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OZET

METAL ORGANIK KAFES TABANLI POLIMERIK
FiLM HAZIRLANMASI VE FiSIN ENZIiM
UYGULAMALARI

Bu calismada, incir agaclarinin lateksinden ekstrakte edilen proteaz aktivitesinin
yani sira, igsel peroksidaz benzeri aktiviteye sahip bir sistein proteolitik enzimi
olan fisin, zeolitik imidazolat ¢ergevesi-8 (ZIF8)-Kitosan ve Kitosan filmlerine
immobilize edildi. Kitosan ve ZIF8-Kitosan filme sirasiyla gram polimere 0,486
mg ve 0,666 mg enzim baglandig1 ve enzim baglanma ylizdeleri 61,7 ve 72,5
seklinde bulundu. Fisin, yiikleme kapasitesi nedeniyle ZIF8-Kitosan filmine

ozellikle daha i1yi immobilize olmustur.

Serbest fisin pH 7 ve 60 °C'de maksimum aktivite gdsterirken, immobilize Kitosan-
Enzim pH 8 ve 80°C ve ZIF8-Kitosan-Enzim pH 6 ve 80°C’de maksimum aktivite
gostermislerdir.  Immobilize  enzimlerin  termal  stabilitelerinin  arttig1
goriilmektedir. Immobilize enzimlerin Vmaks degerleri, serbest formunkinden

daha diistik, Km degerleri ise daha yiiksek tayin edilmistir.

Endiistriyel uygulamalarda enzimlerin geri kazanilmast ve yeniden
kullanilabilirligi basarili operasyonlar i¢in anahtar faktorlerden biridir. Birbirini
takip eden 15 tekrardan sonra immobilize Kitosan-Enzim ve ZIF8-Kitosan-Enzim
baslangi¢ aktivitelerini yaklasik %50 ve 55 oraninda korumustur. Serbest fisinin,
Kitosan-Enzim ve ZIF8-Kitosan-Enzim iizerinde 60 giinliik bir siire boyunca
depolama stabilitesi incelendiginde yaklasik %30, %14 ve %10 aktivite kayb1

gosterdikleri bulunmustur.

Haziran, 2024 Merve KADAL



ABSTRACT

PREPARATION OF METAL ORGANIC FRAMEWORK
POLYMERIC FILM AND APPLICATIONS OF FICIN ENZYME

In this study, ficin, a cysteine proteolytic enzyme with intrinsic peroxidase-like activity,
as well as protease activity extracted from the latex of fig trees, was immobilized into
zeolitic imidazolate framework-8 (ZIF8)-Chitosan and Chitosan films. It was found that
0.486 mg and 0.666 mg of enzyme were bound to Chitosan and ZIF8-Chitosan film per
gram of polymer, respectively, and the enzyme binding percentages were 61.7 and 72.5.
Ficin was particularly better immobilized to the ZIF8-Chitosan film due to its loading

capacity.

While free ficin showed maximum activity at pH 7 and 60 °C, immobilized Chitosan-
Enzyme showed maximum activity at pH 8 and 80 °C and ZIF8-Chitosan-Enzyme
showed maximum activity at pH 6 and 80 °C. It appears that the thermal stability of
immobilized enzymes increases. Vmax values of immobilized enzymes were determined

to be lower than those of the free form, and Km values were determined to be higher.

In industrial applications, the recovery and reusability of enzymes is one of the key factors
for successful operations. After 15 consecutive repetitions, immobilized Chitosan-
Enzyme and ZIF8-Chitosan-Enzyme retained their initial activities at approximately 50
and 55%. When the storage stability of free ficin on Chitosan-Enzyme and ZIF8-
Chitosan-Enzyme was examined over a period of 60 days, it was found that they showed

approximately 30%, 14% and 10% loss of activity.

