu diisiiniilmektedir (Patidar vd., 2018; Tapre & Jain, 2014).
b) Pektin Esteraz (PE, de-esteraz)

Esterazlar, meyve suyunun viskozitesini veya bulanikligin1 degistirmez. Bunun yerine,
pektini pektat liyazlar (PL) ve poligalakturonazlar (PG) tarafindan depolimerize edilen bir
substrat olan pektik aside dontstiiriirler. Bitkilerde bulunan esterazlar tek zincirli mekanizma
ile calisir. Polimer zincirindeki esterlenmemis galakturonik asit {initesine bitigik esterlenmis
linite lizerinde etki ederler ve ardindan dogrusal olarak ilerlerler. Buna karsilik, mikrobiyal
olarak izole edilen esterazlar, ¢cok zincirli bir mekanizmayi izleyerek esterlenmis grubu rastgele
ortadan kaldirirlar (Kotnala vd., 2018). Esterazlar, pektin metilesteraz (PME) (3.1.1.11) ve
pektin asetilesteraz (PAE) (3.1.1.6) olarak siniflandirilir. PME, pektinin esterlenmis
galakturonik asit linitesinden metil grubunu uzaklastirarak poligalakturonik asit (PGA) ve yan
lirlin olarak metanol olusturur. Bunun aksine, PAE, pektinin yan zincirlerinden asetil grubunu
uzaklastirarak pektini deasetile eder. PAE'nin etkisi, yan zincirlerde bulunan asetil gruplarinin

sterik engelini azaltarak diger pektinazlarin islevini iyilestirir. Pektindeki ramnogalakturonan I
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(RG I)'in deasetilasyonunu gerceklestiren bir enzim olan RG asetil esteraz (3.1.1.86) da rapor

edilmistir (Ahmed ve ark., 2021).

Bu pektinaz, pektin metil hidrolaz, pektin metilesteraz ve pektaz olarak da bilinir. PE,
pektinin galakturonan omurgasinin metil ester baginin de-esterifikasyonunu katalize ederek
pektik asit ve metanol iireten bir karboksilik asit esterazidir (Garg vd., 2016; Jayani vd., 2005).
PE'nin etkisinden sonra olusan pektinin daha sonra poligalakturonaz (PG) ve liyazlar tarafindan
islendigi bildirilmistir. PE'ler, yiiksek bitkilerin meyvelerinde, yapraklarinda, ciceklerinde,
govdelerinde ve koklerinde bulunur. pH'1 asidik kosullardan alkali kosullara kaydirdiklari
diisiiniilmektedir (Kavuthodi & Sebastian, 2018; Nighojkar vd., 2019).

¢) Depolimerize Edici Enzim

Bu enzimler pektinli maddeleri daha kisa zincirli bilesiklere depolimerize eder. Meyve
suyunun viskozitesi, mevcut pektinli maddelerin zincir uzunluguna baghdir. Dolayisiyla,
meyve suyu berraklastirmasinda performanslar1 ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle, pektin enzimleri
kapsamli bir sekilde incelenmis ve endiistriyel olarak kullanilan enzimlerdir. Glikozidik bag
kirilma mekanizmasina bagli olarak, depolimerazlar hidrolazlar ve liyazlar olarak gruplandirilir

(Patel vd., 2022).

Hidrolazlar, oksijen kopriisii boyunca su molekiilii ekleyerek pektinli bilesiklerin
glikozidik bagin1 kirar. Enzimlerin saldirdigi substrati dikkate alarak, hidrolazlar
poligalakturonazlar (PG) ve polimetilgalakturonazlar (PMG) olarak smiflandirilir. PG'ler ve
PMG'ler sirastyla pektik asidini ve pektini depolimerize eder. PG'ler, substrati katalize etmek
icin belirli bir deseni izler. Pektik asidi zincirinin terminal kismini hedefleyen enzimlere
ekzopoligalakturonaz denir. Iki tip ekzopoligalakturonaz bildirilmistir. Ekzopoligalakturonaz I
(3.2.1.67), pektik asidi indirgenmeyen ugtan kirarak monogalakturonatlar iiretir (Kant vd.,
2013). Buna karsilik, ekzopoligalakturonaz II (3.2.1.82), poligalakturonik asidin (PGA) sondan
bir Onceki parcalanmasini gerceklestirerek, polimer zincirinin ucundan digalakturonat
molekiiliinii uzaklastirir (Anand vd., 2017). Buna karsilik, zincir lizerinde rastgele etki eden
PG'ye endopoligalakturonaz (3.2.1.15) ad1 verilir. PG'ler, 6zellikle Aspergillus niger olmak
lizere mikrobiyal suslardan elde edilir (Jayani vd., 2005). Benzer sekilde, PMG'ler endoPMG'ler
ve ekzoPMG'ler olarak ayrilir. Simdiye kadar PMG'lerin iiretimi, karakterizasyonu ve
uygulamasiyla ilgili kapsamli caligmalar bildirilmemistir. Endoarabinaz (3.2.1.99), o-
arabinofuranosidaz (3.2.1.55), B-galaktosidaz (3.2.1.23), endoglukanaz (3.2.1.89), EndoRG-I
hidrolaz (3.2.1.171), RG-I galakturonohidrolazlar (3.2.1.173), RG-I ramnohidrolazlar
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(3.2.1.174) ve doymamis ramnogalakturonil hidrolazlar (3.2.1.172) gibi diger yardimci
hidrolazlar da pektin polimerinin par¢alanmasina, 6zellikle pektinin dallanmis kisimlarinin

uzaklagtirilmasina yardime1 olur (Yadav vd., 2009).

Liyazlar, C4'teki (galakturonik asit birimindeki dordiincii karbon) glikozidik bagi kirar
ve C5'ten hidrojen atomunu uzaklastirarak doymamis bir iirin olusturur (Yadav vd., 2013).
Pektin molekiiliinii katalize eden liyazlar pektin liyazlari (PNL'ler) olarak bilinir. Buna karsilik,
pektat liyaz (PL) pektik asidi trans-eliminasyona ugratir (Hamdy, 2005). PG'ler ve PMG'lere
benzer sekilde, PNL ve PL endo ve ekzoenzimler olarak siniflandirilir. EndoPNL (4.2.2.10) ve
endoPL (4.2.2.2), pektin ve pektik asit molekiillerini rastgele bdlerek molekiillerin zincir
uzunlugunu azaltir. Buna karsilik, ekzoPNL ve PL (4.2.2.9), reaksiyon sirasinda substratlardaki
galakturonik asidin terminal birimlerini uzaklastirir. EkzoPNL, izolasyon kaynagina
bakilmaksizin liyazlarin ham maddelerinde neredeyse hi¢ bulunmaz ve bu nedenle ekzoPL'lerle
ilgili ¢ok az arastirma mevcuttur. Liyazlar ayrica pektin bilesiklerinin RG kisimlar: tizerinde
etkili olan endorhamnogalakturonan I (4.2.2.23) ve exorhamnogalakturonan I'i (4.2.2.24) de

icerir (Yadav vd., 2009).

Sicakliga bagl olarak pektinazlar psikrofilik, termofilik ve mezofilik pektinaz olarak
siiflandirilir. Genellikle endiistrilerde kullanilan pektinazlarin ¢ogu, 20 ile 50 °C arasinda
genis bir sicaklik araliginda ¢alisan mezofilik pektinazlardir. Bununla birlikte, 37 °C'de aktivite
gosteren pektinazlar, diisiik veya yiiksek sicaklik islemleri kullanan endiistrilerde uygun
degildir. Ayrica, ekstremofiller en iyi alternatifler olabilir (John vd., 2020). Cesitli endiistrilerde
pektinaza olan talebin artmasi nedeniyle genis bir pH araligina dayanikli ve termostabil

ozelliklere sahip pektinaz iiretme ihtiyaci vardir.
Pektinazlarin Meyve Suyu Endiistrisinde Kullanim

Meyve suyu endiistrileri, meyveleri yumusatmak, ekstraksiyonu kolaylastirmak, meyve
suyu verimini artirmak ve meyve suyunu berraklastirmak i¢in pektinazlar, seliilazlar ve
proteazlar gibi diger hiicre duvari pargalayici enzimleri kullanmaktadir (Jadaun, 2018;
Nighojkar vd., 2019; Patidar vd., 2018). Meyveler, 6zellikle tropikal meyveler, daha fazla
pektin igerir ve posalidir (Tapre & Jain, 2014). Meyve suyu ekstraksiyonunda meyvelerin
mekanik olarak pargalanmasi, negatif yiiklii pektin tarafindan kaplanan pozitif yiiklii protein
nedeniyle jole kivaminda, viskoz ve bulut benzeri goriintimlii iirlinlere neden olabilmektedir.
Meyve suyuna pektinaz eklenmesi, pektini parcalayarak pozitif yiiklii proteini agiga ¢ikarir.

Pozitif yiiklii proteinin aciga ¢ikmasi, bulut pargaciklar: arasindaki elektrostatik itmeyi azaltir
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ve daha biiyiik bir pargacik olusumuna yol acar. Bu da daha sonra ¢okerek berrak bir meyve
suyu elde edilmesini saglar (Tapre & Jain, 2014). Bununla birlikte, pektinaz takviyesi, meyve
suyu verimini artirmak i¢in galakturonik asit monomerleri arasinda bulunan glikozidik baglar
kirar. Ek olarak, pektinazlar pektinin su tutma kapasitesini azaltir ve viskoziteyi ve bulanikligi
digtirtir (Nighojkar vd., 2019; Shrestha vd., 2021; Tapre & Jain, 2014). Dahasi, enzimatik islem,
pektini parcalayarak meyve suyunu berraklastirir, askida kalan parcaciklarin ¢okmesine
yardimci olur ve renk, koku ve stabilitedeki istenmeyen degisiklikleri ortadan kaldirir.
Pektinazlar, meyve piiresi {retiminde, meyve dilimlerinin soyulmasinda ve sarap
berraklastirmasinda uygulanabilir. Biyokatalizoér kullanimi, maliyeti diisiiriir ve {iriin verimini
artirir ve diger farkl yerlesik stireglere gore oldukea rekabetcidir. Bu, 6zellikle tropikal meyve
suyu iretiminde g¢esitlendirme ve pazar paymni artirma konusunda basit bir alternatif yontem

sunmaktadir (Jadaun, 2018; Tapre & Jain, 2014).
Pektin

Pektin maddeleri, a-(1-4) baglantisiyla birbirine baglanmig galakturonik asit
kalintilarindan olugan bir omurgaya sahip, kolloidal asit polisakkaritlerinin kompleksidir.
Galakturonik asidin karboksil gruplari, potasyum, sodyum veya amonyum iyonlar: tarafindan
kismen veya tamamen noétralize edilir ve metil gruplari tarafindan kismen esterlestirilir (Caffall
& Mohnen, 2009; Sieiro vd., 2012) . Pektinin yan zincirleri arabinoz, galaktoz, L-ramnoz ve
ksilozdan olusur. Pektin maddeleri dort molekiile ayrilabilir: protopektin (saglam dokudaki
pektin maddesi), pektin asitleri (poligalakturonan ihmal edilebilir miktarda metoksil grubu
icerir), pektinik asitler (>%0-%75 metillenmis galakturonat birimi i¢eren poligalakturonan) ve
pektinler (yaklasik %75 metillenmis galakturonat birimi i¢eren pektinik asit). Protopektinler
suda ¢oziinmezken, diger pektin tiirleri kismen veya tamamen suda ¢oziintir (Alkorta vd., 1996;
Ramadan, 2019; Tapre & Jain, 2014). Pektin hiicre duvarinda bulunur ve protopektin
olusturmak icin polisakkaritler veya proteinlerle baglanabilir. Meyvelerin hiicre duvarinda
pektin ana bilesendir (Anuradha vd., 2010; Kohli & Gupta, 2015). Baz1 taze meyvelerin pektin
icerigi (%) Tablo 2.1'de verilmistir. Taze meyveler arasinda kus iiziimii en yiiksek pektin

yiizdesini (%0,9—%]1,5) icerir (Ramadan, 2019).
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Tablo 2.1. Baz1 taze meyvelerdeki pektin icerigi (%) (Ramadan, 2019)

Meyve Pektin Icerigi (%)
Muz 0.7-1.3
Kayisi 0.7-1.3
Elma 0.5-1.6
Kus Uziimii 0.9-1.5
Uziim 0.2-1.0
Domates 0.2-0.5
Guava 0.7-1.5
Cilek 0.6-0.7
Seftali 0.3-1.2
Ananas 0.3-0.6

Pektin, dogal olarak olusan bir biyopolimer olup, tiim yiiksek bitkilerin hiicre duvarinin
ana bilesenlerinden biridir. Hiicre yapismasindan sorumlu olan orta lamellada bulunan tek
polisakkarittir. Dogas1 geregi toksik olmayan, anyonik bir heteropolisakkarittir ve bitkinin taze
agirhiginin %0,5 ila %4,0'in1 olusturur (Jayani vd., 2005; Picot-Allain vd., 2022). Bitkilerde ve
meyvelerde pektin, hiicrenin sertligini ve yapisini saglar. Pektin tiirli, sebze ve meyvelerin
biiylime, olgunlagma ve depolama sirasinda dokusunda 6nemli bir rol oynar. Ayrica pektin, bitki
biiylimesi ve gelismesinin yani1 sira morfojenez, savunma, hiicreler aras1 yapisma, duvar yapist,
sinyal iletimi, hiicre genislemesi, duvar gozenekliligi, iyonlar, biiyiime faktorlerinin ve
enzimlerin baglanmasi, polen tiipii biiyiimesi, tohum hidrasyonu, yaprak dokiilmesi ve meyve
gelisiminde 6nemli bir rol oynar (J. Chen vd., 2015; M. Khan vd., 2013; Yamada vd., 2015).
Enzimatik ve kimyasal modifikasyonlar, meyvelerde bulunan pektini etkiler. Meyvelerin
olgunlagmasi sirasinda, pektinaz nedeniyle pektinin ¢6ziinmesi ve meyvelerin yumusamasi

gerceklesir (Paniagua vd., 2014). Pektinin molekiiler agirligi 60.000 ila 318.000 g/mol arasinda
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degisir ve bitki kaynagina, meyve/bitki asamasina, ekstraksiyon kosullarina ve yontemlere gore

farklilik gosterir (Sayah vd., 2016; Yang vd., 2018).

Pektin polisakkaritlerinin ana bileseni, a (1 — 4) glikozidik baglarla birlestirilmis D-
galakturonik asittir. Riboz, galaktoz, arabinoz ve siikroz dahil olmak tizere diger seker birimleri
de polimerlere eklenmis olarak bulunur ve hiicre duvarinda yaklasik %70 galakturonik asit
bulunur (Harholt vd., 2010; Picot-Allain vd., 2022; Shrestha vd., 2021). Pektinin yapisal
bilesenleri ve molekiiler kiitlesi, kokenlerine, hiicre tiplerine, hiicresel gelisimin farkli
asamalarina, ekstraksiyon kosullarina, ekstraksiyon yontemlerine ve belirli bir hiicre duvarinin
kalinligia gore farklilik gosterir (Harholt vd., 2010; Pancerz vd., 2021). Bununla birlikte, ayn
molar kiitleye sahip pektin molekiilii, metilasyon derecesindeki (DM), dallanmadaki ve notr
seker igerigindeki farklilik nedeniyle farkli hidrodinamik 6zelliklere sahip olabilir. Pektinin en
yaygin polisakkarit yapisal bilesenleri homogalakturonan (HG), ramnogalakturonan I (RG I) ve
ramnogalakturonan II'dir (RG II) (Lara-Espinoza vd., 2018; Picot-Allain vd., 2022; Ropartz &
Ralet, 2020).

a) Homogalakturonan

Bu, pektinde en basit ve en bol bulunan bilesiktir ve pektinin yaklasik %75-100"nt
olusturur. Homogalakturonan (HG), pektin molekiiliiniin omurga zincirini temsil eder ve a
(1—4) glikozidik baglarla birbirine baglanmis o-D galakturonik asit (GalA) kalintilarinin
dogrusal polimerlerini i¢erir. HG'nin minimum uzunlugunun 100 GalA kalintis1 oldugu tahmin
edilmektedir. GalA kalintilar1 asetillenmis ve/veya metil esterlenmis olabilir. 100 GalA
kalintisindaki asetil esterlenmis GalA ve metil esterlenmis GalA sayist sirasiyla asetilasyon
derecesi (DA) ve metilasyon derecesi (DM) olarak bilinir. Hem DA hem de DM, pektinin
fonksiyonel 6zellikleri lizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir. Bu HG boélgesi ayn1 zamanda pektinin

pliriizsiiz bir bolgesi olarak da kabul edilir (Lara-Espinoza vd., 2018; Ropartz & Ralet, 2020).
b) Ramnogalakturonan I

Ramnogalakturonan I (RG I), L-ramnopiranozun a-1, iki baglantili kalintilarinin yan
zincirleri olarak arabinoz, galaktoz ve mannoz gibi birgok nétr sekeri igeren yiiksek oranda
dallanmis bolgede bulunur. Ayrica, RG I'in omurgasi ramnoz ve galakturonik asidin tekrarlanan
disakkarit yapis1 tarafindan olusturulur. Galakturonik kalint1 asetilasyona ugrayabilir ve diger
notr sekerlerle (galaktoz, arabinoz ve ksiloz) baglanabilir. Bu nedenle, RG I pektinin yaklasik
%10-25"ni olusturur (Lara-Espinoza vd., 2018).
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¢) Rhamnogalakturonan I1

Rhamnogalakturonan II (RG II), bir homogalakturonan (HG) omurgasi i¢eren pektin
alaninin en karmasik dalidir ve bitkinin en korunmus ve yaygin alanidir. RG II, pektinin %0-
10'unu olusturur. RG II'nin kisa bir HG'si, birkag sira dis1 seker kalintisinin dort yan zinciriyle
ikame edilmistir. Pektinin RG I ve RG II bolgeleri, pektinin tiiylii bolgeleri olarak bilinir (Lara-
Espinoza vd., 2018; Mellinas vd., 2020).

Pektin bakimindan zengin meyvelerin ezilmesi, jelatinimsi ve yiiksek viskoziteli meyve
sular1 ve bulaniklig1 artan meyve posalari ile sonuglanir (Suryawanshi vd., 2019). Bulaniklik
veya pusluluk, meyve sularinda pektin, seliiloz ve hemiseliiloz gibi polisakkarit bilesenlerinin
kolloidal dagilimindan kaynaklanir. Bu, yalnizca isleme ve depolama sirasinda tiriin kalitesini
tehlikeye atmakla kalmaz, ayn1 zamanda tiiketici kabul diizeyini de olumsuz etkiler (Kharazmi,

Taheri-Kafrani, Soozanipour, vd., 2020).
2.1.2. Enzimlerin kimyasal yapisi

Tiim enzimler protein veya konjuge proteinlerdir, ancak bazi katalitik olarak aktif
RNA'lar tanimlanmistir. Bazi enzimler yalnizca amino asitlerden olusur. Diger enzimler ise
cesitli alt birimlerin veya polipeptit zincirlerinin birlesmesiyle oligomerler olusturur. Bircok
enzim katalitik roliinli yalnizca kofaktor/koenzim ad1 verilen nispeten kiiciik boyutlu bagka bir
protein olmayan molekiille birlestiginde gerceklestirir. Hem protein hem de protein olmayan
kistmlar enzim aktivitesi igin gereklidir. Inaktif protein yapisi olan apoenzimin, kendisi i¢in
spesifik olan kofaktdriiyle birlesmesi sonucu olusturdugu aktif enzimatik komplekse holoenzim
denir (Sekil 2.4) ve protein veya apoenzim ile kofaktor/koenzimden (protein olmayan molekiil)
olusur. Izoenzimler (izozimler), ayni1 reaksiyonu katalize eden, ancak fiziksel ve kinetik

parametreleri farkli olan farkli enzim formlaridir (Rodrigues vd., 2013).
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AKktif Bolge Kofaktor/
Koenzim

Apoenzim

!

Holoenzim

Sekil 2.4. Enzimlerin kimyasal yapisi
2.1.3. Enzimatik kataliz

Enzimler reaksiyon hizini artirir ve diger katalizorler gibi reaksiyonun denge sabitini
degistirmezler. Bir E enzimi, substrat S'nin {iriin P'ye doniisiimiinii katalize ederse, enzim ve

substrat kompleks bir ES* olusturur ve bu da daha sonra enzim ve iirlinlere ayrisir (Sekil 2.5):

S %,

¢ %,

W—O 00—V

Enzim Enzim-Substrat Enzim-Uriin Enzim
(E) Kompleksi Kompleksi (E)
(ES*) (EP)

Sekil 2.5. Enzimatik kataliz gdsterimi

Reaksiyon sirasinda enzim, substrata etkili bir sekilde baglanir. Son olarak, enzim
degismeden kalir ve bagka bir substrat molekiiliine tekrar baglanabilir. ES kompleksinin
olusumu i¢in substrat, enzim iizerinde iyi tanimlanmis bir yere baglanir. Molekiilin bu
bolgesine aktif bolge, aktif merkez, katalitik bolge veya substrat bolgesi denir. Enzimin katalitik
etkisi burada gerceklesir. Aktif bolgede baglanma ve katalitik bolgeler bulunur. Hem baglanma
hem de katalitik etkiler, aminoasit kalintilarinin yan zincirlerinin 6nemli bir rol oynadig1 aktif
bolge seviyesinde oldukga spesifik bir ii¢ boyutlu konformasyon gerektirir. Ornegin, Sistein

(Cys), Glutamat (Glu), Aspartat (Asp) , Lisin (Lys), Arjinin (Arg), Histidin (His), Serin (Ser),
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Treonin (Thr) ve hidrofobik kalintilarin reaktif yan zincirleri, substrat baglanmasinda énemli
bir role sahiptir. Substratin enzime baglanmasi, hidrojen baglari, iyonik ¢ekimler, hidrofobik
baglar ve Van der Waals etkilesimleri gibi kovalent olmayan baglar1 igerir. Tepkime sirasinda

enzim ve substrat arasinda gegici kovalent baglar da olugmaktadir.

