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proje ve arastirmalara 6n ayak olmasini temenni ederim.



OZET

Enzimler, bir¢cok biyokimyasal ve kimyasal reaksiyonu katalize eden biyolojik katalizorlerdir.
Uretim kolaylig1, substrat 6zgiilliigii ve yesil kimya 6zellikleri nedeniyle bu biyokatalizdrler
cesitli alanlarda yaygin olarak da kullanilmaktadir. Ancak biyokatalizordeki stabilite ve geri
kazanim sorunu endiistriyel uygulamalar1 kisitlamaktadir. Bu durumlar iyilestirmek ve enzimi
daha islevsel hale getirmek icin bir¢ok yonteme basvurulmaktadir. Bu yontemlerden biri de
yiiksek verimlilik ve stabilite artis1 saglayan enzim immobilizasyonu ydntemidir. immobilize
enzimler, serbest enzime goére gelismis stabilite, reaksiyon karisimindan ayrilma kolayligi,
enzim tliketiminde tasarruf ve genellikle gelistirilmis aktivite gibi ¢esitli faydalar sundugu
bilinmektedir. Enzim immobilizasyonu; enzim molekiillerinin, substratin ya da {iriinlerin
mevcut durumundan farkli bir kat1 matris/destek ile hareketsizlestirilmesi olarak tanimlanabilir.
Enzim immobilizasyonu i¢in matris veya destek materyali olarak genellikle inert polimerler ve
inorganik malzemeler kullanilmaktadir. Bu c¢alisma kapsaminda Fe3Os manyetik
nanopartikiilleri (MNP'ler) sentezlenmis ve kolinesteraz enzimleri, ¢apraz baglayici olarak
glutaraldehit (GA) kullanilarak fonksiyonellestirilmis MNP'ler lizerine immobilize edilmistir.
Immobilize enzimler (FesOs@SiO--NH2/GA/AChE/BChE), taramali elektron mikroskobu-
enerji dagilimli X-151m1 spektroskopisi (SEM-EDX) ve FT-IR ile karakterize edilmistir.
Immobilize edilen bu kolinesteraz enzimlerinin kinetik parametreleri, stabilitesi ve pestisit
tayinindeki uygulamalarin serbest enzime kiyasla dstiinliikleri belirlenmistir. Serbest ve
immobilize enzimlerin optimum pH aktivitesi, pH 5—11 araliginda belirlenmistir. En ytiksek
aktivite serbest AChE ve BChE i¢in pH 8'de, immobilize AChE ve BChE i¢in ise pH 10'da
gozlenmistir. Kinetik parametreler incelendiginde, immobilize AChE i¢in Ky, ve Vimax degerleri
sirastyla 0,446 mM ve 0,659 EU mL™' olarak bulunurken, serbest AChE icin bu degerler
sirastyla 0,163 mM ve 0,965 EU mL " olarak; Immobilize BChE i¢in ise Km ve Vmax degerleri
sirastyla 0,438 mM ve 0,527 EU mL™! olarak hesaplanirken, serbest BChE icin bu degerler
stirastyla 0,177 mM ve 0,587 EU mL™" olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan
takrin inhibitoriinlin enzime baglanma afinitesinin immobilize enzimde serbest enzime kiyasla
daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Depolama stabilitesi ¢aligsmalarinda, 4 °C'de 40 giin boyunca
saklanan immobilize AChE'nin baslangi¢ aktivitesinin %96,2'sini korudugu, buna karsilik
serbest enzimin ise %83,2’sini korudugu belirlenmistir. BChE enzimi i¢in ise bu degerler
immobilize enzim i¢in %79.2 iken serbest enzim i¢in %55,7’dir. Ayrica, 20 tekrarl kullanim
testi sonucunda immobilize AChE ve BChE’nin baslangi¢ aktivitesinin %95'inden fazlasini
korudugu tespit edilmistir. Pestisit tayini uygulamasinda ise nicosulfuronun farkl

konsantrasyonda kolinesteraz enzimleri lizerindeki % inhibisyon degerleri 6l¢iilmiistiir.



Bu % inhibisyon degerlerine bagli olarak gercek numunedeki (misir) nicosiilfuron miktar
spektrofotometrik ydntemle belirlenmistir. immobilizasyon islemi sonucunda enzimin elde
ettigi yliksek stabilite ve tekrar kullanilabilirlik, gelecekteki biyoteknolojik uygulamalara

yonelik ¢aligmalara 6nemli katkilar saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Kolinesterazlar, manyetik nanopartikiil, immobilizasyon, stabilite, kinetik

parametre, pestisit tayini



ABSTRACT

Enzymes are biological catalysts that catalyze a wide range of biochemical and chemical
reactions. Owing to their ease of production, substrate specificity, and environmentally friendly
characteristics, these biocatalysts are widely used in various fields. However, limitations
associated with enzyme stability and recovery restrict their industrial applications. Several
approaches have been developed to overcome these limitations and improve enzyme
functionality. One such approach is enzyme immobilization, which can provide enhanced
stability and improved operational efficiency. Compared with free enzymes, immobilized
enzymes offer several advantages, including enhanced stability, ease of separation from reaction
mixtures, reduced enzyme consumption, and, in some cases, improved catalytic activity.
Enzyme immobilization can be defined as the confinement or attachment of enzyme molecules
to a solid matrix or support, thereby restricting their mobility relative to that of the substrate or
product. In enzyme immobilization, inert polymers and inorganic materials are commonly used
as matrices or support materials. In the present study, FesO+ magnetic nanoparticles (MNPs)
were synthesized, and cholinesterase enzymes were immobilized onto functionalized
nanoparticles using glutaraldehyde (GA) as a cross-linking agent. The immobilized enzymes
(Fes0s@S102-NH2/GA/AChE/BChE) were characterized using scanning electron microscopy
coupled with energy-dispersive X-ray spectroscopy (SEM-EDX) and Fourier-transform
infrared spectroscopy (FT-IR). The kinetic parameters and stability of the immobilized
cholinesterase enzymes were investigated, and their advantages over the corresponding free
enzymes in pesticide determination were evaluated. The optimum pH values for the activities
of both free and immobilized enzymes were investigated over the pH range of 5—11. The highest
activities of free AChE and BChE were observed at pH 8, whereas those of immobilized AChE
and BChE were observed at pH 10. Regarding the kinetic parameters, the (K m) and
(V_{\max}) values of immobilized AChE were determined to be 0.446 mM and 0.659 EU mL",
respectively, whereas the corresponding values for free AChE were 0.163 mM and 0.965 EU
mL™". Similarly, the (K_m) and (V_{\max}) values of immobilized BChE were calculated to be
0.438 mM and 0.527 EU mL!, respectively, compared with 0.177 mM and 0.587 EU mL! for
free BChE. The binding affinity of tacrine, which was used as a positive control inhibitor, was
found to be lower for the immobilized enzymes than for the corresponding free enzymes.
Storage stability studies demonstrated that immobilized AChE retained 96.2% of its initial
activity after 40 days of storage at 4 °C, whereas free AChE retained 83.2%. For BChE, the
residual activities of the immobilized and free enzymes were 79.2% and 55.7%, respectively.

Furthermore, reusability tests involving 20 consecutive cycles revealed that both immobilized

iv



AChE and BChE retained more than 95% of their initial activities. In the pesticide
determination application, the percentage inhibition of cholinesterase activity was measured at
different concentrations of nicosulfuron. Based on these inhibition values, the amount of
nicosulfuron in a real maize sample was determined spectrophotometrically. The enhanced
stability and reusability achieved through enzyme immobilization may make a significant

contribution to future research and development in biotechnology applications.

Keywords: Cholinesterases, magnetic nanoparticles, immobilization, stability, kinetic

parameters, pesticide determination
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1.GIRIS

Gegmisten giliniimiize yesil kimya ve siirdiiriilebilir {iretim teknolojilerini gelistirmek
icin atilan adimlarla ¢evre dostu, ekonomik avantajlara sahip yontemlere olan talepler artmistir.
Bu talepler dogrultusunda biyokatalizor prosesleri 6ne ¢ikmaya baglamistir. Bdoylelikle
biyokatalizor olarak da bilinen enzimler iizerine ¢aligmalara yonelim artmistir. Enzimler, canli
hiicreler tarafindan iiretilen ve hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar dahil olmak iizere ¢ok
cesitli tiirlerde bulunan proteinlerdir (Kuo vd., 2022). Yiiksek katalitik aktivite, yiiksek
secicilik, ozgiilliikk ve biyolojik bozunabilirlik gibi avantajlarina sahip katalizorlerdir. Ayrica,
hafif pH, sicaklik ve basincta da ¢alisabilmektedir. Ancak, enzimler ilk denemeden sonra geri

kazanilamaz ve yeniden kullanilamaz, bu da ekonomik agidan dezavantaj olusturmaktadir (Liu

vd., 2018).

Enzimler hiicresel ortamda ¢alisacak sekilde degisim gostermesi nedeniyle genellikle
organik ¢oziiciiler, pH ve yiiksek sicakliklara kars1 duyarlidirlar. Bu durum katalitik aktiviteyi
oldukca diistirmektedir. Genellikle sulu ortamda orta sicaklik ve pH altinda calisan siireclerin
tasarlanmas1 arzu edilir, ancak bazi durumlarda daha yliksek derecelerde islem kosullar
gereklidir. Ornegin, substrat ¢oziiniirliigiinii artirmak igin yiiksek sicaklik veya organik ¢oziicii
kullanim1 gerekebilmektedir. Bu nedenle, daha yiiksek stabiliteli enzimlerin gelistirilmesi
gerektigi ve bu sinirlamalarin daha aza indirgenmesi veya ortadan kaldirilmasi {izerine yeni
caligmalarin olusturulmasina yol agmistir (Polizzi vd., 2007). Bunun yaninda ayrica enzimlerin
iiretimi, saflastirilmasi ve uzun vadede kullanimi sirasinda kararliliklarinin korunmasi,
biyokatalitik siireclerin endiistriyel 6lgekte uygulanabilirligini belirleyen temel ekonomik ve
teknik unsurlar arasinda yer almaktadir. Ozellikle enzim iiretim maliyetlerinin yiiksek olmasi,
saflagtirma basamaklarinin karmasiklig1 ve enzimlerin operasyonel aktivitelerini kaybetmeleri,
biyokatalitik siire¢lerin toplam islem maliyetini 6nemli 6l¢iide artirmaktadir. Bununla beraber
aynt zamanda, kiitle transferi direngleri, reaktdr tasarimindan kaynaklanan performans
sinirlamalari ve reaksiyon sonunda enzimin tirlinden ayrilmasini gerektiren ekstra saflastirma
islemleri, proseslerin Olgek biylitiilmesi sirasinda karsilagilan baslica miihendislik
problemleridir. Bu nedenlerle, enzimlerin operasyonel stabilitesini artiran ve ayni
biyokatalizoriin birden fazla ¢evrim boyunca yeniden kullanilmasina olanak saglayan
immobilizasyon ve stabilizasyon yaklasimlari, biyokatalitik siireclerin  ekonomik
stirdiiriilebilirligini ve endiistriyel rekabet giiclinli artiran en 6nemli stratejiler arasinda kabul

edilmektedir (Barati vd., 2024; Patti vd., 2024; Michaud vd., 2024).



Biyokatalitik proseslerin gelistirilmesinde yiliksek verimlilik ve aktivite saglayan enzim
immobilizasyonu yontemi one ¢ikmaktadir. Genellikle biyoteknolojik uygulamalarda yesil
kimya ile daha temiz iiretim ve siirdiiriilebilir operasyonel teknolojiler saglamadaki mevcut
taleplerini takip etmesi agisindan da umut verici bir metodolojidir (Skendrovi¢ vd., 2024).
Immobilize enzimler, serbest enzime gore gelismis stabilite, reaksiyon karisimindan ayrilma
kolayligi, enzim tliketiminde dnemli tasarruflar ve genellikle gelistirilmis aktivite gibi gesitli
faydalar sundugu bilinmektedir (Zhu vd., 2014). Enzim immobilizasyonu, biyokatalizin
verimliligini ve siirdiiriilebilirligini artirmada kritik bir rol oynar; sinirli enzim stabilitesi, kisa
raf Omrii ve yesil kimya ile endiistriyel uygulamalar i¢in kritik olan geri doniisim ve geri
doniistim zorluklar1 gibi temel zorluklar ele almaktadir. Etkili bir immobilizasyon sistemi,
iirtiinleri kirletebilecek ve enzim kaybina yol agabilecek istenmeyen salinimlart énlemek igin
enzimi glivenli bir sekilde sabitlemektedir (Robescu ve Bavaro, 2025). Fakat, halen daha devam
eden c¢alismalarda immobilizasyon siirecinde kullanilabilecek biyouyumlu, ekonomik ve
yliksek performansli destek materyallerinin gelistirilmesi 6nemli bir arastirma alani olarak

giincelligini korumaya devam etmektedir.

Saglik endiistrisinde asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE);
Alzheimer hastaliginin tanis1 ve progresyonunun izlenmesi, kolinesteraz inhibitorii ilaglarin
gelistirilmesi, organofosfat zehirlenmelerine kars1 biyolojik biyosavunma stratejileri ve klinik
tan1 sistemlerinde dnemli biyobelirtecler olarak kullanilmaktadir (Sun vd., 2024; Dirak vd.,
2024). Tarim endiistrisinde ise bu enzimler, organofosfat ve karbamat grubu pestisitlerin
inhibisyon mekanizmasina dayali biyosensorlerin  gelistirilmesinde  yaygin  olarak
kullanilmakta; pestisit kalintilarinin hizli, segici ve diisiik maliyetli tespit edilmesine olanak
saglamaktadir (Zhang vd., 2024; Soldatkin vd., 2024). Bununla birlikte, serbest halde kullanilan
AChE ve BChE enzimleri; sicaklik ve pH degisimlerine kars1 sinirli kararlilik gostermeleri,
operasyon sonunda reaksiyon ortamindan geri kazanilamamalari, tekrar kullanilamamalar1 ve
enzim aktivitesindeki hizli kayiplar nedeniyle endiistriyel uygulamalarda 6nemli kisitlamalar
olusturmaktadir. Ayrica reaksiyon sonrasinda enzimin kaybedilmesi, her analiz veya iiretim
dongiisiinde yeniden enzim ilavesini zorunlu kilarak proses maliyetlerini énemli 6lgiide
artirmaktadir. Bu nedenlerle, enzimlerin kararliligmmi artirmak, tekrar kullanilabilirligini
saglamak ve operasyonel maliyetleri azaltmak amaciyla immobilizasyon teknikleri son yillarda
yogun olarak arastirilmaktadir. Bununla birlikte, geleneksel immobilizasyon materyalleri olan
makro boyutlu polimerik boncuklar, hidrojeller ve regineler; diisiik yiizey alani, sinirli enzim

yikleme kapasitesi ve yliksek kiitle transfer direnci gibi dezavantajlar nedeniyle biyosensor



performans1 ve katalitik verim agisindan istenilen diizeye ulasamamaktadir. Bu nedenle
nanomalzemeler, manyetik nanopartikiiller (MNP’ler) ve fonksiyonellestirilmis ileri destek
materyallerine dayali yeni immobilizasyon stratejileri, hem saglik hem de tarimsal biyosensor
uygulamalarinda AChE ve BChE'nin stabilitesini, duyarliligini ve yeniden kullanilabilirligini
artiran umut verici yaklagimlar olarak 6ne ¢ikmaktadir (Cavalcante vd., 2024; Hao vd., 2024;
Kotwal vd., 2024). Boylelikle AChE ve BChE enzimlerinin katalitik aktivitelerini koruyarak
farklh ¢aligma kosullarinda yiiksek kararlilik gosterebilecegi, reaksiyon ortamindan kolaylikla
geri kazanilabilecegi ve onemli bir aktivite kaybi1 olmaksizin tekrarli kullanim dongiilerinde
yeniden kullanilabilecegi 6zgiin, farkli ortam ve kosullara dayanikli, yenilik¢i nanotasiyict
sistemlerin tasarlanmast ve gelistirilmesi, bu tez g¢aligmasinin temel arastirma konusunu

olusturmaktadir.
Bu calisma sirasiyla asagidaki adimlar izlenerek gergeklestirilecektir:

e Birlikte ¢coktiirme (co-percipitation) yontemiyle siiper paramanyetik karakterde demir
oksit (Fe3O4) nanopartikiillerin sentezlenmesi,

e Sentezlenen tastyicilarin yilizeylerinin aminosilan ajanlarla fonksiyonellestirilmesi ve
cift fonksiyonlu (bifunctional) GA ¢apraz baglayicisi ile aktive edilmesi

e AChE ve BChE enzimlerinin yiizeye kovalent baglanmasi ve sentezlenen
nanobiyokatalizoriin karakterize edilmesi

o Kinetik parametrelerin belirlenmesi ve stabilite calismalarinin gerceklestirilmesi

e Nicosulfuron tayini uygulamasi

Bu aragtirmanin bilimsel 0zgilinliigli, saglik ve tarim alanindaki biyokatalitik
uygulamalarda kullanilmak iizere yiiksek performans, operasyonel siirdiiriilebilirlik ve etkin
geri kazanim 6zelliklerini bir araya getiren yenilik¢i bir nanotasiyict sistemin gelistirilmesine

dayanmaktadir.

Literatiir caligmalarinda demir oksitlerin ytiksek sicaklik, yliksek basing, giiclii asit ve
giiclii alkali 6zellikler gibi g¢esitli karmasik arka planlarda stabiliteyi koruyabilir, bu nedenle
daha iyi bir uygulama beklentisine sahiptir (Wei vd., 2008). Su anda, Fe3O4 Nanopartikiiller,
kataliz, algilama, optoelektronik cihazlar, giines enerjisi hiicreleri ve elektrot malzemeleri gibi
bircok arastirma alaninda popiiler MNP’lerin bileseni haline gelmistir (Ma vd., 2013).
Manyetik Fe;O4'ten beri nanopartikiil bazli biyosensorler, analitleri hizli bir sekilde tespit etmek
icin hassas bir ara¢ sunar, AChE gibi ¢esitli biyomolekiiller, organofosforlu pestisitlerin tespiti

icin sensoOrler olusturmak iizere demir oksit nanopartikiilleri iizerinde hareketsiz hale
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getirilmistir ve iyi stabilite ve daha diisiik bir tespit limiti gibi miikemmel performans sunmustur
(Gao vd., 2007). Ayn1 zamanda, manyetik c¢ekirdekli ve gozenekli kabuklara sahip ¢ekirdek-
kabuk yapili manyetik mezogozenekli karbon kiirelerin, yiiksek oranda bagl gézenekli yapilar
ve iyl korunmus manyetik bilesenler nedeniyle 6zellikle ¢esitli uygulamalar i¢in ideal oldugu

bulunmustur (Luo vd.,2018).

Sonug olarak, kovalent immobilizasyonun sagladig1 yiiksek yapisal dayamiklilik ile
MNP’lerin hizli geri kazanim ve yeniden kullanilabilirlik avantajlarim1 aynmi platformda
bulusturan bu nanobiyokatalizoriin, AChE ve BChE enzimlerinin saglik ve tarim alanindaki
biyokatalitik uygulamalarinda operasyonel verimliligi artirmast ve enzim tiiketimine bagli
maliyetleri azaltmasi beklenmektedir. Ayrica gelistirilecek bu yaklagimin (sekil 1.1.),
sirdiiriilebilir  biyoproseslerin  gelistirilmesine katki saglamasinin  yani sira, enzim
immobilizasyonu ve nanobiyoteknoloji alanindaki giincel ¢aligmalara bilimsel agidan 6zgiin bir
katk1 sunacagi dngoriilmektedir.
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Sekil 1.1. AChE ve BChE’nin FesO4@Si02-NH2/GA iizerine GA araciligiyla ¢apraz baglama

yontemiyle immobilizasyonu (Basaran ve Isik., 2025).

Bu calismada FesO4 MNP'ler sentezlenmis ve kolinesteraz enzimleri, ¢apraz baglayici
olarak GA kullanilarak fonksiyonellestirilmis MNP'ler {izerine immobilize edilmistir.
Immobilize enzimler (FesOs@SiO-NH2/GA/AChE/BChE), taramali elektron mikroskobu-
enerji dagilimli X-151m1 spektroskopisi (SEM-EDX) ve FT-IR ile karakterize edilmistir.
Immobilize edilen bu kolinesteraz enzimlerinin kinetik parametreleri, stabilitesi serbest enzime

kiyasla tistiinliikleri belirlenmistir.



2. KURAMSAL/KAVRAMSAL TEMELLER

2.1. Enzimler

Enzim terimi, Yunanca en (i¢ i¢) ve zyme (maya anlamima gelir) kelimelerinden
gelmistir ve ilk kez 1878'de Wilhelm Kiihne tarafindan bira mayasi ¢esitli sekerleri fermente
etme yetenegini test ederken tamitilmistir. 1926'da enzimlerin ilk kez protein oldugu bilinirken,
1982'de gen teknolojisi iirliniiniin, 6rnegin o-amilazin ilk gida uygulamasi gergeklestirilmistir

(Piotrowska-Dhugosz., 2019).