January, 2024 Merve KADAL
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SEMBOLLER

% - Yiizde

°C : Santigrad derece
B : Beta

Y : Gama

g : Gram

mL : Mililitre

L . Litre

pH : Hidrojenin kuvveti
mg : Miligram

nm : Nanometre

pL : Mikrolitre

M : Mikromolar

% : Hacim

w : Agirlik

mM : Milimolar
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1. GIRIS

1.1. Giris ve Amag

Biyolojik makromolekiillerden biri olan enzimler yasamin ilerlemesinde hayati rol oynar.
Dogal biyokatalizor olarak enzimler, temel ve karmasik reaksiyonlarda yiiksek katalitik
aktivite, secicilik, 6zgiilliikk ve biyolojik olarak parcalanabilirlik gibi avantajlar sergiler.
Bu avantajlardan yararlanan enzimler, farmasétik arastirmalar, gida modifikasyonu,
deterjan, biyoyakit gelistirme, tarimsal sanayi ve balik¢ilik atiklarinin degerlendirilmesi
gibi ¢ok ¢esitli alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Feng vd, 2022). Bununla
birlikte, serbest enzimlerin genellikle ekstraksiyon, ayirma ve saflastirmadaki
zorluklardan dolay1 yliksek maliyet, zorlu ortamlarda diisiik tolerans ve zayif stabilite
(termal, pH ve depolama kararlilig1), yeniden kullanilabilirlik eksikligi gibi birgok dogal
dezavantaji vardir. Cok sayida ¢alisma, etkili immobilizasyon stratejilerinin
kullanilmasinin sorunlarin iistesinden gelmek i¢in uygun yontemlerden biri oldugunu

gostermistir.

Enzim immobilizasyonu, serbest enzimlerin kati maddeler i¢inde hapsedilmesi veya
belirli fiziksel veya kimyasal dnlemlerle verimli bir sekilde katalize edilmesi i¢in belirli
bir bolgeye sinirlandirilmasi, tekrar tekrar ve seri olarak kullanilmasina olanak
saglanmasi anlamina gelir. Immobilizasyondan sonra enzimlerin stabilitesi ve katalitik
performansi artar. Ayrica, enzimlerin immobilizasyonu, enzimlerin substrat, {iriin ve
ortamdan ayrilmasina yardimci olur ve bu da onlarin yeniden kullanimini kolaylastirir.
Etkili destek platformlarinin gelistirilmesi, enzim immobilizasyonunda her zaman
aragtirmalarin sicak noktasi olmustur. Ideal bir immobilizasyon destegi, enzim katalizli
reaksiyonlara olanak taniyan biyouyumlu bir mikro ortam, enzimleri yilikleme
kapasitesinin yliksek olmasi ve ayrica enzimlerin denatiirasyonunu ve deaktivasyonunu

onlemek i¢in termal, mekanik ve kimyasal stabilite saglayabilmelidir (Ji vd.,2024).

Metal Organik Cerceveler (MOF), metal iyonlari veya kiimeleri ve organik
baglayicilardan olusan, nano gozenekli ve genellikle kristalin malzemelerin bir sinifini
olusturur. Bu yapilar, biyouyumluluklari, genis yiizey alanlari, ayarlanabilirlikleri ve 1yi
tanimlanmis gézenekleri nedeniyle enzimler i¢in tastyici olarak yaygin sekilde kullanilir

1



ve onlara diger tasiyicilara gore ¢ok biiyiik bir avantaj saglar (Alvarado-Ramirez vd,
2024).

Toksik olmayan, biyobozunur, biyouyumlu ve biyo-yenilenebilir bir polisakkarit olan
kitosan, enzimlerin anyonik kalintilariyla kolayca iyonik baglar olusturan reaktif amino

gruplarina sahiptir ve enzim immobilizasyonu potansiyelini arttirmaktadir (Cabrera-
Barjas vd, 2024)

Bu calismada, incir agaclarinin lateksinden ekstrakte edilen proteaz aktivitesinin yani
sira, i¢sel peroksidaz benzeri aktiviteye sahip bir sistein proteolitik enzimi olan fisin,
zeolitik imidazolat gergevesi-8 (ZIF8)-kitosan ve kitosan filmlerine immobilize edildi. ilk
olarak ZIF8 sentezlendi ve amin gruplari ile modifiye edildi. Modifiye edilmis ZIFS,
kitosan ile karistirildi ve ATR-FTIR ile karakterize edildi. Hazirlanan filmlere fisin
immobilize edildi. Sicaklik ve pH'in serbest ve immobilize enzimler iizerindeki etkileri

incelendi. Kinetik parametreler, tekrar kullanilabilirlik ve depolama siiresi belirlendi.