Enzimatik reaksiyonlarin mekanizmasi iizerine bir¢ok ¢alisma yapilmis olup, bunlardan
en yaygin olani asagida aciklanmistir (Ako & Nip, 2006). Anahtar ve kilit teorisi (Sekil 2.6),
aktif bolgesine yalnizca substratin baglanabilecegini belirten ilk modeldir.
é‘é‘

&

%
A

Enzim Enzim-Substrat Enzim-Uriin Enzim
Kompleksi Kompleksi

Sekil 2.6. Anahtar - kilit modeli

Indiiklenmis uyum teorisi (Sekil 2.7), enzimlerin, bagli substratin enzim
konformasyonunda bir degisiklige neden olacak kadar esnek oldugunu ve bdylece bir

reaksiyonun meydana gelebilecegini gostermektedir (Robinson, 2015).
O
%0

¥V—O— 00—V

Enzim Enzim-Substrat Enzim-Uriin Enzim
Kompleksi Kompleksi

Sekil 2.7. indiiklenmis uyum modeli

2.1.4. Enzim Kinetigi

Pratik calismalarda, enzim katalizli reaksiyonlar1 (reaksiyon hizi, zaman cizelgesi)
karakterize etmek ve karsilastirmak icin uygun matematiksel iliskileri bilmek onemlidir.
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Dolayisiyla, reaksiyon sistemlerinin kinetik modellerinin olusturulmasi, deneysel verilerin

matematiksel bir ifade seklinde agiklanabilmesi i¢in kritik bir ara¢ gorevi gérmektedir.

Her metabolik siire¢ bir kimyasal reaksiyonun ¢ekirdegini olusturur. Biyolojik
sistemlerde, reaksiyonlarin biiyiik bir kisminda katalizorler rol oynar. Karmasik metabolik ag,
enzimler sayesinde miimkiin olmaktadir. Kimyasal kinetigin temel prensipleri, ister enzim
katalizli ister enzim katalizsiz olsun, kimyasal reaksiyonlar hakkinda Onemli bilgiler
sunmaktadir (Punekar, 2018). T. 1°’de gorildiigii gibi Michaelis-Menten denklemi, enzim
substrat etkilesimi hakkinda bir iliski oldugunu kanitlamistir. Ornekler arasinda, par¢alanma
reaksiyonlari (peptidazlar, niikleazlar, amilazlar) veya izomerizasyonlar (sadece ileri reaksiyon
dikkate alindiginda) bulunur. Geri doniisiimsiiz reaksiyon i¢in, bir veya daha fazla iirliniin

olusup olusmadigina bakilmaksizin gegerlidir.

ko
E+S<ES SP+E (T. 1)
kK4

Burada (E) enzim, (S) substrat, (ES) enzim-substrat kompleksi olarak formlaridir, (P)
iriindiir. Bireysel reaktanlarin zamana bagl degisimleri asagidaki diferansiyel denklemlerle

ifade edilir (Punekar, 2025).

dis] _ —k4[SI[E] + k_4[ES] (D. 1)
dt
dE] _ —k4[SI[E] + k_4[ES] (D.2)
dt
@ = —k,[S][E] — k_;[ES] (D. 3)
dt
d[P] _ _
= ke [ES] =V (D. 4)

D. 5’te goriildiigli gibi reaksiyon hizi, enzim-substrat kompleksine baglidir. Enzimatik

bir reaksiyonda, iirlin ve substrat konsantrasyonu buna gore degisir (Sekil 2.8).

19



—_ RN
o N

(o]

Konsantrasyon (mM)
[¢)]

Substrat (mM) Uriin (mM)
4
2
0
0 5 10 15 20 25
Zaman (s)

Sekil 2.8. Zamana bagli olarak substrat ve iiriin konsantrasyonunun degisimi

Michaelis-Menten kinetik modeli, reaktanlar (E ve S) ile ES kompleksi arasinda hizli
bir denge oldugunu varsayar. D. 2’de goriildiigi gibi maksimum reaksiyon hizinin enzim
konsantrasyonuna [E] ve devir sayisina (kca) bagli oldugu gosterilebilir. Farkli substrat
konsantrasyonlarinda enzim katalizli reaksiyonlarin baglangi¢ hiz 6l¢limii i¢in ¢esitli enzimatik

testler mevcuttur (Liitz, 2013).

Vinax = KcaeE] (D.5)

Sekil 2.9, artan substrat konsantrasyonlarinda enzim katalizli reaksiyonlarin baslangic
hizim1 gostermektedir. Baslangicta, enzimin aktif bolgesi ile substrat molekiilleri arasinda
reaksiyon meydana gelir. Reaksiyon hizi, artan substrat konsantrasyonuyla dogrusal olarak
artar. Belirli bir siire sonra, enzim molekiillerinin aktif bolgeleri substrat molekiilleriyle doygun

hale gelir ve maksimum reaksiyon hizina (Vmax) ulasir.
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Sekil 2.9. Substrat konsantrasyonunun reaksiyon hizina etkisi

D. 6’da goriildigi gibi Michaelis-Menten Denklemi, enzimatik reaksiyonun substrat

konsantrasyonuna bagimliligin1 gostermektedir. Michaelis sabiti (Km),

Sekil 2.9'de gosterildigi gibi maksimum reaksiyon hizinin yarisindaki substrat
konsantrasyonunu tanimlar. Kinetik sabitler kca/Km orani, farkli enzimlerin substratlar

iizerindeki verimliligini veya tam tersini karsilastirmak i¢in kullanilir.

_ Vmaxx[S]

“Kn + 19 ®-6

Enzim katalizli reaksiyon (yani,
Sekil 2.9'deki egrinin egimi) zamanla azalir. Bu diislislin baz1 nedenleri sunlardir:

e Tepkime sirasinda enzim kararsiz hale gelir.
e Substrat tiikendik¢e enzimin substratla doygunluk derecesi azalir.
e  Uriin biriktikge ters tepkime daha yaygin hale gelir.

e Tepkime iirlinleri enzimi inhibe eder.
Yukaridaki faktorlerin herhangi bir diizenlemesi diislise neden olur (Marangoni, 2003).

Michaelis-Menten kinetiginin  dogrusallastirilmasi, verilerin = gorsellestirilmesine

yardimer olur. Dogrusallastirmay1 yapmak i¢in ¢ift yonlii bir ters Lineweaver-Burk grafigi
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(Sekil 2.10) kullanilir. Bu grafigin egimi K ile Vmax arasindaki orandir, x-kesisimi Kn'nin

negatif tersidir ve y-kesisimi Vmax'1n tersidir (Liitz, 2013).

1

—_—

V

Sekil 2.10. Lineweaver-Burk grafigi (Liitz, 2013)
2.1.5. Enzim immobilizasyonu

Biyokatalizor gorevi goren enzimler, ¢esitli uygulamalar i¢in sayisiz avantaja sahiptir.
Ancak, belirli sinirlamalar ve dezavantajlarla da birlikte gelirler. Enzim aktivitesi, sicaklik, pH,
substrat konsantrasyonu ve diizenleyici molekiillerin varlig1 dahil olmak iizere ¢esitli faktorlerin
etkisine duyarhidir (Bisswanger, 2014; Nelson vd., 2021). Belirli kosullar altinda, baz1 enzimler
inaktif hale gelebilir veya bozunabilir, bu da uzun vadeli kararliliklarin1 zayiflatir. pH ve
sicakliga duyarlilik, enzimlerin tanimlayici bir 6zelligidir ve optimum aktivite genellikle belirli
sicaklik ve pH araliklariyla sinirlidir. Bu araliklardan sapmalar, enzimin deaktivasyonuna ve
hatta denatiirasyonuna yol agabilir (Weijers & Van’t Riet, 1992). Bir¢cok enzimle iligkili iretim
ve saflastirma maliyetleri 6nemli olabilir ve bu da biiyiik 6l¢ekli endiistriyel uygulamalar i¢in
ekonomik uygulanabilirliklerini etkiler (Sirisha vd., 2016). Ayrica, bir enzim tarafindan katalize
edilen iirlinli enzimin kendisinden ayirmaya ¢alisirken zorluklar ortaya ¢ikar ve bu da ayirma
ve saflastirma siireglerini karmagiklagtirir. Enzimlerin kendine 6zgii 6zellikleri ve sinirlamalari
nedeniyle, enzimlerin arastirma ve endiistride uygulanmasinda genellikle 6zel dikkat gerekir.
Aragtirmacilar, uygulama alanlarin1 genisletmek ve uygulama verimliliklerini artirmak igin

stirekli olarak enzimlerin eksikliklerini gidermeye ¢aligmaktadir.
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Enzimleri immobilize etmek, serbest enzimlerin bazi simirlamalariin iistesinden
gelmek i¢in Onemli bir stratejidir. Bunu yaparken, enzimler genellikle kati tasiyicilara
immobilize edilir ve bu da stabilitelerini artiracak bir ortam olusturur (M. R. Khan, 2021).
Burada, enzimin konformasyonu tasiyici ile etkilesim yoluyla stabilize edilebilir ve boylece dis
ortamdaki degisikliklere daha az duyarli hale gelerek sicaklik ve pH gibi ¢evre kosullarindaki
degisikliklere kars1 daha direngli hale gelir. Bu, enzimin dmriinii uzatmaya yardimc1 olur ve
daha genis bir kosul araliginda aktif kalmasini saglar (Hanefeld vd., 2013; Min & Yoo, 2014;
Weijers & Van’t Riet, 1992). Genel olarak, enzimleri immobilize etmek, ayn1 katalitik etkileri
elde etmeye calisirken enzimleri kurtarmanin etkili bir yoludur. Clinkii geri doniistiiriilemeyen
enzimlerle (serbest enzim) karsilastirildiginda, ayni immobilize edilmis enzim partisi birden
fazla dongii i¢in yeniden kullanilabilir. Ayrica, katalitik verimliligi artiran daha sert kosullarin
immobilize edilmis enzimlere biiyiik enzim hasarina neden olmadan (korumasiz serbest enzime
kiyasla) uygulanabilmesi i¢in reaksiyon kosullarinin ayarlanmasi da miimkiin olabilir. Boylece,
enzim aktivitesi ve reaksiyon hizlar1 immobilizasyon yoluyla daha kontrol edilebilir hale gelir.
Bu, reaksiyon kosullarinin ve iirlin iiretim hizlarinin ayarlanmasini gerektiren uygulamalar i¢in
onemlidir. Bazi durumlarda, immobilize edilmis enzimin iiriinii destekten kolayca ayrilabilir.
Boylece saflastirma adimlar1 basitlestirilir ve {iriine ve cevreye bulagsma azaltilir. Immobilize
edilmis enzimler genellikle tekrar kullanilabilir. Ciinkii enzim ve tasiyict arasindaki baglanti,
kataliz sirasinda enzim kaybini azaltir. Sonug¢ olarak, enzimleri kati destekler iizerinde
immobilize etmek, enzim katalizli reaksiyonlar1 desteklemenin etkili bir yoludur. Bu da belirli
enzimler icin stabiliteyi, tekrar kullanilabilirligi ve hatta aktiviteyi artirarak cesitli
uygulamalarda bir¢ok pratik fayda saglar (A. Sheldon & Pelt, 2013; Brady & Jordaan, 2009;
Cao, 2005; Hartmann & Kostrov, 2013; Zdarta vd., 2018).

Tablo 2.2, immobilize edilmis bir biyokatalizoriin kullanimiyla ilgili hem yaygin

avantajlar1 hem de dezavantajlar1 gostermektedir.

Tablo 2.2. Enzim immobilizasyonunun avantaj ve dezavantajlari

Avantajlar Dezavantajlar

Daha genis ¢alisma kosullart araliginda Enzim aktivitesinin kayb1
(sicaklik, pH gibi) gelismis stabilite

Enzimin tekrar kullanilabilirligi Tastyict ve ek hazirlik malzemeleri
maliyeti
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Enzimin iirlinden kolay ayrilmasi Zahmetli ve zaman alic1 immobilizasyon
stirecleri

Stirekli proseslerde kullanim 6zelligi Kiitle transfer sinirlamalari

Bir enzimin immobilizasyon sirasinda, immobilizasyon yonteminin se¢imine bagh
olarak kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinde degisiklikler meydana gelecegini bilmek onemlidir.
Evrensel bir enzim immobilizasyon yontemi yoktur. Optimal immobilizasyon yontemi enzime,
substrata ve istenen isleme baglidir (A. Sheldon & Pelt, 2013; Datta vd., 2013; Garcia-Galan
vd., 2011; Hanefeld vd., 2009; Liese & Hilterhaus, 2013; Sheldon, 2007).

Immobilizasyon teknigi, enzimlerin hizl1 inaktivasyon ve diisiik geri kazanim oran1 gibi
dezavantajlarini en aza indirmek icin kullanilir (A. A. Homaei vd., 2013). immobilizasyon,
enzimi stabilize ederek sistemin kararliligini ve saf tirtinler iiretme yetenegini artirabilir. Ayrica,
biyokatalizorlin ayrilmasini ve geri kazanimini saglayarak depolama kararliligini iyilestirebilir
ve cevresel yiikii azaltabilir, boylece isletme giderlerini 6nemli dl¢iide diisiirebilir (Coskun vd.,

2021; Zaitsev vd., 2019).

Enzimler, immobilizasyon yontemine bagl olarak kimyasal veya fiziksel 6zelliklerini
degistirir. Fiziksel degisiklikler, enzim adsorpsiyon, kapsiilleme ve hapsetme teknikleriyle
immobilize edildiginde meydana gelirken, kimyasal degisiklikler destege baglanma ve ¢apraz
baglama teknikleri uygulandiginda meydana gelir (Sekil 2.11) (Nicoletti vd., 2015;
Sigurdardottir vd., 2018). Bir enzim immobilizasyon stratejisi secerken dikkate alinmasi
gereken birka¢ husus vardir. Bunlar arasinda enzimin kimyasal ve fiziksel ortama toleransi,
enzimin boyutu, protein/pl yiikii, protein lizerindeki yiizey fonksiyonel gruplari, proteinin
polaritesi (hidrofobik/hidrofilik bolgeler) ve substrat/iiriin tagima ihtiyaglar1 yer alir (Milosavié¢
vd., 2017).

24



Enzim
Immobilizasyon

Metotlari
I
I I
Fiziksel Metot Kimyasal Metot
| I
I [ I I I
. . Kovalent Capraz
Adsorpsiyon Hapsetme Enkapstilasyon Baglanma Baglanma

Sekil 2.11. Enzim immobilizasyon metotlari

Immobilize bir enzim sisteminin temel bilesenleri enzim, matris/destek materyali ve
baglanma bi¢imidir (Mohamad vd., 2015). Proteinler, farkli 6zelliklere sahip amino asitlere
sahiptir. Bu amino asitlerin yan zincirlerindeki fonksiyonel gruplar, ¢esitli baglant1 ve etkilesim

tiirleri araciligiyla destege baglanmada rol oynayabilir.

Enzimlerin endiistriyel prosesler i¢in biyokatalizér olarak sahip oldugu muazzam
potansiyelin bir sonucu olarak, kimyasal proseslere dayanan ¢ok cesitli endiistrilerde katalitik
aktivitelerini ve Omiirlerini iyilestirmeyi amaglayan bir alan ortaya ¢ikmistir. Enzimleri stabilize
etme arayisinda, malzemelerle birlesmeleri 6nemli firsatlar sunmaktadir. Daha spesifik olarak,
enzimlerin kat1 malzeme arayiizlerine immobilizasyonu, enzimlere dikkate deger ve benzersiz
avantajlar saglayacaktir. Immobilizasyon yalnizca termal dzelliklerini artirmakla kalmaz, ayni
zamanda geri dontstiiriilebilirlik veya yeniden kullanilabilirlik potansiyeli de saglar ve enzim
agregasyonunu engeller (Carballares vd., 2022; Goldhahn vd., 2019; C. Lee vd., 2017; C. H.
Lee vd., 2020; Skoronski vd., 2014; Yushkova vd., 2019). Termodinamik agidan
immobilizasyon, stabilize edici etkilesimler yoluyla enzimlerin katlanmis halinin enerjisini
onemli Ol¢lide degistirebilir, enzim agilimini etkili bir sekilde yavaslatabilir ve hatta yeniden
katlanmay1 tesvik ederek sonugta operasyonel dmriiniin artmasini saglar (Chaparro Sosa vd.,
2018; C. Lee vd., 2017; Rueda vd., 2015; Weltz vd., 2019). Ek olarak, baz1 immobilizasyon
bicimleri kinetik yonleri de destekler, ¢iinkii immobilizasyon enzim-substrat etkilesimlerini
onemli Olclide degistirebilir ve sonug¢ olarak substratin enzimlerin aktif bolgesine
ulagilabilirligini artirarak katalitik hizlar ytikseltir (Bailey & Cho, 1983; Mathesh vd., 2016; X.
Sun vd., 2018). Immobilizasyonun faydalari, enzim biyokatalizdrlerinin kararliligi veya
kinetigiyle ilgili hususlarm &tesine geger. Ornegin, enzim immobilizasyonunun endiistriyel

biyoproseslerin optimizasyonu iizerinde onemli etkileri vardir. Genellikle enzimler ¢ozelti
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icinde ¢alisir ve istenen iiriinden akis asagisinda ayrilma gerektirirler. Bu da iiretim siireglerine
karmasiklik katmanlari ekler. Enzimlerin immobilizasyonu, kat1 bir arayilize immobilize
edildikleri i¢in bu sorunu etkili bir sekilde ¢ozer. Boylece enzim reaksiyon iiriinleri daha kolay
ayrilir, atiklar1 azaltir ve daha akici bir iirlin geri kazanimi saglar (Bolivar vd., 2019; Hickey
vd., 2007). Ozetle, enzim immobilizasyonu, enzim biyokatalizini endiistriyel siirekli iiretime

getirmeyle ilgili ¢ok sayida zorlugun {istesinden gelmek i¢in dnemli firsatlar sunar.
2.1.5.1. Enzim Immobilizasyon Teknikleri
I. Fiziksel Yontemler

Enzimlerin c¢esitli matrislere baglanmasi, Van der Waals kuvvetleri, hidrofobik
etkilesimler ve hidrojen bagi gibi fiziksel kuvvetler araciligiyla gerceklesir. Bu siireg,

fizikokimyasal parametrelerin kontrol edilmesiyle geri doniisiimliidiir (Guisan, 2016).
a) Adsorpsiyon

Fiziksel adsorpsiyon yonteminde enzim ve tasiyict arasindaki etkilesim, enzimin
aktivitesini onemli Olciide etkilemeyen kimyasal baglanmaya kiyasla genellikle zayiftir. Bu
nedenle, immobilize edilmis enzimin dogal yapisin1t ve islevini korumasi, kimyasal
immobilizasyona kiyasla nispeten yiiksektir (Jesionowski vd., 2014; Nguyen & Kim, 2017).
Adsorpsiyon, karmagik kimyasal islem veya ilgili enzimde modifikasyon gerektirmeyen en
basit fiziksel immobilizasyon yontemidir (Sekil 2.12). Tersinir immobilizasyon ig¢in basit
tekniklerden biri olan adsorpsiyon yontemi, enzimlerin destek malzemesine fiziksel olarak
baglanmas1 veya yapismasidir. Adsorpsiyon, Van der Waals, hidrofobik etkilesimler ve hidrojen
baglar1 gibi zayif, spesifik olmayan kuvvetler aracilifiyla gerceklesebilir. Hidrofobik
etkilesimler, enzimleri destek yilizeyine baglamak i¢in kullanilir. Etkilesimlerin giicii hem
destegin hem de proteinin hidrofobisitesine baglidir ve hidrofobik fonksiyonel ajanin boyutu
ve destegin fonksiyonellik derecesi tarafindan diizenlenir. Enzim ve destek arasindaki
hidrofobik etkilesimlerin daha fazla modiilasyonu, enzim immobilizasyonu sirasinda pH,
sicaklik ve tuz konsantrasyonunun ayarlanmasiyla saglanir (Mohamad vd., 2015). Fiziksel
adsorpsiyon, farkli enzim tiirleri ve farkli destek tiirleri ile ¢calisir. Bu nedenle bu yaklasim belirli
uygulama ihtiyaglarina gore ayarlanabilir ve optimize edilebilir. Enzimler, tersinir
immobilizasyonla yumusak kosullar altinda destek malzemesinden uzaklastirilabilir. Fiziksel
adsorpsiyonla immobilizasyon ve ayirma islemi genellikle basittir ve karmagik adimlar veya

0zel ekipman gerektirmez. Bu da immobilize edilmis enzimin maliyetini diisiiriir ve islemi
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kolaylastirir. Bu yOntemin avantaji, immobilizasyon isleminin geri doniisimlii olmasi,
dolayistyla reaksiyondan sonra destegin geri kazanilabilmesidir. Destek malzemesinin pahali
olmasi durumunda destek malzemesine yeni enzim yiiklenebildigi icin bu yontem oldukga cazip
olabilir. Bu nedenle immobilizasyon destegi, immobilize edilmis katalizorlerin toplam

maliyetinde genellikle birincil faktordiir (Mohamad vd., 2015).

Sekil 2.12. Adsorpsiyon metodu

Enzimlerin fiziksel adsorpsiyonla immobilizasyonunun bir¢ok avantaji olmasina
ragmen, bazi dezavantajlari ve sinirlamalar1 da vardir. Fiziksel adsorpsiyon, diger
immobilizasyon yontemlerine gére daha az kararli olabilir ve ozellikle adsorpsiyon veya
katalitik bir reaksiyon sirasinda olusabilecek olumsuz kosullar altinda, sizint1 yoluyla (kismi)
enzim kaybina neden olabilir. Normalde, nispeten hafif reaksiyon kosullar1 altinda orta
derecede kararli enzimleri immobilize etmek icin fiziksel adsorpsiyon secilir. Bu enzimler ile
tastyici arasindaki nispeten zayif etkilesimler, kullanim sirasinda veya belirli ortamlarda enzim
elisyonuna/sizmasina neden olarak aktivite kaybina yol agabilir (Datta vd., 2013; A. A. Homaei
vd., 2013; Jesionowski vd., 2014; Zdarta vd., 2018). Daha kararli enzimler veya zorlu reaksiyon

kosullar1 gerektiren uygulamalar icin fiziksel adsorpsiyon en iyi secenek olmayabilir.
b) Hapsetme / Tuzaklama

Hapsetme yoOnteminde, enzim malzeme aginda tutulurken substratlarin ve {iriinlerin
gegmesine izin verilir. Bu da enzim sizintisin1 azaltir ve stabiliteyi artirarak enzimatik
reaksiyonlarin gerceklesmesini saglar. Enzim ve destekleyici tagiyici arasinda kovalent baglarin
bulunmamasi nedeniyle, hapsedilen enzimin konformasyonundaki degisim nispeten diisiiktiir
ve bu da nispeten yliksek katalitik aktiviteye (kovalent baglamaya kiyasla) yol acar. Bu
immobilizasyon yontemi genellikle yiiksek bir immobilizasyon oranina sahiptir ve ¢esitli hedef

enzimlerin birlikte immobilizasyonu i¢in kullanilabilir.