Enzimler, amino asitlerden olusan ve {i¢ boyutlu yapilar1 sayesinde biyolojik
reaksiyonlar1 katalizleyen protein yapili biyomolekiillerdir. Bu molekiillerin katalitik etkinligi,
amino asit dizilimi ile sekillenen yapisal 6zelliklerine baghdir. Enzimler, belirli substratlara
yiiksek ozgiilliik gostererek onlar {iriinlere doniistiiriir ve bu siirecte reaksiyon hizin1 énemli

Ol¢iide artirirken kendileri tiiketilmezler (Bisswanger, 2017).

Enzimlerin en 6nemli 6zelliklerinden biri, yiiksek secicilikleri sayesinde istenmeyen
yan {irlin olusumunu en aza indirmeleri ve nispeten diisiik sicaklik ile notr pH gibi 1limh
kosullarda etkinlik gosterebilmeleridir. Bu 6zellikleri, enzimleri kimyasal katalizorlere kiyasla
cevresel agidan daha siirdiiriilebilir ve enerji verimli biyokatalizorler haline getirmektedir.
Ayrica aktif bolgelerinin yalnizca belirli yapisal 6zelliklere sahip substratlarla etkilesime
girmesi, enzimlerin yliksek 6zgiilliikle ¢aligmasini saglayan temel faktorlerden biridir (Sheldon

& Woodley, 2018; Bornscheuer, 2021).

Son yillarda biyokataliz alanindaki gelismeler, enzimlerin ila¢ endiistrisindeki
kullanimin1 6nemli 6l¢iide artirmis olup, 6zellikle kiral bilesiklerin ve optik saflig1 yiiksek ilag
ara tirinlerinin sentezinde enzimatik stire¢ler 6n plana ¢ikmistir (Bornscheuer ve Kazlauskas.,
2006; Pollard ve Woodley., 2007). Biyoteknoloji alaninda kaydedilen ilerlemeler, yiiksek
secicilik ve verim saglayan enzim tabanli {iretim yontemlerinin gelistirilmesine olanak
tantyarak ilag iretim siireclerinin daha siirdiiriilebilir ve ekonomik hale gelmesini
desteklemistir (Illanes., 2015; Singh vd., 2019). Enzimlerin en 6nemli 6zelliklerinden biri,
kimyasal reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diisiirerek reaksiyon hizini artirmalari, ancak
reaksiyonun denge sabitini veya iiriin-substrat dengesini degistirmemeleridir. Ayrica enzimler
reaksiyon sonunda kimyasal yapilarinda kalic1 bir degisiklige ugramadan tekrar kullanilabilir

biyolojik katalizorler olarak gorev yaparlar (Nelson ve Cox., 2022).



Enzimler, canli organizmalarda sentezlenen ve biiyiik ¢ogunlugu protein yapisinda
bulunan, bazi durumlarda ise katalitik RNA (ribozim) formunda gorev yapan biyolojik
katalizorlerdir. Hiicresel metabolizmanin siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli olan sindirim, enerji
metabolizmasi, DNA replikasyonu, gen ekspresyonu ve hiicreler arasi sinyal iletimi gibi bir¢ok
biyokimyasal olaymn gerceklesmesinde temel rol oynarlar (Son vd., 2023). Enzimler,
reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diisiirerek kimyasal doniistimlerin daha hizli ve kontrollii
gerceklesmesini saglar. Bu katalitik etkinlik, enzimlerin aktif bolgelerinin belirli substratlara
yiliksek Ozgiillik gostermesi ve enzim-substrat kompleksini olusturarak reaksiyonun segici
bi¢imde ilerlemesine olanak tanimasi sayesinde gergeklesir. Bazi enzimler ise yapisal
esneklikleri sayesinde benzer kimyasal 6zelliklere sahip farkli substratlar1 da katalizleyebilir
(Sujitha ve Shanthi., 2023). Reaksiyon sonunda enzimler yapisal biitiinliikklerini koruyarak
yeniden kullanilabilir ve cogunlukla ¢evre dostu, biyolojik olarak pargalanabilir iiriinlerin
olusumuna katki saglar. Yiiksek secicilikleri, verimli katalitik ozellikleri ve c¢evresel
stirdiiriilebilirlige sagladiklart avantajlar nedeniyle enzimler glinimiizde biyoteknoloji, ila¢
gelistirme, gida endiistrisi, ¢evresel biyoremediasyon ve biyokimyasal iiretim siireglerinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica protein miihendisligi ve yapay zekd destekli enzim
tasarimi alanindaki son gelismeler, enzimlerin kararliligini, substrat 6zgiilliigiinii ve endiistriyel

uygulama potansiyelini 6nemli 6l¢iide artirmistir (Buller vd., 2023).

'

Enzimler, genel olarak katalizledikleri substratin adina "-az" (-ase) eki eklenerek
adlandirilmaktadir. Ornegin, izomerler {izerinde etki gdsteren enzimler izomeraz olarak
isimlendirilir. Bunun yami sira bircok enzim, gerceklestirdigi biyokimyasal reaksiyonun
niteligine gore de adlandirilmaktadir. Ornegin, dehidrojenaz enzimleri cesitli substratlardan
hidrojen atomlarinin uzaklastirilmasini katalizleyen enzim grubunu ifade eder. Bununla birlikte,
pepsin, tripsin ve kimotripsin gibi bazi enzimler tarihsel nedenlerle bu genel adlandirma
kurallarinin diginda yer almaktadir. Enzimlerin uluslararas1 diizeyde standart bigimde
tanimlanabilmesi amaciyla Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (International
Union of Biochemistry and Molecular Biology, IUBMB), her enzime 6zgii bir Enzim

Komisyonu (EC) numarasi vermis ve enzimleri katalizledikleri reaksiyon tipine gore yedi temel

siifta toplamistir (McDonald vd., 2023).

Bu smiflandirma sistemi, enzimlerin bilimsel olarak tanimlanmasinda ve literatiirde
ortak bir terminolojinin kullanilmasinda temel referans niteligindedir. Uluslararasi

simiflandirmanin yedi ana grubu sunlardir (McDonald & Tipton, 2023):



1. Oksidorediiktazlar, oksidasyonlar1 ve rediiksiyonlar1 katalize etmektedirler.
Koenzimlerle iligkilidirler ve dehidrogenazlar, oksidazlar, peroksidazlar ve oksijenazlari

igerirler.

2. Transferazlar, amin, karboksil, karbonil, metil, agil, glikozil ve fosforil gibi bir grup

atomun bir molekiilden digerine transferini katalizleyen gruptur.

3. Hidrolazlar, su ilavesiyle C—0O, C—N, C—S ve O—P baglarinin hidrolizini

katalizleyen siniftir.

4. Liyazlar, hidrolizden farkli bir prosesle bir substrattaki C—C, C—S ve C—N baglarinin
(peptit baglar1 hari¢) kopmasini katalizler. Bazilar1 substrattan gruplari uzaklagtirarak ¢ift baglar

ya da dongtiler olusturur, bazilar ise ¢ift baglara gruplar ekler.

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

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

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

icinde ayrilmasini katalizleyen gruptur.

2.1.2. Enzimlerin kimyasal yapisi

Enzimler, biyolojik sistemlerde kimyasal reaksiyonlarin hizini artiran ve ¢ogunlukla
proteinlerden meydana gelen katalitik molekiillerdir. Bazi enzimler yalnizca amino asitlerden
olusan basit protein yapisina sahipken, bazilar1 katalitik etkinlik kazanabilmek i¢in protein dis1
yardimci bilesenlere ihtiyag duyar. Bu yardimci bilesenler metal iyonlar1 veya organik
molekiiller seklinde olabilir ve sirasiyla kofaktor ya da koenzim olarak adlandirilir. Kofaktoriin
bagli olmadig1 protein kismi apoenzim olarak tanimlanirken, apoenzim ile gerekli yardimci
bilesenin birlesmesi sonucunda aktif katalitik form olan holoenzim (sekil 2.1) olusur (Voet vd.,

2016).

Enzimler tek bir polipeptit zincirinden olusabilecegi gibi, birden fazla alt birimin
birlesmesiyle olusan daha karmasik oligomerik yapilar da gosterebilir. Ayrica ayni
biyokimyasal reaksiyonu katalizleyen ancak molekiiler yapi, kinetik 6zellik veya doku dagilimi
acisindan farklilik gosteren enzim formlar1 izoenzimler olarak adlandirilir. Bazi RNA
molekiillerinin de katalitik aktivite gosterebilmesi, biyolojik katalizin yalnizca proteinlerle

siirli olmadigimi gostermektedir (McKee ve McKee, 2020).
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Sekil 2.1. Enzimlerin kimyasal yapisi

2.1.3 Enzimlerin katalizasyonu

Enzimatik kataliz, biyolojik molekiiller olan enzimlerin kimyasal reaksiyonlarin
gerceklesme hizimi artirmasi temeline dayanan bir siiregtir. Enzimler, reaksiyon sirasinda
substrat molekiilleri ile 06zgiil etkilesimler kurarak aktivasyon enerjisini azaltir ve
reaksiyonlarin fizyolojik kosullarda daha hizli gergeklesmesini saglar. Bununla birlikte
enzimler, katalizor 6zelliklerinden dolay: reaksiyonun baglangi¢ ve son durumlari arasindaki

enerji farkin1 veya kimyasal dengeyi degistirmez (Voet vd., 2016).

Enzimatik reaksiyonlarin ilk asamasinda substrat, enzimin aktif bolgesine baglanarak
gecici bir enzim-substrat kompleksi olusturur. Bu kompleks olusumu, substratin dogru
yonlendirilmesini ve kimyasal doniisiim i¢in uygun konuma getirilmesini saglayarak iiriin
olusumunu kolaylagtirir. Reaksiyon sonucunda meydana gelen iiriin enzimin aktif bolgesinden
ayrilir (sekil 2.2) ve enzim yeni substrat molekiillerini katalizlemek iizere tekrar kullanilabilir

(Punekar., 2018).
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Sekil 2.2. Enzimlerin katalizasyonunun gésterimi

Enzimlerin yiiksek katalitik etkinligi, aktif bolgelerinin iic boyutlu yapisindan ve
substrat molekiillerine kars1 gdsterdikleri yiiksek 6zgiilliikkten kaynaklanmaktadir. Aktif bolge,
substratin baglandig1 ve kimyasal doniisiimiin gerceklestigi enzime 6zgli yapisal bir bolgedir.
Bu bolgede bulunan amino asit kalintilari, hidrojen baglari, elektrostatik etkilesimler,
hidrofobik kuvvetler ve kovalent etkilesimler araciligiyla substratin baglanmasini ve reaksiyon

mekanizmasinin ilerlemesini saglar (Petrovi¢ vd., 2018).

Ayrica enzimlerin katalitik 6zellikleri, aktif bolgede bulunan amino asit yan zincirlerinin
konumuna ve reaksiyon sirasinda olusturduklar1 kimyasal etkilesimlere baglidir. Bu nedenle
enzim fonksiyonu, yalnizca amino asit dizisiyle degil, ayn1 zamanda proteinin sahip oldugu

0zgiil ic boyutlu konformasyon ile de dogrudan iliskilidir (McDonald ve Tipton, 2021).

2.1.4. Enzim Kkinetigi

Enzim kinetigi, enzimlerin biyokimyasal reaksiyonlar1 hangi hizda gerceklestirdigini ve
bu hizin substrat derisimi, sicaklik, pH ve inhibitorler gibi etkenlerden nasil etkilendigini
inceleyen bir biyokimya alanidir. Enzim katalizli reaksiyonlarda baglangic hizi, substrat miktari
arttikca belirli bir seviyeye kadar yiikselir ve enzimin aktif bolgeleri tamamen doldugunda
maksimum reaksiyon hizina (Vmax) ulasir. Bu davranis, Michaelis—Menten modeli ile aciklanir
ve modelde v = (Vmax x [S]) / (Km + [S]) denklemi kullanilir. Burada v reaksiyon hizini, [S]
substrat derisimini, Vmax maksimum reaksiyon hizin1 ve Km ise reaksiyon hizinin Vmax'in
yarisina ulastig1 substrat derisimini ifade eder. Km degerinin diisiik olmasi enzimin substrata
olan ilgisinin (afinitesinin) yiiksek oldugunu gosterirken, yiiksek Km degeri daha diisiik

afiniteyi ifade eder (Srinivasan, 2022).



Michaelis—Menten denklemi enzim kinetiginin temelini olusturmasina ragmen, egrisel
yapisi nedeniyle kinetik parametrelerin deneysel olarak belirlenmesi bazen gii¢ olabilir. Bu
nedenle Lineweaver ve Burk tarafindan gelistirilen ¢ift ters (double reciprocal) grafik yontemi
kullanilmaktadir. Bu yontemde Michaelis—Menten denkleminin her iki tarafinin tersi alinarak
dogrusal bir denklem elde edilir ve grafikte 1/v y eksenine, 1/[S] ise x eksenine yerlestirilir.
Dogrunun y ekseni kesim noktasi 1/Vmax, x ekseni kesim noktasi ise —1/Km degerini verir.
Boylece Vmax ve Km degerleri daha kolay hesaplanabilir; ayrica farkli inhibitor tiplerinin

enzim iizerindeki etkileri de grafik iizerinde karsilastirilabilir (Jakubowski vd., 2024).

Glinlimiizde enzim kinetigi c¢alismalarinda bilgisayar destekli dogrusal olmayan
regresyon analizleri daha dogru sonuglar verdigi i¢in Lineweaver—Burk grafiginin kullanim
siklig1 azalmis olsa da, bu grafik egitim ve temel biyokimya arastirmalarinda 6nemini
korumaktadir. Ozellikle inhibitorlerin enzim aktivitesi {izerindeki etkilerini yorumlamada ve
Km ile Vmax degisimlerini gorsel olarak degerlendirmede Lineweaver—Burk yaklasimi hala
yaygin olarak kullanilmaktadir. Michaelis—Menten modeli ile birlikte degerlendirildiginde bu
iki yontem, enzimlerin katalitik 6zelliklerinin anlasilmasini kolaylastirmakta ve ilag gelistirme,
klinik biyokimya ile biyoteknoloji gibi bircok alanda ©nemli bilgiler saglamaktadir
(Bisswanger, 2017).

2.1.5. Enzim immobilizasyonu

Enzimler, yliksek katalitik etkinlikleri, reaksiyonlara se¢icilik kazandirmalar1 ve ¢evre
dostu biyokatalizorler olmalar1 nedeniyle gida, ilag, ¢cevre ve biyoteknoloji basta olmak iizere
bircok endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, serbest enzimlerin
endiistriyel uygulamalarda kullanimii smirlandiran ¢esitli dezavantajlar bulunmaktadir.
Enzimlerin katalitik performansi; sicaklik, pH, iyonik gii¢ ve reaksiyon ortaminin bilesimi gibi
cevresel faktorlerden 6nemli Olgiide etkilenmektedir. Optimum ¢alisma kosullarinin disina
¢ikilmas1 durumunda enzim aktivitesinde azalma meydana gelebilmekte, ileri diizeyde ise
enzimin yapisal biitiinliigli bozularak geri doniisiimsiiz inaktivasyon gerc¢eklesebilmektedir
(Sirisha vd., 2016; Robescu ve Bavaro, 2025). Bunun yani1 sira serbest enzimler, reaksiyon
ortamindan kolaylikla geri kazanilamadiklari i¢in cogunlukla tek kullanim ile sinirl kalmakta
ve bu durum &zellikle biiyiik 6lgekli iiretim proseslerinde maliyetleri artirmaktadir. Uriin ile
enzimin birbirinden ayrilmasinin gii¢c olmasi hem saflastirma basamaklarini zorlastirmakta hem
de proses verimliligini olumsuz etkileyebilmektedir. Bu nedenlerle son yillarda enzim

immobilizasyonu, enzimlerin operasyonel kararliligin1 artirmak, tekrar kullanilabilirligini
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saglamak ve iiretim maliyetlerini azaltmak amaciyla en etkili stratejilerden biri olarak one
cikmaktadir. Gelistirilen yeni immobilizasyon teknikleri ve fonksiyonel tasiyici materyaller
sayesinde enzimlerin fizikokimyasal dayaniklilig1 artirilmakta, daha uzun siire aktif kalmalar1
saglanmakta ve endiistriyel biyoproseslerde kullanim potansiyelleri 6nemli dlgiide

gelistirilmektedir (Maghraby vd., 2023; Mohidem vd., 2023; Robescu ve Bavaro, 2025).

Enzim immobilizasyonu, serbest enzimlerin endiistriyel uygulamalarda karsilasilan
digik kararlilik, tek kullannomlik olma ve proses sonunda geri kazanilamama gibi
dezavantajlarin1 azaltmak amaciyla gelistirilen etkili bir biyoteknolojik yaklasimdir. Bu
yontemde enzimler; polimerler, silika bazli malzemeler, MNP’ler veya farkli biyomalzemeler
gibi kat1 destek ylizeylerine baglanarak daha kontrollii bir mikrogevrede ¢alismalart saglanir.
Destek materyali ile enzim arasindaki etkilesim, enzimin {i¢ boyutlu yapisinin korunmasina
katkida bulunur ve bdylece sicaklik, pH degisimleri ve organik ¢oziiciiler gibi ¢evresel stres
faktorlerine karsi daha yiliksek diren¢ kazanmasina olanak tanir. Sonu¢ olarak enzimlerin
depolama oOmrii uzamakta ve daha genis proses kosullarinda katalitik aktivitelerini

stirdiirebilmeleri miimkiin olmaktadir (Bilal vd., 2022; Xu vd., 2020).

Immobilizasyonun sagladigi en énemli avantajlardan biri, enzimin reaksiyon sonrasinda
ortamdan kolaylikla ayrilarak tekrar kullanilabilmesidir. Serbest enzimlerin aksine immobilize
enzimler, ¢cok sayida reaksiyon dongilisiinde Onemli Olgiide aktivite kaybi yasamadan
kullanilabildiginden isletme maliyetlerinin azaltilmasina katki saglar. Bunun yaninda
immobilizasyon, enzimin yapisal biitiinliigiinii koruyarak daha yiiksek substrat derisimleri,
daha uzun reaksiyon siireleri ve nispeten daha sert ¢alisma kosullarinin uygulanmasina olanak
tanir. Bu oOzellikler o6zellikle siirekli iretim sistemlerinde ve biyokatalitik proseslerde
verimliligin artiritlmasina énemli katkilar saglamaktadir (Sheldon ve Brady, 2022; Sousa vd.,

2025).

Immobilize enzim sistemleri, reaksiyon kinetiginin daha iyi kontrol edilmesine ve iiriin
saflastirma basamaklarinin kolaylastirilmasina da 6nemli 6lgiide katki saglamaktadir. Enzimin
kat1 faz lizerinde tutulmasi sayesinde iiriin fazindan ayrilmasi daha kolay ger¢eklesmekte,
bdylece enzim kaynakli kontaminasyon riski azalirken iiriin saflig1 artirilmaktadir. Ayrica
uygun tasiyict se¢imi ve immobilizasyon yOnteminin optimize edilmesiyle kiitle transferi
sinirlamalar1  azaltilabilmekte, katalitik  performans ve proses siirdiiriilebilirligi
tyilestirilebilmektedir. Bu nedenlerle immobilize enzim teknolojileri; gida, ilag, biyoyakit,

cevre ve ince kimyasallarin tiretimi gibi bir¢cok alanda yiiksek verimlilik saglayan stirdiiriilebilir
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biyokatalitik platformlar olarak degerlendirilmektedir (Cavalcante, 2021; Khan ve Alzohairy.,
2010).

Asagidaki tablo 2.1°de yaygin olarak gozlemlenen immobilize edilmis bir

biyokatalizoriin kullanimiyla ilgili gézlemlenen avantajlar ve dezavantajlar1 gostermektedir.

Tablo 2.1. Enzim immobilizasyonunda avantaj ve dezavantajlar

Avantajlar Dezavantajlar

Enzimin yeniden kullanilabilirligi Kolay olamayan ve zaman alici
immobilizasyon siire¢leri

Enzimin iirlinden kolay ayrilmasi Kiitle transfer sinirlamalari

Siirekli proseslerde kullanim 6zelligi Tastyict ve ek hazirhlk malzemeleri
maliyeti

Daha genis calisma kosullar1 araliginda Enzim aktivitesinin kaybi1

(sicaklik, pH gibi) gelismis stabilite

Enzim immobilizasyonunda uygulanacak yontemin se¢imi, biyokatalizoriin
performansin1 dogrudan etkileyen en 6nemli agamalardan biridir. Kullanilan yonteme bagl
olarak enzimin yapisal Ozellikleri, aktivitesi ve ¢alisma kosullarina verdigi yanit
degisebilmektedir. Bu nedenle tiim enzimler ve uygulamalar i¢in gegerli tek bir immobilizasyon
yaklagimindan s6z etmek miimkiin degildir. En uygun yontemin belirlenmesinde enzimin
yapisi, kullanilacak substrat, reaksiyon ortami ve hedeflenen proses kosullari birlikte

degerlendirilmelidir (Mohamad vd., 2015).