1.2. Enzimler

Enzimler, ¢ogu canli tarafindan olusturulan ve belirli biyokimyasal reaksiyonlar
gerceklestirmek icin katalizor gorevi goren biyolojik makromolekiiller veya maddelerdir.
Hiicredeki metabolik siiregler ve diger kimyasal reaksiyonlar, yasamin stlirdiiriilmesi i¢in
gerekli olan bir dizi enzim tarafindan gergeklestirilir. Metabolik siirecin baglangic

asamasl, substrat ad1 verilen bir molekiille reaksiyona giren enzimlere baghdir. Enzimler

substratlart {irlin olarak bilinen diger farkli molekiillere doniistiiriir.

Enzimlerin diizenlenmesi, yasam siireglerini siirdiirmedeki rolleri nedeniyle klinik tanida
onemli bir unsur olmustur. Ribozim adi verilen RNA katalizorleri smifi disinda, tiim
enzimlerin makromolekiiler bilesenleri proteinden olusur. Ribozim kelimesi riboniikleik
asit enziminden tiiretilmistir. Birgok ribozim, kendi baglarindan birinde veya diger

RNA'lar arasinda reaksiyonlar1 katalize eden riboniikleik asit molekiilleridir.

Enzimler esas olarak hiicre i¢i ve hiicre disi enzimlere ayrilir. Mikroorganizmalar
tarafindan salgilanan hiicre disi enzimler, gida, tekstil, biyorafineriler, tarim, kagit

hamuru ve kagit, yem, deterjan ve ilag gibi endiistrilerde yaygin olarak uygulanabilmeleri



nedeniyle 6nemli biyokatalizorlerdir.

Enzimlerin yapilari, reaksiyonun meydana geldigi aktif bir bolgenin varli1 nedeniyle,
katalize ettikleri reaksiyona ve dolayisiyla dahil olan reaktanlara (substrat) oldukca
spesifiktir. Aktif bolge enzim iginde spesifik bir amino asit yapisina sahip kiigiik bir
yariktir ve substratin baglanmasini ve enzim-substrat kompleksini (ES) olusturmasini
saglar; bu kompleks, reaksiyon tamamlandiginda kompleksin ayrigsmasini saglamak iizere
zay1f baglarla bir arada tutulur. Enzimin geri kalani bir iskele gorevi gorerek bu 6nemli

amino asitleri bir araya getirir.(Sekil 1.1)

Aktif bolge
‘ <+ —
" 3
Enzim Substrat Enzim-substrat

kompleks Enzim Uriin

Sekil 1.1 Genel enzim modeli (Blanco ve Blanco, 2017)

Aktif bolge, spesifik substratin seklinin tamamlayicisidir. Bu etkilesimin nasil

gerceklestigine iligkin iki ana model vardir:

Anahtar ve kilit modeli — aktif bolge substrata miikkemmel uyum saglar ve baglanmasi

icin herhangi bir degisiklik gerektirmez.(Sekil 1.2)

Sekil 1.2 Anahtar ve kilit modeli (Blanco ve Blanco, 2017)



Uyarilmig uyum modeli: Aktif bolge substratin neredeyse tamamlayicisidir ancak
baglandiginda enzim, aktif bdlgenin seklinin daha iyi uyum saglamasi igin
konformasyonel degisikliklere ugrar. Kilit ve anahtar modeline goére daha kabul

gormektedir. (Sekil 1.3.)

Sekil 1.3 Uyarilmis uyum modeli (Blanco ve Blanco, 2017)

Enzimlerin en iyi sekilde ¢alisabilecekleri bir optimum sicaklik ve pH degeri vardir; bu,
enzimin iglevine ve hem hiicresel hem de organ konumuna bagh olarak degisir. pH'daki
degisiklikler kritik iyonlasma durumlarimi degistirebilir, sicakliktaki degisiklikler ise

onemli baglar1 bozarak enzimin yapisini ve dolayisiyla islevini etkileyebilir.