Bununla birlikte, yiliksek difiizyon bariyerleri makromolekiiler substratlarin agdan
gecmesini engelleyebilir. Bu nedenle, bu ydntem yalnizca molekiiler boyutu gozenek

boyutundan kii¢iik olan substratlar ve iirlinler i¢in gecerlidir. Bu durum, hapsetme tekniginin
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temel sinirlamasidir. Bir diger dezavantaji ise, katalitik reaksiyon hizli gerceklesirse, biriken
reaksiyon iriinlerinin gézenekli malzemelerin genellikle yapiskan olan matris/iskelesinden
reaksiyon ortamina salinmasinin zor olmasidir. Dolayisiyla reaksiyon hizinin diismesine ve

hatta kat1 desteklerin yirtilmasina neden olmasidir (Q. Li, 2023).

N
¢ 6

Sekil 2.13. Hapsetme metodu
¢) Enkapsiilasyon / Mikrokapsiilleme

Kapsiilleme, hem enzimlerin hem de hiicrelerin ¢ozeltilerde siispansiyon halinde
tutulmas1 bakimindan hapsedilme metoduna benzemektedir ancak kontrollii bir ortamda
gerceklesir (Sekil 2.14). Kapsiilleme teknigi, 6zellikle hassas enzimler ve hiicreler i¢in
tasarlanmistir ve onlar1 gbzenekli zarlara sahip kiiclik vezikiiller i¢inde hapseder (Guisan vd.,
2020). Son zamanlarda, tiramin-aljinat boncuklarina kapsiillenmis yaban turpu peroksidazi, atik
su aritiminda fenol bozunumu i¢in kullanilmistir. Dort dongiiden sonra, immobilize edilmis
yaban turpu peroksidazi %60"'n tizerinde aktiviteyi korumus ve fenol giderme verimliligi %96
olarak bildirilmistir (Panti¢ vd., 2021). a-Laktalbumin nanotiipleri, lipaz immobilizasyonu i¢in
tastyict olarak kullanilmistir. Bu tiirev, ¢oziliniir lipazlara kiyasla %50 daha fazla serbest yag
asidi salmistir. Diisiik yagli peynirlerde, bu nanotiipler, ayn1 yag icerigine sahip normal
peynirlere kiyasla serbest yag asitlerinin salinimini iki katina ¢ikararak diisiik yagli peynirin
lezzetini artirmistir (Guan vd., 2021). Bununla birlikte, bu teknik bazi kisitlamalarla birlikte
gelir. Baslica sorunlardan biri, 6zellikle siddetli olabilen ve reaksiyon triinleri ¢ok hizli bir
sekilde birikirse membran yirtilmasina neden olabilen difiizyon problemidir (Rother &

Nidetzky, 2014).
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Mikrokapsiilleme, enzimler kontrolli gézeneklilige (1-100 pum) sahip kiiresel, yari
gecirgen polimer membranlar igine yerlestirilerek immobilize edilir (Rother & Nidetzky, 2014).
Yar1 gecirgen membranlar, bilesenlerine bagli olarak kalict veya kalici olmayan membranlar
olabilir. Kalic1 olmayan membranlar sivi1 yiizey aktif maddeden, kalict membranlar ise seliiloz
nitrat ve polistiren ylizey aktif maddeden yapilir. Bu membranlar ayrica boyalarin, ilaglarin ve
diger kimyasallarin kapsiillenmesinde de kullanilir. Kapsiilleme yoluyla immobilize edilen
enzimler son derece genis ylizey alanlarina sahiptir ve bu sayede daha yiiksek katalitik
verimlilige sahiptirler. Bununla birlikte, yliksek enzim konsantrasyonuna ragmen enzimin ara

sira inaktivasyonuna dair bir¢ok rapor mevcuttur (Dwevedi, 2016).
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Sekil 2.14. Enkapsiilasyon metodu

I1. Kimyasal Yontemler

Bu, enzimlerin kovalent baglar kullanarak farkli matrislere baglanmasini igerir ve islem
geri dondiirilemezdir. Kovalent baglanma ve ¢apraz baglanma teknikleri kimyasal

yontemlerdir.
a) Kovalent Baglanma

Proteinleri immobilize etmenin en popiiler yollarindan biri olan kovalent baglanma
yontemi, bir enzimin yiizeyindeki amino asit kalintilarimi tasiyicinin belirli fonksiyonel
gruplariyla kovalent baglar araciligiyla baglayarak kararli bir immobilizasyon stratejisi olan
geleneksel bir enzim immobilizasyon yontemidir (Sekil 2.15) (Datta vd., 2013; Wong vd.,
2009). Bu yontemin avantaji enzim ve matris arasinda olusan baglarin kararli yapisi sayesinde
enzimin kullanim sirasinda ¢ozeltiye salinmamasidir. Ancak, katalitik aktivite i¢in gerekli

amino asit kalintilarinin, yiiksek diizeyde bagli aktivite iiretmek icin destege kovalent

29



baglanmada yer almamasi gerekir. Bu kosulun karsilanmasi bazi durumlarda zor olabilir
(Guisan, 2016). Baglanma reaksiyonunun kosullar1 enzimatik aktivite kaybini 6nlemeli ve
enzimin aktif bolgesi kullanilan reaktiflerden etkilenmemelidir. Enzimlerin desteklere kovalent
baglanmasi, arginin, aspartik asit, histidin gibi yan zincir amino asitleri ve imidazol, indol,
fenolik hidroksil gibi farkli fonksiyonel gruplara dayanan reaktivite derecesi nedeniyle

gercgeklesir (Datta vd., 2013).

Sekil 2.15. Kovalent baglama metodu

Kovalent olarak immobilize edilmis enzimin aktivitesi, destek malzemesinin boyutuna
ve sekline, baglayici ajanin tiirline, destek malzemesinin bilesimine ve immobilizasyon
kosullarina baglidir. Enzim ve destek arasindaki kovalent baglanma i¢in, enzim baglanmasinin
yOnii, stabilitesini belirleyen kritik bir konudur (Mohamad vd., 2015). En yiiksek enzim aktivite
seviyesi, aktif merkezdeki amino asitler destekle baglanmada yer almadiginda elde edilebilir.
Immobilizasyon iki sekilde yapilabilir: Ik olarak, aktive edici ajan herhangi bir degisiklik
yapilmadan destege eklenebilir veya destek materyali aktive edilmis gruplar olusturmak iizere
fonksiyonellestirilebilir. Her iki durumda da, destek iizerinde olusturulan elektrofilik gruplar
protein tiizerindeki giiclii niikleofillerle reaksiyona girecektir (Mohamad wvd., 2015).
Glutaraldehit (GA), en sik kullanilan aktive edici ajandir (Abahazi vd., 2016; Barbosa vd.,
2012). Proteinlerin birincil amino gruplarini modifiye edebilir ve ayrica ¢apraz bagl enzim
agregatlart (CLEA) iiretmek icin kullanilan etkili bir capraz baglayicidir (A. Sheldon & Pelt,
2013; Brady & Jordaan, 2009). Konsantre glutaraldehit sulu cozeltileri (%25 veya %50)
kolayca temin edilebilir ve ucuzdur (Zucca & Sanjust, 2014). Olusan bag genellikle geri
dondiiriilemezdir. Aktivasyon derecesinin yari-kantitatif bir degerlendirmesi, destegin sartya
(diisiik aktivasyon), turuncuya (orta) ve kirmizimsi kahverengiye (giiclii) renk degisiminin
gozlemlenmesiyle tahmin edilebilir. Ardindan, aktive edilmis destek pH 6.0-8.0'de protein

baglanmasi i¢in hazirdir (Zucca & Sanjust, 2014). Bu yontemin avantaji, destek ve enzim
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arasma uzun bir molekiiler aralayici kolun yerlestirilmesi ve sterik sinirlama sorunlarinin en

aza indirilmesidir.

Kovalent yontemdeki bag genellikle giiclidiir ve adsorpsiyon yontemine kiyasla
neredeyse hi¢ enzim sizmasi olmamaktadir. Bu yontem daha kararlidir ve immobilize edilmis
enzimin kararlihiginmi ve dayanikliligini 6nemli Olgiide artirabilir. Bu da genellikle gelismis
termostabiliteyle sonuclanir. Temel simirlama, tasiyict aktivasyon ve immobilizasyon
prosediiriiniin nispeten karmasik olmasidir. Ayrica, bir enzimi kimyasal olarak modifiye etmek
icin kararli enzimler gerekir. Son olarak, reaksiyonun gergeklesmesi i¢in gereken ortamin sert
olmasi1 enzim konformasyonel degisikliklerine ve aktivite kaybina neden olabilir (Wong vd.,

2009).
b) Capraz Baglama

Capraz baglama, destek gerektirmeyen geri dondiiriillemez bir enzim immobilizasyon
yontemidir. Bu nedenle yonteme tasiyicisiz immobilizasyon ad1 verilir (Sekil 2.16). 1960'larin
baslarinda, kat1 faz protein kimyasi {izerine yapilan ¢alismalar, ¢Oziinmiis enzimlerin
glutaraldehit (GA) gibi iki veya cok islevli bir ¢capraz baglayici ajan araciligiyla yiizey NH»
gruplarinin reaksiyonu yoluyla ¢apraz baglanmasinin, ¢éziinmeyen g¢apraz bagli enzimler
(CLE) ile sonuglandigmmin kesfine yol agmistir (Sheldon vd., 2005). GA, komsu enzim
molekiillerinin yiizeyindeki lizin kalintilarinin serbest amino gruplarinin reaksiyonu yoluyla
proteinleri ¢apraz baglamak i¢in kullanilmis ve molekiiller arasi ve molekiil i¢i aldol

kondensasyonlari ile sonuglanmaistir.

Sekil 2.16. Capraz baglama metodu

Capraz bagli enzim agregatlarinin hazirlanmasi, nispeten basit ve ucuz bir alternatiftir.

Proteinlerin sulu ¢ozeltilerine tuzlarin, suda ¢oziinebilen organik ¢oziiciilerin veya iyonik
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olmayan polimerlerin eklenmesinin, bunlarin kovalent olmayan baglarla bir arada tutulan
fiziksel agregatlar olarak ¢okelmesine yol actigi iyi bilinmektedir. Bu ¢okeltiye su eklenmesi,
enzimin ¢oziinmesine neden olur (Sheldon, 2011; Talekar vd., 2014). Buna karsilik, bu fiziksel
agregatlarin ¢apraz baglanmasi, 6nceden organize olmus iist yapilarini ve dolayisiyla katalitik
aktivitelerini korurken onlar1 kalic1 olarak ¢6ziinmez hale getirecektir. Bu, ¢apraz bagli enzim
agregatlart (CLEA) adi verilen yeni bir immobilize enzim smifinin gelistirilmesine yol
acmaktadir (Sheldon, 2011; Talekar vd., 2014). CLEA'larin genel hazirlanmasi, amonyum
stilfat, aseton, etanol veya t-biitanol gibi bir ¢oktiirme reaktifi kullanildiginda belirli ¢6ziliniir
enzimlerin agregasyonu yoluyla gerceklestirilir. Bunu, enzim agregatlarinin, ¢ogunlukla
glutaraldehit olmak {izere bir ¢apraz baglayici ajanla, ligiinciil yapilarini bozmadan, yani
denatiirasyon olmadan kopolimerizasyonu izler. Amonyum siilfat veya polietilen glikol
ilavesiyle sulu ortamdan ¢oktiirme genellikle enzim saflastirmasi i¢in kullanildigindan, CLEA
yontemi temel olarak saflastirma ve immobilizasyonu, yiliksek derecede saf bir enzim

gerektirmeyen tek bir birim iglemde birlestirir.

CLEA'lar, sulu ortamda immobilize edilmis biyokatalizoriin sizmasina karsi gelismis
operasyonel kararlilik, yeniden kullanilabilirlik ve olaganiistii diren¢ sunarken, katalitik
aktiviteyi potansiyel olarak azaltabilecek substrat diflizyon sinirlamalarindan etkilenmezler.
Baz1 durumlarda, CLEA'larin karsilik gelen serbest enzimlerden daha yiiksek katalitik
aktivitelere sahip oldugu gosterilmis ve hiperaktivasyon olarak bilinen bu olgu, enzimin
onceden organize edilmis bir {iglinciil yapida toplanmasina baglanmistir (Sheldon, 2007). Bu
nedenle, CLEA'lar yiiksek katalitik verimlilik ve ucuz immobilizasyon yontemleri nedeniyle

endiistriyel ol¢ekli proseslerde uygulama i¢in biiyiik bir potansiyel gostermistir.

Bu yontemin dezavantaji, CLEA'larin endiistriyel uygulamalarin 6lgeklendirilmesi i¢in
cok yumusak malzeme olarak kabul edilmesidir. Kiiciik CLEA'lar, santrifiijleme ve filtrasyon
islemleri sirasinda kiimeler olusturabilir. Bu da CLEA'larin ¢ozeltide tekrar dagilmasini
engelleyerek diisiik katalitik verimlilige yol acabilir (Cui vd., 2015; Talekar vd., 2014).
CLEA'larin endiistriyel uygulamalarindaki bu dezavantajlar g6z 6niine alindiginda, yenilik¢i

bir yaklasim gereklidir.
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2.1.5.2. Enzim Immobilizasyonunda Kullanilan Destek Malzemeleri

Immobilizasyon i¢in malzeme secimi, immobilize edilmis enzimlerin &zelliklerini
etkilemektedir. Bu da biyokatalizoriin tiim endiistriyel uygulanabilirligini etkiler (C Rodrigues
vd., 2015; Cosimo vd., 2013). Ideal bir destek, hidrofilisite, biyouyumluluk, mikrobiyal
saldirya ve fiziksel basinca karsi1 direng gosterir ve diisiik maliyetlidir (Mohamad vd., 2015;
Sirisha vd., 2016; Zucca & Sanjust, 2014). immobilizasyondan sonra inert olmal1 ve istenen
reaksiyonu engellememelidir (Sekil 2.17). Morfolojik ve fiziksel 6zelliklerdeki farkliliklar,
destek dogrudan enzimle temas ettiginden enzim immobilizasyonunu ve katalitik 6zelliklerini
etkileyebilir. Destek, birim agirlik basina onemli miktarda enzim ylikleyebilmelidir. Bu
nedenle, gozeneklilik faydali bir 6zellik olabilir, ancak goézeneklerin ¢apt uygun bir aralikta
kalmalidir (ortalama protein ¢apindan daha genis). Daha kiigiik gbzenekler enzimi disarida
birakirken biiylik gdzenekler ise yiizey alaninda 6nemli bir diisiise neden olur. Her iki durumda
da yiikleme kapasitesi olumsuz etkilenir. Yiiksek ylizey alan1 ve uygun pargacik boyutu da

dikkate alinmalidir (Sirisha vd., 2016).

Enzim immobilizasyonu, bir enzimin fiziksel (fiziksel adsorpsiyon) veya kimyasal
(kimyasal adsorpsiyon) etkilesimler yoluyla kat1 bir arayiize fiziksel olarak immobilize edilmesi
islemidir. Enzimleri stabilize etmeye yonelik geleneksel yaklagimlar, biiyiik dlciide biyolojik
olarak tiiretilmis ve sentetik olmak iizere farkli yapidaki malzemelerle birlestirilmesini
gerektirmistir. Destek malzemesinin/tastyicinin kimyasal ve termal olarak kararli olmasi, kolay
bulunabilir olmasi, fiyatinin uygun olmasi, reaksiyon kosullari altinda ¢6ziinmez olmasi,
biyouyumlu olmasi, fonksiyonel gruplara sahip olmasi, enzimlere yiiksek afinite gdstermesi,
yeniden Tretilebilir olmas1 ve tekrar kullanilabilir olmasi gibi Ozelliklere sahip olmasi

beklenmektedir (Zdarta vd., 2018).
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Sekil 2.17. Enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan destek malzemelerinin ana 6zellikleri
I11. Enzim Immobilizasyonu i¢in Geleneksel Destek Malzemeleri
a) inorganik Malzemeler

Silika, zengin bir tarihe sahip enzim immobilizasyonu i¢in en ¢ok arastirilan geleneksel
malzemedir (Popat vd., 2011; Tu vd., 2016). 1950'li ve 1960'l1 y1llarda, seliiloz, jelatin ve agar
gibi dogal malzemelerde enzimler immobilize edildi (A. A. Homaei vd., 2013; Ouyang vd.,
2020). Ancak, bu malzemelerin performanslari sinirlidir ve endiistriyel uygulamalar i¢in yeterli
degildir. Arastirmalarin derinlesmesiyle inorganik tasiyicilar dikkat cekmeye bagladi. Kimyasal
kararlilig1 ve gozenekli yapis1 nedeniyle dikkat ¢ceken silika, enzim immobilizasyonu i¢in destek
malzemelerinden biri olarak kullanilir. Fiziksel adsorpsiyon, kovalent immobilizasyon ve
hapsetme dahil olmak iizere silika yiizeylerde enzimleri immobilize etmek i¢in ¢esitli yontemler
arastirilmistir (Hartmann & Kostrov, 2013; Popat vd., 2011; Tu vd., 2016). Her yontemin
avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Nanoteknoloji ve malzeme biliminin gelismesiyle birlikte,
mezogdzenekli ve nano-silika gibi yeni silika malzemeleri de gelistirilmekte ve enzim
immobilizasyonunda uygulanmaktadir. Bu yeni malzemeler daha genis bir yiizey alanina ve
gelistirilmis gozenek yapisina sahiptir, bu da daha kararli bir immobilizasyon ortami

saglayabilir. Silika sentez teknolojisi yiiksek bir olgunluk seviyesine ulagsmigtir. Hem morfolojik
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hem de yapisal ozellikleri kontrol edilebilir. Gozenek boyutunu kontrol etmek, belirli
enzimlerin boyutunu eslestirmek, fonksiyonel gruplar1 ayarlamak ve yiiksek yiizey alanlarina
ulagmak silika malzemelerin kontrol edilebilir 6zellikleri arasindadir (Hyde vd., 2016). Stober
yontemi, silika nanopartikiil sentezine yonelik klasik yaklasimdir. Etanol ¢6zeltisinde, amonyak
kataliziyle, siloksan oOnciilleri tetraetoksi silan (TEOS) ile yogunlagsma yoluyla monodispers
silika mikrokiireler iiretmistir (Ibrahim vd., 2010; Stober vd., 1968). Stober yonteminin temel
avantaji, genis bir boyut araliginda (50 ila 2000 nm) monodispers kiiresel silika nanopartikiilleri
iiretme kapasitesinde yatmaktadir. Ters misel veya su-yag mikroemiilsiyon sistemleri, su, yag
ve yiizey aktif madde molekiillerinin homojen bir karigimindan olusur (Yao vd., 2008). Tek fazli
mikroemiilsiyon sistemleri izotropik ve termodinamik olarak kararlidir. Su nanodamlaciklari,
dokme yag fazi i¢cinde ortaya ¢ikar ve daha sonra nanoreaktor iginde farkli parcaciklar iiretmek
icin sinirh bir ortam gorevi goriir. Silika bazli enzim immobilizasyonu ¢esitli alanlarda yaygin
olarak uygulanir. Silika {izerinde immobilize edilen enzimler biyosensorlerde, gida
endiistrisinde, biyokatalizde, kanalizasyon aritiminda ve tipta kullanilabilir (Carlsson vd.,
2014). Bai ve arkadaslari, glikoz oksidazi bir altin nanopartikiil/silika kompleksi modifiye
edilmis altin elektroda baglayarak bir glikoz biyosensorii olusturdular (Bai vd., 2007). Glikoz
oksidasyonunun katalizi dongiisel voltametri (CV) ile izlenebilir. Gonzalez-Delgado ve
arkadaslari, prebiyotik fonksiyonel gidalar olarak galaktooligosakkaritler tiretmek i¢in glioksil
modifiye silika lizerinde -galaktozidazi immobilize ettiler (Gonzéalez-Delgado vd., 2018). Aym
reaksiyon kosullar1 altinda, serbest enzimle karsilastirildiginda enzim aktivitesi artar ve
galaktooligosakkarit tiretimi artar. Song ve arkadaslari, atik sudaki levofloksasin ve rifaksimin
antibiyotiklerinin parcalanmasinda etkili olan kloroperoksidazi dendritik silika pargaciklarina
hapsettiler (Song vd., 2019). Bu kompleks 1s1 ve organik ¢oziiciiler altinda kararlidir. Genel
olarak, silikanin enzim immobilizasyonu i¢in tasiyict malzeme olarak kullanimi ilk kesiflerden
giiniimiize kadar malzeme gelistirme ve inovasyon asamasina kadar ilerlemistir. Teknoloji
gelismeye devam ettikge, silika tizerine immobilize edilmis enzimlerin uygulanmasi kapsamini
genisletmeye ve biyomiihendislik, tip, gida isleme ve ¢evre koruma alanlarinda énemli bir rol
oynamaya devam edecektir. Silikanin yani sira, titanyum (L. Wu vd., 2016), aliiminyum (Z.
Chen vd., 2014) ve zirkonyum oksitler (Reshmi vd., 2007) dahil olmak iizere ¢esitli diger metal
oksitler de enzim immobilizasyonunda uygulama alan1 bulmustur. Metal oksitler, kimyasal
stabilite, yiiksek mekanik mukavemet, iyi yiiksek sicaklik toleransi sunar ve ¢esitli kosullar

altinda inert kalir. Bu Ozellikler, asir1 ortamlarda bile enzim yapisinin ve islevselliginin

35



korunmasini saglar. Ozellikle, bu malzemelerdeki hidroksil gruplarinin bollugu, onlar1 oldukga

hidrofilik hale getirerek enzim baglant1 kararliligini 6nemli 6lgiide artirir.
b) Polimerler