Immobilizasyon teknikleri, serbest enzimlerin kullaniminda karsilasilan diisiik stabilite,
aktivite kaybr ve yeniden kullanim gii¢liigli gibi sinirlamalarin azaltilmasina katki saglar.
Destek materyaline immobilize edilen enzimler, daha uzun stire aktif kalabilir ve reaksiyon
sonunda ortamdan kolaylikla ayrilarak tekrar kullanilabilir. Bunun yaninda {iriin saflagtirma
stireclerinin kolaylagsmasi, depolama dayanikliliginin artmasi ve biyokatalizoriin tekrar
kullanilabilmesi sayesinde hem cevresel etkiler azalmakta hem de proses maliyetleri 6nemli

Olcilide diismektedir (Sirisha vd., 2016).

Immobilizasyon sirasinda meydana gelen degisikliklerin niteligi, tercih edilen teknige

gore farklilik gosterir. Adsorpsiyon, kapsiilleme ve hapsedilme gibi fiziksel yontemlerde
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enzimin kimyasal yapisi biiyiik 6l¢iide korunurken, kovalent baglanma ve ¢apraz baglama gibi
yontemlerde protein molekiiliinde kimyasal degisimler meydana gelebilir. Bu nedenle uygun
immobilizasyon stratejisinin belirlenmesinde enzimin molekiiler biiyiikligii, izoelektrik
noktasi, yiizeyde bulunan fonksiyonel gruplar, hidrofilik ve hidrofobik bolgeleri ile substrat ve

iirlinlerin kiitle transfer gereksinimleri dikkate alinmalidir (Mohidem vd., 2023).
2.1.5.1. Enzim immobilizasyon yontemleri

Immobilizasyon Ydéntemleri

Fiziksel Kimyasal
Y ontemler - —> vontemler
¢ Adsorpsiyon ¢ Kovalent Baglanmma
* Hapsetme e (Capraz Baglanma

¢  Mikrokapsiilleme

Sekil 2.3. Enzim immobilizasyon yontemleri

I. Fiziksel Yontemler

Fiziksel yontemler, enzim immobilizasyonunda en yaygin kullanilan tasiyicit baglama
yontemlerinden biridir. Bu yontemde enzimler, hidrofobik organik veya inorganik bir
tastyicinin ylizeyine herhangi bir kimyasal bag olusturulmaksizin zayif molekiiller arasi

etkilesimler araciligiyla baglanmaktadir. (Silva Almeida vd.,2024).
Adsorpsiyon:

Adsorpsiyon yontemi, uygulama basamaklarinin kolay olmasi, kimyasal baglayici
maddelere gereksinim duyulmamasi ve uygun tasiyicilarin kullanilmasi durumunda diistik
maliyet gibi avantajlar1 olmasi1 nedeniyle tercih edilmektedir. Ayrica immobilizasyon islemi
sirasinda enzimin ti¢ boyutlu yapisinda 6nemli bir degisiklik meydana gelmediginden, enzimin
biyolojik aktivitesinin biiyiik 6l¢iide korunabilmesi de avantajlar arasinda yer almaktadir (Patti
vd., 2024). Ancak enzim ile tasiyici arasindaki baglarin zayif olmasi nedeniyle ortam
kosullarindaki pH, iyonik siddet veya sicaklik degisimleri enzimin tasiyicidan ayrilmasina
neden olup sizintilara sebebiyet verebilmektedir. Bu nedenle yiiksek immobilizasyon verimi ve

enzim aktivitesinin korunmasi i¢in pH, sicaklik, enzim derisimi, tagiyict miktar1 ve ortamin
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iyonik siddeti gibi islem parametrelerinin dikkatle optimize edilmesi gerekmektedir. Bu zayif
baglar nedeniyle enzimin adsorpsiyonu; sicaklik, pH, iyonik kuvvetlerdeki degisikliklerle ve
ortamda sadece substrat varligi gibi istenmeyen sonuglar dogurabilmektedir. Ayrica bu
yontemde bir diger dezavantaj da immobilize enzimin 0&zelliklerinin degismesine,
aktivasyonunun diismesine sebep olabilecek olan ortamda bulunan diger proteinlerin veya

maddelerin de tasiyici lizerine adsorplanabiliyor olusudur. (Cavalcante vd., 2024).
Hapsetme/Tutuklama:

Tutuklama, enzimin fiziksel olarak bir polimer yapisinin olusturdugu gézenekli ortam
icerisinde tutulmasi veya yar1 gegirgen Ozellik gdsteren bir membranla ¢evrelenmesi esasina
dayanan bir immobilizasyon yaklasimidir. Kafes tipi tutuklamada enzim molekiilleri, capraz
baglanma sonucunda suda c¢oziinmeyen hale getirilen polimerik yapinin olusturdugu
gozeneklerde tutulur. Boylece enzim, dogrudan polimer yapisina baglanmak yerine jel matrisi
icerisinde fiziksel olarak sinirlandirilmis olur. Bu yaklagimin ilk 6rneklerinden biri Bernfeld ve
ark. tarafindan gerceklestirilmis; tripsin, papain, amilaz ve riboniikleaz gibi farkli enzimler

poliakrilamid jel igerisinde immobilize edilmistir (Khan., 2021).

Tutuklama tekniginin 6ne ¢ikan 6zelliklerinden biri, yalnizca saf enzimlerin degil, farkli
enzim sistemlerinin yan1 sira organel ve hiicrelerin de benzer bir islem basamagi kullanilarak
immobilize edilebilmesidir. Bununla birlikte, biyokatalizoriin kimyasal yapisinda énemli bir
degisiklige yol agmamasi yontemin diger 6nemli avantajlarindan biridir. Ayrica yliksek molekiil
agirhigina sahip enzim inhibitorlerinin biyokatalizoére ulagmasinin sinirlandirilmasi, inhibitor
kaynakli olumsuz etkilerin azaltilmasina katki saglayabilir. Buna karsilik, 6zellikle biiyiik
molekiillii substratlarin jel i¢erisindeki enzime ulasmasinin giiglesmesi ve kullanilan tasiyici
materyalin islem sonrasinda kolaylikla geri kazanilamamasi yontemin baglica siirliliklar
arasinda yer almaktadir. Ultrafiltrasyon membranlarinin kullanilmasiyla bazi geri kazanim
problemleri azaltilabilse de bu uygulamada enzimin yeterli diizeyde aktive edilememesi veya
enzim molekiillerinin membran yiizeyine adsorplanmasi gibi sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir.
Bu durum, enzimin reaksiyon ortamina gecisini ve dolayisiyla reaksiyon verimini olumsuz

etkileyebilir (Patti vd., 2025).

Jel igerisinde tutuklama isleminde, enzimin immobilizasyonu suda ¢dziinmeyen bir
polimer jel aginin meydana getirilmesiyle saglanmaktadir. Bu amacla akrilamid gibi
monomerlerden veya kolojen, jelatin ve kalsiyum aljinat gibi oligomerik ya da polimerik

materyallerden yararlanilabilmektedir. Islem sirasinda ortamin sicakligi, pH degeri ve iyonik
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kuvveti gibi kosullarin degistirilmesiyle polimerizasyon ve ¢apraz baglanma gerceklesmekte,
bunun sonucunda enzim molekiillerini fiziksel olarak igerisinde barindiran jel yapi
olugmaktadir. Bununla birlikte, kullanilan bazi monomerlerin toksik ozellik tagimasi ve
endiistriyel reaktorlerde meydana gelebilen yliksek basing diisiisleri, jel tutuklama yonteminin
biiyiik 6lgekli uygulamalardaki kullanimini sinirlandiran faktorlerdir (Chalella Mazzocato ve

Jacquier, 2024).

Fiber tutuklama yaklasiminda ise enzim, seliiloz ve triasetat gibi polimerlerin fiber
seklindeki yapilari igerisine fiziksel olarak immobilize edilmektedir. Fiber materyallerin zayif
asidik ve alkali kosullara kars1 dayanikli olmalar1 ve yliksek iyonik kuvvet altinda 6zelliklerini
biiytlik 6l¢iide koruyabilmeleri yonteme ¢esitli avantajlar kazandirmaktadir. Bununla birlikte,
diisik molekiil agirligina sahip substratlarin  kullanildigi  reaksiyonlarda yontemin
uygulanabilirligi siirli olabilmektedir. Ayrica polimerin ¢dzilindiiriilmesi amaciyla suda
cozlinmeyen sivilarin tercih edilmesi, islem sirasinda enzimin yapisal biitiinliigiinii bozarak

aktivite kaybina yol acabilmektedir (de Castro vd., 2026).
Mikrokapsiilleme:

Mikrokapsiilleme, enzimlerin yar1 gegirgen 6zellik gdsteren polimerik bir membran
yapt icerisinde hapsedilerek immobilize edilmesine dayanan bir yontemdir. Bu teknik, enzimin
substrat ile etkilesimini artirabilecek genis bir yiizey alani olusturmasi ve farkl 6zelliklere sahip
birden fazla enzimin benzer islem basamaklar1 kullanilarak immobilize edilebilmesi agisindan
onemli avantajlar sunmaktadir. Bununla birlikte, yontemin yiiksek molekiiler agirliga sahip
substratlar i¢in uygun olmamasi, immobilizasyon sirasinda enzimin aktivitesini kaybedebilmesi
ve bazi durumlarda membran yiizeyine tutunarak mikrokapsiillerden sizabilmesi baslica

dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir. (Silva Lopes vd., 2025).

Son yillarda nanoteknoloji alanindaki gelismeler mikrokapsiilleme yonteminin
performansini 6nemli 6l¢lide artirmistir. Nano-kompozit kapsiiller, manyetik mikrokapsiiller ve
uyarilara duyarli akilli polimer sistemleri kullanilarak enzimlerin aktivitesi, seciciligi ve geri
kazanilabilirligi gelistirilmektedir (Hanafeld vd., 2009). Ozellikle manyetik nanopargacik
iceren mikrokapsiiller, dis manyetik alan yardimiyla reaksiyon ortamindan kolaylikla
ayrilabilmekte ve siirekli iiretim sistemlerinde etkin sekilde kullanilabilmektedir. Bu gelismeler,
mikrokapsiilleme yonteminin endiistriyel biyokataliz uygulamalarindaki 6nemini daha da
artirmaktadir. Kiitle transferi simnirlamalar1 ve mekanik dayaniklilik gibi bazi dezavantajlara

sahip olsa da uygun kapsiil materyali ve {iretim yonteminin se¢ilmesiyle bu sorunlar biiytik
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Olclide azaltilabilmektedir. Gliniimiizde siirdiiriilebilir biyoproseslerin gelistirilmesinde ve
yiiksek verimli biyokatalitik sistemlerin tasarlanmasinda mikrokapsiilleme yonteminin 6nemi

giderek artmaktadir ( Basso ve Serban, 2019; Datta vd., 2013).
I1. Kimyasal Yontemler

Bu yontemler, enzimlerin kovalent baglar kullanarak farkli matrislere baglanmasini

iceren ve tlim bu islemlerin geri dondiiriilemedigi yontemlerdir.
Kovalent Baglama

Kovalent baglanma, enzimlerin immobilizasyonu i¢in geleneksel bir yontemdir. Bu
modda, destek malzemeleri ile enzimlerin yan zincir amino asitleri (6rnegin lizin, sistein veya
aspartik ve glutamik asit kalintilar1) arasinda kimyasal reaksiyonlar yoluyla kovalent baglar
olusur. Ayrica, amino, karboksilik, imidazol, indolil ve fenolik hidroksil gruplarinin fonksiyonel
gruplart kovalent baglarin olusumu i¢in uygundur. Kovalent baglar, destek matrislerinden
enzimlerin sizmasini dnlemek i¢in stabildir, bdylece immobilize edilmis enzimlerin kararliligini
artirir. Ancak, enzimin aktif bolgeleri, enzim molekiilleri ile destek matrisleri arasindaki
kimyasal reaksiyonlar nedeniyle inaktive olabilir ve bu da katalitik aktivitelerde azalmaya yol

acabilmektedir (Datta vd., 2013).

Bu yontem, destek iizerindeki fonksiyonel gruplarin 6nceki aktivasyonuyla birleserek
biyokatalizor gruplariyla (6rnegin —NH) reaksiyon igin daha giiclii elektrofilik bir reaktif
olusturarak gerceklesen yontemdir (lizin veya argininden, -COOH aspartik ve glutamik asitten,
—OH serin ve treoninden ve —SH sisteinden gelir). Boylelikle enzim matris {izerine sikica
sabitlenir, s1zint1 azalir ve liriin enzimle kontamine olmaz. Kovalent immobilizasyon, peptit
bag, diazotizasyon, amino bag, tiol-disiilfit, amidasyon reaksiyonu ve alkilasyon gibi ¢esitli
reaksiyon prosediirlerini de igerir. Kataliz sirasinda siki baglanma nedeniyle destekten enzim
sizintis1 az olmasiyla ve genellikle sistemin stabilitesini artirmasiyla avantajli bir yontemdir

(Rodriguez-Restrepo ve Orrego., 2020).
Capraz Baglama

Capraz baglama, iki veya daha fazla molekiiliin kovalent bag yoluyla birlestirilmesinin
bir kimyasal siirecidir. Capraz bagli enzim agregalari, enzim immobilizasyonu i¢in ¢ok yonlii
bir yaklasimdir. Bu yaklagim genellikle ylizey modifikasyonu veya aktivasyon siireciyle birlikte

yapilir. Silanizasyon veya yiizeyin organik fonksiyonel gruplarla organik fonksiyonel gruplarla
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kaplanmasi, inorganik desteklerin ilk ylizey modifikasyonu i¢in sik¢a kullanilan bir tekniktir

(Mohidem vd., 2023).

Kaplama veya dogal yilizey amino gruplar1 gibi p-nitrobenzoil kloriir kullanimi,
arylamin gruplarmma veya aldehit gruplarina tlirevlenebilir. Bu islem kolaydir; sulu bir
tampondan ¢okeltme yapilir, ardindan enzim molekiillerinin ortaya ¢ikan fiziksel agregalarinin
capraz baglanmasini igerir ve bu hizlica optimize edilebilir. Capraz baglama yoluyla ortaya

¢ikan immobilize edilmis enzim, biyokatalizor olarak stabil ve islevseldir. (Chen vd., 2023).

Capraz baglanma islemlerinde yaygin olarak glutaraldehit (GA) ve toluen diizosiyanat
gibi ajanlardan yararlanilmaktadir. Bununla birlikte, bu yontem immobilizasyon isleminin
nispeten sert kosullar altinda gerceklestirilmesi nedeniyle kontrol edilmesinde bazi giicliikler
ortaya c¢ikarabilmektedir. S6z konusu kosullar, enzimin aktif bdlgesinde yapisal veya
konformasyonel degisikliklere neden olarak enzim aktivitesinde belirgin bir azalmaya yol
acabilmektedir. Ayrica, ¢apraz baglanma yoluyla elde edilen tasiyicilarin genellikle jel benzeri
bir yapiya sahip olmasi, bu immobilizasyon tekniginin farkli uygulama alanlarinda kullanimini

kisitlayabilen bir diger 6nemli faktordiir. (Sheldon vd., 2005).

Tiim bu yontemler uygulanirken dogru destek materyal se¢imi, immobilize edilmis bir
enzimin endiistriyel uygulamalarinin tiim uygulanabilirligini biiylik olgiide etkiler. Secilen
destek, immobilizasyona uygun olmak i¢in bazi kritik gereksinimleri karsilamalidir. Bunlar

sirastyla;

. Destek nispeten ucuz ve cevresel zararsiz olmali, bdylece siirecin ekonomik

etkisi en aza indirilmelidir.

. Destek, birim agirlik bagina 6nemli miktarda enzim yiikleyebilecek olmalidir.
Buna gore, gézeneklilik faydali bir 6zellik olabilir, ancak gézeneklerin ¢ap1 uygun bir aralikta
(ortalama protein capindan daha genis) kalmalidir, ¢linkii kiigiik gézenekler sadece proteini
dislar, ¢ok biiyiik gbzenekler ise yiizey alaninda 6nemli bir diisiise yol acar. Her iki durumda da
yiikleme kapasitesi olumsuz etkilenir. Yiiksek ylizey alan1 ve dogru parcacik boyutu da dikkate

alimmalidir (Hartman ve Kostrov, 2013).

. Yiizeyin hidrofobisitesi genellikle en aza indirilmelidir, ¢iinkii istenmeyen
protein adsorpsiyonu ve denatiirasyonu destekler. Zit davraniglar yalnizca lipazlar gibi bilinen
hidrofobik enzimler i¢in tanimlanmistir. Genel olarak, destek immobilize edilmis enzimlerin

katalitik 6zelliklerini artirmak i¢in optimal mikro-ortami sunmalidir (S6rensen vd., 2010).
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. Fonksiyonellesme ve aktivasyon, destek yiizeyinde reaktif kimyasal islevler
gerektirir. Bu gruplar minimal sterik engel (6zellikle ¢cok noktali baglanti igin) ve yiiksek

yiizeysel yogunluk saglamalidir (Mateo vd., 2007).

. Immobilizasyondan sonra, destek enzimatik operasyonel kosullarda tamamen

hareketsiz olmal1 ve istenen reaksiyona miidahale etmemelidir.

. Spesifik olmayan protein/destek etkilesimlerinin (yani adsorpsiyon, iyon
degisimi) tarafindan yapilan girisimler, ozellikle istenen ¢ok fonksiyonlu immobilizasyon

disinda en aza indirilmelidir (Barbosa vd., 2013).
. Ticari olarak uygulanabilir bir enzim i¢in mikrobiyal direng zorunludur.

. Termal ve mekanik diren¢ de 6nemlidir; bu da immobilize edilmis enzimin farkli
operasyonel kosullarda kullanilmasini saglar. Ozellikle, asinmaya kars1 direng (parti reaktorler

i¢in) ve akis basinci (stirekli reaktorler i¢in) dikkate alinmalidir (Hartman ve Kostrov, 2013).

. Kimyasal dayamklilik da dikkate alinmalidir. Ornegin, nétrliikten uzak pH

degerleri inorganik yapilarin kararliligini 6nemli dlciide etkileyebilir (Zucca ve Sajust, 2014).

2.1.5.2. Enzim immobilizasyonunda kullanilan destek materyalleri

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tasiyict materyalin se¢imi, immobilize
enzimin katalitik etkinligi, kararliligi ve yeniden kullanilabilirligi iizerinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle destek materyalinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, biyokatalizdriin
endiistriyel uygulamalardaki performansini dogrudan belirleyen temel faktorlerden biridir

(Wahab vd., 2020).

Ideal bir immobilizasyon desteginin hidrofilik yapida olmasi, biyouyumluluk
gostermesi, mekanik dayanikliliga sahip bulunmasi, mikrobiyal bozunmaya karst direngli
olmas1 ve ekonomik acidan uygulanabilir olmasi beklenmektedir (Girelli vd., 2020; Ismail ve
Baek, 2020). Bunun yani sira tagtyict materyalin immobilizasyon sonrasinda kimyasal olarak
inert kalmasi ve enzimin aktif bolgesini ya da katalitik mekanizmasini olumsuz etkilememesi

gerekmektedir (Xu vd., 2020).

Tasiyicinin yiizey Ozellikleri, gdzenek yapist ve morfolojik karakteristikleri enzim ile
dogrudan etkilesim halinde oldugundan immobilizasyon verimi ve biyokatalitik performans
iizerinde belirleyici etkiye sahiptir. Yiiksek enzim yiikleme kapasitesi saglayabilmesi icin

tastyicinin genis bir 6zgiil yiizey alanina ve uygun gézenek dagilimina sahip olmasi énemlidir.
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Gozenek capinin enzim molekiiliiniin hidrodinamik boyutundan kii¢iik olmas1 enzimin tasiyici
icerisine difiizyonunu sinirlandirirken, asir1 biiyiik gozenekler ise yiizey alaninin azalmasina
bagl olarak baglanabilecek enzim miktarini diigiirebilmektedir. Bu nedenle optimum goézenek
boyutu, yiiksek yiizey alani ve uygun pargacik boyutu, etkili bir immobilizasyon desteginin
sahip olmasi gereken baslica 6zellikler arasinda yer almaktadir (Xu vd., 2020; Wahab vd.,
2020).

a) Silika Malzemeler

Silika esasli malzemeler, sahip olduklar1 iistiin fizikokimyasal &zellikler nedeniyle
enzim immobilizasyon caligmalarinda uzun siiredir yaygin olarak tercih edilen inorganik
destekler arasinda yer almaktadir. Enzim immobilizasyonunun ilk dénemlerinde dogal polimer
bazli tagiyicilar kullanilmis; seliiloz, jelatin ve agar gibi biyouyumlu malzemeler iizerine
enzimlerin baglanmasi arastirilmistir. Ancak bu dogal tastyicilarin diisiik mekanik dayaniklilik,
sinirli kimyasal stabilite ve uzun siireli kullanim kosullarinda performans kaybi gibi
dezavantajlari, endiistriyel uygulamalardaki kullanim alanlarini kisitlamistir (Sheldon, 2007;

Zdarta vd., 2018).