Siddetli sicaklik ve/veya pH degisikliklerine maruz kalmasi durumunda aktif bélgenin
sekli degisebilir. Buna enzim denatiirasyonu denir ve enzimin artik substratina

baglanamayacagi veya biyolojik islevini yerine getiremeyecegi anlamina gelir.

Enzim Komisyonu (EC) numarasi, bu proteinlerin katalize ettigi kimyasal reaksiyonlara
dayanan bir isimlendirme sistemidir. Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji
Birligi (IUBMB) tarafindan gelistirilmistir ve her sayinin enzim katalizli bir reaksiyonla
iliskilendirildigi sayisal bir siniflandirma semasindan olusur (McDonald ve Tipton,

2021).



Tablo 1.1 Enzim siniflandirmasi

EC1:

EC2:

EC3:

EC 4:

EC 5:

EC 6:

ECT:

Oksidorediiktazlar

Transferazlar

Hidrolazlar

Livazlar

Izomerazlar

Ligazlar

Translokazlar

Oksidasyon-rediiksivon

reaksiyonlarim katalize eden enzimler.

Fonksivonel bir grubu (6rnegin bir metil

veya fosfat grubu) aktaran enzimler.

Cesitli baglann hidrolizini katalize eden
enzimler.

Hidroliz ve oksidasvon dismndaki vollarla
¢esitli kimvasal baglan kiran, sikhikla yend
bir ¢ift bag veyva halka vapisi olusturan
enzimler.

Molekiiller igindeki gruplann izomerik
formlar elde etmek iizere transfering

katalize eden enzimler.

Tipik olarak ATP kullanarak iki molekild

bir araya getiren enzimler.

Iyonlartn  veya molekiillerin  zarlar
boyunca hareketini veya bunlarnn zarlar

iginde ayrilmasim katalize eden enzimler.



Bir EC numarasi tipik olarak, onerilen bir isimle baglantili, noktalarla ayrilmis dort
sayidan olusan bir dizi olarak temsil edilir. Ornegin EC 1.1.1.1 (alkol dehidrojenaz).
Birinci Say1: Reaksiyonun tiirii veya enzim sinifini ifade eder ve her birinin katalize ettigi
reaksiyonun tiiriine bagli olarak enzim sinifin1 gosterir (Tablo 1). Ikinci ve iigiincii sayilar:
Enzim alt sinifi ve alt alt sinifi olup enzim katalizli reaksiyonda yer alan molekiiler grup,
bag veya tirlinlin tlirli hakkinda daha fazla ayrint1 saglayarak reaksiyonun 6zgiilliiglinii
daraltir. Dordiincti say1 enzimin seri numarasidir. Enzim katalizli reaksiyonda yer alan
spesifik metabolitler ve/veya kofaktorlerle ilgili spesifik enzim kimligini temsil eder

(McDonald ve Tipton, 2021).
1.3. Enzim Fonksiyonu

Enzimler, bir reaksiyonun gerceklesmesi ve substratlari iiriinlere doniistiirmesi i¢in
gereken minimum enerji girdisi olan daha diisiik aktivasyon enerjisine (Ea) sahip olan bir

reaksiyon i¢in alternatif bir yol saglar.

AG*

Serbest Enerji, 6

Reaksiyon Yonii

Sekil 1.4.Enzim serbest enerji-reaksiyon yonii grafigi

Gegis durumu, substrat ile {rlinii arasinda reaksiyonun gegtigi molekiiler bir ara
maddedir. Zay1f substrat baglanmasi iizerine, enzimin aktif bolgesi, ge¢is durumuna ilk
substrattan daha iyi uyacak sekilde konformasyonu degistirir, dolayisiyla bu gecis
durumuna daha yiiksek bir afiniteye sahiptir. Bu, ona ulagmak i¢in gereken aktivasyon

enerjisini azaltir. Bu nedenle substrat aktif bolgeye baglandiginda reaksiyonun devam
6



etmesi tesvik edilir ve ge¢is durumuna ve sonugta reaksiyonun nihai {riiniine
dondistiirtiliir. Enerji agisindan olumlu olan bu siireg, belirli bir siire i¢inde daha fazla

substrat molekiiliiniin iirtinlere doniistiiriilmesine olanak tanir.