Enzimleri polimerler iizerinde immobilize etmenin tarihi, insanlarin biyopolimerler
iizerinde enzimleri immobilize etmenin yollarii kesfetmeye basladigr 1950'lere kadar uzanir
(Dwevedi, 2016; A. A. Homaei vd., 2013; Intisar vd., 2023). Bu siirecte aljinat (Weng vd.,
2022), kitosan (Bir6 vd., 2008) ve agaroz (Weng vd., 2022) dahil olmak iizere ¢ok cesitli
biyopolimerler yer alir. Organizmalardan veya dogal kaynaklardan elde edilen biyopolimerler,
biyolojik sistemlerle dikkate deger bir uyumluluk gosterir ve bagisiklik tepkileri veya
toksisiteyle ilgili endiseleri tetikleme olasiligin1 6nemli 6l¢iide azaltir. Viicutta veya ¢evrede
parcalanabilirler. Boylece kirliligin ve cevresel streslerin azaltilmasina katkida bulunurlar.
Biyopolimerlerin ylizeyi genellikle enzim immobilizasyonunu ve enzim aktivitesinin
modiilasyonunu kolaylastirmak i¢in kimyasal olarak degistirilebilen hidroksil, amin ve karbonil
gibi ¢esitli fonksiyonel gruplara sahiptir. Ayrica, dogal kaynaklardan elde edilebilir veya
sentezlenebilirler. Bu da hazirlanmalarini nispeten uygun maliyetli hale getirir. Ancak bazi
biyopolimerler belirli kosullar altinda kararsiz olabilir. Bu nedenler immobilizasyondan sonra
enzim aktivitesinin kaybma veya azalmasina neden olabilir (Vasudevan vd., 2024). Bu
sinirlamalara ragmen, biyopolimerler ¢ok sayida enzim immobilizasyon uygulamasinda kritik
oneme sahip olmaya devam etmektedir. Devam eden arastirmalar, bu zorluklar1 ele almay1 ve
enzim immobilizasyonu alanindaki kullanimlarin1 artirmayr amacglamaktadir. Sentetik
polimerler, monomer molekiillerinin polimerizasyon reaksiyonlar1 yoluyla birbirine
baglanmasiyla olusan uzun zincirli molekiillerdir. Monomerlerin tiirii ve sayisi, polimerin
kimyasal yapisin1 ve 6zelliklerini belirler. Polimerlerin ¢oziiniirliigli, gozenekliligi, stabilitesi
ve mekanik Ozellikleri, farkli enzimlerin O6zelliklerine ve uygulama senaryolarna uyum
saglayacak sekilde monomerlerin hassas ayarlanmasiyla ayarlanabilir (Hamid vd., 2022;
Rodriguez-Abetxuko vd., 2020). Polimerler, fonksiyonel grup agisindan zengindir. Polimer
iizerindeki fonksiyonel gruplar cogunlukla karbonil, karboksil, hidroksil, epoksi, amin ve diol
gruplarini igerir. Polimerlerin hidrofilikligi, enzim ile enzim arasindaki bagin polar adsorpsiyon
mu yoksa hidrofobik etkilesim mi oldugunu belirleyen bu fonksiyonel gruplarin tiirii ve sayist
tarafindan belirlenir (Cantone vd., 2013). Baz1 sentetik polimerler yiiksek kimyasal ve fiziksel
kararliliga sahiptir ve ¢esitli kosullar altinda enzim aktivitesini koruyabilir. Ayrica, bazi sentetik

polimerler yliksek mekanik mukavemete sahip oldugundan, yiiksek kesme kuvvetlerine direng
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gerektiren uygulamalar i¢in uygundur. Ancak sentetik polimerlerin, enzim immobilizasyon
tastyicilart olarak yiiksek maliyetleri ve karmagsik hazirlama siiregleri gibi sinirlamalar1 da
vardir. Bu nedenle, bir enzim immobilizasyon tastyicisi olarak sentetik bir polimer secgerken,
avantajlarin1 ve dezavantajlarini ve ayrica belirli uygulama gereksinimlerini kapsamli bir

sekilde degerlendirmek gerekir.
¢) Yapay Olmayan Malzemeler

Yapay olmayan malzemelerin temel giicii, dogal bolluklarinda, kolay elde edilmelerinde
ve giiclii biyouyumluluklarinda yatmaktadir. Karmasik bir isleme gerek kalmadan kolayca
kullanilabilirler ve bu sayede uygun maliyetli bir ¢6ziim sunarlar. Tastyici olarak enzim
immobilizasyonu i¢in uygun yapay olmayan malzemeler 6ncelikle mineralleri ve belirli karbon
malzemelerini kapsar. Bu amagla kullanilan mineraller arasinda bentonit, halloysit, kaolinit,
montmorillonit ve sepiyolit gibi ¢esitli kil malzemeleri bulunur (An vd., 2015; Sanjay &
Sugunan, 2008). Bu malzemeler, ¢ok ¢esitli gdzenek sayilari, boyutlar1 ve hacimleri sergiler ve
bu da enzim immobilizasyonu i¢in zengin bir karbon ylizeyi saglar. Yiizeylerinde ¢ok sayida
fonksiyonel grup bulundugundan, enzim immobilizasyonunu destekleyen gii¢lii adsorpsiyon

ozelliklerine sahiptirler.
IV. Enzim immobilizasyonu icin Yeni Destek Malzemeleri

Bilim ve teknoloji gelismeye devam ettikce, cesitli alanlar giderek artan bir sekilde
enzim immobilizasyonu i¢in yeni malzemelere odaklanmaktadir. Bu artan ilgi, bu alandaki
arastirmalarin gelismesine yol agmis ve mevcut enzim immobilize malzeme kiitliphanesini
onemli Ol¢iide zenginlestirmistir. Tasiyict ve enzim arasindaki afinitenin yani sira enzimin
aktivitesi, kararliligi, yeniden kullanilabilirligi ve geri doniistiiriilebilirligi de ¢esitli
faktorlerden etkilenir. Bu faktorler arasinda tasiyict malzemede bulunan aktif gruplar,
olusturduklar1 mikro ortam ve tastyicinin genel sekli yer alir. Enzim immobilizasyonunun genis
yelpazedeki hedeflerini karsilamak i¢in ¢esitli malzemeler mevcuttur. Bu boliim,
nanomalzemeler, karbon nanotiipler, grafen, polimer membran ve manyetik malzemeler dahil

olmak iizere temsili sinir organik ve inorganik seceneklere odaklanacaktir.
a) Metal Nanomalzemeler

Metal nanomalzemeler, 1 ila 100 nanometre arasinda degisen boyutlarda nanoskalada
metalik Ozelliklere sahip malzemelerdir. Metal nanomalzemeler, nanoskala ve ylizey

etkilerinden kaynaklanan ¢ok sayida ayirt edici 6zellige sahiptir (Huang vd., 2015). Metal
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nanopartikiillerin optik 6zellikleri, boyutlari, sekilleri ve elementleriyle yakindan iliskilidir.
Metal nanopartikiiller, belirli dalga boylarinda gii¢lii emilim ve sagilmaya neden olan Yiizey
Plazmon Rezonansi etkileri gosterir (Huang vd., 2015; Jain vd., 2007). Ornegin, 20 nm altin
nanopartikiillerinin (AuNP'ler) rengi kirmizimsi iken, 100 nm altininki mavidir (Njoki vd.,
2007). Metal nanomalzemeler, esdeger kiitleye sahip makroskobik malzemelerle
karsilastirildiginda daha biliylik bir 6zgiil ylizey alanma sahiptir. Bu 06zellik, metal
nanopartikiillerin daha reaktif bolgelere sahip olmasini saglar ve sonug¢ olarak katalitik
aktivitelerini ve adsorpsiyon kapasitelerini artirir (N. Sharma vd., 2015; Yetter vd., 2009). Hem
Pandey hem de Lan, altin nanopartikiillerinin elektron transferine yardimci olabilecegini ve
boylece elektron transferiyle iliskili glikoz oksidaz aktivitesini iyilestirebilecegini kanitlamistir
(Lan vd., 2008; Pandey vd., 2007). Yiiksek 6zgiil yiizey ve boyut etkisi nedeniyle, bazi metal
nanopartikiiller {stiin katalitik performans sergiler. Cesitli kimyasal reaksiyonlari
kolaylastirmak icin katalizor olarak kullamlabilirler. Ornegin, platin nanopartikiilleri
Horseradish peroksidaz (HRP) benzeri katalitik 6zelliklere sahiptir (Ma vd., 2011; Y. Wang vd.,
2014). Zhang ve arkadaslari, pankreas kanseri biyobelirteci tespiti i¢in biyosensorler
olusturmak {izere tasiyici olarak platin nanopartikiilleri (PtNP'ler) modifiye edilmis AuNP'leri
kullandilar (Zhang vd., 2021). PtNP'ler burada ayrica platin nanometrelerin peroksidasyon
reaksiyonuyla iiretilen renkli maddeleri katalize ederek biyosensorlerin hassasiyetini artirdi. Bu
ozel ozellikler nedeniyle, metal nanopartikiiller terapdtik alanda, biyoteknolojide ve ayrica gen
ve ila¢ dagitiminda genis bir uygulama yelpazesine sahiptir. Altin nanopartikiilleri, biiyiik 6zgiil
yiizey alanlari, iyi termal ve mekanik kararliliklari, kolay fonksiyonellestirilmeleri ve iyi
biyouyumluluklar1 nedeniyle enzim immobilizasyonunda en yaygin kullanilan metal
nanomalzemelerdir (Golchin vd., 2018; Zeng vd., 2011). Altin nanomalzemelerin sentetik
yontemleri arasinda sitrat indirgeme yontemi, iki fazli indirgeme yontemi ve tohum aracili
biiytime yontemi bulunur (Herizchi vd., 2016). Sadece kiiresel altin nanopartikiilleri degil, ayn1
zamanda diger altin nanomalzeme morfolojileri de sentezlenmis ve enzimlerin
immobilizasyonunda uygulanmistir.  Ornegin, Homaei ve arkadaslari, a-amilazin
termostabilitesini altin nanogubuklar iizerinde immobilize ederek arttirmistir (A. Homaei &
Saberi, 2015). Enzim, yalin halde veya fonksiyonellestirilmis altin nanogubuklar iizerinde
kemisorpsiyon, fiziksel adsorpsiyon, ¢apraz baglama veya kovalent bag yoluyla immobilize
edilmistir. Altin nanopartikiillerine ek olarak, metal nanomalzemeler giimiis (H. Wei vd., 2008),

bakir (N. Kumar & Upadhyay, 2020), ve platin (Liu vd., 2013) gibi diger metaller de olabilir.

38



Bunlar kiire, gubuk, levha ve ¢ok yiizlii gibi farkli sekillere sahip olabilir ve sentetik yontemlerle

ayarlanabilir (Demir, 2021).
b) Karbon Bazli Nanomalzemeler

Karbon bazli nanomalzeme, esas olarak karbon nanotiipler ve grafeni igeren
nanoskaladaki karbon elementlerini ifade eden bir malzeme tiiriidiir. Karbon nanotiipler, tek
katmanli ve ¢ok katmanli karbon nanotiipleri icerir. Karbon nanotiipler genellikle ark desar;j
yontemi, kimyasal buhar biriktirme yontemi ve lazer buharlagtirma yontemi kullanilarak
sentezlenir (Dai, 2002; Prasek vd., 2011). Ancak, bu yaklasimlar genellikle yiiksek safsizlik
iceren karbon nanotiipler iretir. Bu sorunu ¢ozmek i¢in, safsizlifi gidermek amaciyla
nanotiipler oksidasyon i¢in gii¢lii asitlerle iglenir. Ayn1 zamanda, gii¢lii asit oksidasyonu karbon
nanotiiplere karboksil ve hidroksil gruplari gibi fonksiyonel gruplar kazandirir. Bu da karbon
nanotlip yiizeyinin hidrofobisitesini degistirir, ¢0ziiclide agregasyonlarint Onler ve
dagilabilirliklerini ve ¢Oziliniirliiklerini artirir (Rai vd., 2006). Bu nedenle, konsantre asit
oksidasyonu karbon nanotiipler i¢in en ¢ok kullanilan modifikasyondur. Karbon nanotiipler
miikemmel kimyasal kararliliga, yiiksek mekanik mukavemete, biiyiik tokluga, iyi elektriksel
iletkenlige ve iyi biyouyumluluga sahiptir ve en ¢ok bildirilen nanotasiyici malzemeler haline
gelmistir. Grafen, tek bir karbon atomu katmaninin iki boyutlu bir petek yapisi halinde
diizenlendigi bir malzemedir ve karbon nanomalzemeler ailesinin bir tiyesidir. Bilinen en ince,
en giiclii ve son derece iletken malzemelerden biridir (Adeel vd., 2018). Grafendeki karbon
atomlarmin diizenlenmesi, yiiksek elektriksel iletkenlik, yiiksek termal iletkenlik, miikemmel
mekanik mukavemet ve miikemmel optik 6zellikler dahil olmak {izere birgok 6zel 6zellik
kazandirir. Bu 6zelliklerden dolayi, enzimleri grafen iizerinde immobilize etmek, enzimlerin
kararliligim1 ve aktivitesini artirabilir ve boylece biyosensor, kataliz ve biyomedikal

uygulamalar gibi alanlarda 6nemli bir rol oynar.
¢) Seramik malzemeler

Seramik nanomalzemeler, yiliksek sicaklikta sinterleme yontemleriyle sentezlenen bir
metal olmayan inorganik malzeme siifidir (Kujawa vd., 2021; Mulinari vd., 2020). Yiiksek
sicaklik ve basinca kars1 olagantistii diren¢ gdstermenin yani sira organik ¢oziiciilere, alkalilere
ve asidik kimyasallara kars1 iyi bir tolerans gosterirler. Bu 6zellikler, onlar yliksek sicaklik ve
giiclii asit-baz kosullar1 altinda reaksiyonlar1 katalize edebilen immobilize enzimlerin

endiistriyel uygulamalarina destek olarak kullanilmak {izere umut verici malzemeler haline

39



getirir. Aliimina, zirkonyum, titanyum, silika, demir oksit ve kalsiyum fosfat gibi seramik

malzemeler biyomolekiiler tagiyici olarak kullanilmistir (Mulinari vd., 2020).
d) Manyetik Nanopartikiiller

Neel'in 1950'lerde manyetik nanopartikiillerin (MNP) manyetik davraniglarn {izerine
yaptig1 ¢1g1r agici ¢alismanin ardindan, 6zellikle 20. yiizyilin baslarindan itibaren manyetoaktif
nanoyapilar arastirma ve teknoloji i¢in temel malzemeler haline gelmistir (Martins vd., 2021).
Manyetik nanopartikiiller ¢ogunlukla ¢esitli sekillere ve yaklasik 1 ila ~500 nm ¢apinda demir
oksit partikiilleridir (Palovics vd., 2020). Siiperparamagnetik demir oksidin iki ana formu
manyetit (Fe3O4) ve oksitlenmis hali maghemittir (y-Fe>Os). Farkli sentetik kosullar altinda elde
edilen manyetit nanopartikiilleri, manyetik 6zellikleri agisindan biiyiik farkliliklar gosterebilir.
Bu farkliliklar yapisal diizensizlikteki degisikliklere atfedilir (Gupta & Gupta, 2005). Ozel
ozellikleri nedeniyle yaygin ilgi uyandirmis ve bir¢cok alanda cesitli sekillerde uygulanmistir.
MNP'ler, manyetik polarizasyon ve hareketlilik 6zellikleri nedeniyle biyolojik ve biyokimyasal
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (S. Sharma vd., 2018). Manyetik
nanopartikiiller, molekiiler ve hiicre goriintiileme i¢in manyetik rezonans goriintiileme kontrast
maddeleri olarak in vivo kullanilmistir (Teja & Koh, 2009). Bu tiir Fe3O4 nanopartikiillerini
sentezlemek i¢in bugiline kadar kati, sivi ve gaz faz reaksiyonlarini kullanan yontemler
gelistirilmistir. Sentez teknikleri arasinda, su sisteminde demir ve ferrik hidroksitlerin birlikte
cokeltilmesi, siirecin basitligi ve nispeten diisiik ¢evresel etkisi nedeniyle faydalidir (Iwasaki

vd., 2012).

MNP yiizeyinin modifikasyonu, hangi kaplama malzemesinin kullanildigina ve bu
malzemelerin manyetik c¢ekirdek yiizeyine nasil baglandigina bagli olarak MNP'nin
biyomedikal uygulamalardaki performansini ve dolayisiyla manyetik Ozelliklerini 6nemli
Olciide degistirebilir (Umut, 2013). Manyetik sistemlerin performansi, manyetik kuvvet,
Stokesdrag ve diflizyon hareketleriyle iliskili bir manyetik alan altindaki MNP'ye baghdir (F.
Li vd., 2015). Nanopartikiillerin manyetik yetenekleri ve diisiik toksisiteleri, enzim
immobilizasyonuna odaklanarak biyoteknolojinin bir¢ok disiplininde kullanimlarina dikkat
cekmistir. Genis yiizey alani, diisiik kiitle transfer direnci ve reaksiyon karigimindan enzim
ekstraksiyonunun kolayligi, bu malzemelerin enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan
geleneksel desteklere gore bazi avantajlaridir (Matveeva & Bronstein, 2021; W. Wei & Wang,
2018). Pargacigin sinir yiizeyindeki kiitle transfer direnci, heterojen kataliz ve ¢ok seyreltilmis

cozeltilerden sorpsiyon dahil olmak iizere ¢esitli uygulamalarda 6nemlidir. Cilinkii siklikla tiim
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reaksiyon hizim1 kisitlayabilir (Reichert vd., 2004). Bu nedenle, bu tiir sistemlerde kiitle
transferini hizlandirmak olduk¢a énemlidir. MNP'nin kolay manyetik geri kazanimi nedeniyle
cok daha fazla kullanim alani arastirilmaktadir (Decsi vd., 2019; Ender vd., 2016; Weiser vd.,
2015).

MNP'nin yiizey modifikasyonunun dort ana amaci vardir:

1- MNP'nin dispersiyonunu iyilestirmek veya degistirmek.

2- MNP'nin yiizey aktivitesini iyilestirmek.

3- MNP'nin fizikokimyasal ve mekanik 6zelliklerini artirmak.

4- MNP'nin biyouyumlulugunu iyilestirmek. (Matveeva & Bronstein, 2021)

Manyetik nanopartikiiller (MNP'ler), manyetik 6zelliklere sahip nanometre boyutundaki
partikiilleri ifade eder. MNP'ler, demir, manganez, kobalt ve bunlarin oksitleri gibi metaller ve
oksit bilesikleri tarafindan sentezlenir (Kudr vd., 2017; Majidi vd., 2016). Tek bir malzemeden
olusan bir nanopartikiil veya birden fazla malzemeden olusan bir kompozit nanopartikiil
olabilir. MNP'lerin en yaygin sentetik yontemi solvotermal yontemdir (Majidi vd., 2016; J.
Wang vd., 2009; Xu vd., 2014). Yiiksek sicaklik ve yiiksek basing altinda, metal tuzlar1 organik
veya inorganik ¢oziiciilerde ¢oziiliir ve nanopartikiiller indirgeme reaksiyonlart yoluyla tiretilir.
Bu yontemde MNP'lerin boyutu ve sekli kontrol edilebilir. MNP'leri sentezlemenin bir diger
yolu da, metal oksit nanopartikiiller iiretmek icin yiiksek sicaklik kosullart altinda metal organik
bilesiklerini parcalayan termal ayristirma yontemidir. Bu yontem genellikle daha kiigiik
nanopartikiiller tiretmek i¢in kullanilir. Bu iki yonteme ek olarak, MNP'ler es ¢Oktiirme,
elektrokimya, mikroemiilsiyon ve manyetik sivi faz ¢oktiirmesiyle de hazirlanabilir. MNP'ler,
genis yiizey alanlar1 ve ylizeyde bol miktarda bulunan hidroksil gruplariyla bilinirler. Bu da
enzimlere gii¢lii kovalent baglanma saglayacak sekilde kolayca modifiye edilmelerini saglar.
En biiyiik avantajlarindan biri, immobilize edilmis enzimin manyetik kuvvetlerle hizla

ayrilabilmesidir.
2.2. Literatiir Ozeti

Meyve suyu berraklastirilmasinda enzimlerin kullanim ilk olarak 1930’larin baslarinda
Almanya ve ABD’de tanitilmigtir (Neubeck, 1959). Enzimatik destekli berraklastirma, enzim
konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi ve sicaklik dahil olmak iizere bircok faktdrden etkilenir
(Tapre & Jain, 2014). Pektinazlar pektini hidrolize eder ve protein-pektin komplekslerini
dagitirlar (Baumann, 1981). Elde edilen meyve suyu, ¢cok daha diisiik bir pektin seviyesine ve
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diisiik viskoziteye sahiptir. Bu da sonraki filtrasyonu kolaylastirir. Pektinazlarin uygulanmasi,
meyve suyu berrakligin1 ve verimini arttirmanin yani sira meyve suyunun besin degerini,
rengini ve aromasini da korur. Geleneksel berraklastirma yontemleri, pektinazlarin pektin
hidrolizine ve amilazlarla nisasta hidrolizine dayanmaktadir. Jelatin, bentonit veya silikasol gibi
berraklastirict maddeler, tortular1 veya bulaniklifa neden olan aktif bilesenlerin fiziksel ve
kimyasal ¢okelmesi saglar (Cerreti, MarkoSova, vd., 2017; Mirsaeedghazi vd., 2010; Rinaldi
vd., 2013). Pektin giderme islemleri, bulut parcaciklarinin agregasyonunu olusturmak ve
viskoz-¢6ziiniir pektini parcalamaktan olusur. Pektin, asidik ortamlarda negatif yiike sahiptir ve
askida bulunan proteinlerin etrafinda bir kaplama olusturarak birbirlerini itmelerine neden olur.
Pektinazlar, pektin zincirini parcalayarak pozitif yiikli proteinleri aciga c¢ikarir. Bulut
parcaciklar1 arasindaki elektrostatik itme azalir, bdylece bir araya toplanirlar (Sorrivas vd.,
2006). Berraklastirilmis meyve suyu hazirlanmasinda, seliilaz, hemiseliiloz ve pektinaz,
vizkoziteyi azaltmada ve filtrelenebirligi artirmada etkilidir (Tapre & Jain, 2014). Pektinazlar,
elma meyve suyunun berraklastirilmasinda viskozitede %35°lik diisiisle (Girard & Fukumoto,
1999; Mondor vd., 2000) ananas meyve suyunda (Carneiro vd., 2002), mandalina meyve
suyunda (Chamchong & Noomhorm, 1991) ve ayrica seftali erik armut ve kayis1t meyve

suyunda ultrafiltrasyon ondan Once iyilestirmeler saglanmistir (Ramadan, 2019).