Bu simirlamalarin  giderilmesi amaciyla zaman igerisinde inorganik destek
materyallerine yonelik ¢aligmalar yogunlagmustir. Silika, yiliksek kimyasal ve termal kararliligi,
ayarlanabilir yilizey Ozellikleri, biyouyumlulugu ve genis yiizey alani sayesinde enzim
immobilizasyonunda Onemli bir tastyict olarak One c¢ikmistir. Silika tabanli yiizeylerde
enzimlerin immobilizasyonu; fiziksel adsorpsiyon, kovalent baglanma, kapsiilleme ve gozenek
yapist icerisinde tutuklama gibi farkli yaklasimlar kullanilarak gergeklestirilebilmektedir. Bu
yontemlerin her biri immobilizasyon verimliligi, enzim aktivitesinin korunmasi ve tastyicinin
tekrar kullanilabilirligi agisindan farkli avantaj ve sinirlamalara sahiptir (Mateo vd., 2007; Datta

vd., 2013).

Son yillarda nanoteknoloji ve ileri malzeme sentez tekniklerindeki gelismeler,
mezogozenekli silika ve nano-boyutlu silika materyallerinin gelistirilmesine olanak saglamistir.
Bu yeni nesil silika destekleri, geleneksel materyallere kiyasla daha yiiksek spesifik ylizey alani,
diizenlenebilir gézenek ¢ap1 ve daha iyi enzim-tasiyici etkilesimleri sunmaktadir. Boylece
enzimlerin daha etkin sekilde immobilize edilmesi, yapisal stabilitelerinin artirilmasi ve
biyokatalitik siireglerde daha uzun siire aktif kalmalar1t miimkiin hale gelmektedir (Hartmann,

2005).
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b) Dogal Malzemeler

Yapay olmayan (dogal) malzemelerin en 6nemli avantajlari; dogada yaygin olarak
bulunmalar, diisiik maliyetle temin edilebilmeleri ve biyolojik sistemlerle uyumlu 6zellik
gostermeleridir. Karmasik sentez veya ileri diizey modifikasyon iglemlerine ihtiya¢ duymadan
kullanilabilmeleri, bu malzemeleri ekonomik ve pratik immobilizasyon platformlari haline
getirmektedir. Enzim immobilizasyonunda tasiyic1 materyal olarak tercih edilen dogal kaynakli
malzemeler arasinda Ozellikle kil mineralleri ve baz1 karbon temelli yapilar yer almaktadir.
Bentonit, halloysit, kaolinit, montmorillonit ve sepiyolit gibi kil mineralleri, sahip olduklari
genis yiizey alani, farkli gozenek yapilar1 ve yiiksek adsorpsiyon kapasiteleri sayesinde
enzimlerin yiizeye baglanmasi icin elverigli ortamlar olusturmaktadir. Ayrica bu minerallerin
yiizeylerinde bulunan hidroksil ve diger aktif fonksiyonel gruplar, enzim molekiilleriyle ¢esitli
etkilesimler kurarak immobilizasyon siirecinin etkinligini artirmaktadir (Guzik vd., 2014;

Mateo vd., 2007).
¢) Polimerler

Enzimlerin polimerik tasiyicilar iizerine immobilizasyonu, biyokataliz sistemlerinin
kararliligin1 artirmak ve enzimlerin tekrar kullanilabilirligini saglamak amaciyla uzun yillardir
gelistirilen &nemli bir biyoteknolojik yaklasimdir. Ozellikle 2000’li yillardan sonra
biyomalzeme bilimi ve polimer teknolojilerindeki gelismeler, enzimlerin dogal ve sentetik
polimer yiizeylere kontrollii olarak baglanmasina yonelik yeni stratejilerin ortaya ¢ikmasini
saglamistir. Biyopolimer temelli destek materyalleri arasinda aljinat, kitosan, seliiloz tiirevleri
ve agaroz gibi dogal kaynakli polimerler, biyouyumluluklari, diisiik toksisiteleri ve kolay
fonksiyonlandirilabilir yapilar1 nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir (Bezerra vd., 2015;
Zdarta vd., 2018).

Dogal kaynaklardan elde edilen biyopolimerler, canli sistemlerle uyumlu olmalar1 ve
biyolojik olarak parcalanabilir 6zellik gostermeleri nedeniyle 6zellikle biyomedikal, ¢evresel
ve gida teknolojileri gibi alanlarda avantaj saglamaktadir. Bu materyallerin yapisinda bulunan
hidroksil, amino, karboksil ve karbonil gibi fonksiyonel gruplar, enzim molekiilleri ile fiziksel
adsorpsiyon, iyonik etkilesim veya kovalent baglanma gibi farkli immobilizasyon
mekanizmalarinin gergeklesmesine olanak tanir. Bununla birlikte, biyopolimerlerin suya
duyarliligi, mekanik dayanimlarinin smirli olmasi ve baz1 cevresel kosullarda yapisal

kararsizlik gosterebilmesi, immobilizasyon sonrasinda enzim aktivitesinde azalmaya neden
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olabilecek onemli dezavantajlar arasinda yer almaktadir (Gongalves vd., 2015; Wahab vd.,

2020).

Biyopolimerlerin yani sira sentetik polimerler de enzim immobilizasyonunda 6nemli
tasiyict materyaller olarak kullanilmaktadir. Sentetik polimerler, farkli monomerlerin
polimerizasyon reaksiyonlar1 ile olusturulan ve fizikokimyasal 6zellikleri kontrollii bigimde
degistirilebilen makromolekiiler yapilardir. Monomer tipi, zincir uzunlugu, ¢capraz baglanma
derecesi ve yiizey kimyasi gibi parametrelerin ayarlanabilmesi sayesinde bu polimerler;
gozeneklilik, mekanik dayaniklilik, hidrofiliklik ve kimyasal stabilite acisindan belirli enzim

uygulamalarina uygun hale getirilebilir (Rodriguez-Abetxuko vd., 2020).

Sentetik polimerlerin ylizeylerinde bulunan epoksi, amino, karboksil, hidroksil ve
aldehit gibi fonksiyonel gruplar, enzimlerin tasiyici yiizeye baglanmasini kolaylagtirarak
immobilizasyon verimliligini artirmaktadir. Ayrica bu fonksiyonel yapilarin tiirii ve yogunlugu,
enzim ile destek materyali arasindaki etkilesimin karakterini belirleyerek enzimin
konformasyonel stabilitesi ve katalitik performansi iizerinde etkili olmaktadir (Rodriguez-
Abetxuko vd., 2020; Wahab vd., 2020). Ozellikle modifiye edilebilir sentetik polimerler, farkli
pH, sicaklik ve ¢oziicli kosullarinda enzimlerin aktivitesini koruyabilen dayanikli biyokatalitik

sistemlerin gelistirilmesine katki saglamaktadir.

Bununla birlikte hem dogal hem de sentetik polimer esasli immobilizasyon
sistemlerinde uygun tasiyici se¢imi; enzimin molekiiler yapisi, kullanim amaci ve reaksiyon
kosullar1 dikkate alinarak yapilmalidir. Giiniimiizde polimer destekli enzim immobilizasyon
caligmalari, daha yiiksek aktivite, uzun siireli kullanim ve endiistriyel 6l¢ekte uygulanabilirlik
saglayan yeni nesil biyokatalizorlerin gelistirilmesine yonelik olarak devam etmektedir (Wong

vd., 2020; Rodriguez-Abetxuko vd., 2020).
d) Nanomalzemeler

Metal nanomalzemeler, yaklasik 1-100 nm boyut aralifinda bulunan ve bu Olcekte
metalik ozelliklerini koruyan malzemeler olarak tanimlanmaktadir. Nanoskobik boyutlari
nedeniyle, bu malzemeler hem kuantum etkileri hem de yiiksek yiizey/hacim oranindan
kaynaklanan kendilerine 06zgii fiziksel ve kimyasal Ozellikler sergilemektedir. Metal
nanopartikiillerin optik davranislari; par¢acik boyutu, morfolojisi ve kimyasal bilesimine bagl
olarak degisiklik gostermektedir. Ozellikle bu nanopartikiiller, belirli dalga boylarinda 1s181n

giiclii bir sekilde sogurulmasina ve sagilmasina neden olan Yiizey Plazmon Rezonansi (YPR)
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ozelligi gostermektedir (Jain vd., 2007; Huang vd., 2015). Bunun yani sira, altin
nanopartikiillerinin optik &zellikleri boyutlarma gére farklilk gostermektedir. Ornegin,
yaklasik 20 nm ¢apindaki altin nanopartikiilleri kirmizimsi bir renk sergilerken, yaklasik 100
nm boyutundaki altin nanopartikiilleri mavi renkte gozlemlenmektedir (Njoki vd., 2007).
Ayrica metal nanomalzemeler, ayni kiitledeki makroskobik metal malzemelere kiyasla ¢ok daha
yiiksek Ozgiil ylizey alanina sahiptir. Bu yliksek yiizey alani, daha fazla aktif bolgenin
olusmasini saglayarak nanopartikiillerin katalitik performansini artirmakta ve adsorpsiyon

kapasitelerinin yiikselmesine katkida bulunmaktadir (Huang vd., 2015).

Karbon bazli nanomalzemeler, basta karbon nanotiipler ve grafen olmak iizere
nanometre Ol¢eginde yapilandirilmis karbon esasli malzemeleri kapsamaktadir. Karbon
nanotiipler, tek duvarli ve ¢ok duvarli olmak iizere iki temel gruba ayrilmaktadir. Bu
nanoyapilar yaygin olarak ark desarj, lazer ablasyonu ve kimyasal buhar biriktirme
yontemleriyle sentezlenmektedir. Bununla birlikte, tiretim siirecinde amorf karbon ve metal
katalizor kalintilar1 gibi istenmeyen safsizliklar olusabilmektedir (Dresselhaus vd., 2001;

Monthioux ve Kuznetsov, 2006).

Sentez sonrasinda elde edilen karbon nanotiiplerin saflagtirilmasi ve yiizey 6zelliklerinin
iyilestirilmesi amaciyla ¢ogunlukla nitrik asit, siilfiirik asit veya bu asitlerin karisimlariyla
oksidasyon islemi uygulanmaktadir. Bu islem, safsizliklarin uzaklastirilmasinin yani sira
nanotiip ylizeyine karboksil (-COOH) ve hidroksil (-OH) gibi oksijen iceren fonksiyonel
gruplarin baglanmasini saglamaktadir. Boylece nanotiiplerin hidrofobik karakteri azalmakta,
kiimelenme egilimi diismekte ve sulu ortamlardaki dispersiyon ile ¢oziinirlik o6zellikleri

belirgin sekilde iyilesmektedir (Tasis vd., 2006; Hirsch, 2002).

Karbon nanotiipler; yiiksek mekanik dayanim, iistiin elastikiyet, kimyasal kararllik,
genis yiizey alani, yiiksek elektriksel iletkenlik ve biyouyumluluk gibi 6zellikleri sayesinde ilag
tagima sistemleri, biyosensorler ve doku miihendisligi uygulamalarinda en yaygin kullanilan
nanotagsiyici platformlardan biri olarak degerlendirilmektedir (Bianco vd., 2005; Kostarelos vd.,

2009).

Grafen ise sp? hibritlesmis karbon atomlarinin iki boyutlu altigen 6rgii yapisinda
dizilmesiyle olusan tek atom kalinliginda bir nanomalzemedir. Olaganiisti mekanik
mukavemeti, yliksek elektrik ve 1s1 iletkenligi, genis 6zgiil yiizey alani ve optik 6zellikleri
nedeniyle gilinlimiizde en dikkat g¢ekici karbon nanomalzemeleri arasinda yer almaktadir

(Novoselov vd., 2004; Geim ve Novoselov, 2007). Bu {stiin fizikokimyasal ozellikleri
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sayesinde grafen tabanli yiizeylerde enzim immobilizasyonu gergeklestirilebilmekte; boylece
enzimlerin stabilitesi ve katalitik aktiviteleri artirilarak biyosensor teknolojileri, biyokataliz ve
cesitli biyomedikal uygulamalarda 6nemli avantajlar saglanmaktadir (Pumera, 2011; Zhang vd.,

2010).
e) Seramik Malzemeler

Seramik esasli nanomalzemeler, yiiksek sicaklikta gergeklestirilen sinterleme islemleri
sonucunda elde edilen inorganik ve metal igermeyen malzemeler olup listiin mekanik ve
kimyasal 6zellikleriyle dikkat ¢ekmektedir. Bu malzemeler, yiiksek sicaklik ve basinca karsi
gosterdikleri dayanikliligin yani sira asidik, bazik ve organik ¢oziicii iceren ortamlarda da
yapisal kararlhiliklarin1  koruyabilmektedir. Bu o6zellikleri sayesinde 6zellikle enzim
immobilizasyonunda destek materyali olarak tercih edilmekte ve biyokatalitik sistemlerin
stabilitesini, yeniden kullanilabilirligini ve operasyonel performansini artirmaktadir (T.sriwong

ve Matsuda, 2022; Zdarta vd., 2021).

Enzim immobilizasyonunda kullanilan seramik tasiyicilar arasinda aliimina (Al2O3),
zitkonya (Zr0), titanya (TiO), silika (Si0O2), demir oksit ve kalsiyum fosfat gibi malzemeler
one ¢ikmaktadir. Bu seramik nanomalzemeler, yliksek yiizey alanlari, kimyasal inertlikleri ve
fonksiyonellestirilebilir yilizey yapilar1 sayesinde biyomolekiillerin etkin bir sekilde
baglanmasina olanak saglayarak biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalarda genis kullanim

alan1 bulmaktadir (Zhao vd., 2022).
f) Manyetik Nanopartikiiller

Neel'in 19501 yillarda yaptig1 ¢alismayla MNP manyetik davraniglarimi gosterdigi
calismanin ardindan, o6zellikle 20. yilizyilin baglarindan itibaren manyetoaktif nanoyapilar
arastirma ve teknoloji i¢in temel malzemeler haline gelmesinin temelini olusturmustur (Martins

vd., 2021).

Nanopartikiillerin boyutlar1 10 ila 100 nm arasinda degiskenlik gdsteren koloidal
parcaciklardir. Nano yapili malzemeler, biliyiik yiizey/hacim oranina sahip olup parcacik boyutu
daha kiiciik parcaciklarin, daha biiylik spesifik yilizey alanmma sahip olmasindan Otiiri
yiizeylerinde daha fazla enzimin immobilizasyonunu gerceklestirerek substrat ve iirliniin
diflizyonu i¢in daha az kisitlama olusturur. (Al-Dhrub vd., 2017). Bu 6zelliklerinden otiirii
partikiillerin birim kiitlesi basina daha fazla enzim yiiklenmesi yapilabilir sonucuna

varilmaktadir (Husain vd., 2011). Ayrica, nano yapili malzemeler enzime ¢ok noktali baglanma
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bolgeleri de sunmaktadir. Bdylece proteinin ¢oziilmesini azaltarak immobilize enzimin
kararliliginin ¢6ziiniir formuna gore artmasina olanak saglarlar (Jia vd., 2003). Boylelikle aktif
bolgelere sahip biyokatalizdrlerin yiiksek oranda yiliklenmesi saglanir ve difiizyonla enzimlerin
kinetiginin sinirlandirmalar1 ortadan kalkar (Sahoo vd., 2012). Nano malzemeler bu ve bu gibi
ozellikleriyle enzim immobilizasyonunda uygun tastyict materyal olarak tercih edilmektedir

(Yoon vd., 2000).

Demir oksit (Fe3O4) nanopartikiiller (MNP), yiiksek spesifik yiizey alanlar1 ve yliksek
kimyasal ve termal stabiliteleri nedeniyle, farkli fonksiyonel gruplarin yardimiyla yiizeylerinin
kimyasal modifikasyonuna olanak saglamaktadirlar (Yadav vd., 2012). MNP'lerin
silanizasyonu, diisiik sitotoksisite, asidik kosullar altinda stabilite, redoks reaksiyonlarina kars1
tatmin edici yanit ve inertlik gibi 6zellikleri nedeniyle MNP'lerin yiizeyine, fonksiyonel gruplar
eklemek i¢in en yaygin kullanilan teknik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bununla beraber, yiizey
modifikasyonu i¢in pahali ekipmanlara ihtiya¢ duyulmadan sulu veya organik ortamda orta
sicakliklarda basit bir sekilde gerceklestirilebilmektedir. Bu 6zelligiyle i¢ manyetik ¢ekirdegi
korumak i¢in ideal bir yontem oldugu belirlenmistir (Xu vd., 2014). MNP’lerde daha ytiksek
performansa ulagsmak i¢in, materyallerin yiizeylerinde amin, hidroksil, karboksil ve epoksi gibi
bazi reaktif fonksiyonel gruplar sentezlenmistir (Jing vd., 2015). Bunlar, kolinesterazlardaki
proteinin farkli niikleofilik gruplariyla, ornegin amino, hidroksi veya tiyol gruplariyla

reaksiyona girerek son derece giiclii baglar olusturabilir (Mendes vd., 2013; Tural vd., 2014).

MNP’lerin ylizey 6zellikleri, kullanilan kaplama materyalinin tiiriine ve bu materyalin
manyetik ¢ekirdek ile olusturdugu baglanma mekanizmasina bagli olarak degismektedir. Yiizey
modifikasyonu; biyouyumluluk, kolloidal kararlilik, hedefe yonlendirme kapasitesi ve
manyetik davranmig gibi Ozellikleri dogrudan etkileyerek biyomedikal uygulamalardaki
performansin artirilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica, dis manyetik alan altinda
MNP'lerin hareketi; manyetik kuvvet, hidrodinamik siiriiklenme (Stokes siirliklenmesi) ve
Brownian difiizyonunun birlikte etkisiyle belirlenmekte olup, bu etkilesimler partikiillerin
hedef bolgeye tasinmasinda ve ayirma veriminde kritik 6neme sahiptir (Pankhurst vd., 2013;

Laurent vd., 2014).

Yiiksek 6zgiil ylizey alanina sahip olmalari, diisiik kiitle transfer direnci saglamalari ve
reaksiyon ortamindan kolaylikla ayrilabilmeleri nedeniyle MNP’ler, o6zellikle enzim
immobilizasyonu uygulamalarinda yaygin olarak tercih edilmektedir. Bu 6zellikler sayesinde,

klasik immobilizasyon desteklerine kiyasla daha yiiksek katalitik etkinlik, yeniden
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kullanilabilirlik ve operasyonel kararlilik sunmaktadir (Bilal vd., 2019; Sheldon ve Brady,
2018). Bunun yaninda, partikiil yiizeyinde gergeklesen kiitle transferi, heterojen katalitik
reaksiyonlarin verimini ve diisliik derisimli c¢ozeltilerden hedef molekiillerin adsorpsiyon
etkinligini belirleyen temel parametrelerden biri olarak degerlendirilmektedir (Zhang vd.,

2020).
2.2. Kolinesterazlar

Kolinesterazlar, sinir sisteminde kolinerjik iletimin diizenlenmesinde gorev alan ve
AChE’nin hidrolizini katalizleyen 6nemli enzimlerdir. Bu enzim grubu temel olarak AChE ve
BChE olmak {izere iki ana formdan olugsmaktadir. AChE, sinaptik aralikta asetilkolini hizla
hidroliz ederek sinir impulsunun sonlanmasini saglarken, BChE ise periferik dokular ve
plazmada yer alarak norotransmitter metabolizmast ve cesitli fizyolojik siire¢lerde rol
oynamaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, kolinesterazlarin yalnizca ndérotransmisyonun
diizenlenmesinde degil; hiicre proliferasyonu, apoptoz, inflamasyon, lipid metabolizmas1 ve
norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde de onemli islevlere sahip oldugunu ortaya
koymustur (Smyrska-Wieleba ve Mroczek, 2023; Gok vd., 2024). Kolinesterazlar iizerine ilk
kapsamli calismalar 20. ylizyilin ortalarinda gerceklestirilmis olup, Ozellikle Alzheimer
hastaliginin kolinerjik hipotezinin gelistirilmesiyle bu enzimler terapotik agidan biiyiik 6nem
kazanmistir. Giiniimiizde kolinesteraz inhibitorleri, Alzheimer hastalifinin semptomatik
tedavisinde en yaygin kullanilan ila¢ gruplari arasinda yer almakta ve yeni inhibitdrlerin
gelistirilmesine  yonelik aragtirmalar hizla devam etmektedir (Yildirnrm ve Ulusoy
Giizeldemirci, 2023; Martins vd., 2023). Ayrica dogal kaynaklardan elde edilen kolinesteraz
inhibitorleri, yiiksek secicilikleri ve diisiik yan etki potansiyelleri nedeniyle farmasotik
arastirmalarda O6nemli bir c¢alisma alam1 olusturmakta; bu nedenle kolinesterazlar
norodejeneratif hastaliklarin tanisi, tedavisi ve ilag gelistirme calismalarinda stratejik biyolojik

hedefler olarak kabul edilmektedir (Smyrska-Wieleba ve Mroczek, 2023; Murray vd., 2024).