Gegis hali yiiksek enerjiye sahip oldugundan kararsizdir ve yalnizca gegici olarak var
olabilir. Kendiliginden daha diisiik enerjiye sahip, daha kararli bir {iriine doniisiir.

Enzimin aktif bolgesinin bu {irtine afinitesi diisiiktlir, dolayisiyla ayrisir ve serbest

birakilir.

Herhangi bir reaksiyonun hiz siirlayici adimi en yavas adimidir ve tiim reaksiyonun
hizin1 belirleyen de budur. Enzimatik reaksiyonlarda enzim-substrat kompleksinin iirline
doniistimii normalde hiz sinirlayicidir. Bu adimin hizi (ve dolayisiyla tim enzimatik

reaksiyon), ES kompleksinin konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

Reaksiyon ilerledikge ES kompleksinin konsantrasyonu degisir ve dolayisiyla iirlin
olusum hiz1 da buna gore degisir. Reaksiyon dengeye ulastiginda (kararli durum fazi), ES

konsantrasyonu (ve dolayisiyla reaksiyon hizi) nispeten sabit kalir.

Michaelis-Menten kinetigi, enzim katalizli reaksiyon hizinin, enzim ve substrat
konsantrasyonuna nasil bagli oldugunu agiklayan bir enzim kinetigi modelidir. Substratin
(S), enzime (E) geri doniisimlii olarak baglanarak enzim-substrat kompleksi (ES)
olusturdugu ve daha sonra geri doniisiimsiiz bir sekilde reaksiyona girerek iirtin (P)

olusturdugu ve enzimi tekrar serbest biraktigi bir reaksiyon olarak ifade edilir. (Sekil 1.4)

S+E=2ES—>P+E

Michaelis-Menten kinetiginde iki anahtar terim sunlardir:

Vmaks: Enzimin aktif bolgelerinin tiimii substratla doyuruldugunda bu, reaksiyonun

maksimum hizidir.

Km (Michaelis sabiti) — Maksimum hizin %50'si oldugu substrat konsantrasyonu
Michaelis sabiti (Km) olarak bilinir. Enzimin substratina olan afinitesinin bir 6lgiistidiir;

Km degeri ne kadar diisiikse, enzimin substratina olan ilgisi o kadar fazladir ve daha

7



diisiik substrat konsantrasyonlarinda aktivite gosterir.(Sekil 1.5)

Yukaridaki reaksiyon i¢in Michaelis-Menten denklemi soyledir:

_ Vmax|[S]
~ Km + [S]

V=Hiz

Vmaks= Maksimum hiz

S= Substrat

0.35 |
0.30
0.25
0.20
HIZ
0.15
0.10

0.05 -

0.00 - - -
0 1000 2000 3000 4000

SUBSTRAT KONSANTRASYONU

Sekil 1.5 Michaelis-Menten Egrisi

Substrat konsantrasyonuna karsi reaksiyon hizinin bu grafigi, dikdortgen bir hiperbol
sekline sahiptir. Bununla birlikte, Michaelis-Menten kinetiginin daha kullanigh bir
temsili, Lineweaver-Burk grafigi olarak adlandirilan ve reaksiyon hizinin tersini (1/V)

substrat konsantrasyonunun tersine (1/[S]) kars1 gosteren bir grafiktir.(Sekil 1.6)



1/v

1/Vmaks+
T O 1/[s]
-1/Km

Sekil 1.6 Lineweaver Burk grafigi

Bir enzimin aktivitesi, belirli bir siirede bir reaksiyonda olusan iiriin veya tiiketilen
substrat miktariin Olgiilmesiyle belirlenir. Baslangi¢ hizi, tiiketilen substrat miktari
baslangicta mevcut olan toplam substratin %20'sinden az oldugunda dSlgiilen aktiviteye
karsilik gelir. Enzim aktivitesi, uluslararas1 birimler (IU) veya tanimlanmis pH ve sicaklik
kosullar1 altinda saniyede 1 pmol substratin doniisiimiinii katalize eden enzim miktari
cinsinden ifade edilir. Spesifik aktivite, miligram protein bagina enzim birimidir. Molar
aktivite veya devir sayisi, enzim hiz sinirlayici faktér oldugunda, tek bir enzim molekiilii
tarafindan dakikada doniistiiriilen substrat molekiillerinin sayist olarak tanimlanir.
Enzimatik reaksiyonun hizi, numunede bulunan enzim miktariyla dogru orantilidir.