Clarex-L konsantresi kullanildiginda guava meyve suyunun viskozitesinde énemli bir
azalma (yaklasik %63) oldugu bildirilmistir (Brasil vd., 1995). Ayrica, Pectinex Smash XXL
uygulandiginda enzim konsantrasyonunun, sicakligin ve inkiibasyon siiresinin havu¢ meyve
suyunun viskozitesini (%41 azalma) etkiledigi belirtildi (Y. Sun vd., 2006). Enzimatik islemin
ananas suyu berrakligi, verimi ve viskozitesi lizerindeki etkisi incelemis ve optimize edilmis
enzimatik islem kosullari, inkiibasyon siiresi (446 dakika), inkiibasyon sicakligi (47°C) ve
enzim konsantrasyonu (0,14 ml/50 g posa) olarak belirlenmistir (A. Kumar & Sharma, 2012).
Enzimler polisakkaritleri parcalayarak bulaniklik, viskozite ve absorbans degerlerinde
azalmaya, buna karsilik meyve suyu verimi, toplam ¢oziinmiis katt madde (TSS) ve parlaklikta
artisa neden olmustur. Farkli sicakliklarda (10°C ila 85°C) ve TSS igeriginde (10°brix - 55°brix)
enzimatik olarak berraklastirilmis Achras sapota meyve suyunun reolojik ozelliklerini, su
aktivitesine (0,865 - 0,986) karsilik gelen bir degerde incelenmistir (Deshmukh vd., 2015). TSS
iceriginin enzimatik olarak berraklastirilmis Ozsuyun viskozitesi lizerindeki etkisi
arastirilmistir. Achras sapota meyve suyu, ikinci dereceden iistel tipte bir iligki bulundu (r >
0,99). Enzimatik olarak berraklastirilmis Achras sapota meyve suyu, viskozite (1) degerlerinin
sicaklik ve konsantrasyona bagli olarak 4,34 ile 56,41 mPa arasinda degistigi bir Newton tipi
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stvi gibi davrandi. Toplam ¢oziinmiis katt madde (TSS) igeriginin akis aktivasyon enerjisi
izerindeki etkisi iistel bir iligki (r > 0,95) ve su aktivitesinin etkisi ise iislil bir iligki (r > 0,99)
kullanilarak tanimlandi. Enzimatik olarak berraklagtirllmis A. sapota meyve suyunun
viskozitesi tlizerindeki TSS igerigi/su aktivitesi ve sicakligin birlesik etkisini temsil eden bir

denklem olusturuldu.

Narm meyve suyuna doniistliriilmesinin geleneksel yontemi zaman alicidir ve yikama,
presleme, berraklagtirma, pastorizasyon ve filtrasyon dahil olmak iizere c¢esitli adimlar
gerektirir (Cerreti, Liburdi, vd., 2017). Berraklagtirma, nar meyve suyu islemesinde, meyve
suyunun bulanikligina neden olan maddeleri engellemek ve meyve suyunun depolanmasi
sirasinda bulaniklik olusumunu (pus olusumu olarak bilinir) 6nlemek i¢in temel bir adimdir. Bu
partikiillerin uzaklagtirilmasi, berrakligi ve renk stabilitesini iyilestiren endiistriyel bir sorundur.
Meyve suyu endiistrisi, tiiketici ilgisinin meyve suyu kalitesi ve goriiniimiine bagli olmasi
nedeniyle bu sorunlar1 ¢d6zmek icin ¢esitli teknikler gelistirmistir. Pektinolitik ve/veya
proteolitik berraklastirmanin nar meyve suyundaki aktif maddelerden kaynaklanan bulaniklik
ve pus lizerindeki etkilerini test etmistir. Proteaz ve pektinaz uygulamasinin sinerjik bir etkisi
oldugu ve meyve suyu bulaniklig1 ve potansiyel pus olusumu agisindan ¢ok iyi sonuglar elde
edildigi bildirilmistir (Cerreti vd., 2016). Pektin enzimleri ve proteolitik enzimlerle yapilan
enzimatik islemler protein, pektin ve fenolik madde miktarlarin1 degistirmese de bulaniklik
olusturan molekiillerin bulaniklik olusturma aktivitesini etkiledi. Ayrica, bu tiir enzimatik
islemler, portakal suyu rengini ve antosiyanin seviyelerini etkilemedi. Pektin esterazlarin
bulundugu portakal suyunda, pektinler kismen metillenmistir. Bu tiir portakal suyu i¢in
genellikle poligalakturonazlar kullanilir. Portakal suyu ekstraksiyonu sirasinda, portakal suyu
viskozitesini azaltmak i¢in posa yikamasimin sonunda pektinazlar eklenebilir. Bu, yiiksek
portakal suyu verimi, daha iyi TSS ekstraksiyonu ve daha diisiik viskoziteye yol agar.
Pektinazlar, bulaniklik stabilitesini koruyan ¢éziinmeyen pektine saldirmadan portakal suyu

viskozitesini azaltir (Ramadan, 2019).

Meyve sularindaki bulanikligi azaltmak ve liretim verimini artirmak ic¢in pektinaz,
lakkaz, ksilanaz, poli-galakturonaz, B-glukozidaz ve pektin metilesteraz dahil olmak iizere
cesitli enzimler arastirilmistir. Serbest ve immobilize enzimleri karsilastiran birgok ¢alisma,
bulaniklik ve viskozitede dnemli azalmalar gostermistir (Magro vd., 2019; Zimmermann vd.,
2024). Bu iyilestirmeler, immobilize enzimlerin artan stabilitesine baglanabilir; bu da diistiik pH

seviyeleri gibi meyve suyuna 6zgii zorlu kosullar altinda daha 1yi katalitik performansa yol acar.
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Bulaniklik ve viskozitedeki azalmalara ek olarak, daha dnce yiiriitiilen bir ¢caligmada
portakal suyu berraklagtirmasi i¢in kitosan-pektinaz veya silika-pektinaz immobilizasyon
sistemleri kullanildiginda, meyve sularindaki toplam ¢6ziiniir katt madde i¢eriginde, indirgeyici
seker iceriginde ve pH degerlerinde nispeten kiiclik degisiklikler gozlemlemistir (da Silva vd.,
2023). Ayrica, optimize edilmis berraklastirma isleminin, istenen canli ve parlak sar1 gériinlimii
koruyarak, bulanikligin azalmasi nedeniyle portakal suyunun rengini O6nemli Olciide
iyilestirdigini fark etmiglerdir. Literatiirde meyve suyu berraklastirmasi i¢in proteazlar da
arastirilmistir. Yavaser ve Karagozler, polifenoller ve bulaniklig1 aktif hale getiren proteinler
arasindaki etkilesimleri dnlemek i¢in immobilize edilmis proteaz kullanarak tek asamali bir
berraklastirma islemi gelistirmistir (Yavaser & Karagozler, 2020). Jelatin ve silika, polifenol-
protein kompleks olusumunu engellemek i¢in yaygin olarak kullanilirken, bu malzemelerin
polifenol seviyelerini diisiirme, uzun ¢alisma siireleri gerektirme ve yogun filtrasyon islemlerini
icerme gibi dezavantajlar1 vardir. Ancak Yavaser ve Karagozler, tek agamali berraklastirma
stiregleriyle toplam fenolik iceriginde sadece %8,2'lik bir azalma gozlemlediler (Yavaser &
Karagozler, 2020). Baska bir calismada, islevsellestirilmis kitosan boncuklart iizerinde hem
proteaz hem de pektinaz igeren ¢oklu enzimatik bir immobilizasyon sistemi gelistirildi ve nar
suyu berraklagtirmasi i¢in uygulandi. Sistem, 21 giin sonra sirasiyla %49 ve %70 oraninda anlik
ve potansiyel bulaniklik azalmasina neden oldu. Bulanikligi artiran molekiillerdeki 6nemli
azalmaya ek olarak, enzimatik olarak islenmis sular, zaman i¢inde islenmemis suya kiyasla
antosiyanin yapisini daha iyi korudu (Benucci vd., 2019). Naringinaz gibi immobilize edilmis
enzimler, meyve sularinin aciligint azaltmak i¢in de kullanildi ve diger biyoaktif bilesiklerin
seviyelerini korurken aciligi etkili bir sekilde azaltmada klasik recine islemine gore lstiin
oldugu kanitland: (Gupta vd., 2021; Magro vd., 2019; Zimmermann vd., 2024). Immobilize
edilmis naringinaz ve re¢ine kullanilarak pomelo suyunun aciliginin giderilmesinin
fizikokimyasal ve fitokimyasal 6zellikler lizerindeki etkisine iliskin karsilastirmali bir calisma
yapildi. Enzimle islenmis meyve suyu, regineyle islenmis meyve suyuna kiyasla ¢oziiniir kati
madde igerigi, asitlik, askorbik asit i¢erigi ve fenolik igerigi lizerinde daha az etki gosterirken,
etkili bir acilik giderme etkisine de sahip olarak fizikokimyasal ve biyoaktif bilesiklerin daha
yiiksek yiizdelerini korudu (Gupta vd., 2021). Bagka bir calismada da, hareketsizlestirilmis
naringinaz kullanilarak aci giderme siirecinde olumlu bir etki gdzlemlenmistir; bu calismada
naringinin %73 polieter siilfon ultrafiltrasyon membranlar iizerinde hareketsizlestirilmis

naringinaz tarafindan hidrolize edilmistir (Gonzalez-Temito vd., 2021).
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Pektinaz enzimi, kitin, naylon, ipek, iyon degisim recineleri, aljinat, poliakrilamid
mikrokiireler, silika jel, polietilen ve manyetik parcaciklar dahil olmak iizere ¢esitli destekler
izerine farkli yontemler kullanilarak immobilize edilmistir. Bazi immobilize enzimlerin meyve
suyu endiistrisindeki uygulamalar1 incelenmistir (Adalberto vd., 2012; Lei & Jiang, 2011;
Martin vd., 2019). Tablo 2.3, immobilize pektinaz enziminin ¢esitli ¢alismalarda
uygulamalarin1  6zetlemektedir. Fonksiyonellestirilmis poliakrilonitril (PAN) iizerine
immobilize edilmis ve paketlenmis yatakli bir reaktore yiliklenmis ticari bir pektinaz, elma
suyundaki pektinin depolimerizasyonunda kullanilmistir. Pektinaz immobilize sistemi, elma
suyunun basarili bir sekilde depektinizasyonu i¢in kullanilmistir (Echavarria vd., 2011).
Pektinazlarin polivinil alkole immobilizasyonu, meyve suyu gibi asidik bir ortamda iyi
esneklik, iyi tekrar kullanilabilirlik ve ti¢ ardisik dongiide %80 bulaniklik azalmasi saglayan
immobilize enzimi ortaya ¢ikardi (Cerreti, MarkoSova, vd., 2017). Ticari bir pektinaz, geri
doniistiiriilebilir polimer matrisine basariyla immobilize edildi. Immobilize ve serbest
enzimlerin termal stabilitesi ortam sicakliginda benzer olmasina ragmen, immobilize enzim,
elma suyu berraklastirmasi sirasinda %5'ten daha az katalitik aktivite kaybiyla 10 kereden fazla
geri doniistiiriilebildi (Rajdeo vd., 2016). Pektinaz, makromolekiiler ¢apraz baglama ajani
olarak dekstran polialdehit kullanilarak kitosan manyetik nanopartikiillere immobilize edildi.
Termal kinetik ¢alismalara gore, immobilize pektinazin termal stabilitesi, serbest forma kiyasla
iki katina ¢ikti. Pektinazin konformasyonel esnekligi immobilizasyon sonrasinda korunmus ve
elma suyunda %74'e varan bir bulaniklik azalmas1 gozlemlenmistir (Sojitra vd., 2017). Baska
bir calismada, pektinazin silika kapli manyetit nanopartikiil yiizeyine kovalent baglanma
yoluyla immobilizasyonu gerceklestirilmistir. Immobilize pektinaz, serbest pektinaza kiyasla
artirllmis enzim aktivitesi, pH ve sicaklik degisimlerine kars1 gelistirilmis direng ve artirilmig
depolama stabilitesi sergilemistir. Elma suyu viskozitesi hem serbest hem de immobilize
enzimler tarafindan azaltilmistir. Bununla birlikte, immobilize enzim yalnizca alt1 ardisik
dongiide yeniden kullanilabilmis ve viskozitede yalnizca %8,16'lik bir azalma gostermistir
(Mosafa vd., 2014). Son zamanlarda, hiicre dis1 bir mantar ekzo-poligalakturonazin sodyum
aljinata immobilizasyonu i¢in adsorpsiyon immobilizasyon prosediirii gosterilmis ve bu da
termal direng profilini 6nemli &lciide iyilestirmistir. immobilize enzim, 60 °C'de 1 saat
isitildiktan sonra orijinal aktivitesinin %90'indan fazlasini1 korurken, immobilize edilmemis
enzim bu kosullar altinda devre dis1 kalmaktadir (Amin vd., 2017a). immobilize enzim, yedi
ardisik parti reaksiyonundan sonra bile %41 oraninda kalint1 aktiviteyi korumustur. Son olarak,

farkl test edilen meyve sularinda viskozite ve bulaniklik azalmasinin yani sira berrakligin
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artmasi, immobilize ekzo-poligalakturonazin gida endiistrisinde biiyiik bir potansiyele sahip
oldugunu gostermektedir (Amin vd., 2017a). Daha yakin zamanda, ticari bir enolojik
pektinazin, bir tuzaklama teknigi kullanilarak ¢oziinmeyen kalsiyum aljinat boncuklar igine
immobilize edilmesiyle toksik olmayan ve diisiik maliyetli bir biyokatalizor gelistirilmistir.
Sabitleme prosediirii pektinaz aktivitesi i¢in optimum pH ve sicaklifi degistirmese de,
tuzaklanmis enzim, %40 kalint1 aktivite ile alt1 reaksiyon dongiisiine kadar katalitik aktivite
gostermistir; Islak ortamda hapsedilmis enzim, 11 haftaya kadar orijinal aktivitesini korurken,
liyofilize hidrojeller 8 aylik depolamadan sonra bile baslangi¢ aktivitesini korumustur. Ayrica,
immobilize edilmis pektinaz, 20 °C'de 120 dakika i¢inde {izlim suyunun bulanikligin1 énemli
Ol¢iide azaltmistir (Martin vd., 2019). Meyve suyu berraklastirmasi i¢in formiile edilmis
pektinolitik ve seliilolitik enzimleri igeren ticari bir enzim kokteyli, glutaraldehit ile aktive
edilmis kitosan boncuklarina immobilize edilmis ve siirekli paketlenmis yatakli ve akiskan
yatakli reaktorler de dahil olmak iizere iki farkli biyokatalitik reaktor sistemi kurmak icin
kullanilmistir. Immobilize edilmis enzim kokteyli, 90 °C ve pH 4,8'de baslangi¢ aktivitesinin
%80'ini  korurken, serbest enzim sadece %35'ini korumustur. Hareketsizlestirilmis
biyokatalizoriin berraklastirma analizi, akiskan yatakli reaktdrde yapildiginda daha berrak
meyve sular1 elde edilmesini saglamistir (Magro vd., 2021). Grubumuz, triklorotriazin yoluyla
polietilen glikol asilanmis manyetik nanopartikiillere kovalent olarak hareketsizlestirilmesi
yoluyla pektinazin gida endiistrisinde kullanilmasini saglayacak etkili bir strateji gelistirmistir.
Hareketsizlestirilmis pektinaz, 10 geri doniisiimden sonra baslangi¢ aktivitesinin %55'ini ve 25
°C'de 125 giin depolamadan sonra %94'inii koruyarak artirilmis katalitik aktivite, iyilestirilmis
operasyonel stabilite, miikemmel yeniden kullanilabilirlik ve depolama stabilitesi gdstermistir.
Ayrica, bu taktigin meyve suyu ve gida isleme endiistrilerindeki uygulanabilirligi,
hareketsizlestirilmis pektinaz ile islenmis ananas suyunda bulanikligin %359'a kadar

azaltilmastyla gosterilmistir (Kharazmi, Taheri-Kafrani, & Soozanipour, 2020).

Yiiriitiilen bagka bir ¢alismada, 30-40 nm ¢apinda ve amonyakl silikon dioksit ile
kaplanmis Fe3;Os manyetik nanopargaciklart (MNP) ve pektinazin manyetik destek {izerine
immobilizasyon siireciyle ilgili ana faktorler, ¢cok faktorlii ortogonal deneylerle optimize
edilmis ve dnerilen kombinasyon %3 glutaraldehit (baglayici madde), pH = 8.0, 50 °C ve ¢apraz
baglama siiresi 8§ saat olarak belirlenmistir (Fang vd., 2016). Pektinazin depolama stabilitesi ve
yeniden kullanilabilirligi, immobilizasyon sayesinde artirilmistir. 7 geri doniisiim partisinden

sonra toplam baslangi¢ aktivitesinin %64,4'i geri kazanilmis ve 30 giinliik depolama sonrasinda
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toplam aktivitenin yalnizca yaklasik %21,1'i kaybolmustur. Immobilize pektinazin uygulamasi

icin optimum pH ve sicaklik sirasiyla 8.5 ve 55 °C olarak tespit edilmistir.

Tablo 2.3. Pektinaz enziminin ¢esitli destekler iizerine immobilizasyonunun operasyonel
stabilite iizerine etkisi ve meyve suyunda uygulanmasi

Operasyonel
Stabilite Meyve
Destek Suyu
Malzemesi | Tekrar Bulamiklik | <3ynak
Kalan .
Kullanim . Testi
Aktivite
Sayis1
Manyetik
nanopartikiil 15 %090 - V(dB e}211(.):512{5,1)
(Fe304) i
Manyetik
nanopartikiil 7 %064,4 } (F;r(ﬁg)d"
(Fe304)
. Elma
K1tosa1} . suyunda (Sojitra vd.,
manyetik 7 P85 | 074tk bir | 2017)
nanopartikiil azalma
Guava
) (.}t;lef::n 0 092 suyunda (Kamal vd.,
OKsivkitosan 0 %381°1ik bir 2022)
kompoziti azalma
Kitosan Elmzzi (Nouri &
suyunda .
“Fe304 mikro- 10 %STAL | a8t pir | Khodaivan,
parcaciklari azalma 2020)
Uziim
. suyunda Amin vd.,
Sodyum aljinat 7 %350 07 flllloquk ( 2017a)
bir azalma
Ananas (Kharazmi,
Manyetik suvunda Taheri-
nanopartikiil 10 %55 | ool by | Kafrani, &
(Fes0u) 0 Soozanipou
azalma 4
1, 2020)
Agaroz 0 (Rehman
Boncuklar 10 770 i vd., 2024)
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Hidroksiapatit/
kalsiyum .
aljinat 10 %40 ) (382\’(;1),
kompozit
boncuklar

Sojitra ve arkadaslarinin yiiriittiigli bir calismada pektinaz, makromolekiiler capraz
baglama ajan1 olarak dekstran polialdehit kullanilarak kitosan manyetik nanopartikiillere
(CMNP'ler) immobilize edildi (Sojitra vd., 2017). Immobilize pektinaz igin yapilan termal
kinetik ¢aligmalar, serbest forma kiyasla 55-75 °C araliinda iki kat daha yiiksek termal stabilite
gosterdi. Immobilize pektinazin Vmax ve Km degerlerinin, dogal forma neredeyse esit oldugu
bulundu. Immobilize pektinazin kalint1 aktivitesi, yedi ardisik yeniden kullanim déngiisiinden
sonra %85 iken, on bes giinliik depolamada %89'a kadar kalint1 aktivitesini koruyarak
milkemmel stabilite ve dayaniklilik sergiledi. Son olarak, manyetik pektinaz
nanobiyokatalizorii, elma suyu berraklastirmasinda kullanildi ve 150 dakikalik islemden sonra

bulaniklikta %74'e varan bir azalma gdsterdi.

Pektinaz, geri doniisiim ve operasyonel kararlilik 6zelliklerini artirmak amaciyla baska
bir caligmada kovalent baglama yoluyla grafen oksit/kitosan kompozitine (GO/CS) immobilize
edildi (Kamal vd., 2022). GO/CS-pektinazin Vmax ve Km degerlerinin serbest pektinaza
neredeyse esit oldugu bulunmustur. 10 ardigik reaksiyon dongiisiinden sonra orijinal katalitik
aktivitesinin yaklasik %92'sini korudugu bildirilmistir. Son olarak, GO/CS-pektinaz, guava
suyu berraklastirmasinda kullanildi ve 75 dakikalik islemden sonra bulaniklikta %81'e varan

bir azalma gosterdi.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasallar

Aspergillus niger’den elde edilen ticari pektinaz (3.2.1.15), pektin ve a-D-galakturonik

asit TCI sirketinden alindi. Dinitrosalisik asit (DNS), Coomassie brilliant blue G-250,

Amonyum c¢ozeltisi (NH3, %25), Sodyum potasyum tartarat, Glutaraldehit (%25), Tetra-etil

ortosilikat (TEOS), 3-amino propil tri-etoksi silan (APTES), Sigir serum albumin (BSA),

Potasyum fosfat monobazik, Sodyum asetat, Asetik asit, Tris, demir(Ill) kloriir heksahidrat

(FeClz-6H20), demir klortir tetrahidrat (FeCl>-4H20) ve sodyum asetat Merck sirketinden satin

alindi.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Kullanilan cihazlar ve kullanim amaclar1 Tablo 3.1°de gdsterilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan cihazlar ve kullanim amaclar1

Kullanilan Cihazlar

Marka

Kullanim Amaci

Hassas terazi
Calkalayici

Isiticili manyetik karistiric

Su banyosu

pH metre
Spektrofotometre

Vorteks
Etiiv
Hassas otomatik pipet

EDX o6zellikli taramali
elektron mikroskopu (SEM-
EDX)

Fourier dontisiimlii
kiz1l6tesi spektroskopisi
Ultrasonik su banyosu

Santrifiyj

Radwag/AS 220
Daihan Scientific/SHO-1D
Daihan Scientific/MSH-20D

Niive/BM 30

Hanna Instruments
Thermoscientific/Genesys150

Isolab
Niive/EN 120

Isolab

Zeiss / Supra 40 VP

Perkin Elmer / Spectrum 100
Niive BM30
Hermle / Z306

Kimyasal maddelerin
agirhiginin 6l¢timii
Cozeltilerin hazirlanmasi
Cozeltilerin hazirlanmasi ve
1s1tilmasi

DNS yontemi ile aktivite
tayini

pH olciimleri

Aktivite tayini
Karisimlarin
homojenizasyonu
Inkiibasyon

Hassas miktarda sivi
kullanimi

Morfolojik 6zelliklerin
belirlenmesi

Fonksiyonel gruplarin
belirlenmesi

(Cozelti homojenizasyonu
Karisimdan kaba
partikiillerin uzaklastirilmasi
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3.1.3. Kullanilan ¢oézeltilerin hazirlanmasi
3.1.3.1. Tampon Hazirlama
pH 4 Tamponu (100 mM) Hazirlanmasi

0.82 g sodyum asetat 80 ml saf suda ¢6ziindli. pH metre yardimi ile 1 N HCI kullanilarak

pH 4’e ayarlandi. Son olarak hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.
pH 5 Tamponu (100 mM) Hazirlanmasi

0.82 g sodyum asetat 80 ml saf suda ¢6ziindii. pH metre yardimi ile 1 N HCI kullanilarak

pH 5’e ayarlandi. Son olarak hacim saf su ile 100 ml’ye tamamland.
pH 6 Tamponu (100 mM) Hazirlanmasi

1.36 g potasyum fosfat monobazik 80 ml saf suda ¢6ziindi. pH metre yardimi ile 1 N

NaOH kullanilarak pH 6’¢ ayarlandi. Son olarak hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.
pH 7 Tamponu (100 mM) Hazirlanmasi

1.36 g potasyum fosfat monobazik 80 ml saf suda ¢oziindli. pH metre yardimi ile 1 N

NaOH kullanilarak pH 7’¢ ayarlandi. Son olarak hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.
pH 8 Tamponu (100 mM) Hazirlanmasi

1.21 g Tris 80 ml saf suda ¢oziindii. pH metre yardimi ile 1 N HCI kullanilarak pH 8’e

ayarlandi. Son olarak hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanda.
pH 9 Tamponu (100 mM) Hazirlanmasi

1.21 g Tris 80 ml saf suda ¢ozlindli. pH metre yardimi ile 1 N HCI kullanilarak pH 9’e

ayarlandi. Son olarak hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanda.
3.1.3.2. DNS Reaktifi Hazirlanmasi

75 ml saf su igerisinde 1.6 g katt NaOH c¢oziindii. Sonra iizerine 1 g 3,5-dinitrosalisilik
asit konuldu. Berrak bir sar1 ¢ozelti elde edilene kadar karistirildi. Ardindan 30 g potasyum
sodyum tartarat katildi ve karistirtlmaya devam edildi. Son olarak hacim saf su ile 100 ml’ye

tamamlandi. Karigim kehribar rengi sise icerisinde saklandi.
3.1.3.3. Bradford Reaktifi Hazirlanmasi

10 mg Comossie Blue Birillant, 5 mL etanol (%95)'de ¢6ziindiikten sonra 10 mL fosforik

asit (%85) ilave edildi. Boya iyice ¢oziindiikten sonra 85 mL saf su ile 100 mL'ye tamamland.
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3.1.3.4. a-D Galakturonik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi

2 mg a-D galakturonik asit 2 ml saf su igerisinde ¢oziinerek hazirlandi. Standart

kalibrasyon egrisi hazirlanmasinda kullanildu.
3.2. Yontem

Calismanin igerigi hakkinda genel bilgiler Sekil 3.1’de gosterilmistir.