Bunun yaninda organofosfat ve karbamat grubu pestisitler, AChE ve BChE enzimlerini
inhibe ederek sinir iletimini bozmakta ve bu 0Ozellikleri sayesinde kolinesterazlar pestisit
kalintilarinin belirlenmesinde en yaygin kullanilan biyolojik tanima elemanlar1 arasinda yer
almaktadir. Kolinesteraz temelli biyosensorler; yiiksek secicilik, hizli analiz siiresi, diisiik
maliyet ve yerinde (on-site) 6l¢iim yapilabilmesi gibi avantajlar sayesinde tarimsal {iriinlerde,
su kaynaklarinda ve cevresel oOrneklerde pestisit kalintilariin giivenilir sekilde tespit

edilmesine olanak saglamaktadir. Bu teknolojiler, pestisitlerin hasat Oncesi ve sonrasi
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izlenmesini kolaylastirarak gida giivenliginin artirilmasina, ¢evresel kirliligin kontrol altina
alinmasina ve siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinin  gelistirilmesine 6nemli katkilar
sunmaktadir (Li vd., 2024; Ivanov vd., 2024). Bununla birlikte, pestisitlere uzun siireli veya
yiiksek diizeyde maruziyetin yalnizca akut kolinesteraz inhibisyonuna neden olmadigi, ayni
zamanda oksidatif stres, néroenflamasyon, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve protein
agregasyonu gibi mekanizmalar yoluyla norodejeneratif siirecleri tetikleyebildigi
bildirilmektedir. Ozellikle epidemiyolojik calismalar, kronik pestisit maruziyetinin Parkinson
hastalig1 ile anlaml diizeyde iligkili oldugunu, ayrica Alzheimer hastaliginin gelisiminde de
cevresel bir risk faktorii olarak degerlendirildigini gostermektedir. Bu nedenle kolinesteraz
temelli pestisit tayin yontemleri yalnizca tarimsal kalite kontrolii agisindan degil, ayn1 zamanda
cevresel maruziyetin izlenmesi ve norodejeneratif hastaliklarin dnlenmesine yonelik halk

saglig1 stratejilerinin gelistirilmesi agisindan da biiyiik 6nem tagimaktadir (Silva vd., 2025; Li

vd., 2024).
2.2.1. Asetilkolinesteraz

AChE; EC 3.1.1.7, kolinerjik sinir sisteminde sinaptik iletimin sonlandirilmasindan
sorumlu olan ve serin hidrolaz sinifinda yer alan enzimlerden biridir. Temel biyolojik gorevi,
sinaptik aralikta salinan ndrotransmitter asetilkolini ¢ok kisa bir siire i¢erisinde hidroliz ederek
kolin ve asetata doniistiirmek, bdylece sinir impulsunun kontrollii sekilde sonlanmasini
saglamaktir. Merkezi ve periferik sinir sistemi basta olmak iizere néromiiskiiler kavsaklarda,
eritrosit membranlarinda ve ¢esitli sinaptik yapilarda yiiksek miktarda bulunan AChE’nin, sinir
sisteminin normal fizyolojik isleyisi i¢in vazgecilmez bir biyokatalizor olarak kabul

edilmektedir (Smyrska-Wieleba ve Mroczek, 2023; Taylor ve Radic, 2021).

AChE’nin katalitik aktivitesi, klasik serin hidrolazlarda oldugu gibi Ser203-His447-
Glu334 amino asitlerinden olusan katalitik {icli (catalytic triad) tarafindan
gerceklestirilmektedir. Reaksiyon mekanizmasi iki temel basamaktan olusmaktadir. Ilk
asamada asetilkolin molekiilii aktif merkeze difiize olarak anyonik baglanma bdlgesindeki
aromatik amino asitlerle elektrostatik ve n-katyon etkilesimleri sayesinde stabilize edilir. Daha
sonra histidin kalintis1 serin hidroksil grubunun niikleofilik 6zelligini artirir ve aktive edilen
serin, asetilkolinin karbonil karbonuna niikleofilik saldir1 gergeklestirerek tetrahedral ara
rliniin olugmasia neden olur. Bu ara {rlinlin parcalanmasi sonucunda kolin molekiilii
ortamdan ayrilirken enzim gegici olarak asetillenmis (asil-enzim kompleksi) hale gelir. Ikinci

asamada ise aktif merkeze giren bir su molekiilii histidin tarafindan aktive edilerek asetillenmis
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serin kalintisina saldirir ve olusan ikinci tetrahedral ara {iriinlin parcalanmasiyla asetat serbest
birakilir. Béylece enzim baslangigtaki aktif konformasyonuna geri donerek yeni bir katalitik
dongiiye hazir hale gelir. Bu mekanizma sayesinde AChE saniyede yaklagik 10-10° asetilkolin
molekiiliinii hidroliz edebilen, dogada bilinen en yiiksek katalitik verime sahip enzimlerden biri

olarak kabul edilmektedir (Dvir ve Silman., 2020; Luque ve Mufioz-Torrero., 2024).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, AChE’nin yalnizca nérotransmitter metabolizmasinda
gorev almadigini; hiicre adezyonu, embriyonik gelisim, noronal farklilasma, inflamasyonun
diizenlenmesi ve amiloid plak olusumu gibi kolinerjik olmayan biyolojik siire¢lerde de aktif rol
oynadigim1 gostermektedir. Ozellikle Alzheimer hastaliginda hem asetilkolin diizeylerinin
azalmas1 hem de enzimin periferal anyonik bolgesinin B-amiloid agregasyonunu hizlandirmasi
nedeniyle AChE, ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde en 6nemli molekiiler hedeflerden biri
olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle donepezil, rivastigmin ve galantamin gibi klinikte
kullanilan ilaglarin yani sira dogal bilesikler, nanomalzemeler ve hibrit inhibitorler iizerine
yogun arastirmalar yiriitilmektedir. Ayrica organofosfat pestisitlerin segici bicimde AChE’yi
inhibe etmesi, enzimin biyosensor teknolojilerinde biyotanima elemani olarak kullanilmasini
miimkiin kilmis; gida giivenligi, ¢cevresel analiz ve tarimsal pestisit kalintilarinin hizli tayininde

yaygin sekilde degerlendirilmesine olanak saglamistir (Ivanov vd., 2024; Li vd., 2024).
2.2.2. Biitirilkolinesteraz

BChE; EC 3.1.1.8, kolinesteraz enzim ailesinin bir iiyesi olan ve ester baglarinin
hidrolizinden sorumlu bir serin hidrolazdir. Insan organizmasinda temel olarak karacigerde
sentezlenerek kana salgilanan BChE; plazma, karacier, beyin ve ¢esitli dokularda
bulunmaktadir. AChE ile ayni enzim ailesinde yer almasina ragmen BChE, daha genis bir
substrat 6zgiilliigline sahiptir ve fizyolojik rolii yalnizca nérotransmitter par¢alanmasi ile sinirh
degildir. Enzim, 6zellikle dis kaynakli ester yapili toksik bilesiklerin uzaklastirilmasinda ve bazi

ilaclarin metabolizmasinda 6nemli gorevler listlenmektedir (Lockridge., 2015).

BChE’nin temel biyokimyasal gorevi ester yapisindaki bilesiklerin su kullanilarak
hidroliz edilmesidir. Enzimatik reaksiyon sirasinda substrat aktif bolgeye baglanir ve serin
amino asidinin niikleofilik saldiris1 sonucu gegici bir asil-enzim kompleksi meydana gelir. Daha
sonra su molekiiliiniin katilimiyla bu ara iirlin parcalanir ve enzim yeniden aktif hale doner

(Nicolet vd., 2003).
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BChE’nin kullanim alanlar1 giinlimiizde yalnizca klasik enzim biyokimyasi ile sinirh
degildir. Organofosfat yapili pestisitler ve sinir ajanlar1 gibi toksik bilesiklerin etkilerinin
arastirtlmasinda BChE o6nemli bir biyolojik hedef olarak degerlendirilmektedir. Plazmada
bulunan BChE, bu tiir bilesikleri baglayarak merkezi sinir sistemindeki AChE’nin korunmasina
yardimci olabilen dogal bir “biyolojik temizleyici” olarak gorev yapabilir. Bunun yaninda
rekombinant BChE varyantlarinin gelistirilmesi, toksik maddelerin uzaklastirilmas1 ve bazi
bagimlilik tedavilerinde kullanilabilecek biyoteknolojik yaklasimlar arasinda yer almaktadir

(Masson vd., 2009).

Son yillarda yapilan calismalar, BChE biyolojik fonksiyonlarinin yalnizca kolin
esterlerinin hidrolizi ile sinirli olmadigini, ayn1 zamanda hastalik biyobelirteci, terap6tik hedef
ve biyoteknolojik ara¢ olarak degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir. Ozellikle
norodejeneratif hastaliklar kapsaminda BChE aktivitesindeki degisimler arastirilmis ve enzimin
Alzheimer hastaliginin ilerleyen evrelerinde asetilkolin metabolizmasinda daha belirgin rol
oynayabilecegi gosterilmistir. Bu dogrultuda, se¢ici BChE inhibitorlerinin gelistirilmesi ve
ACHhE ile birlikte her iki enzimi hedefleyen ¢ok fonksiyonlu molekiillerin tasarlanmasi giincel
arastirma konular1 arasinda yer almaktadir. Bunun yaninda rekombinant insan BChE {iretimi,
organofosfat zehirlenmelerine kars1 koruyucu biyolojik ajan gelistirme ¢alismalar1 ve enzimin
katalitik 6zelliklerinin iyilestirilmesine yonelik protein miithendisligi yaklagimlart son yillarda
onem kazanmistir. Yapisal biyoloji ve bilgisayar destekli ilag tasarimi yontemlerindeki
gelismeler sayesinde BChE nin aktif bolgesi ile etkilesime giren yeni inhibitdr ve aktivator
molekiillerin belirlenmesi miimkiin hale gelmistir. Giincel arastirmalar, BChE’nin yalnizca
klasik bir hidrolitik enzim olarak degil; ndrolojik hastaliklar, toksikoloji, metabolik bozukluklar
ve yeni nesil biyofarmasdtik uygulamalar agisindan 6nemli bir molekiiler hedef oldugunu

gostermektedir (Greg vd.,2005; Salvatore., 2026; Karlsson., 2013).
2.2.3. AChE ve BChE’nin pestisit tayininde kullanimi

Tarimda pestisit kullannminin artmasi, gida iriinleri ve g¢evresel 6rneklerde pestisit
kalintilarinin hassas ve hizli sekilde belirlenmesini 6nemli bir arastirma konusu haline
getirmistir. Geleneksel kromatografik analiz yontemleri yiiksek dogruluk ve secicilik
saglamasina ragmen, karmagik 6rnek hazirlama asamalari, yliksek maliyetli cihaz gereksinimi
ve uzman personel ihtiyacit gibi sinirlamalara sahiptir. Bu nedenle biyosensor teknolojileri,
diisiik maliyetli, hizli ve tasiabilir analiz sistemleri gelistirilmesi agisindan 6nemli bir alternatif

olarak degerlendirilmektedir. Ozellikle AChE ve BChE enzimlerinin pestisitlerin biyolojik
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etkilerini belirlemede kullanilmasi, kolinesteraz inhibitorii 6zellik gosteren bilesiklerin
tespitinde etkili bir yaklasim sunmaktadir. Bu sistemlerde pestisit molekiillerinin enzim
aktivitesini baskilamasi temel alinarak analitik sinyal olusturulmaktadir (Verma ve Bhardwaj,

2015; Chauhan vd., 2021).

AChE ve BChE tabanli biyosensorlerin ¢alisma prensibi, inhibitér 6zellik gosteren
pestisitlerin enzimlerin katalitik bdlgeleriyle etkilesime girerek substrat dontisiimiini
azaltmasina dayanmaktadir. AChE enzimi asetilkolinin hidrolizinde gorev alirken, inhibitor bir
bilesigin varliginda olusan kolin tiirevlerinin miktarinda azalma meydana gelmektedir. Benzer
sekilde BChE enzimi de ¢esitli toksik bilesiklere kars1 duyarlilik gostermekte ve pestisitlerin
toplam inhibitor etkisinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Son yillarda elektrokimyasal
sensoOr platformlari, nanomalzeme destekli elektrot tasarimlari ve gelismis immobilizasyon
teknikleri sayesinde kolinesteraz temelli analizlerin hassasiyeti artirilmistir. Bu gelismeler,
AChE/BChE sistemlerinin ¢evresel ve gida 6rneklerinde hizli pestisit taramasi i¢in kullanim

potansiyelini yiikseltmistir (Ding vd., 2022; Zhang vd., 2025).

Son yillarda kolinesteraz temelli biyosensorlerin gelistirilmesinde yapay enzimler, ileri
nanomalzemeler ve ¢oklu sinyal algilama sistemleri {izerine yogunlasilmistir. Bu ¢aligmalar,
mevcut biyosensorlerin tekrar kullanilabilirlik gibi sinirlamalarini azaltmay1 amaclamaktadir.
AChE ve BChE tabanli sistemlerin hizli analiz kapasitesi, diisiik 6rnek hacmi gereksinimi ve
tagmabilir cihazlarla uyumlu olmasi; pestisit kalintilarinin saha kosullarinda izlenmesi
acisindan 6nemli avantajlar saglamaktadir. Gelecekte bu sistemlerin klasik kromatografik
yontemlerle birlikte kullanilmasi, hizli tarama ve kesin dogrulama asamalarini birlestiren daha
etkili pestisit analiz stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayacaktir (Wang vd., 2018; Zhang
vd., 2025).

2.3. Nicosiilfuron

Nicostilfuron, siilfoniliire grubu igerisinde yer alan secici sistemik bir herbisittir. Etki
mekanizmasi, bitkilerde dallanmis zincirli amino asitlerin (valin, 16sin ve izoldsin)
biyosentezinde gérev yapan asetolaktat sentaz veya asetohidroksi asit sentaz enzimini inhibe
etmeye dayanir. Bu enzimin baskilanmasi sonucunda hiicre boliinmesi durur, yabanci otlarin
biliyiimesi kisa siirede yavaslar ve bitkiler birka¢ hafta igerisinde tamamen 6liir. Nicostilfuron
ozellikle dar yaprakli yabanci otlarin miicadelesinde yiiksek etkinlik gostermektedir (Brankov

vd., 2024).
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Kimyasal olarak nicostilfuron, siilfoniliire herbisitleri grubunda yer almakta olup diistik
uygulama dozlarinda dahi ytiksek biyolojik aktivite gdstermektedir. Bitki tarafindan yaprak ve
koklerden almarak ksilem ve floem araciligiyla biiyiime noktalarina tasinir. Topraktaki
parcalanma hizi; pH, organik madde miktari, sicaklik ve mikrobiyal aktivite gibi ¢evresel
faktorlere bagl olarak degismektedir. Alkali karakterli topraklarda kaliciliginin arttigi, asidik
topraklarda ise daha hizli par¢alandig bildirilmektedir (Mitri¢ vd., 2024).

Tirkiye'de nicosiilfuron etken maddesi, Tarim ve Orman Bakanligir Bitki Koruma
Uriinleri Veri Tabaninda ruhsatli aktif maddeler arasinda yer almaktadir. Bakanlik kayitlarinda
nicosiilfuron igeren farkli ticari preparatlar bulunmakta olup bu preparatlar esas olarak misir
yetistiriciliginde yabanci ot miicadelesi amaciyla ruhsatlandirilmistir. Etken madde genellikle
40 g/L OD (Oil Dispersion) formiilasyonunda kayithidir. Tiirkiye'de kullanim, Bitki Koruma
Uriinlerinin Ruhsatlandiriimast  ve Kullammi  hakkindaki ilgili mevzuat kapsaminda
gerceklestirilmekte olup oOnerilen dozlarin ve uygulama zamaninin disina ¢ikilmamasi
gerekmektedir. Ozellikle ardisik ekilecek hassas bitkiler agisindan toprakta kalint1 olusturma

potansiyeli dikkate alimmalidir (TOB BKU, 2025).

Nicosiilfuron en yaygin olarak dane ve silajlik misir iiretim alanlarinda kullanilmaktadir.

Ozellikle;

. Echinochloa crus-galli (Darican)
. Sorghum halepense (Kanyas)
. Setaria tiirleri

Digitaria sanguinalis baz1 genis yaprakli yabanci otlara kars1 ytliksek etkilidir.

Herbisit, misir bitkisinin se¢iciligi sayesinde kiiltiir bitkisine zarar vermeden yabanci
otlarin gelisimini baskilar. Bununla birlikte seker pancari, dar1 ve bazi sebze tiirleri gibi hassas
bitkilerde toprak kalintilar1 fitotoksisite olusturabilmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar,
ozellikle seker pancarinda ¢ok diisiik diizeylerdeki nicosiilfuron kalintilarinin dahi ¢ikis orani
ve fotosentetik aktivite tizerinde olumsuz etkilere neden olabilecegini gostermektedir (Xiao vd.,

2024).

Nicosiilfuron kalintilarinin analizinde giiniimiizde en yaygin kullanilan yontem yiiksek
performansl sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS)'dir. Bu yontem yiiksek

duyarlilik ve secicilik saglamasi nedeniyle hem bitki hem de toprak Orneklerinde rutin
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analizlerde tercih edilmektedir. Analiz 6ncesinde 6rnek hazirlama asamasinda ¢ogunlukla
QuEChERS ekstraksiyon yontemi uygulanmaktadir. Bu yontem diisiik ¢oziicti tiikketimi, kisa
analiz siiresi ve yiiksek geri kazanim oranlar1 nedeniyle uluslararasi standart analiz

protokollerinde yaygin sekilde kullanilmaktadir (Xiao vd., 2025).

Son yillarda klasik kromatografik yontemlerin yaninda hiperspektral goriintiileme
(Hyperspectral Imaging, HSI) ve yapay zeka tabanli derin 6grenme modelleri gelistirilmistir.
Bu teknikler sayesinde laboratuvar analizine gerek kalmadan misir bitkisindeki nicostilfuron
kalintilarinin hizli ve yiiksek dogrulukla belirlenebildigi gosterilmistir. Gelistirilen modeller
%90"n lizerinde siniflandirma dogruluguna ulasmis olup hassas tarim uygulamalarinda 6nemli

bir potansiyel tagimaktadir (Zhao 2024).

Bunun yaninda yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC-UV), UHPLC-MS/MS
ve ¢evresel orneklerde kullanilan kati faz ekstraksiyonu (SPE) ile kombine edilen LC-MS/MS
yontemleri de nicosiilfuronun su, toprak ve bitki dokularindaki diisiikk konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu yontemler uluslararasi pestisit kalinti analiz

laboratuvarlarinda referans analiz teknikleri olarak kabul edilmektedir (Xiao 2025).

2.4. Literatiir ozeti

Enzim immobilizasyonu, enzimlerin uygun tasiyicit materyaller {izerine baglanarak
katalitik aktivitelerinin korunmasi, stabilitelerinin artirilmasi ve tekrar kullamilabilir hale
getirilmesi amaciyla kullanilan 6nemli biyoteknolojik yontemlerden biridir. Sheldon ve
arkadaglarinin yaptig1 calismalarda enzim immobilizasyonunun serbest enzimlere gére daha
yiksek operasyonel kararlilik sagladigi, enzimin cevresel kosullara karsi dayanikliligini
artirdigr ve endiistriyel uygulamalarda tekrar kullanim avantaji sundugu belirtilmistir.
Arasgtirmacilar, immobilizasyon yonteminin se¢iminin enzim aktivitesi, tasiyict materyalin

ozellikleri ve uygulama alanina bagl olarak degistigini gostermistir (Sheldon vd., 2007).

MNP’ler, oOzellikle manyetik (FesOs) esasli nanopartikiiller, son yillarda enzim
immobilizasyonunda yaygin olarak kullanilan tasiyici sistemler arasinda yer almaktadir.
Laurent ve arkadaslarinin gerceklestirdigi calismalarda FesOa nanopartikiillerinin yiiksek ylizey
alanma sahip olmasi, biyouyumlu yapis1 ve dis manyetik alan uygulanarak kolay sekilde
ayrilabilmesi nedeniyle biyomedikal ve biyoteknolojik uygulamalar agisindan Onemli
avantajlar sundugu bildirilmistir. Bununla birlikte aragtirmacilar, saf MNP’lerin yiizey

ozelliklerinin enzim immobilizasyonu icin yeterli olmadigim1 ve ylizey fonksiyonellestirme
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islemlerinin nanopartikiil stabilitesini ve enzim baglanma kapasitesini artirdigini belirtmistir

(Laurent vd., 2008).

Mateo ve arkadaglarinin yaptigir calismalarda enzimlerin tasiyici yiizeylere kovalent
olarak baglanmasinin, fiziksel adsorpsiyona kiyasla daha yiiksek stabilite sagladigi
gosterilmistir. Arastirmacilar, kovalent immobilizasyon yontemleriyle enzimin tagtyici
ylizeyden ayrilmasinin azaltildigini ve uzun siireli kullanim sirasinda aktivite kaybinin
siirlandirildigini bildirmistir. Ancak immobilizasyon sirasinda enzimin aktif bolgesinin zarar
gorebilecegi ve uygun baglama kosullarinin segilmesinin kritik oldugu ifade edilmistir (Mateo

vd., 2007).