Ayrica S konsantrasyonu, ortam sicakligi ve ortamin pH'1 reaksiyon hizini etkiler.

1.4. Fisin Enzimi

Fisin (EC 3.4.22.3) proteaz aktivitesinin yan1 sira, intrinsik peroksidaz benzeri aktiviteye
sahip oldugu tespit edilen incir agaclarinin lateksinden ekstrakte edilen bir sistein
proteolitik enzimdir (Aider 2021; Long vd., 2020). 10-15 gram agirhgindaki bir yesil
incir, 100-150 mg proteaz igerir. Fisin proteolitik aktivitesini pH 5-8 ve 45-55°C sicaklik
araliginda gosterir. Simdiye kadar 3 fisin fragmani incelenmistir: Sistein (Cys) katalitik
bolgesi etrafindaki bir fragman, Histidin (His) ¢evresindeki katalitik bir fragman ve N-
terminal fragmani (Aider 2021).



Fisin, katalitik mekanizmasi aktif bolgedeki bir Cys grubunu igeren sistein proteazlar
grubuna aittir. Tiyol proteazlar olarak da bilinen sistein proteazlar, bir proteinin sisteinden
gelen niikleofilik bir tiyol kullanarak peptit baglarma etki ederek proteinlerin
pargalanmasini katalize eder. Ficus carica'dan elde edilen proteazlar, Glisin (Gly), Valin
(Val), Losin (Leu), Alanin (Ala), Serin (Ser), Asparajin (Asn), Arginin (Arg) ve His gibi
temel ve notr aminoasitlere karsi kars1 genis bir spesifiklige sahiptir. Fisin, Tirozin (Tyr),
Fenilalanin (Phe) ve Val baglarindaki proteinleri pargalar (Aider 2021).

FiSIN

SENTEZ «

<
Peptitierin
sentezi

[ Parazit onleyii ajan olarak ] [ Hemostatik ol arak }

HIOROLIZ

[ Proteinlerin

Biyoaktif peptid
proteolia uretimi

[ Sit pihtilagmass ] [ Et yumusatma
\ l
Aktif antikor fragmaniarinin Sentetik liflerin
uretimi hidrolizi
=

Sekil 1.7 Fisin Kullanim alanlari
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Fisin, protein hidrolizatlar1 iiretmek i¢in ve et iiriinlerinde yumusakligin arttirilmasi, bira
icin soguga karsi koruma maddesi, hamur yumusatici, peynir mayasi ikamesi ve dnceden
pisirilmis tahillar i¢in igsleme yardimcisi gibi farkli gida uygulamalarinda kullanilmaktadir

(Aider 2021). (Sekil 1.7)

Fisin intrinsik peroksidaz benzeri aktiviteye sahip olmasi nedeni ile glikoz, dopamin, L-
sistein gibi baz1 biyomateryallerin tespitinde kullanilmaktadir. Ancak stabilitesinin diisiik
olmas1 nedeniyle analitik uygulamalarda peroksidaz benzeri bir enzim olarak kullanim

oran1 digiiktiir. (Long vd., 2020).
1.5. Enzim immobilizasyonu

Geleneksel katalizorlerle karsilastirildiginda enzim kullantminin biiyiik avantajlarina
ragmen, bunlarin serbest formlarinda kullaniminda bazi zorluklar ortaya ¢ikar. Biiyiik
Olcekli uygulamalarda serbest enzimlerin kullanimi kararsiz ve kisa bir raf dmriine sahip
olmalar1 nedeni ile uygun degildir. Enzimler yiiksek sicaklik, asir1 pH gibi ¢esitli zorlu
proses kosullarma karst oldukca hassastir. Enzimlerin endiistriyel uygulamalarda
kullanilmasi bu hassasiyetler nedeniyle olduk¢a zor olmaktadir (Ji vd.,2024; Bolivar vd.,
2022).