—_—

& Immebilzed

T ™ ™
sssssss ]

] ]
Temperature (°C) pH Time (Day)

Cycle
- - - . Yeniden
| TermalStabilite | pHStabilite ____Depolama Stabilites! _ yuuamiabitirik_

1 1
immobilize Miknatis 1 B !
pektinaz . bH .
1
’ :
1
| Test ! !
| i
: Uziim Suyu !
1
1

Sekil 3.1. Calismanin igerigi hakkinda genel bilgiler

3.2.1. Manyetik nanopartikiillerin (MNP) sentezi

Manyetik nanopartikiiller (MNP), literatiirde aciklanan geleneksel es-coktiirme
yonteminde bazi modifikasyonlar yapilarak sentezlendi (Basaran & Isik, 2025; Mariio vd.,
2023; Rusu vd., 2022). 4 gram Fe(II) ve 10,82 gram Fe(IIl) 50 ml suda ¢6ziindii (Molar orani
1:2). MNP’leri (Fe304) ¢oktiirmek i¢in 25 ml amonyum hidroksit (NH4OH, %25) soliisyonu
damla damla eklenerek reaksiyon ortami alkali hale getirildi ve karistirictda 30 dakika
karistirildi. Tepkime denklemi T. 2’de gosterilmistir. Elde edilen MNP’ler (FezO4), giicli
neodyum miknats ile tutuldu ve tsteki siv1 pipet yardimiyla uzaklastirildi. Ardindan MNP’ ler
su ve etanol ile yikandiktan sonra 50°C’de etiivde kurutuldu. Manyetik nanopartikiil sentezi ve

immobilizasyon siireci Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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FeCI, + 2FeCl,+ 8NH,OH

Fe,0, + 8NH,CI + 4H,0 (T. 2)
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Sekil 3.2. Manyetik nanopartikiil sentezi ve immobilizasyon siireci

3.2.2. MNP’lerin fonksiyonellestirilmesi

MNP’lerin ylizeylerini fonksiyonellestirmek i¢cin daha 6nce agiklanan yontemde bazi
degisiklikler yapilarak yiiriitiildii (Basaran & Isik, 2025; Mariiio vd., 2023; Rusu vd., 2022). 2
gram MNP, 150 ml etanol ve 50 ml distile su ile karistirildiktan sonra 30 dakika sonikasyon
yapildi. Daha sonra 15 ml amonyum hidroksit (NH4OH, %25) karisimin {izerine yavasca
eklendi. Uzerine 3 ml tetra-etil ortosilikat (TEOS) damla damla eklendikten sonra tekrar 30
dakika sonikasyon yapildi. Elde edilen silika kaplt MNP’ler etanol ve saf su ile yikandiktan
sonra miknatis yardimiyla toplandi. Daha sonra silika kaplt MNP’ler {izerine 50 ml etanol
eklenerek 30 dk sonikasyon yapildi. Ardindan 1 ml APTES eklendi ve 30 dakika daha

sonikasyona devam edildi. Miknatis yardimiyla MNP’ler ayrilarak etanol ve saf su ile yikandi.

Fonksiyonellestirilmis MNP'ler, pektinaz immobilizasyonu i¢in fosfat tamponunda (pH
7) oda sicakliginda 3 saat boyunca siirekli ¢alkalanarak %2,5 glutaraldehit ile aktive edildi.

Burada, MNP'lerin glutaraldehit ile aktivasyonu, destek malzemesi iizerine enzim (pektinaz)
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molekiillerinin baglanmasini kolaylastirmaktadir. Baglanmayan glutaraldehiti uzaklagtirmak

icin saf su ile yikama yapildi.
3.2.3. Pektinaz immobilizasyonu

Glutaraldehit ile aktive edilmis 1 g MNP ve 5 mg/ml pektinaz tozu fosfat tamponunda
(pH 6.0) +4°C'de bir gece boyunca bekletildi. Daha sonra MNP’ler, reaksiyon karisimindan

miknatisla ayrildi ve tampon ile yikandiktan sonra kurutuldu.

Immobilizasyon verimi Bradford yéntemi kullamilarak hesaplandi (Bradford, 1976). D.
7’deki esitlik kullanilarak hesaplama gerceklestirildi. Hesaplama, temel olarak immobilizasyon
islemi  Oncesindeki  protein  miktar1 ile immobilizasyon  sonrasinda  destek
malzemesine/tasiyictya baglanmayarak c¢ozeltide kalan serbest protein miktarinin
karsilastirilmasi ile yiriitiildii. Bu islem standart bovine serum albiimin (BSA) kalibrasyon
egrisinin olusturulmasi, baslangi¢c protein miktarinin belirlenmesi, baglanmamis (siipernatant)
ve yikama sonrast kalan protein miktarinin belirlenmesi ile yapildi.

[Po — (P + Pp)]

Verim (%) = B X100 (D.7)
0

Burada, Py baslangictaki protein miktarini, P; siipernatanttaki protein miktarini ve P>

ise yikama sonrasi kalan protein miktarini temsil etmektedir.
3.2.4. Pektinaz aktivite analizi

Hem serbest hem de immobilize edilmis pektinaz aktivitesi, spektrofotometrik olarak
Olciilen DNS yontemi ile belirlendi (Miller, 1959). Substrat olarak elma pektini (%1) ¢ozeltisi
kullanildi. Bu yontem, DNS ile enzim aktivitesi yoluyla agiga ¢ikan indirgeyici sekerler
arasindaki reaksiyon sonrasi renk degisimine dayanir. Enzim aktivitesi, 200 pl serbest enzim
veya 5 mg immobilize enzim ve 300 pl substrat ¢ozeltisi (%]1) ile 20 dakika inkiibe edildi ve
500 pl DNS reaktifi eklenerek reaksiyon sonlandirildi. Karisim bir su banyosunda 10 dakika
1s1t1ld1 ve ardindan oda sicakligina sogutuldu. 540 nm’deki absorbans spektrofotometrik olarak
olgiildii. Kalibrasyon egrisi 0-500 pg/ml konsantrasyon araliginda, D-galakturonik asit
kullanilarak olusturuldu.
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3.2.5. Karakterizasyon

Immobilizasyon 6ncesi ve sonrasi yiizey fonksiyonel grup déniisiimlerini molekiiler
diizeyde dogrulamak amaciyla Fourier doniisiimlii kizil6tesi (FT-IR) analizi gerceklestirildi.
Silika kaplama (SiO2), aminosilanizasyon (APTES) ve glutaraldehit aktivasyonu
gergeklestirilen manyetik demir oksit (Fe3O4) nanopartikiillerin pektinaz immobilizasyonu
oncesi ve sonrast FT-IR spektrumu, 400 ile 4000 cm ™' arasindaki dalga sayilarim kapsayan bir

Perkin Elmer/Spectrum 100 spektrometresi kullanilarak elde edildi.

Sentezlenen tasiyict nanoyapmin ve gelistirilen nanobiyokatalizériin  yiizey
morfolojileri, topografik degisimleri ve elementel kompozisyonlar1 bir EDX cihaz1 ile
donatilmis ZEISS/Supra 40 VP taramali elektron mikroskobu (SEM-EDX) kullanilarak
gerceklestirildi.

3.2.6. Optimum sicakhk analizi

Pektinaz aktivitesindeki optimum sicaklik, serbest pektinaz ve immobilize edilmis
pektinazin aktivitesinin 30-90°C araliginda pH 5.0'da (asetat tamponu) Olgiilmesiyle
degerlendirildi. Diger reaksiyon kosullari ve enzim aktivitesi izlemesi yukarida agiklandigi gibi
gerceklestrilmistir. Daha iyi karsilastirma i¢in, optimum sicakliktaki enzim aktivitesi %100
olarak kabul edildi. Karsilagtirma i¢in bagil aktivite (diger sicaklik test degerinin optimum
sicaklik test degerine ylizdesi) kullanildi. Sonuglar, ii¢ tekrarin ortalamasi = SD'sine karsilik

gelmektedir.
3.2.7. Optimum pH analizi

Pektinaz aktivitesindeki optimum pH, astat tamponu (pH 4.0-5.0) veya fosfat tamponu
(pH 6.0-7.0) veya tris tamponu (pH 8.0-9.0) kullanilarak 50°C'de serbest pektinaz ve
immobilize pektinaz aktivitesi Olciilerek degerlendirildi. Diger reaksiyon kosullar1 ve enzim
aktivitesi izlemesi yukarida aciklandigi gibi gercgeklestirildi. Daha iyi karsilastirma igin,
optimum pH'taki enzim aktivitesi %100 olarak kabul edildi ve karsilastirma icin bagil aktivite
(gozlem degerinin optimum degere yiizdesi) kullanildi. Sonuglar, ii¢ tekrarin ortalamasi +

SD'sine karsilik gelmektedir.
3.2.8. Termal stabilite analizi

Aktivite testi, serbest ve immobilize edilmis enzimlerin termal davranislarini
karsilastirmak icin substrat olmadan segili sicakliklarda (30—90°C) 3 saatlik bir inkiibasyondan
sonra kalan aktivite Olciilerek belirlendi. Kalan aktivite, yukarida agiklanan teste gére (pH 5.0
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ve 50°C) olciildii. Daha iy1 karsilagtirma i¢in, optimum sartlarda olgiilen ilk enzim aktivitesi
%100 olarak kabul edildi ve karsilagtirma i¢in bagil aktivite (gézlem degerinin optimum degere

yiizdesi) kullanildi. Sonuglar, ii¢ tekrarin ortalamasi + SD'sine karsilik gelmektedir.
3.2.9. pH stabilite analizi

Enzimatik aktiviteler farkli pH degerleri (pH 4-9) i¢in 3 saatlik bir inkiibasyondan sonra
kalan aktivite 6l¢iilerek belirlendi. Kalan aktiviteler, yukarida agiklanan teste gore (pH 5.0 ve
50°C) olgtildii. Daha iyi karsilastirma i¢in, optimum sartlarda 6lgiilen ilk enzim aktivitesi %100
olarak kabul edildi ve karsilastirma i¢in bagil aktivite (gézlem degerinin optimum degere

yiizdesi) kullanildi. Sonuglar, ii¢ tekrarin ortalamasi = SD'sine karsilik gelmektedir.
3.2.10. Kinetik parametreler

Yukarida agiklandigr gibi optimum deney kosullar1 (pH 5.0 ve 50°C) altinda cesitli
pektin ¢dzeltisi konsantrasyonlart (0,25-5,0 mg/ml) kullanilarak hem immobilize hem de
serbest enzimin kinetik parametreleri belirlendi. Serbest ve immobilize pektinazin K ve Viax
degerleri, farkli pektin konsantrasyonlarma karsilik gelen baslangi¢ reaksiyon hizlariin

GraphPad Prism programi ile dogrusal olmayan regresyon uyumundan hesaplandi.
3.2.11. immobilize enzimin yeniden kullanilabilirlik analizi

Immobilize edilmis pektinazin tekrar kullanilabilirligi, pH 5.0 ve 50°C'de substrat
olarak ticari elma pektininin kullanildig: hidroliz déngiilerinde ¢alistirildi. Ustteki sivi, DNS
metodu ile galakturonik asit konsantrasyonunu belirlemek icin kullanilirken, immobilize
pektinaz yeni bir tampon c¢ozeltide yeniden siispanse edildi ve ardindan pektin eklendi.
Immobilize enzimin baslangig aktivitesinin %100 oldugu varsayildi. Sonraki &lgiimler kalan

aktivite seklinde hesaplandi.
3.2.12. Depolama stabilite analizi

Hem serbest hem de immobilize edilmis pektinaz i¢in depolama siireleri, 4°C ve fosfat
tamponunda sirastyla 5. gilin, 30. giin ve 60. giin sonunda o6l¢iilmesiyle degerlendirildi.
Depolama siiresi sonunda kalan aktiviteler baslangic aktivitesinin yiizdesi olarak hesaplanda.

Sonuglar, {i¢ tekrarin ortalamasi £ SD'sine karsilik gelmektedir.
3.2.13. Uziim suyu bulamklik giderme analizi

Immobilize pektinazin iiziim suyundaki berraklastirma potansiyelini incelemek igin

yerel pazardan taze olarak alinan liziimler musluk suyu ile yikandiktan sonra saf su ile
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durulandi. Daha sonra bir tiilbent icerisine alinan {iziimler sikilarak suyu ¢ikarildi (Sekil 3.3).
Taze iizim suyu 20 dakika boyunca 4500 rpm'de santrifiijlendi ve ardindan istteki sivi
berraklastirma islemi icin kullanildi. Immobilize pektinaz iiziim suyu ile karistirildi ve 50 °C'de
3 saat boyunca islendi. Enzimatik islemden sonra, meyve suyunun berrakligi bulaniklik

acisindan spektrofotometrik (660 nm) yontemle belirlendi (Dal Magro vd., 2016).

Uziim Suyu Berraklastirma Islemi

Uziimler musluk suyu ile
vikandiktan sonra saf su ile
durulanda.

Uziimler tiilbent icerisine alinarak
sikilarak suyu ¢ikarildh.

Taze iiziim suyu 20 dakika
boyunca 4500 rpm'de
santrifiijlendi.

immobilize pektinaz liziim suyu ile
kanstirildr ve 50 *C'de 3 saat
bovunca islendi.

Meyve suyunun berraklhig
bulaniklik agisindan
spektrototometrik yontemle
belirlendi.

Sekil 3.3. Uziim suyu berraklastirma islemine ait akis diyagrami

56



4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Manyetik nanopartikiiller (MNP) iizerine pektinaz enzimi, immobilize edilmeden ve
immobilize edildikten sonraki morfolojileri taramali elektron mikroskopu ile (SEM) ile
goriintiilendi (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Sekil 4.1, MNP lerin TEOS araciligiyla silika kaplanmasi
ve APTES ile amin gruplartyla fonksiyonellestirilmesi sonrasinda glutaraldehit ile aktive
edilmis durumunu gostermektedir. immobilizasyon &ncesi gorselde bosluklar ve gdzenekler
oldugu goriilmektedir. Yiizey piirlizliliigli ve gozenekler, daha fazla baglanma noktasi
saglayarak enzim immobilizasyonu i¢in faydali olan yiiksek bir ylizey alanina isaret etmektedir.
Sekil 4.2, glutaraldehit ile aktive edilmis manyetik nanopartikiillerin yiizeyine pektinaz
enziminin baglanmasindan sonraki morfolojik yapiyr temsil etmektedir. Pektinaz
immobilizasyonu sonrasi partikiil yiizeyinde organik tabaka yogunlugunun arttig1 ve yiizey
topografisinin belirgin sekilde degiserek daha piiriizsiiz ve diiz bir goriiniim kazandig1 gozlendi.

Bu durum, enzimin yiizeye bagariyla baglandigini gosteren tipik bir morfolojik gostergedir.

‘ y-
WD = 10.1 mm EHT = 15.00 k¥ Signal A= SE2 Date :9 Aug 2024 Time :15:02:25
SUPRA 40VP-41-14 Noise Reduction = Line Int. Done Chamber Status = Pumping (HY)

Sekil 4.1. Pektinaz immobilize edilmeden 6nce MNP@SiO2-NH2-GA taramali elektron
mikroskobu goriintiisti
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Mag= 5.00KX 2pm WD = 9.8 mm EHT = 15.00 kv Signal A= SE2 Date :2 Dec 2025 Time :10:23:18
SUPRA 40VP-41-14 Noise Reduction = Line Int. Done Chamber Status = Pumping (HV)

Sekil 4.2. Pektinaz immobilize edildikten sonra MNP@Si102-NH>-GA taramal1 elektron
mikroskobu goriintiisii

Pektinaz immobilize edildikten sonra manyetik nanopartikiillerin elementel
kompozisyonu enerji dagilimli X-151n1 (EDX) spektroskopisi ile incelendi (Sekil 4.3 ve Tablo
4.1). Analiz sonuglar1 Fe, O, Si, N ve S elementlerinin karakteristik sinyallerini agikca
gostermektedir. Nicel degerlendirme, demirin en yiiksek kiitle yiizdesine sahip oldugunu (38.51
wt.%), bunun oksijen (29.34 wt.%) ve karbon (8.05 wt.%) tarafindan takip edildigini ortaya
koymustur. Fe’e ait gii¢lii piki (~6.4 keV civar1), manyetik ¢ekirdegin varligin1 dogrularken,
oksijen ve karbon sinyalleri yiizeyde organik ve fonksiyonel gruplarin varligini
desteklemektedir. Silisyumun 6.12 wt.% diizeyinde belirlenmesi manyetik nanopartikiillerin
yiizeyinin TEOS kaynakl1 SiO; tabakasi ile basarili bir sekilde kaplandigin1 gostermektedir.
APTES modifikasyonunu isaret eden azot sinyalinin (0.12 wt.%) tespiti, yiizeyde -NH>
fonksiyonel gruplarin bulundugunu dogrulamaktadir. Kiikiirt elementinin 0.08 wt.% diizeyinde
gozlenmesi, sistemde mevcut enzimatik yapilarin yiizeye tutundugunu destekleyen bir

gostergedir.

58



EDX spektrumunda yer alan C, N ve S elementlerine ait sinyaller, 6zellikle glutaraldehit
iizerinden gerceklesen kovalent baglanma mekanizmasini ve immobilize enzim tabakasinin
organik dogasini yansitmaktadir. Atomik yiizde dagiliminda oksijenin yiiksekligi (53.58 wt.%),
silika ve metal oksit yapisinin etkin bigimde olustugunu gostermektedir. Buna karsilik karbon
ve azot atom ylizdeleri (sirastyla 19.58 wt.% ve 0.25 wt.%) yiizeydeki organik komponentlerin

varligini desteklemektedir.

cps/ey

T T v v T T T v T r T T T
a 10 12 14
kew

o e S ...IJL-—-.-
[

2 4

Sekil 4.3. Pektinaz immobilize MNP@Si102-NHz-GA'lerin enerji dagilimli X-151m1 (EDX)
spektrumu

Tablo 4.1. Pektinaz immobilize MNP@Si02-NH>-GA'lerin atomik yiizde dagilimlar:

Element Serlies unn. C norm. C Atom. C Error (1 Sigma)

[wt.%] [wh.%] [at.%] [wt.%]
Iron K-series 38.51 46.84 20.15 1.42
Jxygen  K-series 29.34 35.69 53.58 4.83
Carbon K-series 8.05 9.79 19.58 2.42
Silicon K-series 6.12 7.44 £.36 0.33
Nitrogen K-series 0.12 0.14 0.25 0.22
Sulfur K-series 0.08 0.10 0.08 0.04

Total 82.22 100.00 100.00

Genel olarak EDX sonuglar1; manyetik ¢ekirdegin varliginy, silika kaplamanin basariyla
gerceklestigini, APTES kaynakli amin fonksiyonlarinin yilizeye baglandigini ve enzim

immobilizasyonu sonrasi organik tabakanin belirginlestigini dogrulamaktadir. Elde edilen
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elementel profil, immobilizasyon siirecinin her asamasini1 kimyasal olarak desteklemekte ve
fonksiyonellestirilmis immobilize MNP yapisinin  basarili  bir sekilde olustugunu

gostermektedir.
4.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrometresi (FT-IR)

Fonksiyonellestirilen manyetik nanopartikiillerin kimyasal yapisindaki degisimleri
degerlendirmek amaciyla immobilizasyon oOncesi (Sekil 4.4) ve sonrast (Sekil 4.5) destek
malzemelerinin FT-IR spektrumlar1 karsilastirmali olarak analiz edildi. FT-IR spektrumlari,
malzemeler i¢indeki fonksiyonel gruplari yansitan belirgin tepe noktalar1 gostermektedir.
Immobilizasyon dncesine ait spektrum (Sekil 4.4), hem silika kaplamay:r hem de APTES
kaynakli amino fonksiyonlarin isaret eden karakteristik bantlar igermektedir. 1080-1100 cm’!
bolgesinde gdzlenen belirgin Si-O-Si asimetrik gerilme band:i ve 790-800 cm™! civarindaki Si-
O gerilme modu, TEOS ile gergeklestirilen silika kaplamanin basarili oldugunu gostermektedir.
560 cm’! civarinda izlenen Fe-O titresim bandi, manyetik ¢ekirdegin varligini dogrulamaktadir.
APTES fonksiyonellestirilmesine isaret eden -NH> gruplari, 1550-1560 cm™ bolgesinde N-H

egilme titresimleriyle desteklenmektedir.
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Sekil 4.4. Iimmobilizasyon éncesi MNP@SiO,-NH>-GA'larin FTIR spektrumu
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Immobilizasyon sonras1 spektrumda (Sekil 4.5), protein yapilara 6zgii yeni bantlarin
ortaya ¢iktig1 ve bazi bant yogunluklarmin belirgin sekilde degistigi goriilmektedir. Ozellikle
yaklasik 1630-1660 cm™! civarinda belirginlesen bant, enzim protein yapisina ait amid I gerilme
titresimidir ve C=0O gruplarindan kaynaklanmaktadir. 1520-1550 cm™ araliginda ortaya ¢ikan
amid II bandi ise immobilize enzim tabakasina bagli N-H gerilme modlarini temsil etmektedir.
Bu iki bandin immobilizasyon sonrasi spektruma eklenmesi, enzimin partikiil yiizeyine
basariyla baglandigini giiclii bir sekilde desteklemektedir. Bununla birlikte yaklasik 1630-1650
cm’! araligindaki karakteristik kayma, glutaraldehit aracili Schiff bazi (C=N) olusumuna isaret
eden tipik bir kimyasal gostergedir. Aldehit gruplari ile APTES’in yiizeyindeki -NH> gruplari
arasinda gerceklesen kovalent baglanma, immobilizasyon mekanizmasini dogrulayan bu C=N
titresim goriiniirligiinii artirmaktadir. Ayrica immobilizasyon sonrasi spektrumda 2850- 2950
1

cm™ civarindaki C-H gerilme bantlarinin yogunlasmasi, yiizeyde organik tabaka olugumunun

artmasina baglanabilir.
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Sekil 4.5. Iimmobilizasyon sonrast MNP@SiO>-NH,-GA'larmn FTIR spektrumlari.