MNP’lerin yilizey oOzelliklerinin gelistirilmesi amaciyla farkli fonksiyonellestirme
yontemleri uygulanmaktadir. Liang ve arkadaslarimin yaptigt c¢aligmalarda FesOs
nanopartikiillerinin silika kaplama, polimer modifikasyonu ve fonksiyonel gruplarla
zenginlestirme islemleri sonucunda enzim baglama kapasitesinin arttigi ve immobilize
enzimlerin daha yiiksek kararlilik gosterdigi bildirilmistir. Arastirmacilar, 6zellikle amino,
karboksil ve aldehit gruplari igeren yiizey modifikasyonlarinin enzim molekiilleriyle daha giiclii

etkilesim saglayarak biyosensor performansini gelistirdigini belirtmistir (Liang vd., 2021).

AChE, kolin esterlerinin hidrolizinden sorumlu olan ve O6zellikle organofosfat ile
karbamat grubu pestisitlerin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir enzimdir. Pohanka ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢aligmalarda AChE enziminin pestisit inhibitorlerine karsi ytiksek
duyarlilik gostermesi nedeniyle biyosensor uygulamalarinda 6nemli bir biyolojik tanima
elemani oldugu belirtilmistir. Arastirmacilar, immobilize AChE sistemlerinin serbest enzime
gore daha uzun kullanim omrii sagladigim1 ve g¢evresel toksinlerin hizli tespitinde etkili

oldugunu gostermistir (Pohanka et al., 2011).

AChE’nin MNP’ler {izerine immobilizasyonu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda,
nanomalzeme destekli enzim sistemlerinin enzimin stabilitesini artirdigi ve hassas
biyosensorlerin gelistirilmesine olanak sagladigi bildirilmistir. Periasamy ve arkadaslarinin
gerceklestirdigi ¢alismada, AChE enziminin farkli nanomalzemelerle olusturulan hibrit
matrisler iizerine immobilize edilmesinin, organofosforlu pestisitlerin elektrokimyasal olarak
belirlenmesinde 6nemli avantajlar sagladigi belirtilmistir. Arastirmacilar, nanomalzemelerin
yliksek ylizey alani, iyi elektron iletkenligi ve biyomolekiillerin immobilizasyonuna uygun
yapilar sayesinde AChE enziminin aktivitesinin korunmasina katki sagladigini ve sensorlerin

duyarlilik, secicilik ve kararlilik 6zelliklerini gelistirdigini bildirmistir. Ayrica, nanomalzeme
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tabanli AChE biyosensorlerinin diisiik pestisit konsantrasyonlarinin tespitinde etkili oldugu,
hizli cevap siiresi ve tekrar kullanilabilirlik 6zellikleri sayesinde geleneksel analiz yontemlerine

alternatif olusturabilecegi ifade edilmistir (Periasamy vd., 2009).

Tarim alaninda yapilan c¢alismalarda AChE immobilize edilmis MNP sistemlerinin
ozellikle organofosfat ve karbamat pestisitlerin belirlenmesinde kullanildig1 goriilmektedir.
Fukuto tarafindan yapilan caligmalarda organofosfat ve karbamat bilesiklerinin AChE
aktivitesini inhibe ederek sinir sistemi lizerinde toksik etkilere neden oldugu agiklanmistir. Bu
nedenle AChE aktivitesindeki degisimlerin pestisit varliginin belirlenmesinde 6nemli bir
gosterge oldugu belirtilmistir (Fukuto, 1990). Bu ¢alismalar dogrultusunda gelistirilen MNP
destekli AChE biyosensorleri, hizli analiz yapilabilmesi ve diisiik 6rnek miktarlariyla

caligsabilmesi nedeniyle geleneksel analiz yontemlerine alternatif olarak degerlendirilmistir.

BChE enzimi ise ozellikle saglik ve toksikoloji alanindaki uygulamalarda O6nem
tasimaktadir. Arduini ve arkadaslarinin yaptigi calismalarda BChE’nin cesitli inhibitor
maddelerin belirlenmesinde kullanilabilecek etkili bir biyolojik tanima elemani oldugu ve
immobilizasyon yOntemleriyle enzimin kullanim kararliliginin artirilabilecegi gosterilmistir.
Arasgtirmacilar, manyetik desteklerin BChE immobilizasyonunda enzimin kolay ayrilmasin

sagladigini ve tekrar kullanim kapasitesini artirdigini bildirmistir (Arduini vd., 2015).

BChE immobilizasyonuna yonelik calismalarda MNP sistemlerinin 6zellikle toksik
bilesiklerin ve farmasotik inhibitorlerin analizinde avantaj sagladigi belirtilmektedir. BChE
enziminin plazmada bulunan dogal bir enzim olmas1 nedeniyle, organofosfat maruziyetinin
degerlendirilmesi ve bazi klinik analizlerde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi ifade
edilmistir. Bununla birlikte arastirmacilar, immobilizasyon iglemleri sirasinda enzimin dogal
yapisinin korunmasinin ve uygun tasiyici materyalin se¢ilmesinin analiz dogrulugu a¢isindan

onemli oldugunu vurgulamistir (Arduini vd., 2015; Salvatore, 2026).

Literatiirde yapilan calismalar genel olarak degerlendirildiginde, fonksiyonellestirilmis
MNP’lerin AChE ve BChE immobilizasyonunda 6nemli avantajlar sagladigi goriilmektedir. Bu
sistemlerin yliksek ylizey alani, manyetik olarak kolay ayrilabilme o6zelligi, tekrar
kullanilabilirlik ve enzim stabilitesini artirma potansiyeli énemli {stiinliikleri arasinda yer
almaktadir. Sheldon ve arkadaslari immobilizasyonun temel amacinin enzimin aktivitesini
koruyarak kullanim siiresini artirmak oldugunu belirtirken, MNP tabanli sistemlerin bu hedefe

ulagsmada etkili tasiyici platformlar sundugu sonucuna ulasilmistir (Sheldon vd., 2007).
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Bununla birlikte yapilan ¢alismalarda bazi sinirlamalar da bildirilmistir. Laurent ve
arkadaslarit MNP’lerin oksidasyon egilimi ve biyolojik ortamlardaki davranislarinin kontrol
edilmesi gerektigini belirtmistir. Ayrica gergek cevresel ve biyolojik 6rneklerde bulunan diger
bilesenlerin enzim aktivitesini etkileyebilecegi, nanopartikiil iiretim maliyetlerinin ve biiytlik
Olcekli uygulamalardaki standardizasyon problemlerinin gelecekte ¢oziilmesi gereken konular

arasinda oldugu ifade edilmistir (Laurent vd., 2008).

Sonug olarak, islevsellestirilmis MNP ler {lizerine immobilize edilen AChE ve BChE
enzimleri, saglik ve tarim alanlarinda hassas, hizli ve yeniden kullanilabilir analiz
platformlarinin gelistirilmesine 6nemli katkilar saglamaktadir. Yapilan calismalar, 6zellikle
FesOs4 temelli fonksiyonellestirilmis nanopartikiillerin enzim stabilitesini artirdigini ve
biyosensor uygulamalarinda yiiksek performans saglayabildigini gostermektedir. Gelecekte
daha biyouyumlu yilizey modifikasyonlarinin gelistirilmesi ve taginabilir sensor teknolojileriyle

birlestirilmesiyle bu sistemlerin kullanim alanlarinin daha da genisleyecegi diistiniilmektedir.
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3. MATERYAL/METOT

3.1. Kimyasallar ve kullanilan cihazlar

Tablo 2.2. Kullanilan cihazlar ve kullanim amaglar

Kullanilan Cihazlar Marka Kullanim Amaci

Hassas terazi RADWA/AS 220 Kimyasal = maddelerin

agirliginin dlgiimi

Manyetik Karistirict Daihan Scientific/f MSH-20D  Cozeltilerin
hazirlanmast

pH Metre Hanna Instruments pH o6l¢timleri

Spektrofotometre Thermoscientific/Genesys150 Aktivite tayini

Vorteks Isolab Karigimlarin
homojenizasyonu

Hassas otomatik pipet Isolab Hassas miktarda sivi
Ol¢limii

EDX ozellikli taramali Zeiss / Supra 40 VP Morfolojik 6zelliklerin

elektron mikroskopu (SEM belirlenmesi

EDX)

Fourier dontistimli Perkin Elmer / Spectrum 100  Fonksiyonel gruplarin

kiz1l6tesi spektroskopisi belirlenmesi

Kimyasallar

Sigma—Aldrich'ten glutaraldehit (%25), APTES (3-aminopropiltrietoksisilan), tetra
ortosilikat (TEOS), elektrikli yilan baligindan elde edilen asetilkolinesteraz (AChE),
asetiltiyokolin 1yodat (ATCh), at serumundan elde edilen biitirilkolinesteraz (BChE),
biitiriltiyokolin iyodat (BTCh), etilendiamintetraasetikasit (EDTA), demir(II) klortir tetrahidrat
(%99,0), demir(IIl) kloriir heksahidrat (%99,0), monobazik sodyum fosfat, disodyum fosfat,
trizma hidrokloriir, sodyum sitrat, sodyum hidroksit, hidroklorik asit 5,5-ditiyo-bis(2-

nitrobenzoik asit ) (DTNB) ve tacrine alinarak kullanilmistir.
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3.1.2 Cozeltilerin hazirlanmasi

Tampon hazirlama
pH 4 Tamponun (1M) Hazirlanmasi

30.27g Tris ve 0.370g EDTA 200 ml saf suda ¢ozdiiriiliir. pH metre yardimi ile IN HCI
ile pH 4’e ayarlandiktan sonra 250 ml’ye tamamlandi. Ayni islemler pH 4’ten pH 10’a kadar

izlenerek tiim tampon ¢ozeltiler ayni sekilde hazirlandi.
Substratlarin Hazirlanmasi
DTNB (10mM) Hazirlama
0.01 g DTNB ve 0.5 g sodyum sitrat tartilarak 50 ml saf suda ¢ozdiirtiliir.
Asetiltiyokolin Iyodat (10mM) Hazirlanmasi
0.145 g asetiltiyokolin iyodat tartilarak 50 ml saf suda ¢ozdiirtiliir.
Biitiriltiyokolin Iyodat (0.5 mM) Hazirlanmasi
0.008 g biitiriltiyokolin iyodat tartilarak 50 ml saf suda ¢ozdiiriiliir.

3.2. Manyetik nanopartikiil sentezi ve karakterizasyonu

Manyetik Fe;Os4 nanopartikiilleri ortak ¢oktiirme yontemi kullanilarak, acik hava
ortaminda sentezlendi. Ortak ¢oktiirme i¢in kullanilan sistem 0-2000 rpm karistirma araliginda
calisan mekanik karistirici, cam karistirma ucu, 250 ml hacminde iki boyunlu balon ile balon
icin sabitleyici ayaklardan olusturuldu. Demir (II) kloriir tetrahidrat (%99,0) ve Demir (III)
kloriir heksahidrat (99,0%) ticari olarak satin alindi. Calismada, 7,5 g FeCl,.4H>O ve 10,1 g
FeCl3.6H>O 25 ml suda ¢6ziilerek ¢ift boyunlu balona alindi. Cozeltinin tizerinde 25 ml NH4OH
(%25) eklenerek mekanik karistiricida 700 rpm hizda 2 dakika karistirildi. Amonyum hidroksit
eklendiginde ¢dzeltinin renginin siyaha dondiigii gozlendi. Cozeltinin bir kismi karakterizasyon
icin, miknatis altinda ¢oktiiriiliip saf suyla dort kez yikanip ve 60°C’de kurutularak toz haline

getirildi (Karaagag, 2011; Ozel, 2015).

3.2.1. Manyetik nanopartikiiliin fonksiyonellesmesi:

Silisyum oksit kaplt MNP'lerin hazirlanmasi i¢in, bunlar 100 ml %20 v/v etanol ¢ozeltisi
icinde dagitilacaktir ve daha sonra 10 dakika sonikasyona tabi tutuldu. Ardindan %10 NH3 ilave
edildi. Hazirlanan ¢ozelti kuvvetlice karistirilarak 5 ml tetraetil ortasilikat (TEOS) (%99,0)

ilave edildi ve 40°C, 80 rpm'de 12 saat siireyle inkiibe edildi. Nihai iiriin santrifiijleme yoluyla

36



ayrilacak ve daha sonra metanol ile yikandi. Bundan sonra ekstra NH>, silisyum oksit tabakasi
parcaciklarinin iizerine kaplandi. Kisaca, elde edilen TEOS kapli MNP’ler etanol igerisinde
dagitildi ve bu ¢ozeltideki APTES'in (%99) nihai konsantrasyonu %20 w/v olarak ayarland.
Ardindan 10 dakika sonikasyona tabi tutuldu ve 60°C'de 12 saat boyunca geri akis altinda
karistirilarak inkiibe edildi. Pargaciklar santrifiijlenecek ve daha sonra metanol ile yikanacaktir.
Son olarak 50°C’de 18 saat kurutuldu (Al-Dhrub vd., 2017; Wang vd., 2011). Ticari olarak satin
alinan AChE ve BChE, MNP yiizeyine GA ¢apraz baglanma ajan1 kullanilarak kovalent olarak
immobilize edildi. Ilk olarak destek, GA (%25) ile optimum kosullarda aktive edildi, ardindan
aktiflestirilmis destek materyallerine AChE ve BChE immobilize edildi. Kisaca, 10 mg
sentezlenen destek materyali, damitilmis su igerisinde hazirlanan 1 ml GA ¢ozeltisi igerisinde
stispanse edildi ve ardindan 40°C'de karigtirilarak (130 rpm) inkiibe edildi. Daha sonra, GA ile
aktiflestirilmis destek materyali, harici bir manyetik alan kullanilarak ¢ozeltiden toplandi ve

fazla GA'y1 ¢ikarmak icin damitilmis su ile durulandi (Siebert vd., 2023).

3.3. Enzim immobilizasyonu, karakterizasyonu ve kinetik parametreler

Daha sonra aktiflestirilmis destek materyali, fosfat tamponu (50 mM, pH 7,6) icindeki
100 ul AChE ve BChE ¢ozeltisi i¢inde siispanse edildi ve bir siire hafif¢ce calkalanarak 25°C'de
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra immobilize edilmis AChE ve BChE manyetik ayristiricilar
tarafindan ayristirilacak ve baglanmamis AChE ve BChE’nin ¢ikarilmasi i¢in fosfat tamponu

(50 mM, pH 7,6) ile ii¢ kez yikand1 ve yikanan ¢6zelti toplandi (Rodrigues de Melo vd., 2017).

3.3.1. immobilize AChE ve BChE enzimlerinin karakterizasyonu

Elde edilen MNP destek materyalinin, immobilizasyon dncesi ve sonrasi, kaplanmis ve
kaplanmamis pargaciklarin manyetik 6zellikleri, bir VSM Oxford 3001 titresimli numune
manyetometresi ile incelendi. Malzemelerin manyetik alan duyarliligi, Ms histerezis dongiileri
gibi temel manyetik parametreleri, bu cihazlar ile tespit edilmektedir. Demir pargaciklarinin
kaplanmasindan 6nceki ve sonraki VSM verilerinin karsilastirilmasi, oda sicakliginda destekte
giiclii ferromanyetizmanin varligim1 gostermesi yoniinden kanit sunar (Hu vd., 2010). Destek
materyalinin yiizeyinde bulunan fonksiyonel gruplari belirlemek ve enzim immobilizasyon
asamalarinin basarisint dogrulamak i¢in, MNP, GA ile aktiflestirilmis MNP ve enzim
immobilize edildikten sonraki MNP, bir Nicolat-380 spektrometre kullanilarak fourier
doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) élgiimleriyle arastirildi. Iletim spektrumlar1 400
ila 4000 cm-1 arasinda elde edildi. MNP, fonksiyonellestirilmis MNP, GA ile aktiflestirilmis

MNP ve enzim immobilize edildikten sonraki destek materyalinin ayrintili ylizey morfolojileri,
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immobilizasyon Oncesi ve sonrasi, Zeiss Supra 40VP taramali elektron mikroskobu (SEM)

kullanilarak analiz edildi (Palanivelu ve Chidambaram 2019).

3.3.2. Aktivite tayini

AChE’nin substrati asetiltiyakolindir. Bu asamada sentezlenen MNP’1i AChE aktivitesi,
esteraz aktivite belirleme yontemi kullanilarak belirlendi. Bu yonteme gore, AChE enzimi
varliginda asetilkoliniyodat ile reaksiyonu 412 nm’de UV absorbansindaki degisime gore
belirlenmektedir. Bu reaksiyonu hidrolizinde gézlenen maksimum dalga boyu 412 nm’dir. Bu
nedenle, enzimatik reaksiyonun takibinde 412 nm’deki UV absorbsiyonu kullanildi. Enzimatik
reaksiyonlarda ayni kosullarda MNP’li AChE ve serbest AChE enzimleri kullanilarak enzim
aktiviteleri karsilagtirilmali olarak incelendi. Enzimatik reaksiyonlarda 0,1 ml 1 M Tris-HCI pH
8.0 tamponu, 0,5 ml asetiltiyokoliniyodat, 0,5 ml DTNB 0,1 ml AChE enzimi ve 0,8 ml su
olacak sekilde toplamda 2 ml’lik karisim hazirlandi ve enzim aktiviteleri UV spektrofotometre
cihazi kullanilarak belirlendi. Her bir enzimatik reaksiyonda kullanilan immobilize AChE ve
serbest AChE enzim derisimleri esit olacak sekilde ayarlandi. Enzim aktivitesini belirlemede
kullanilan toplam hacim her spektrofotometre kiiveti i¢cin 2000 pL olarak caligilacaktir

(Bartolini vd., 2004). BChE i¢in de ayn1 islemler uygulandi.

3.3.3. Kinetik parametrelerin belirlenmesi

Belirli bir enzim i¢in Km'nin hem immobilize hem de serbest durumlarda
degerlendirilmesi, enzim ve destegi arasindaki etkilesim hakkinda bilgi saglar. Bir enzim
immobilize edildikten sonra Km'deki bir artis, immobilize edilmis enzimin substrati igin serbest
enzime gore belirgin sekilde daha diislik bir afiniteye sahip oldugunu gosterir. Bu, aktif
bolgedeki destegin sterik engelinden veya enzimin substrat baglanmasi i¢in gerekli esneklik
kaybindan kaynaklanabilir. Ayrica enzimin katalizor olarak etkinligi, substrata ne kadar siki
baglandigina ve substrat1 ne kadar hizli iirline doniistiirdiigline baglidir. Bu parametre Kcat/Km
ile 6l¢iiliir ve bu, bir enzimin toplam verimliliginin daha iyi bir gostergesidir. (Sahoo vd., 2012).
Optimum pH’da ve optimum sicaklikta her bir substrat derisimi i¢in hem immobilize AChE ve
BChE hem de serbest AChE ve BChE enzimlerinin aktivitesi belirlendi. Elde edilen verilerle
Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek enzimatik reaksiyon i¢in Michaelis-Menten sabiti (Km) ve

maksimum reaksiyon hizi (Vmax), Kcat ve Kcat/Km, degerleri belirlendi (Unliier, 2015).
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3.4. Stabilite calismalari

3.4.1. Optimum ve stabil pH’1n belirlenmesi

Optimum pH’nin belirlenmesi serbest ve immobilize enzimin aktivitesinin pH'in bir
fonksiyonu olarak karsilagtirilmasinda faydalidir. Enzim aktivitesine etki eden optimum pH’in
belirlenmesi i¢in immobilize AChE ve serbest AChE enzim derisimleri esit olacak sekilde
alind1. pH’s1 4-11 araliginda 1M Tris-HCI ¢ozeltisinde esteraz aktivitesi belirleme yontemiyle
enzim aktiviteleri incelendi. Sonuglar ¢izelgelerle ve % aktivite-pH grafikleri halinde gosterildi.
Serbest ve immobilize AChE ve BChE’nin en yiiksek aktivite gosterdigi deger, optimum pH
olarak belirlendi. Stabil pH belirlenirken de, immobilize AChE ve BChE ve serbest AChE ve
BChE enzimi, yine pH’s1 4-11 araliginda 1M Tris-HCI ¢ozeltisinde 4°C’de muhafaza edildi.
Daha sonra 8 saat arayla yapilan esteraz aktivite Olglimiinde, enzimin stabil oldugu pH
belirlenecektir. Inkiibasyon siiresine karsilik, aktivite degerleri grafikler halinde gosterildi. Bu

analizlerden elde edilen optimum pH degeri, diger deneylerde kullanildi (Sahin vd., 2005).

3.4.2. Optimum termal parametlerin pelirlenmesi

Enzimlerin termal kararlilifi, uygulamalarimin gelistirilmesi agisindan en Onemli
kriterlerden biridir. Enzimlerin (serbest AChE ve BChE, ve immobilize AChE ve BChE)
aktiviteleri, 25°C, 40°C, 60°C ve 80°C arasinda degisen sicakliklarda pH 8, 1M Tris-HCI
tamponunda 4 saatlik bir inkiibasyondan sonra esteraz aktivite Sl¢lim yontemi ile Slgiildi

(Rodrigues de Melo vd., 2017).