Bu eksikliklerin tistesinden gelmek i¢in enzim immobilizasyonu, enzimlerin genis dl¢ekli
uygulamalarmi genisletmek icin etkili ve pratik bir yontemdir. Immobilize enzimler,
tekrar kullanilmay1 ve reaksiyon sisteminden hizli ayrilmayi saglarken ayni zamanda
enzimin aktivitesini ve stabilitesini Oonemli Olglide artirabilir. Enzim verimliligini,
stabilitesini ve aktivitesini arttiracak ¢ok sayida enzim immobilizasyon teknigi ortaya
cikmistir. Bu stratejiler arasinda adsorpsiyon, kovalent baglanma, capraz baglama,
tutuklama, MOF yerlestirme ve kapsiilleme yer almaktadir. (Sekil 1.8) Enzim
immobilizasyonunun etkinligi ve immobilize edilmis enzimin genel performansi
immobilizasyon yontemi ve tagiyict malzemenin se¢imi gibi faktdrlerden 6nemli dlglide
etkilenir. Bu nedenle uygun tasiyicilarin gelistirilmesi ve tasarimi her zaman

immobilizasyon teknolojisinin temel sorunu olmustur (Ji vd.,2024; Bolivar vd., 2022).

Tasiyic1 malzemeler enzim immobilizasyonunda 6nemli bir rol oynar. Tasiyicilar sadece
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enzimler i¢in uygun bir mikro ortam saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda immobilize
edilmis enzimlerin stabilitesini ve yeniden kullanilabilirligini de etkiler. Bu malzemeler,
inorganik malzemeler, organik malzemeler ve organik-inorganik kompozit malzemeler
dahil olmak iizere bir dizi se¢enegi kapsar. Enzim immobilizasyonunda etkili ve stabil
destek olarak ¢ok cesitli inorganik ve organik malzemelerin yani sira kompozit
malzemeler de kullanilabilir. Nanokompozitler, inorganik ve organik o6zelliklerin
birlesiminden kaynaklanan benzersiz avantajlar1 nedeniyle, enzim immobilizasyonunda
en yaygin kullanilan ve etkili tastyicilar olarak ortaya ¢ikmistir. Nanomalzemeler tipik
olarak yiiksek yiikleme kapasitesine ve immobilize enzimlerin yeniden
kullanilabilirligine katkida bulunan genis spesifik yiizey alanlari, 6nemli miktarda
gozeneklilik busayede de enzime ait bol miktarda aktif bolge sergiler (Ji vd.,2024; Bolivar
vd., 2022).

Immobilizasyon yontemleri aym1 zamanda immobilize edilmis enzimin 6zelliklerini
etkiler. Fiziksel adsorpsiyon yontemi, kullanimi nispeten kolay olmasina ve daha yiiksek
enzim aktivitesini siirdiirmesine ragmen, enzimler ve tasiyicilar arasindaki zayif
etkilesimler nedeniyle siklikla enzim sizintisina sebep olur. Kovalent baglanma ise daha
giiclii etkilesimler saglayarak enzim sizintisini en aza indirir ve enzim stabilitesini ve
yeniden kullanilabilirligini artirir. Ancak bu yontem ayni zamanda zorlu reaksiyon
kosullar1 nedeniyle geri doniisii olmayan enzim inaktivasyonuna da yol acabilir. Baska
bir yaklasim olan gdbmme yontemi, mekanik stabiliteyi arttirir ve enzim sizintisini azaltir

ancak reaksiyon kosullari izerinde siki kontrol gerektirir (Ji vd.,2024; Bolivar vd., 2022).