Genel olarak FT-IR sonuglari; manyetik cekirdegin silika kaplandigini, APTES
modifikasyonu ile ylizeyin amin fonksiyonlar1 kazandigini, glutaraldehit aktivasyonunun

gerceklestigini ve immobilizasyon sonrast enzim yapisindaki amid baglariin belirgin sekilde
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ortaya c¢iktigim gostermektedir. Bu bulgular, nanopartikiillerin yiizey kimyasinda

immobilizasyon siirecinin her asamasinin bagartyla tamamlandigini dogrulamaktadir.
4.3. Immobilizasyon Verimi

Immobilizasyon verimi standart bilesik sigir serum albiimin (BSA) kullanilarak
olusturulan kalibrasyon egrisinden hesaplandi (Sekil 4.6). Verim hesaplanmasinda baslangic
protein miktart ile siiziintii protein miktar1 arasindaki fark dikkate alinarak gerceklestirildi.
Kalibrasyon egrisi farkli konsantrasyonlardaki (5-50 pg/mL) BSA’nin 595 nm’deki
absorbanslariin spektrofotometrede olciilmesi ile belirlendi (Tablo 4.2). Kalibrasyon egrisinin
denklemi Graphad Prism 8.0.2 kullanilarak hesaplandi ve Y=0,01194X + 0,1153 (R?: 0,9416)

olarak bulundu.

Tablo 4.2. BSA standart kalibrasyon egrisi

BSA Absorbans
Konsantrasyon (595 nm)
(ng/mL)
5 0.105
10 0.242
20 0.422
30 0.514
40 0.595
50 0.665

o
o
]

Y =0.01194*X + 0.1153

R2: 0.9416

o
o
]

Absorbans
o
H
|

0 10 20 30 40 50 60
BSA Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.6. S1g1r serum albiimin standart kalibrasyon egrisi
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Immobilizasyon 6ncesi ve sonrasi enzim ¢ozeltisindeki protein miktar1 kalibrasyon
egrisi kullanilarak belirlendi. D.7’ye gore yapilan hesaplamada immobilizasyon verimi %57
olarak bulunmustur.

Enzim aktivite hesaplamalarinda DNS y6ntemi kullanilarak farkli D-galakturonik asit
(25-500 pg/mL) konsantrasyonlarma karsi absorbanslar o6lgiildii (Tablo 4.3). Elde edilen

sonuclardan kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil 4.7). Kalibrasyon egrisinin denklemi Graphad

Prism 8.0.2 kullanilarak hesaplandi ve Y = 0,002538X — 0,02418 (R%: 0,9994) olarak bulundu.

Tablo 4.3. D-Galakturonik asit konsantrasyona karsi absorbans degerleri

Konsantrasyon Absorbans
(ng/mL) (540 nm)

25 0.038
50 0.112
75 0.169
100 0.231
200 0.470
300 0.721
400 1.010
500 1.243

1.50
Y =0.002538*X - 0.02418

R?: 0.9994

m
-
N
T

-

=

o
1

Absorbans (540 n

T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.7. D- Galakturonik asit kalibrasyon egrisi
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4.4. Optimum Sicakhik Analizi

Pektinaz enziminin katalitik aktivitesi iizerinde sicakligin etkisi, biyoproseslerin
endiistriyel 6l¢ekteki verimliligini ve uygulanabilirligini belirleyen en kritik parametrelerden
biridir. Bu dogrultuda, serbest ve immobilize pektinazin katalitik performanslar1 {izerindeki
sicaklik etkisi karsilastirmali olarak incelenmistir. Deneysel analizler, pH 5 standart reaksiyon
kosullar1 altinda, 30 °C ile 90 °C arasinda degisen sicaklik araliklarinda yiiriitiilmiistir (Sekil
4.8).

Hem serbest pektinazin hem de manyetik nanopartikiillere kovalent bagli immobilize
pektinazin maksimum katalitik aktivitesi sergiledigi optimum sicaklik degeri 50 °C olarak tespit
edilmistir. Bu bulgu, uygulanan kovalent baglama prosediiriiniin enzimin optimum ¢aligma
sicaklik noktasi lizerinde herhangi bir kaymaya veya modifikasyona neden olmadigini agik¢a

gostermektedir.

Bununla birlikte, sicaklik aktivite profili genel olarak degerlendirildiginde, 50 °C
iizerindeki yiiksek sicakliklarda immobilize pektinazin serbest pektinaza kiyasla bagil
aktivitesini belirgin sekilde daha yiliksek oranda kurudugu ve termal direncinin arttig1
gozlemlenmistir. Serbest enzimin yiiksek sicakliklarda termal stresin etkisiyle hizla
inaktivasyona ugrayip katalitik etkinligini kaybederken, nanobiyokatalizor sisteminin yiiksek
sicakliklarda daha yiiksek bir katalitik kararlilik sergiledigi belirlenmistir. Ancak 70 °C ile 90
°C gibi ekstrem sicaklik smirlaria ulasildiginda, sicakliklarin protein yapisi tlizerindeki
denatiire edici etkisine bagli olarak her iki enzim formunun aktivitesinde de kaginilmaz bir

azalis kaydedilmistir.
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Sekil 4.8. Hem serbest pektinaz hem de immobilize edilmis pektinaz i¢in optimum sicaklik
grafigi

Enzimlerin nano boyutlu kati destek sistemlerine immobilizasyonu, biyokatalizoriin
mikrocevresini, kiitle transfer Ozelliklerini ve konformasyonel esnekligini dogrudan
etkilemektedir (Liitz, 2013). Bu calismada, pektinazin aminosilan ve gluteraldehit ile aktive
edilmis manyetik nanopartikiiller iizerine kovalent olarak baglanmasi, enzimin dogal optimum
sicakligini degistirmemis fakat ytliksek sicaklik kosullarindaki operasyonel stabilitesini 6nemli

Olciide de giiclendirmistir.

Immobilizasyon sonrasinda optimum reaksiyon sicakliginin 50 °C olarak korunmasi,
literatiirde yer alan ve sicaklik etkisinin arastirildig1 bazi pektinaz immobilize ¢alismalariyla
tam bir uyumluluk sergilemektedir (Bahri vd., 2022; Behram vd., 2023). Benzer immobilize
metodolojilerinin kullanildig1 ¢aligmalarda da kovalent immobilizasyon prosesinin enzimin
optimum sicaklig1 lizerinde degistirici bir etkisi olmadig: rapor edilmistir. Reaksiyon sicaklik
optimumunun sabit kalmasi, kovalent konjugasyon sirasinda enzimin aktif bolgesinde yer alan
ve katalitik aktiviteden sorumlu olan amino asit kalintilarinin {i¢ boyutlu oryantasyonunun
olumsuz etkilenmedigini, pektinazin aktif bolge konformasyonunun biiyiik 6l¢iide muhafaza
edildigini ve substratin aktif bolgeye erisiminin sterik engellemelere ugramadigini ortaya

koymaktadir.

Diger taraftan, 50 °C iizerindeki operasyonel sicakliklarda immobilize pektinazin
serbest forma kiyasla {istiin bir bagil aktivite ve termal direng sergilemesi, destek malzemesinin

protein yapisi iizerinde sagladig stabilize edici ve koruyucu etkiye atfedilmektedir (Fang vd.,
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2016). Serbest haldeki protein molekiilleri, sicaklik artisina bagli olarak yiikselen termal kinetik
enerji nedeniyle konformasyonel bir esneklik kazanmakta, yapiy1 stabilize eden zay1f baglarin
kopmasiyla denatiirasyon slireglerine karsi savunmasiz hale gelmektedir. Ancak pektinaz
molekiiliiniin yilizeyindeki fonksiyonel gruplar ile modifiyeli manyetik nanopartikiiller
arasindaki kovalent etkilesimler, enzimin konformasyonel sertligini giiclendirerek protein
yapisinin 1s1 etkisiyle agilmasini ve yapisal deformasyonlara ugramasini sinirlandirmaktadir.
Immobilizasyon neticesinde enzimin yapisal reformlarinin siirlandiriimasi, deaktivasyon igin
gereken aktivasyon enerjisini  yiikselterek termal karliligin  artmasimi  dogrudan

desteklemektedir (Mosafa vd., 2014).

Termodinamik ve karlilik odakli yaklasimlar incelendiginde, uygun tasarlanmis bir
immobilizasyon stratejisinin, stabilize edici molekiiler etkilesimler yoluyla enzimlerin
katlanmis halinin enerjisini degistirebildigi ve 1sisal stres altinda meydana gelen enzim agilim
kinetigini etkili bir sekilde yavaslatabildigi bilinmektedir (Muley vd., 2020). Ayrica serbest
enzim ¢ozelti ortaminda sicaklik, karistirma hiz1 veya pH dalgalanmalar1 gibi gevresel stres
faktorlerine karsi tamamen acik ve protein agregasyonu ya da otoliz gibi geri doniisiimsiiz
inaktivasyon siireclerine yatkin durumdadir (Guisan vd., 2020; Liitz, 2013). Sentezlenen
aminosilan-glutaraldehit modifiyeli manyetik nanopartikiil matriksi ise enzim molekiillerinin
bu tiir olumsuz dis etkilerden izole eden koruyucu bir mikro ortam olusturarak enzimin uzun

vadeli operasyonel kararliligin1 optimize etmektedir.

Sonug olarak, gelistirilen manyetik nanobiyokatalizér sisteminin endiistriyel meyve
suyu berraklagtirma sicakliklarinda (50 °C) maksimum aktivite ile ¢alisabilmesi ve daha yiiksek
sicaklik degerlerinde serbest forma kiyasla yiiksek kararlilik sunmasi, gida endiistrisindeki
depektinizasyon hatlarinda proses kararliligini arttirmak, reaksiyon siirelerini optimize etmek
ve ticari elinizin maliyetlerini diisiirmek adina stratejik bir uygulama potansiyeline isaret

etmektedir.
4.5. Optimum pH Analizi

Biyokatalitik proseslerin optimizasyonunda reaksiyon ortaminin pH degeri, enzim
aktivitesini dogrudan kontrol eden en kritik parametrelerden biridir (Miao vd., 2021).
Reaksiyon ortamindaki hidrojen iyonu (H") konsantrasyonu, enzimin ii¢ boyutlu
konformasyonunu, aktif bolgedeki katalitik amino asit kalintilarinin iyonizasyon durumunu ve
substratin aktif bolgeye baglanma aktivitesini dogrudan etkilemektedir (Robinson, 2015). Bu

kapsamda serbest pektinaz ile manyetik demir oksit (Fe3O4) nanopartikiilleri tizerine kovalent

66



olarak immobilize edilen pektinazin bagil katalitik aktiviteleri iizerindeki pH etkisi, pH 3 ile 9

araliginda karsilastirmali olarak incelenmistir (Sekil 4.9).

Deneysel analizlerden elde edilen verilere gore, serbest pektinazin ve immobilize
pektinazin maksimum katalitik aktivite sergiledigi optimum pH degeri pH 5 olarak
belirlenmistir. pH 5 degerinden uzaklasildikca hem serbest hem de immobilize forumun
aktivitesinde azalmalar meydana gelmistir. pH aktivite profili daha genis bir perspektifle
incelendiginde, immobilize pektinazin alkali pH degerlerinde serbest enzime kiyasla katalitik
aktivitesini daha yliksek oranda gosterdigi belirlenmistir. Bunun nedeni, alkali bolgede
immobilizasyon isleminin pektinazin pektine etki etmesi i¢in uygun bir ortam saglamasi ve
pektinazin (enzim) pektine (substrat) karsi artan afinitesi olabilir. Bu nedenle, immobilize

enzim ¢evresel alkalilige iyi uyum sagladigi soylenebilir.
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Sekil 4.9. Hem serbest pektinaz hem de immobilize edilmis pektinaz i¢in optimum pH grafigi

Enzimlerin optimum pH degerleri, aktif merkezlerinde yer alan katalitik aktiviteden
sorumlu olan amino asit kalintilarinin iyonizasyon durumlart ile dogrudan iliskilidir (Dwevedi,
2016). Literatiirde, enzimlerin bir destek materyaline immobilizasyon sonrasinda, tagiyicinin
ylizey yiikii karakteristigine ve mikro gevre etkilerine bagli olarak optimum pH degerinin asidik
veya bazik yone kayabildigi ya da mevcut ¢alismada oldugu gibi tamamen sabit kalabildigi
rapor edilmistir (Bahrami & Hejazi, 2013; Behram vd., 2023; T. Li vd., 2008; Miao vd., 2021;
Qi vd., 2020).
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Calismamizda hem serbest hem de immobilize pektinaz i¢in optimum pH 5 olarak
belirlenmesi, pektinazin konformasyonel yapisinin ve aktif merkez geometrisinin

immobilizasyon siirecinde olumsuz etkilenmedigini gostermektedir.
4.6. Termal Stabilite Analizi

Endiistriyel uygulamalar genellikle yiiksek sicakliklarda yiiriitiildiiglinden, gelistirilen
biyokatalizoriin sicaklik degisimleri karsisindaki katalitik direncinin belirlenmesi kritik bir
adimdir. Bu dogrultuda, manyetik demir oksit (Fe3O4) nanotastyici sistemine kovalent olarak
baglanan pektinaz enziminin ve serbest muadilinin termal kararlilik profilleri, 30 °C ile 90 °C
arasinda degisen genis bir sicaklik skalasinda 3 saat inkiibasyon siiresi sonunda olgiilerek

karsilastirmali olarak incelenmistir (Sekil 4.10).

Elde edilen deneysel veriler, sicaklik artisina bagl olarak her iki enzim formunun bagil
aktivitesinde bir azalma meydana geldigini, ancak immobilize pektinazin aktivite kaybinin
serbest enzime kiyasla belirgin derecede daha yavas ve kontrollii gergeklestigini ortaya
koymustur. Ozellikle 50 °C’ye kadar olan sicakliklarda her iki enzim formu da orijinal katalitik
aktivitelerinin biiylik oranda korumustur. Ancak termal stresin arttig1 kritik esik olan 60 °C ve
iizerindeki sicakliklarda, immobilize pektinazin serbest pektinaza karsi sergiledigi kararlilik
istlinliigli net bir sekilde belirginlesmistir. 3 saatlik inkiibasyon periyodu sonunda 70 °C’de
serbest pektinazin katalitik aktivitesi bir diisiis gosterirken manyetikler nanopartikiillere
kovalent bagli pektinaz enzimi yiiksek bir termal direng gostererek fonksiyonelligini
korumustur. Ekstrem bir termal inaktivasyon kosulu olan 90 °C’de 3 saat boyunca bekletilen
serbest pektinaz orijinal aktivitesinin yalnizca %35’ini  koruyabilir iken, manyetik
nanobiyokatalizor baglangi¢ aktivitesinin %55’ini muhafaza etmeyi basarmistir. Bu bulgular,
kovalent immobilizasyon stratejisinin pektinaz enzimine yiiksek sicaklik kosullarinda iistiin bir

koruma kalkan1 ve operasyonel dayaniklilik kazandirdigini gdstermektedir.
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Sekil 4.10. Serbest ve immobilize pektinazin termal stabilitesi

Sicaklik, enzimlerin ii¢ boyutlu {iglinciil ve dordiinciil yapilarindan sorumlu olan
hidrojen baglari, iyonik etkilesimler ve Van der Waals kuvvetleri lizerinde dogrudan bozucu bir
etkiye sahiptir. Yiiksek sicakliklarda protein omurgasinin kinetik enerjisinin artmasi, enzimin
aktif bolgesinde konformasyonel acilmalara ve dolayisiyla katalitik etkinligin tamamen
kaybolmasina yol agmaktadir (Bisswanger, 2014). Sekil 4.10’da immobilize pektinazin yiiksek
sicakliklarda sergiledigi iistiin koruma performansi, kovalent immobilizasyon dogasindan
kaynaklanan ¢ok noktali kovalent baglanma mekanizmasi ile agiklanabilmektedir (Behram vd.,

2023).

Enzimatik aktivite, sicakliklarin denatiire edici etkisi nedeniyle 6zellikle 70°C - 90°C’de
azalmistir. Yiritilen bir ¢alismada, 65°C'de hem serbest hem de immobilize edilmis
pektinazlarin tiim aktivitelerini kaybettigi gosterilmistir (T. Li vd., 2008). Calismamizda ise tiim
durumlarda, immobilize edilmis enzimin stabilitesi, serbest enziminkinden daha yiiksekti ve bu
da immobilizasyon tekniginin enzimin termal kararliligini tatmin edici bir sekilde iyilestirdigini
gosteriyordu. Termal kararlilik, MNP'lerin yilizeyindeki pektinaz ile glutaraldehitin fonksiyonel
gruplar1 arasinda gii¢lii bir kovalent bag olusumu nedeniyle artmistir. Kovalent baglanma
teknigi, enzimin konformasyonel sertligini daha da artirarak termal denatiirasyon reaksiyonlari
icin daha yiiksek aktivasyon enerjisi seviyeleri gerektirir ve konformasyonel inaktivasyonu
onler (Amin vd., 2023; Dwevedi & Kayastha, 2009). Bu gelismis termal stabilizasyon, yliksek
sicakliklarda iyilestirilmis stabilite ve genis bir sicaklik araliginda veya uzatilmis reaksiyon

stirelerinde 1iyilestirilmis performans gibi olumlu sonuglar gostererek kapsamli bir sekilde
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raporlanmistir (Chalella Mazzocato & Jacquier, 2024; Tasgin vd., 2020). Bu tiir faydalar,
ozellikle icecek endiistrisinde enzim immobilizasyonundan elde edilen iirlinler i¢in, enzimlerin

kullanimini genigleterek dnemli bir ekonomik deger tasir.
4.7. pH Stabilite Analizi

Biyokatalizorlerin endiistriyel gida proseslerinde, 6zellikle de asidik nitelikteki meyve
suyu berraklastirma islemlerinde uzun siireli operasyonel ve ticari uygulanabilirligini belirleyen
en kritik parametrelerden biri pH kararliligidir. Serbest enzimlerin ii¢ boyutlu aktif bolge
konformasyonlar1 ile katalitik dongiide dogrudan gorev alan fonksiyonel aminoasit
kalintilarinin iyonizasyon durumlari, reaksiyon ortamindaki pH dalgalanmalarina karst son
derece hassastir. Uygun olmayan pH kosullari, enzim yapisinda geri doniisiimsiiz denatiirasyon
ve dolayistyla katalitik inaktivasyona yol agmaktadir (Miao vd., 2021). Bu dogrultuda,
manyetik demir oksit nanopartikiilleri matrisine ve kovalent olarak immobilize edilen
pektinazin ile serbest pektinazin pH kararlilig1 profilleri, pH 4.0 ile pH 9.0 araliginda, 50 °C ve

3 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda incelenmis, elde edilen veriler Sekil 4.11'de sunulmustur.

Sekil 4.11'de yer alan pH kararlilig1 egrileri detayli olarak incelendiginde, her iki enzim
formunun da asidik ve alkali ekstrem bolgelerdeki inkiibasyon siiresi uzadik¢a bagil aktivite
kaybina ugradigi goriilmektedir. Ancak kovalent olarak immobilize edilen pektinazin bagil
aktivite azalma hizi, serbest forma kiyasla tiim pH asinda belirgin derecede daha diisiik
kalmistir. Genis bir pH araliginda gergeklestirilen zamana bagli kararlilik testleri, manyetik
nano tastyici lizerine kovalent baglama stratejisinin, pektinazin ekstrem hidrojen (H") ve
hidroksil (OH") iyonu konsantrasyonlarma kars1 direncini dikkate deger Ol¢iide arttirdigini
gostermektedir. Ozellikle ekstrem alkali bir ortam olan pH 9.0'da 3 saat boyunca inkiibe edilen
serbest pektinaz orijinal katalitik aktivitesinin yalmizca %63 {inii koruyabilir iken kovalent
olarak fonksiyonellestirilen immobilize pektinaz %84 gibi yiiksek bir bagil aktivite kararlilig

sergilemistir.