3.4.3. Operasyonel stabilite

Kovalent bagli immobilize enzimlerin en 6nemli 6zelligi, bircok kez kullanildiktan
sonra sabit bir aktiviteye sahip olabilmesidir. Yerli enzimlerin iiretimi ve saflastirilmasi pahali
oldugundan, endiistriyel uygulamalar i¢in enzimin yiiksek geri doniisiim kapasitesi ¢ok
onemlidir. Immobilizasyon islemi i¢in serbest AChE (1 mg/ 1 ml) destek materyali ile inkiibe
edildi. 0,01 ml Tris-HCl tamponu ve 0,05 ml asetiltiyokoliniyodat ¢ozeltisinden olusan
reaksiyon karigimi, immobilize AChE’nin iizerine ilave edildi. Calkalanan siispansiyon
cozeltisi siiziilecek ve absorbans, her 2 dakikalik araliklarla UV spektrofotometrede 412 nm'de
olciildii. Immobilizasyondan sonra, her dongii arasinda immobilize enzim bir miknatis yardimi
ile manyetik olarak ayrildi. Bu prosediir, immobilize AChE’nin asetiltiyokoliniyodat hidrolizi

icin 20 kez tekrarland1 (Jimenez-Carretero vd., 2023). Ayni islemler BChE i¢in de uygulandi.
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3.4.4. Depolama stabilitesi

Enzim immobilizasyonu, enzim ve destek arasinda olusan hidrojen/zayif iyonik baglarin
immobilize enzimin konformasyonel stabilitesini arttirmasi nedeniyle serbest enzime gore daha
uzun raf Omrii saglar (Yadav vd., 2012). Depolama stabilitesi ¢aligmasi i¢in numuneler, 0,01 ml
Tris-HCI tamponu (1 M, pH 8,5) icerisine yiiklenen enzim (serbest ve immobilize) ile +4
derecede 60 giin siireyle inkiibe edildi, serbest AChE ve BChE ve immobilize AChE ve BChE
icin depolama stabilitesi belirlendi. Biyokatalizorlerin hidrolizi i¢in aktiviteleri, 10 giin 25°C’de

60 giin boyunca analiz edildi (Sahin vd., 2005).

3.5. Nicosulfuron tayini uygulamasi

Ozellikle misir iiretiminde yaygin kullanilan nicosulfuron misirdaki dar yaprakli ve baz1
genis yaprakli yabanci otlarin kontroliinde tercih edilir. Bitki tarafindan yaprak ve koklerden
alinarak ksilem ve floem araciligiyla biiyiime noktalarina tagmir. Bu ylizden pestisit
kalintilarinin tayin edilmesinde 6nem arz eder. Bu baglamda nicosulfuron tayin ¢alismasi i¢in
misir bitki ekstraktina Img/ml hazirlanacak olan nicosulfuron eklenerek enzim inhibisyon

uygulamasi yapilarak sonuglar analiz edildi (Xiao vd., 2025; Mitri¢ vd., 2024).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Enzimlerin immobilizasyonu, biyokatalizorlerin fiziksel ve kimyasal kararliliginm
artirarak depolama, tasima ve kullanim siireglerinde aktivitelerinin korunmasina katki
saglamaktadir. Serbest enzimlere kiyasla immobilize enzimler; sicaklik, pH degisimleri ve
organik ¢oziiciiler gibi cevresel kosullara karsi daha direngli olup, reaksiyon sonrasinda
ortamdan kolaylikla ayrilabilmeleri sayesinde tekrar kullanilabilmektedir. Bu ozellikler,
ozellikle endiistriyel biyoproseslerde islem maliyetlerinin azaltilmasi ve siire¢ verimliliginin
artirllmasi agisindan enzim immobilizasyonunu 6nemli bir teknoloji haline getirmistir (Lopes

vd., 2025).

Son yillarda enzim immobilizasyon stratejileri {izerine kapsamli aragtirmalar
yiritiilmiistiir. Enzim immobilizasyonunda kullanilan yontemler arasinda kovalent baglama,
fiziksel adsorpsiyon, iyonik baglanma, ¢apraz baglama ve hapsedilme (entrapment) gibi farkl
yaklagimlar bulunmaktadir. Bu yontemler igerisinde kovalent immobilizasyon, enzim ile
tastyict materyal arasinda giiglii ve kalict baglarin olugmasini saglayarak enzimin reaksiyon
ortamindan uzaklagsmasini biiyiik Olciide engellemektedir. Fiziksel adsorpsiyon ve iyonik
etkilesimlere dayali sistemlerde goriilebilen enzim sizintisi, kovalent baglama yonteminde
onemli Ol¢iide azaltilmaktadir. Bu nedenle 6zellikle uzun siireli kullanim gerektiren biyoreaktor
sistemleri ve biyosensor uygulamalarinda kovalent immobilizasyon daha yiiksek operasyonel

kararlilik sunmaktadir (Prabhakar vd., 2025).

Kovalent immobilizasyon yonteminin sagladig yiiksek kararlilifa ragmen, baglanma
sirasinda enzimin ii¢ boyutlu yapisinda meydana gelebilecek konformasyonel degisiklikler
katalitik aktivitenin azalmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle immobilizasyon stratejileri
gelistirilirken enzimin aktif merkezine miidahale edilmemesi biiyilk 6nem tasimaktadir.
Enzimin tasiyici yiizeye, katalitik mekanizmada dogrudan gorev almayan amino asit kalintilar
veya fonksiyonel gruplar1 araciligiyla yonlendirilmis olarak baglanmasi, aktif bolgenin
erigilebilirligini koruyarak enzim aktivitesinin yiliksek diizeyde strdiiriilmesine katki
saglamaktadir. Glinlimiizde bolgeye 6zgii (site-directed) immobilizasyon yaklasimlari, bu amag

dogrultusunda en yaygin arastirilan yontemler arasinda yer almaktadir (Feng vd., 2023).

Bu calismada, fonksiyonellestirilmis FesOs MNP'ler sentezlenmistir. Tarimda yaygin
olarak kullanilan organofosforlu pestisitlerin hidrolizinde 6nemli rol oynayan AChE ve BChE
enzimleri, ¢apraz baglayict ajan olarak GA kullanilarak bu fonksiyonellestirilmis MNP'ler

iizerine immobilize edilmistir. Daha sonra, immobilize edilen enzimin kinetik parametreleri ile
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kararlilik 6zellikleri (depolama kararliligi ve operasyonel kararlilik), stabilite ¢aligsmalari

spektrofotometrik yontem kullanilarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1. AChE ve BChE’nin FesO4@SiO2-NH2/GA {iizerine GA araciligiyla capraz baglama yontemiyle
immobilizasyonu. Fonksiyonellestirilmis MNP’ler iizerine immobilize edilen enzimin aktivitesi 20—80 saniye
araliginda ol¢iilmiistiir. Zamanla sar1 rengin artmasi, katalitik aktivitenin varligini géstermektedir. 80 saniyenin (4)
sonunda MNP’ler bir miknatis yardimiyla toplanarak ortamdan uzaklastirilmis ve tekrar kullanilmak tizere
ayrilmistir; ardindan enzim aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Burada, 3 dakikanin sonunda 5, enzim immobilizasyonu
yapilmis MNP’leri (Fe:0+@Si02-NH2/GA), 6 ise enzim immobilizasyonu yapilmamis MNP’leri (FesO4@SiO--
NH2/GA/AChE/BChE) temsil etmektedir.

Elde edilen immobilize enzim (FesOs@SiO:-NH2/GA/AChE ve Fe;04@SiO:-
NH2/GA/BChE), Taramali Elektron Mikroskobu-Enerji Dagilimli X-151n1 Spektroskopisi
(SEM-EDX) ve Fourier Doniisiimli Kizilotesi Spektroskopisi (FTI-R) yontemleriyle

karakterize edilmistir.

4.1. Islevsellestirilmis MNP’lerde AChE ve BChE’nin karakterizasyonu ve

immobilizasyonunun degerlendirilmesi

GA, enzim immobilizasyonunda en yaygin tercih edilen bifonksiyonel ¢capraz baglayici
ajanlardan biridir. Proteinlerin amino gruplariyla kovalent baglar olusturabilmesi sayesinde
enzimin tasiyici yiizeyden ayrilmasini énemli 6l¢iide azaltmakta ve ozellikle zorlu ¢alisma
kosullarinda immobilize enzimin mekanik ve operasyonel kararliligimi artirmaktadir.
Literatiirde farkli tasiyict materyaller ve immobilizasyon teknikleri kullanilarak gerceklestirilen
caligmalarda, GA konsantrasyonu, immobilize edilen enzim miktar1 ve c¢apraz baglama
stiresinin immobilizasyon verimi ile enzim aktivitesini dogrudan etkileyen temel parametreler

oldugu bildirilmektedir (Barbosa vd., 2013).
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Bu c¢alismada, literatiirde optimize edildigi bildirilen uygun GA konsantrasyonu
kullanilmigtir. Immobilizasyon verimliligini degerlendirmek amaciyla, AChE ve BChE
enzimlerinin destek materyaline (fonksiyonellestirilmis MNP'ler) baglanmasinin ardindan %
immobilizasyon orani hesaplanmistir. Sonug¢ olarak, AChE ve BChE enzimlerinin %68'inin
fonksiyonellestirilmis MNP'ler iizerine immobilize oldugu belirlenmistir. Spektroskopik
analizler sonucunda, immobilizasyon sonrasinda (ii¢ kez yikama islemi sonrasi) destek
materyali filtratlarinda proteine rastlanmamasi ve immobilize enzimlerin aktivitesinde herhangi
bir azalma gozlenmemesi, ¢apraz baglama yontemiyle immobilizasyonun minimum enzim

s1zintisi ile basariyla gergeklestirildigini diisiindiirmektedir (Dong vd.,2025; Necip, 2025).

Sentezlenen materyallerin morfolojisini ve yiizey Ozelliklerini incelemek amactyla
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) analizi gergeklestirilmistir. SEM analizleri, MNP'ler, amin
ile fonksiyonellestirilmis MNP'ler (Fe;O4@Si02-NH:) ve immobilize AChE/BChE sistemi i¢in
yapilmistir. Sekil 4.2 ve 4.3'te gosterildigi lizere, FesOs MNP'leri agirlikli olarak kiiresel
morfolojiye, diizgiin ylizeylere ve nispeten homojen bir dagilima sahip olup, ortalama pargacik
boyutlar1 yaklagik 10 nm olarak belirlenmistir. Yiizeyin amin gruplar1 ile modifiye edilmesinin
ardindan nanopargaciklarda agregasyonun arttigi, daha diizensiz ve karmasik yiizey
Ozelliklerinin olustugu gozlenmis; bu durum fonksiyonellestirmenin basarili bir sekilde

gerceklestirildigini gostermistir (Villa vd., 2016).
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Sekil 4.2. immobilizasyon sonrasi (A,C) Fe;04@SiO2-NH2/GA ve (B,D) Fes04@Si0.-NH2/GA/AChE’nin SEM-
EDX analizi.

SEM-EDX analizleri, AChE ve BChE immobilizasyonu oncesi ve sonrasinda
fonksiyonellestirilmis MNP yiizeyinde meydana gelen morfolojik ve elementel degisimleri
incelemek amaciyla gerceklestirilmistir. Sekil 4.2 ve 4.3’te goriildiigli lizere, immobilizasyon
oncesinde fonksiyonellestirilmis MNP'ler nispeten diizgiin bir ylizey yapisi sergilemistir. Buna
karsilik, AChE ve BChE enzimlerinin baglanmasinin ardindan yiizey piiriizliiligiinde belirgin
bir artig gézlenmistir (Sekil 4.2 ve 4.3). Bu degisim, enzimin basariyla immobilize edildigini
gostermektedir. Elde edilen bulgular, AChE'nin ve BChE’nin GA aracilifiyla
fonksiyonellestirilmis MNP yiizeyine etkin bir sekilde ¢apraz baglandigini dogrulamaktadir
(Sheldon ve van Pelt,. 2013).
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Sekil 4.3. Iimmobilizasyon sonrasi (A,C) Fe;04@SiO2-NH2/GA ve (B,D) Fe;0s@Si0.-NH2/GA/BChE nin SEM-
EDX analizi.

Immobilizasyon &ncesi ve sonrasi fonksiyonellestirilmis MNP'lere ait FT-IR
spektrumlari (Sekil 4.4 a,c) sunulmustur. FT-IR 6l¢iimleri sonucunda 4004000 cm™! aralifinda
transmisyon spektrumlari elde edilmistir. Iimmobilizasyon oncesinde gozlenen 1055,63 cm™
(Si—O—Si gerilme titresimi) ve 2938,86 cm™ (C—H gerilme titresimi) pikleri, TEOS'un
varligin1 géstermektedir. 557,92 ve 795,69 cm"'de gozlenen pikler ise APTES kaynakli Si—C
gerilme titresimleri ile iligkilendirilebilir. Ayrica, 1447,49, 1647,23 ve 2166,05 cm'de
gozlenen pikler sirastyla Si—O—Si, C=0 ve amin gruplarinin varligimi gostermekte olup,
TEOS, APTES ve GA'nin basariyla yapiya dahil edildigini dogrulamaktadir. Immobilizasyon
sonrasinda elde edilen AChE spektrumunda, 1802,06 cm™ ve 1587,70 cm™ pikleri sirasiyla
C=0 gerilme titresimi ve N—H biikiilme titresimine karsilik gelmektedir. Ayrica, 560,25
cm "de gozlenen absorpsiyon bandi FesOa yapisindaki Fe—O baglarinin gerilme titresimini
temsil etmektedir. Bu bulgular, AChE'nin ve BChE’nin MNP/TEOS/APTES ylizeyine basariyla

immobilize edildigini géstermektedir.
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Sekil 4.4. Iimmobilizasyon éncesi (a:MNP/TEOS/APTES/GA), sonrasi (b:MNP/TEOS/APTES/GA/AChHE ve

c¢:MNP/TEOS/APTES/GA/BChE) FT-IR spektrumlari
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Sentezlenen ve fonksiyonellestirilen nanopargaciklar ile immobilize edilmis AChE'nin
ve BChE’nin FT-IR analizleri, yilizey modifikasyonunun asamali olarak basariyla
gerceklestirildigini ve enzimin etkin bir sekilde baglandigini desteklemektedir. Zhang ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, 3340 ve 1618 cm"'de gozlenen karakteristik piklerin sirasiyla
FesOs MNP'lerinin O—H gerilme ve deformasyon titresimlerine ait oldugu bildirilmistir. Ayrica,
2920 cm™ ve 2851 cm™''de gozlenen absorpsiyon bantlari, amin ile fonksiyonellestirilmis
MNP'lerde (MNPs-NH2) bulunan —CH> ve C—H gerilme titresimleri ile iliskilendirilmistir.
Immobilizasyon sonrasinda ise C=0 gerilme ve N—H biikiilme titresimlerinin sirastyla 1660
ve 1537 cmye kaymasi, AChE'nin nanopargacik yiizeyine kovalent etkilesimler yoluyla

basariyla baglandiginin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir (Zhang vd., 2022).

Bu ¢alismada elde edilen bulgular da s6z konusu sonuglarla uyumludur. FT-IR spektrumlarinda,
modifikasyonun her asamasma ait benzer karakteristik pikler gozlenmistir. immobilize
AChE'ye ve BChE’ye ait spektral kaymalar, enzimin baglanmasina bagli olarak meydana gelen
konformasyonel degisiklikleri isaret etmekte olup, literatiirde bildirilen sonuglarla iyi bir uyum

gostermektedir.
4.2. Stabilite calismalarimin degerlendirilmesi

4.2.1. Optimum ve stabil pH analizlerinin degerlendirilmesi

Serbest ve immobilize AChE ve BChE enzimlerinin aktivitesi, pH 5-11 araliginda
belirlenmistir. Sekil 4.2.1.1'de goriildiigii lizere, serbest enzim en yiiksek bagil aktivitesine pH
8'de ulasirken, immobilize enzim en yiiksek bagil aktivitesini pH 10'da géstermistir. pH'ya bagh
olarak enzim aktivitesinin arttig1, ancak serbest enzim i¢in pH 8'den, immobilize enzim i¢in ise

pH 10'dan sonra aktivitenin azaldig1 gézlenmistir.

0.5=
a 0.4+ g
.g 7 - [Free AChE Aclivity g
; 0.2 -m immobilized AChE é
2 04 //.__./.\. 3 -o- Free BChE Activity
-® immobilized BChE

1
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Sekil 4.5. Serbest ve immobilize enzimlerin optimum pH grafigi
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Sekil 4.6. Serbest AChE (b) ve Immobilize AChE’nin (a) pH stabilitesi
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Sekil 4.7. Serbest BChE (b) ve immobilize BChE’nin (a) pH stabilitesi

Hasanoglu ve arkadaslarmin yaptigi calismada, serbest enzim ile manyetik biyo-
nanokompozitler (FesO+@Cht/Au) {izerine immobilize edilen AChE enziminin optimum pH
degerinin 8 oldugu bildirilmistir (Hasanoglu vd.,2024). Kumar ve arkadaglarinin yaptigi
arastirmada ise ¢apraz baglanmis enzimlerde optimum pH’1n 9 oldugu serbest enzimde ise bu
pH degerinin 8 oldugu gozlenmis ve bu durum, ¢apraz baglanma islemi sirasinda GA ile enzim

yiizeyindeki veya kalint1 yiik gruplari arasindaki etkilesimlere baglanmistir (Kumar vd.,2017).

Ayni sekilde BChE enziminin immobilizasyonuna yonelik ¢aligmalarda da, serbest ve
immobilize enzimlerin optimum aktivitesini genellikle nétr ile hafif alkali pH araliginda
(yaklasik pH 7,5-8,5) gosterdigi bildirilmistir. GA ile gergeklestirilen kovalent immobilizasyon
uygulamalarinda ise enzimin optimum pH degerinde hafif degisimler meydana gelebilmekte ve
bu durumun, ¢apraz baglanma sonucunda enzimin mikrogevresinin ve yiizey yiik dagiliminin
degismesine bagli oldugu ifade edilmektedir (Soldatkin vd., 2024). Benzer sekilde, Gong ve

arkadaglar1 tarafindan gelistirilen kovalent olarak immobilize edilmis BChE tabanh
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biyosensorde enzimin immobilizasyon sonrasinda yiiksek aktivitesini ve kararliligini korudugu,
immobilizasyonun enzimin c¢alisma pH araligin1 genisleterek biyosensdr performansini

iyilestirdigi rapor edilmistir (Gong vd., 2025).

Bu bulgularla uyumlu olarak, bizim ¢alismamizda gozlenen optimum pH degisiminin
de enzim immobilizasyonu sirasinda meydana gelen benzer etkilesimlerden kaynaklanabilecegi
distiniilmektedir. Bu sonuglar, GA aracili ¢apraz baglanmanin enzimin mikrogevresini
degistirebildigini ve bunun da enzimin farkli pH kosullarindaki Kkatalitik davranigim

etkileyebilecegini gostermektedir.

Calismada, serbest ve immobilize AChE ve BChE’nin pH 6-10 araligindaki pH
kararlilig1 1-2 giin boyunca incelenmistir. Sekil 4.2.1.2'de goriildiigii gibi, hem serbest hem de
immobilize enzimler pH 8—10 araliginda daha yiiksek kararlilik gdstermistir. Immobilize enzim
en yuksek kararliligi pH 10'da gosterirken, serbest enzim i¢in bu deger pH 8—10 araliginda

belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, bu degisimin pH'ya bagl olarak enzimin ii¢
boyutlu konformasyonel yapisindaki degisiklikler ve immobilizasyon islemi ile iligkili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Literatiirde, AChE'nin ve BChE’nin kaynagina ve kullanilan
tastyict materyale bagli olarak optimum ve kararl pH degerlerinin 8—10 araliginda degistiginin

bildirilmis olmasi, bu ¢alismada elde edilen bulgular1 desteklemektedir.

4.2.2. immobilize ve serbest enzimlerin termal parametrelerinin degerlendirilmesi

Sahin ve arkadaglarimin yaptigi calismada, AChE'nin immobilizasyonu igin farkl
kaynaklardan elde edilen aljinat ve karagenan kullanilarak yeni bir matriks gelistirilmistir. Bu
caligmada, hem immobilize AChE hem de serbest AChE i¢in optimum sicaklik yaklagik 30 °C
olarak belirlenmistir. 40 °C'de serbest ve immobilize enzimler aktivitelerinin sirasiyla yaklasik

%80 ve %51' kaybetmistir (Sahin vd., 2005).

BChE enzimi ile gergeklestirilen ¢alismalarda, immobilizasyonun enzimin sicakliga
kars1 direncini artirabildigi, ancak optimum calisma sicakliginin kullanilan tagiyici materyale
ve immobilizasyon ydntemine bagl olarak degisebildigi bildirilmektedir. Ozellikle immobilize
BChE ile gerceklestirilen kromatografik enzim reaktorii calismalarinda sicaklik artiginin enzim
aktivitesini 6nemli Olgiide etkiledigi, kontrollii sicaklik kosullarinda enzimin maksimum
katalitik performans gosterdigi ve immobilizasyon igsleminin serbest enzime kiyasla sicaklik

degisimlerine karst enzim davranigini biiyiik 6l¢iide korudugu belirlenmistir (Barreto vd.,
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2008). Benzer sekilde, insan serumundan saflagtirilan BChE iizerinde yapilan termal
inaktivasyon calismalarinda enzimin 45 °C'de belirli bir siire inkiibasyonu sonucunda daha
kararli bir konformasyona gectigi ve Michaelis—Menten kinetigi sergiledigi, daha diisiik veya
daha yiiksek sicakliklarda ise aktivite kaybi1 ve kinetik davranista degisikliklerin meydana
geldigi rapor edilmistir (Cengiz vd., 2002). Ayrica immobilize kolinesteraz enzimleri {izerinde
gerceklestirilen kinetik arastirmalar, immobilizasyonun protein yapisinin  agilmasini
sinirlandirarak termal inaktivasyon hizini azalttigini ve bdylece enzimin yiiksek sicakliklarda
daha uzun siire aktif kalmasina katki sagladigin1 gostermektedir (Bromberg ve ark., 2008). Bu
bulgular, BChE immobilizasyon ¢alismalarinda sicakligin yalnizca reaksiyon hizini degil, ayni
zamanda enzimin yeniden kullanilabilirligi ve operasyonel stabilitesini de dogrudan etkileyen

kritik bir optimizasyon parametresi oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.8. immobilize ve serbest enzimlerin optimum sicaklik grafikleri

Bu calismada ise AChE ve BChE serbest enzimleri i¢in optimum sicaklik 25 °C,
immobilize enzimler i¢in ise 40 °C olarak belirlenmistir (sekil 4.2.2.1). Ayrica, 40-60 °C
sicaklik aralifinda immobilize enzimin termal kararliligmnin, hem serbest enzime hem de

yukarida bahsedilen ¢aligmada bildirilen degerlere kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

4.2.3. Kararhlik ve yeniden kullanilabilirligin degerlendirilmesi

AChE'nin PVA/BSA nanolif membranlar {izerine immobilizasyonunu inceleyen bir
calismada, immobilize enzimin 4 °C'de fosfat tampon ¢ozeltisinde 100 giin depolanmasinin
ardindan katalitik aktivitesinin %9011 korudugu gosterilmistir. Bu bulgu, immobilizasyonun
AChE'nin kararliligini1 6nemli 6l¢iide artirdigini ortaya koymaktadir (Moradzadegan vd., 2010).
Bagka bir calismada ise AChE enzimi bir biyo-nanokompozit yilizeyine immobilize edilmistir.
30 giin sonunda serbest AChE Kkatalitik aktivitesinin %50'den fazlasin1 kaybederken,
immobilize AChE baslangi¢ aktivitesinin %82'sini korumustur (Hasanoglu vd., 2024).
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BChE enziminin immobilizasyonu {izerine gerceklestirilen ¢alismalarda, farkli
biyopolimer matrikslerin enzimin katalitik aktivitesi ve stabilitesi iizerindeki etkileri
aragtirilmistir. Ozellikle dogal polimer esash jel sistemlerinde immobilize edilen BChE'in,
serbest enzime kiyasla depolama ve operasyonel stabilitesinin Onemli Olclide arttig
bildirilmistir. Naryzhny ve arkadaslarinin gerceklestirdigi calismada, nisasta ve jelatin bazl
dogal polimer jellerine immobilize edilen BChE 6rneklerinin enzimatik aktivitelerini yaklasik
300 giin boyunca yaklasik %99 korudugu ve immobilizasyon isleminin enzimin analitik
uygulamalardaki kullanim 6mriinii belirgin sekilde uzattig1 gosterilmistir (Naryzhny vd., 2018).
Benzer sekilde, BChE'nin biyosensér ve biyokatalitik uygulamalarda kullanimina yonelik
giincel arastirmalarda, immobilizasyonun enzimin yapisal kararliligini artirdigi, g¢evresel
kosullara karsi dayanikliligini gelistirdigi ve tekrar kullanilabilirligini destekledigi rapor
edilmistir (Xing vd., 2021).
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Sekil 4.9. Serbest ve immobilize AChE ve BChE enzimleri 60 giinliik depolama stabilitesi grafikleri

Bu calismada, serbest ve immobilize AChE ve BChE enzimleri, kararliliklarinin
degerlendirilmesi amaciyla 4 °C'de 60 giin boyunca depolanmigstir. Sekil 4.2.3.1'de gosterildigi
iizere, immobilize AChE serbest enzime kiyasla belirgin derecede daha yiiksek kararlilik
sergilemistir. Serbest AChE, 40 giin sonunda baslangi¢c aktivitesinin yaklasik %83,2'linii
korurken, immobilize AChE ayni siire sonunda aktivitesinin %96,2'sini muhafaza etmistir.
Immobilize BChE enzimi icin ise 40 giiniin sonunda %79,2 baslangi¢ aktivitesini korurken
serbest BChE’de ise %55, 7sini korudugu goriilmiistiir. Bu yiiksek kararliligin, enzim ile tasiyici
materyal arasinda olusan ¢apraz baglarin, immobilize enzimin konformasyonel biitlinligiinii
giiclendirmesinden kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. Bu bulgular, immobilizasyonun serbest

enzime kiyasla enzimin raf dmriinii uzattigin1 géstermektedir.
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Bir baska calismada, polivinil alkol ve sigir serumu membranlar {izerine immobilize
edilen AChEmin 10 reaksiyon dongiisii sonunda enzim aktivitesinin yaklasik %350'sini
kaybettigi bildirilmistir (Moradzadegan vd., 2010). Benzer sekilde, farkl: bir tasiyict materyal
iizerine immobilize edilen AChE de 10 yeniden kullanim dongilisii sonunda baslangic
aktivitesinin yaklasik %50'sini korumustur (Gabrovska vd., 2008). Bu sonuglar, farkli tastyici
materyaller izerinde immobilize edilen AChE'nin yeniden kullanilabilirliginin ve kararliliginin

arttigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.9. immobilize AChE (a) ve immobilize BChE (b)’nin 20 ardisik reaksiyon dongiisii grafikleri

Bizim c¢aligmamizda ise immobilize AChE ve BChE enzimlerinin yeniden
kullanilabilirligi 20 ardisik reaksiyon dongiisii boyunca degerlendirilmistir (Sekil 4.2.3.2.).
Elde edilen sonuglar, immobilize AChE'nin ve BChE’nin 20 dongii sonunda baglangi¢
aktivitesinin yaklagik %95'ini korudugunu goéstermistir. Bu durum, enzimin son derece yiiksek

kararliliga ve dayanikliliga sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Mevcut calismada elde edilen bu sonuglar, literatiirde bildirilen ¢alismalara kiyasla
operasyonal stabilitesinin daha yliksek oldugunu gostermektedir. Sekil 4.2.3.2'de goriildigi
gibi, enzim 20 ardisik reaksiyon dongiisiinden sonra bile baglangi¢ aktivitesinin %95'inden
fazlasin1 muhafaza etmistir. Aktivitenin bu denli yiiksek oranda korunmasi, GA araciligiyla
fonksiyonellestirilmis FesO4@Si10:-NH2 nanopargaciklari lizerine immobilize edilen AChE'nin
ve BChE’nin oldukga kararli bir immobilizasyon matriksi olusturdugunu gostermektedir. GA
araciliftyla fonksiyonellestirilmis manyetik nanopargaciklar {izerine kovalent olarak
immobilize edilen enzimlerin yiiksek operasyonel stabilite gostermesi, GA’nin enzim ile
tasiyici arasinda olusturdugu giiclii kovalent baglarin enzimin yapisal biitlinliigiinii korumas1 ve
immobilizasyonun enzim molekiiliiniin konformasyonel hareketliligini sinirlandirmasi ile

aciklanabilir. Ayrica, manyetik nanoparcgaciklarin saglam yapist ve ylizeyde bulunan
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fonksiyonel gruplarin olusturdugu uygun mikrogevre, enzimin reaksiyon ortamindaki
denatlirasyonunu ve tastyicidan ayrilmasini azaltarak tekrarli kullanimlarda aktivitenin

korunmasina katk1 saglamaktadir (Oz vd., 2022)
4.3. Kinetik parametrelerin degerlendirilmesi

Litertiirdeki c¢alismalarda, AChE, yeni sentezlenen bir tasiyici materyal iizerine
immobilize edilmistir. Kinetik parametreler degerlendirildiginde, serbest enzim icin Km ve
Vmax degerleri sirasiyla 6,35 ve 50 mM dk! olarak belirlenirken, immobilize enzimler i¢in bu
degerler sirasiyla 8,68 ve 12,7 (Km) ile 39,7 ve 52,9 mM dk' (Vmax) olarak bulunmustur
(Sahin vd., 2005). AChE'nin PVA/BSA nanolif membranlar1 iizerine immobilizasyonunu
inceleyen onceki bir calismada ise, immobilize enzimin Km degerinin serbest enzim formuna

kiyasla yaklagik 1,7 kat arttig1 bildirilmistir (Moradzadegan vd., 2010).

BChE i¢in ise literatiirde farkli tasiyict materyaller {izerine immobilizasyonu ile ilgili
caligmalar bulunmakla birlikte, kinetik parametrelerin serbest ve immobilize enzim formlari
arasinda karsilagtirmali olarak degerlendirildigi smirli sayida calisma bulunmaktadir.
Immobilizasyon islemi, enzimin mikrogevresini degistirerek substrata erisimini ve
konformasyonel hareketliligini etkileyebilmekte; bu durum genellikle Km degerinde artis veya
Vmax degerinde degisimler seklinde gozlenmektedir. Bartolini ve arkadaslarinin yaptigi
caligmada, immobilize BChE sistemlerini yeni inhibitorlerin karakterizasyonunda kullanmis ve
immobilizasyonun enzimin analitik uygulamalardaki kullanim potansiyelini artirabilecegini
gostermistir. Bununla birlikte, BChE i¢in immobilize enzimde Km 1,0 + 0,10 mM, Vmax degeri
0,721 £ 0,021 pmol dk! olarak belirlemistir (Bartolini vd., 2009).

Tablo 2.3. Serbest ve immobilize enzimlerin kinetik parametreleri

Enzyme Samples K Vmax K
(M) (EU mL™) (M)

Free AChE 0.163+0.01 0.965+0.07 12.10£1.02
Immobilized 0.446+0.03 0.659+0.05 21.64+1.84
AChE

Free BChE 0.177+0.01 0.587+0.07 19.89+1.02
Immobilized 0.438+0.03 0.527+0.05 13.54+1.84
BChE
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Bu calismada, hem serbest hem de immobilize AChE ve BChE enzimlerinin kinetik
parametreleri, farkli derisimlerde asetiltiyokolin iyodiir ve biitiriltiyokolin iyodiir substratlari
kullanilarak belirlenmis ve elde edilen sonuglar serbest enzim ile karsilagtirilmistir (Tablo 2.3).
Buna gore, immobilize AChE i¢in Km ve Vmax degerleri sirasiyla 0,446 uM ve 0,659 EU mL™
olarak hesaplanirken, serbest AChE icin bu degerler sirasiyla 0,163 uM ve 0,965 EU mL™!
olarak bulunmustur. immobilize BChE i¢in ise Km ve Vmax degerleri sirastyla 0,438 uM ve
0,527 EU mL" olarak hesaplanirken, serbest BChE i¢in bu degerler sirasiyla 0,177 uM ve 0,587

EU mL™" olarak bulunmustur.

AChHE ve BChE enzimlerinin bilinen bir inhibitorii olan takrinin ve pozitif kontrol olarak
kullanilan enzime baglanma afinitesini gdsteren K; degeri incelendiginde, serbest AChE ve
BChE K;degerlerinin sirastyla 12.10 ve 19.89 uM, aym sekilde immobilize AChE ve BChE
enzimleri i¢in sirasiyla 21.64 ve 13.54 uM oldugu raporlanmistir (Tablo 2.3). Bu durumda
immobilize enzime ait K;degerinin serbest enzime gore daha yiiksek oldugu ve buna bagh
olarak takrinin immobilize AChE’ye baglanma afinitesinin serbest AChE’ye gore daha diisiik

oldugu belirlenmistir.

Onceki yillarda yapilan ¢alismalarda, modifiye kitosan boncuklari {izerine immobilize
edilen Horseradish peroxidase (HRP)‘de substrata baglanma afinitesinin azaldigi, serbest
enzime kiyasla Km degerlerindeki artis ile ortaya konmustur; C2 ve C5 ile immobilize edilen
HRP i¢cin Km degerleri sirasiyla 2,875 ve 3,784 mmol L' iken, serbest HRP’de bu deger 2,235
mmol L' olarak belirlenmistir. Ayrica, immobilize enzimlerde Vmax degerlerinin serbest
enzime gore azalmasi (C2: 0,917, C5: 0,656 ve serbest HRP: 1,153 mmol dk*' mg),
immobilizasyonun substratin enzimin aktif bolgesine erisimini ve baglanma etkinligini olumsuz
etkiledigini gdstermektedir. (Monier vd., 2010). Bu ¢alismada gozlenen Km degerindeki artis
ve Vmax degerindeki azalma, MNP yiizeylerine immobilize edilen AChE'nin substratina kars1
afinitesinin azaldigin1 gostermektedir. Bu azalmanin, enzimin MNP ylizeyine baglanmasi
sonucu hareketliliginin kisitlanmasi ve bunun enzimin ii¢ boyutlu konformasyonunda meydana

getirdigi olast degisikliklerden kaynaklandig: diigtiniilmektedir.

Buna ek olarak, immobilizasyon iglemi sirasinda olusan sterik engeller, substratin
enzimin aktif bolgesine erisimini zorlastirarak enzimatik aktivitenin azalmasina katkida
bulunmus olabilir. AChE ve BChE’nin fonksiyonellestirilmis MNP yiizeyine GA araciligtyla
baglanmasi, enzimin esnekligini sinirlandirabilir ve sterik engel olusturarak substratin katalitik

bolgeye gore yonelimi ve konumlanmasini olumsuz etkileyebilir. Ayrica, immobilizasyon
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matriksi; pH, polarite ve ylik dagilimi bakimindan hacim ¢ozeltisinden farkli bir mikrogevre
olusturarak enzimin katalitik aktivitesini etkileyebilir. Bu faktorlerin timi birlikte

degerlendirildiginde, ¢alismada gozlenen kinetik davranisi agiklayabilmektedir.

4.4. Pestisit tayininde uygulanabilirlik

AChE ve BChE, ozellikle organofosforlu ve karbamat grubu pestisitlerin
belirlenmesinde biyolojik tanima elemant olarak kullanilan 6nemli enzimlerdir. Bu pestisitler,
kolinesteraz enzimlerinin aktif bolgelerine baglanarak enzim aktivitesini inhibe etmekte ve bu
inhibisyon miktar1 pestisit konsantrasyonunun belirlenmesinde analitik bir sinyal olarak
kullanilmaktadir. Son yillarda AChE temelli elektrokimyasal, optik ve nanomalzeme destekli
biyosensorlerin gelistirilmesiyle pestisitlerin hizli, hassas ve diisiik maliyetli tayini miimkiin
hale gelmistir (Alex ve Mukherjee, 2020). Singh ve arkadaslarinin ¢alismada, AChE inhibisyon
prensibine dayali nano-araylizlii elektrokimyasal bir sensor gelistirerek organofosforlu
pestisitlerin hizli tespit edilebilecegini gdstermistir. Aragtirmacilar, nanomalzemelerin elektrot
ylizeyinde kullanilmasiyla sensor hassasiyetinin ve sinyal yanitinin artirildigini bildirmistir
(Singh vd.,2020). Benzer sekilde Korram ve arkadaslarinin, AChE enzimi ile kuantum
noktalarinin birlikte kullanildig1 floresans tabanli bir yontem gelistirerek organofosforlu

pestisitlerin tayininde yiiksek duyarlilik elde etmistir (Korram vd., 2020).

BChE enzimi de AChE’ye benzer sekilde pestisit maruziyetinin belirlenmesinde
biyobelirteg ve biyosensdr bileseni olarak degerlendirilmektedir. Ozellikle organofosforlu
bilesiklerin BChE aktivitesini azaltmasi, enzimin ¢evresel ve biyolojik orneklerde pestisit
varliginin izlenmesinde kullanilmasina olanak saglamaktadir (Marcherya, 2020). Bununla
birlikte AChE tabanli sistemler, pestisitlerin dogrudan enzim inhibisyon mekanizmasina
dayanmasi nedeniyle literatiirde daha yaygin olarak incelenmistir. BChE i¢in ise bu ¢aligmalar
siirlt sayida gozlenmektedir. Son ¢aligmalar, enzim immobilizasyon teknikleri, nanokompozit
elektrotlar ve coklu algilama platformlar1 ile AChE/BChE tabanli sensorlerin segicilik ve

kararliliginin artirilabilecegini gostermektedir (Zhang vd., 2025).

Bu calisma kapsaminda ise nicosulfuronun farkli konsantrasyonda kolinesteraz
enzimleri lizerindeki % inhibisyon degerleri 6l¢iilmiistiir. Bu %inhibisyon degerlerine bagh
olarak ger¢cek numunedeki (misir) nicosiilfuron miktar1 spektrofotometrik yontemle

belirlenmistir (Tablo 2.4).
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Tablo 2.4: Pestisit tayin uygulamasi

Enzimler Kontrol Bitki Pestisit
Ekstrakti®  Eklenmis™
Bitki
Ekstrakti
AChE (EU) 3.042 2.704 2.138
BChE (EU) 3.094 2.734 1.087

*: 2ml misir ekstrakt
*%*: 2ml misir ekstraktina eklenmis 10mg nicosulfuron ekstrakti

56



5. SONUC ve ONERILER

AChE ve BChE enzimlerin iiretim ve saflagtirma siiregleri ile ilgili yiiksek
maliyetleriyle birlikte operasyonel stabilitelerinin zayif olmasi, yiiksek sicaklik ve pH
degisimlerine kars1 hassas olmalari, kullanimlarinit sinirlandirmaktadir. Bu aragtirma, AChE ve
BChE’nin fonksiyonellestirilmis MNP'ler lizerine immobilize edilmesini ve biyokatalizorlerin
hizli manyetik ayirma yoluyla yeniden kullanilmasini saglayarak maliyetleri diistirdiigiini
gdsteren bir ¢aligmadir. Immobilize edilmis AChE ve BChE’nin iyi aktivite gsterdikleri ayni
zamanda da 20 ardisik kullanimdan sonra yaklasik %95 aktivitesini korudugu saptanmistir. Bu
onemli operasyonel stabilite adimi maaliyetleri diisiirlip endiistriyel uygulamalar icin
kullanilabilirligi artirmada 6nem arz etmektedir. Bunun yani sira, immobilizasyon islemi
uygulanan AChE ve BChE enzimlerinin, serbest enzim formlarina kiyasla ¢evresel kosullardaki
degisimlere kars1 daha yiiksek tolerans gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle pH ve sicaklik
degisimleri altinda immobilize enzimlerin katalitik aktivitelerini daha uzun siire koruyabildigi
ve daha iyi performans sergiledigi goriilmiistiir. Ayrica, immobilize edilmis enzimlerin
depolama siirecindeki kararliliginin serbest enzimlere gore daha yiiksek oldugu ve aktivite
kayiplarinin daha diisiik seviyede gergeklestigi rapor edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda,
MNP destekli immobilizasyon sistemlerinin enzimlerin yeniden kullanilabilirligini artirdigi,
kolay ayrilma ve geri kazanim avantaj1 sagladig1 ortaya konmustur. Béylece immobilize enzim
teknolojisinin, serbest enzimlerin diisiik stabilite ve sinirli kullanim 6mrii gibi dezavantajlarini
azaltarak endiistriyel uygulamalar i¢in daha dayanikli, ekonomik ve siirdiiriilebilir bir yaklagim

sundugu degerlendirilmektedir.

e Bu sistemlerin gercek ¢evre ve gida Orneklerinde uygulanabilirligi igin interferans
etkileri, enzim stabilitesi ve farkli pestisit tiirlerine kars1 6zgiilliik gibi problemlerin
¢oOziilmesi gerekmektedir.

e Bu calisma pestisitlerin girisim etkisi de dikkate alinarak pestisit sensori
gelistirilmesinde birden fazla pestisit grubunun tayininde de uygulanabilir

e Endistriyel olgekte kullanilabilmek icin bir¢cok optimizasyon ¢alismasinin yapilmasi
gerektigi ve ileriki calisma planlamasinda proje fonlarindan yararlanarak
yapilabilecektir.

e Eliza kitleri gibi saglik alaninda tani kitlerinin de olusturulmasinda kullanilabilir.

e Pestisitlerin kalitatif tayininde kit olarak kullanilabilir.

e Pestisitlerin elektrosensorlerle kantitatif tayini icin elektrot ylizey fonksiyonellestirilme

calismalarina katki saglayabilir.
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e Literatiirde BChE enzimi ile pestisit tayini ve kinetik parametrelerin arastirilmasina dair

caligmalarin kisitli olmasi nedeniyle enzim bazli sensor ¢alismalarina 1s1k tutacaktir.
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