Immobilize pektinazin genis bir pH spektrumunda sergiledigi bu iistiin koruma
performansi, glutaraldehit capraz baglama ajani aracilifiyla pektinazin amino gruplarn ile
modifiye edilmis manyetik demir oksit nanopartikiil yiizeyi arasinda kurulan giiclii ve ¢ok
2023). Serbest pektinaz enzimleri ¢ozelti icerisinde ekstrem pH kosullarinin indiikledigi
elektrostatik itmelere, molekiil i¢i baglarin kopmasina ve yapisal ¢oziinmelere kars1 tamamen

savunmasiz iken ¢ok noktali kovalent baglanma teknigi enzimin li¢ boyutlu yapisin1 adeta
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kilitleyerek protein zincirinin aginim ve denatiirasyon siire¢lerini sinirlandirmaktadir (Lei vd.,
2007). Bunun yani sira, siiper paramanyetik demir oksit ¢ekirdeginin etrafindaki fonksiyonel
kaplama tabakalari, ¢cozeltideki iyon yogunlugunun artik merkez iizerindeki yikict etkilerini
soniimleyen hidrofilik bir mikro ¢evre ve tamponlama etkisi yapmis olabilir (Bahri vd., 2022;

Kharazmi, Taheri-Kafrani, & Soozanipour, 2020).
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Sekil 4.11. Serbest ve immobilize pektinazin pH kararlilig

Mevcut literatiirde yer alan ve pektinaz enziminin farkli tasiyici sistemlere immobilize
proseslerini igeren c¢alismalar, Sekil 4.11'de elde ettigimiz bulgular1 giicli bir sekilde
desteklemektedir. ~ Orne@in, pektinazin  glutaraldehit —aktivasyonuyla demir oksit
nanopartikiillerine kovalent olarak baglandig1 benzer nano katalizor sistemlerinde, kovalent bag
mukavemetinin enzimi konformasyonel inaktivasyondan korudugu ve operasyonel pH
esnekligini maksimize ettigi bildirilmistir (Aslani vd., 2018; Behram vd., 2023). Yapilan bir
diger c¢aligmada, pektinazin kovalent yontemle polietilen glikol ve triklorotriazin
modifikasyonlu manyetik nanopartikiillere baglanmasinin 6zellikle ekstrem pH noktalarinda
enzime Ustiin konformasyonel kararlilik kazandirdigi rapora edilmistir (Kharazmi, Taheri-
Kafrani, & Soozanipour, 2020). Benzer sekilde, pektinazin fonksiyonel kovalent matrisler veya
aminosilan modifikasyonlu siiper paramanyetik nanopartikiiller {izerine kovalent
immobilizasyonunun, ¢6zeltideki serbest enzim inaktivasyon mekanizmalarin1 bloke ettigi ve
endiistriyel berraklastirma dongiilerinde operasyonel avantaj sagladigi literatiirde siklikla

vurgulanmaktadir (Fang vd., 2016; Gebreyohannes vd., 2016).
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Sonu¢ olarak Sekil 4.11'den elde edilen pH kararlilig1 verileri, rasyonel ylizey
modifikasyon teknikleriyle tasarlanan g¢alismamizda elde edilen {iriiniin yalnizca asidik
nitelikteki meyve suyu proseslerinde degil daha ekstrem pH kosullar1 gerektiren farkl
operasyonlarda da endistriyel bir nanobiyokatalizor olarak yiiksek kararlilikla

kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.
4.8. Kinetik Parametreler

Biyokatalitik sistemlerin endiistriyel 6l¢ekteki uygulanabilirligini ve substrat-enzim
etkilesim mekanizmalarini degerlendirmede en temel yaklasimlardan biri Michaelis-Menten
kinetik parametrelerinin belirlenmesidir. Bu dogrultuda immobilize enzim ile serbest enzim
formunun kinetik davraniglari karsilagtirmali olarak incelenmistir. Deneyler optimum reaksiyon
kosullart olan 50 °C ve pH 5.0 tampon ortaminda, farkli pektin konsantrasyonlar1 (0,25-5,0
mg/mL) kullanilarak yiiriitiilmistiir. Serbest ve immobilize pektinaz sistemlerine ait deneysel
verilerin Graphad prism 8.0.2 programi aracilifiyla dogrusal olmayan reaksiyon analize tabi
tutulmas1 sonucunda elde edilen Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum reaksiyon hizi

(Vmax) degerleri Tablo 4.4'te sunulmustur.

Tablo 4.4. Serbest ve immobilize enzimin kinetik parametreleri (Km ve Viax)

Enzim Km (mg/mL) Vmax (U/mL)
Serbest Pektinaz 3,319 0,280
Immobilize Pektinaz 3,940 0,187

Tablo 4.4'ten elde edilen bulgular incelendiginde, serbest pektinazin K, degeri 3,319
mg/mL olarak hesaplanirken, manyetik nanopartikiil destek materyaline kovalent olarak
baglanan immobilize pektinazin Ki, degeri yaklasik %18,7°1ik bir artig gostererek 3,940 mg/mL
seviyesine ylkselmistir. Bilindigi tizere K, degeri, enzimin substratina olan afinitesinin ters bir
gostergesidir ve bu degerdeki artis, enzimin substratina olan ilgisinde kismi bir azalma meydana
geldigini dogrulamaktadir. Maksimum reaksiyon hizi (Vmax ) degerleri ele alindiginda ise,
serbest enzimin sergiledigi 0,280 U/mL’lik hizin, immobilizasyon prosesi sonrasinda 0,187

U/mL diizeyine geriledigi tespit edilmistir. Nanobiyokatalizor sisteminde gozlenen bu kinetik
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degisimler, enzim immobilizasyon literatiiriinde siklikla karsilagilan yapisal ve fizikokimyasal

degisimlerin dogrudan bir sonucudur.

Km degerindeki artigin ve buna bagli olarak substrat afinitesindeki sinirli diistisiin temel
nedeni, makromolekiiler yapidaki pektin substratinin nanopartikiil yiizeyindeki koruyucu mikro
cevreye dogru taginmasi esnasinda karsilastigi kiitle transferi direngleri ve diflizyon
sinirlamalaridir. Serbest haldeki pektinaz ¢ozelti igerisinde homojen ve serbestge hareket
edebilirken, kati destek materyaline immobilize edilen enzim molekiillerinin ¢evresinde
hidrodinamik bir durgun tabaka olusmaktadir. Bu durum, yiiksek molekiil agirlikli bir
polisakkarit olan pektinin, enzimin aktif merkezine difiizyonunu fiziksel olarak
zorlastirmaktadir. Benzer bir dogrultuda, Vmax degerindeki azalma ise iki temel mekanizma ile
aciklanabilmektedir. Birincisi, glutaraldehit ile gerceklestirilen ¢ok noktali kovalent ¢apraz
baglama reaksiyonunu, enzimin katalitik dongii esnasinda ihtiyag duydugu konformasyonel
esnekligi sinirlandirmasidir. ikinci kritik faktor ise, rastgele gerceklesen baglanma ydnelimleri
sebebiyle pektinazin bazi aktif bolgelerinin sterik olarak engellemesi ya da manyetik tasiyict
ylizeyine dogru kapanmasidir. Buna karsin K, degerindeki artisin nispeten dar bir aralikta
%18,7 kalmasi, sentezlenen demir oksit manyetik nanopartikiillerin sahip oldugu yiiksek yiizey
alani/hacim oraninin diflizyon kisitlamalarinin minimum diizeyde tuttugunu ve aktif merkez

konformasyonunun biiytlik 6l¢iide kondugunu gostermektedir.

Literatiirden yer alan pektinaz immobilizasyonu calismalar1 incelendiginde, farkli
matrikslerin ve immobilizasyon yontemlerinin kinetik parametreler {izerinde benzer egilimler
olusturdugu goriilmektedir. Ornegin Behram ve arkadaslar1 tarafindan yapilan galismada,
pektinaz enziminin glutaraldehit araciligiyla manyetik demir oksit nanopartikiillerine kovalent
olarak baglanmasi sonucunda K, degerini arttig1, Vmax degerinin ise diistiigii rapor edilmistir.
Bu durum mevcut tez calismamizin kinetik egilimleri ile tam bir uyum sergilemektedir (Behram
vd., 2023). Benzer sekilde kovalent immobilizasyon teknolojisinde ¢ift fonksiyonlu bir ¢apraz
baglayici olan glutaraldehit kullanimi, enzim molekiiliiniin amino gruplari ile tasiyici arayiizii
arasinda giiclii Schiff bazlar1 (C=N) tesis ederek rijit bir yap1 olusturmaktadir (Basaran & Isik,
2025). Bu kimyasal immobilizasyon, enzimi termal ve kimyasal denatiirasyona kars1 olaganiistii
kararli kilarken katalitik hiz sabiti (Vmax) lzerinde kaginilmaz olarak hafif bir baski
olusturmaktadir (Amin vd., 2023; Sheldon, 2007).

Farkli tasiyici sistemler bazinda bakildiginda, pektinazin kat1 desteklerle baglanmasi her

zaman difiizyonel bariyerlere beraberinde getirmektedir. Konuyla ilgili olarak pektinazin
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katyonik polistiren regine boncuklarina glutaraldehit ile immobilize edildigi bir bagka
arastirmada, serbest enzimin K, degeri 1.95 mM iken immobilize formda bu degerin 5.36 mM
seviyesine ¢iktig1 bulunmustur (Miao vd., 2021). Yani substrat afinitesinde mevcut ¢aligmamiza
kiyasla ¢ok daha fazla bir diisiis yasandig1 bildirilmistir. Makro boyutlu gdzenekli matrislerde
ya da polimerik membranlarda gozlenen bu yliksek afinite kayiplar1 substratin gozenek
derinliklerine sizmasindaki zorluktan kaynaklanmaktadir (A. Sheldon & Pelt, 2013). Mevcut
calisgmamizda nano boyutlu bir tasiyici platformun tercih edilmis olmasi makro tasiyicilardaki
bu kronik kiitle transferi dezavantajlarini ortadan kaldirmis ve substrat erisilebilirligini optimize
etmistir (Adeel vd., 2018). Calismamizdaki immobilize nanobiyokatalizoriin sergiledigi kararl
kritik performans, iyilestirilmig termal kararlilik ve genisletilmis operasyonel Omiir ile
birlestirildiginde sistemin meyve suyu berraklastirma gibi endiistriyel gida proseslerinde

serbest enzime kiyasla ¢cok daha ekonomik ve siirdiiriilebilir alternatif sundugu kanitlamaktadir.
4.9. Depolama Stabilite Analizi

Endiistriyel uygulamalarda enzim kullaniminin yiiksek maliyeti ve zaman alic1 enzim
immobilizasyon prosesleri nedeniyle, uzun vadeli enzim stabilitesine duyulan ihtiyag, modern
biyoteknolojideki arastirmacilarin hedeflerinden biridir. Serbest enzimler, ¢ozelti ortaminda
zamanla meydana gelen agregasyon, kendi kendini sindirme (otoliz) veya mikrobiyal
kontaminasyon gibi etkenler neticesinde li¢ boyutlu 6zgiin protein yapilarinin kaybederek hizla
inaktif hale gelmektedir. Enzimin kat1 bir destek {izerine kovalent olarak baglanmas: ise protein
yapisina konformasyonel bir rijitlik kazandirarak dis cevrenin olumsuz fizikokimyasal

etkilerine karsi korunakli bir mikro ¢evre olusturur.

Sekil 4.12, serbest ve immobilize edilmis enzimlerin pektin olmadan +4 °C'de fosfat
tamponunda (pH 5.0) depolama kararliligin1 géstermektedir ve kalan aktiviteleri 5, 30 ve 60
giin sonra Olciilmiistiir. Uzun vadeli stabilitenin immobilizasyon isleminden sonra arttigi
goriildii. iImmobilize edilmis enzim, 60 giin sonra bile baslangi¢ aktivitesinin %83,76’s11
korumustur. Serbest enzim ise ayni silire sonunda baglangi¢ aktivitesinin %65,11’ini
koruyabilmistir. Sonuglar, enzimin immobilizasyon sonras1 daha kararli bir hal kazandigini

gostermistir.
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Sekil 4.12. Serbest ve immobilize pektinazin depolama stabilitesi.

Literatiirde yer alan benzer ¢aligmalar incelendiginde, pektinaz enziminin depolama
kararliliginin kat1 desteklere immobilizasyon yoluyla artirilabildi ancak artis oraninin kullanilan
matriksin kimyasal yapisina ve immobilizasyon yontemine dogrudan bagimli oldugu
goriilmektedir. Ornegin, pektinazin silika kapli manyetit nanopartikiillere glutaraldehit ile
kovalent baglanmas1 {izerine yapilan bir ¢alismada, 30 giinlik depolama sonunda kalan
aktivitenin yaklasik %78,9 oldugu rapor edilmistir (Fang vd., 2016). Diger bir ¢alismada
pektinaz enzimi, makromolekiilerbir ¢apraz baglayict olan dekstran poliadehit araciligiyla
kitosan manyetik nanopartikiillere kovalent olrak baglanmis ve 15 giinliik depolama periiyodu

sonunda kalan aktivitenin %89 seviyesinde korundugu bildirilmistir (Sojitra vd., 2017).

Immobilize enzimin sergiledigi depolama stabilitesi, manyetik nanopartikiiller ile enzim
molekiilleri arasinda kurulan ¢ok noktal1 kovalent baglarin sagladigi yapisal rijitlige
baglanabilir (Behram vd., 2023). Bu gii¢lii etkilesimler, enzimin katalitik olarak aktif {i¢ boyutlu
konformasyonunun bozulmasini fiziksel olarak onler. Serbest enzim c¢ozeltide ¢evresel stres
faktorlerine kars1 daha savunmasizken ve protein agregasyonu veya denatiirasyon siireclerine
yatkinken, manyetik nanopartikiil matrisi, enzimi dis etkilerden izole eden koruyucu bir mikro
ortam olusturmustur. Bu sonuglar, kovalent sabitleme stratejisinin yalnizca anlik katalitik
verimliligi degil, ayn1 zamanda enzimin uzun vadeli operasyonel ve lojistik siirdiirtilebilirligini

de optimize ettigini dogrulamaktadir.
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4.10. immobilize Pektinazin Yeniden Kullamlabilirlik Analizi

Endiistriyel biyoproseslerde enzim kullaniommin ekonomik siirdiiriilebilirligini
belirleyen en temel parametrelerden biri, biyokatalizoriin katalitik aktivitesini kaybetmeden
ardisik reaksiyon dongiilerinde kullanilabilme kapasitesidir. Serbest enzimler, reaksiyon
ortamindan geri kazanilamamalar1 nedeniyle tek kullannmlik bir karakter sergilerken;
enzimlerin uygun bir destek materyaline immobilize edilmesi, bu kisithiligin asilmasini ve
operasyonel maliyetlerin minimize edilmesini saglar (Behram vd., 2023; Sojitra vd., 2017). Bu
caligma kapsaminda, manyetik demir oksit nanopartikiiller iizerine kovalent olarak immobilize
edilen pektinaz enziminin operasyonel stabilitesi, pH 5.0 ve 50 °C optimum kosullar1 altinda 20

ardisik kullanim dongiisii boyunca taze bir reaksiyon ortam1 hazirlanilarak test edilmistir.

Immobilize pektinazin 20 déngii sonunda dahi baslangic aktivitesinin %81’inden
fazlasin1 korumasi, enzim ile manyetik demir oksit nanopartikiil yiizeyi arasinda glutaraldehit
araciligtyla kurulan giiclii kovalent baglara atfedilebilir. Kovalent baglanma stratejisi, enzimin
iic boyutlu yapisinda konformasyonel bir rijitlik kazandirarak, ardisik kullanim sirasinda
meydana gelebilecek protein denatiirasyonunu ve destekten sizinti problemini énemli dl¢iide
engellemistir. Literatiirde manyetik nanopartikiiller {izerine immobilize edilen pektinaz
caligmalar1 ile kiyaslandiginda; 10 dongii sonunda %55 ve 7 dongili sonunda %64,4 kalan
aktivite gibi sonuglar rapor edilmistir (Fang vd., 2016; Kharazmi, Taheri-Kafrani, &
Soozanipour, 2020). Bu ¢alismanin bulgular1 (20 dongii, >%81 aktivite), gelistirilen sitemin

literatiirdeki benzerlerinden daha ytiksek bir operasyonel stabilite sundugunu kanitlamaktadir.

Bu yiiksek stabilite performansi, manyetik nanopartikiillerin sahip oldugu yiiksek yiizey
alani/hacim oraninin substrat (pektin) erisilebilirligini kolaylastirmasi ve glutaraldehitin
olusturdugu capraz baglarin sagladig: yapisal kararlilik ile agiklanabilir (Rehman vd., 2013).
Sonug olarak, gelistirilen nanobiyokatalizor yiiksek yeniden kullanilabilirlik potansiyeli ile
endiistriyel meyve suyu berraklastirma proseslerinde maliyet etkin ve yesil bir alternatif

sunmaktadir.
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Sekil 4.13. Yeniden kullanilabilirlik ¢calismasi

4.11. Uziim Suyunun Berraklastiriimasi

Meyve sularinin bulanik ve puslu goriiniimii, pektin ve pektik bilesenlerin varligindan
kaynaklanir. Bu nedenle, bu polisakkaritlerin pektinaz tarafindan pargalanmasi, kalite
ozelliklerinin ve depolama stabilitesinin iyilestirilmesine yardimct olur (Dal Magro vd., 2016;
Sojitra vd., 2017). Berraklastirma ¢aligmalari i¢in iiziim suyu, immobilize pektinaz kullanilarak
islendi (Sekil 4.14). Elde edilen tiziim suyu iki farkli tiipe konuldu (Sekil 4.14b). Tiiplerden biri
kontrol olarak se¢ildi ve enzim ilavesi yapilmadi (Enzim(-)). Diger tiipe immobilize enzim
konularak 3 saat inkiibasyona birakildi (Enzim(+)). Uziim suyunun berraklastiriimasi,
spektroskopik yoéntemle bulaniklik azaltimi acisindan odlgiildii. Immobilize pektinaz 30
dakikada %48 bulaniklik azaltimi sergiledi. Zamanla immobilize pektinaz muamelesi ile

bulaniklik 180 dakikalik muameleden sonra %18'e kadar azalda.
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Sekil 4.14. (a) Uziim suyunun zamana bagli bulaniklik gdsterimi, Enzim ile islenmemis {iziim

suyu (solda) ve (b) immobilize enzimle islenmis {iziim suyu (sagda).

Uziim suyundaki bulanikligin hizla azalmasi, pektinazin askida bulunan parcaciklari
cevreleyen pektin kilifin1 parcalamasiyla agiklanmaktadir (Patel vd., 2022). Pektin
molekiillerinin enzimatik hidrolizi, pargaciklar arasindaki elektrostatik itici kuvvetleri ortadan
kaldirarak agregasyona ve ¢okelmeye yol acar ve bdylece berrakligi artirir. Immobilize
sistemin, Ozellikle ilk 60 dakika i¢indeki yiiksek performansi, manyetik nanopartikiillerin genis
ylizey alaninin enzim-substrat etkilesimini optimize ettigini gostermektedir. Ayrica, 2 saat sonra
elde edilen diisiik bulaniklik verileri, ticari berraklastirma standartlariyla tutarlidir. Bu bulgular,
gelistirilen nano-biyokatalizoriin sadece yiiksek stabilite sunmakla kalmayip, ayni zamanda
meyve suyu endiistrisinde operasyonel verimliligi artirabilecek giiclii bir alternatif oldugunu

ortaya koymaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Pektinaz gibi enzimlerin tiretim ve saflastirma ile iliskili yiiksek maliyetlerin yaninda
operasyonel stabilitelerinin zayif olmasi, yiiksek sicaklik ve pH degisimlerine karsi hassas
olmalari, kullanimlarim1 smirlamaktadir. Bu arastirma, pektinazin fonksiyonellestirilmis
MNP'lere immobilizasyonu, biyokatalizorlerin hizli manyetik ayirma yoluyla yeniden
kullanilmasini saglayarak maliyetleri diisiirmektedir. Iimmobilize edilmis pektinaz iyi aktivite
gostermis ve 20 ardisik hidroliz adimindan sonra geri doniistiiriilebilmistir. Pektin hidrolizinde
20 ardigik kullanimdan sonra %81,27 gibi yiiksek bir yeniden kullanilabilirlik sergilediginin
altin1 ¢izmek Onemlidir. Bu, maliyetleri diisirmede ve immobilize edilmis pektinazin
endiistriyel uygulamalar icin kullanilabilirligini artirmada 6nemli bir faktordiir. Ayrica,
immobilize formdaki pektinaz, serbest enzime gore pH ve sicaklik degisimlerine daha iyi uyum
saglamistir. Immobilize edilmis enzimin depolama stabilitesi, serbest enzime gére daha kararli
davranis sergilemistir. Sonu¢ olarak; manyetik nanopartikiiller iizerine immobilize edilen
pektinaz enziminin, yliksek stabilitesi, kolay geri kazanimi ve tekrar kullanilabilirligi sayesinde,
serbest enzimin endiistriyel uygulamalardaki dezavantajlarini ortadan kaldirabilecek giiglii ve

stirdiiriilebilir bir alternatif oldugu gosterilmistir.

Gelecek caligmalarda baglanma verimini artirmak amaciyla, glutaraldehit disindaki
farkli uzunluktaki ayirict kollarin veya polimerik capraz baglayicilarin denenmesi katalitik

aktiviteyi daha da artirabilir.

Meyve suyu endiistrisinde genellikle pektinaz enzimi tek basina yeterli olmamaktadir.
Gelecek ¢alismalarda pektinazin, seliilaz ve ksilanaz gibi diger hiicre duvari yikici enzimlerle
birlikte ayni manyetik nanopartikiil {izerine immobilize edilmesi proses verimliligini

maksimize edecektir.

Nanopartikiillerin gida sektorii uygulamalrinda kullanilabilmesi i¢in son (iirline
nanopartikiil sizintisi (leaching) olup olmadiginin hassas analitik yontemlerle incelenmesi ve in

vivo/in vitro toksisite testlerinin yapilmasi biiylik 6nem tagimaktadir.

Sentezlenen nanobiyokatalizoriin sadece meyve suyu berraklagtirmada degil; aym
zamanda tarimsal atiklardan (elma posasi, narenciye kabuklar1 vb.) pektik oligosakkarit liretimi
veya biyoyakit prosesleri gibi katma degeri yiiksek diger biyoteknolojik alanlarda da

potansiyeli arastirilmalidir.
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  E + S     k 1   ↔    k  − 1 ES      →   k 2 P + E


    d [ S ] dt = −  k 1  [ S ]  [ E ] +  k  − 1 [ ES ]
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    V  m a x =   k  c a t [ E ]


  V =    V max x [ S ]   K m + [ S ]


  V e r i m    ( % ) =    [   P 0 −  (   P 1 +   P 2 ) ]    P 0 X 100