Enzim immobilizasyonu hem kullanilan enzimlerin hem de destek malzemelerinin
kolayca geri kazanilmasina olanak tanir ve bu ozellikle gida, tibbi ve farmasdtik
uygulamalarda faydalidir. Enzimlerin immobilize formlarinin ¢gok daha yiiksek stabiliteye
sahip olmalari, reaksiyonlarda tekrar tekrar kullanilmalar1 ve serbest formlariyla
karsilastirildiginda kullanimi daha kolaydir. Immobilizasyon isleminin bir diger faydasi,
enzimatik baglanma sonrasinda katalizorlerin  homojenden heterojen formlara
doniisebilmesidir, bu da enzimlerin ayrilmasina ve yliksek saflikta iiriinler iiretilmesine

yardimci olmaktadir (Ji vd.,2024; Bolivar vd., 2022).

Enzim immobilizasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan destekler arasinda dogal
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polimerler, karbon nanotiipler, grafen oksit ve benzerleri yer almaktadir. Bu materyaller
enzimlerin aktivitesini ve stabilitesini etkili bir sekilde gelistirebilir ve {iriinlerin
inhibisyonunu azaltabilir. Bu miikemmel 6zelliklere ragmen, immobilize enzimlerin bu
malzemelerle mevcut uygulamalar1 hala diisiik yiikleme verimliligi, esnek olmayan
gozenek boyutlart gibi ozellikleri ile sinirhidir. Bu nedenle yeni immobilizasyon

matrislerinin arastirilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir (Feng vd., 2022).

Son yillarda nanoteknolojinin gelismesi enzim immobilizasyonu i¢in bir¢ok yeni firsat
saglamigtir. GoOzenekli nanomalzemelerin gelistirilmesi dikkate deger basarilar
saglamistir. Ozellikle metal-organik cerceveler (MOF'ler) yeni gdzenekli cerceve

malzemeleri olarak gesitli alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Feng vd., 2022).

ENZIM
IMMOBILIZASYON

METOTLARI
|

ADSORPSIYON

TUTUKLAMA KOVALENT
BAGLANMA

]
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Sekil 1.8 Enzim immobilizasyon ¢esitleri

1.6. Metal-Organik Cerceveler

Metal-Organik Cergeveler (MOF'ler), metal bazli diigiimlerden ve fonksiyonel gruplara
(0rnegin, karboksilatlar, aminler, nitratlar, fosfatlar ve siilfonatlar) sahip organik

ligandlardan olusan, inorganik ve organik materyallerdir (Bilal vd.,2019). Cesitli post-
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sentetik modifikasyon tekniklerinin yardimiyla, MOF'larin kimyasal fonksiyonlari,
diigiimlerin ve baglayicilarin rasyonel tasarimi yoluyla spesifik uygulamalar i¢in hassas
bir sekilde uyarlanabilir (Feng vd., 2022). Bugiine kadar MOF'ler adsorpsiyon (Howarth
vd., 2015), kataliz (Song vd., 2019), gaz depolama ve ayirma (Rodenas vd., 2015),
algilama (Huang vd.,2024), ilag salinimi (Xiang vd.,2024) gibi ¢esitli alanlarda biiyiik ilgi
gormiistiir. MOF'larin derinlemesine arastirilmasi ve basarili bir sekilde gelistirilmesiyle,
cesitli topolojiye sahip MOF'lar tarafindan enzim immobilizasyonunun genis ¢apta rapor
edildigi goriilmektedir (Feng vd., 2022). Enzim immobilizasyon matrisleri olarak
MOF'larin sagladigi avantajlarin ilki ultra yiiksek yilizey alanina (hatta 6000 m2/g'ye
kadar) sahip olmasidir ve bu daha yiiksek miktarda enzim yiiklenmesini saglar. ikinci
olarak, MOF iskeleleri, farkli molekiiler agirhik boyutlarina sahip enzimlerin
immobilizasyonuna olanak saglayan aciklik boyutunun ve yapisinin ayarlanmasi yoluyla
enzimle eslesecek sekilde tasarlanabilir. Ugiinciisii, yiiksek diizeyde diizenli ¢ergevenin
enzimlere kars1 koruma etkisidir ve 6zellik onlar1 yiliksek sicaklik, organik ¢oziicii ve asiri
yiiksek asidik veya alkali ortam gibi zorlu kosullar altinda daha kararli hale getirir. Ayrica
enzimin ayristirilmasini ve saflastirilmasini saglayarak yeniden kullanilabilirligini saglar.
Tiim bunlar MOF’larin uygulama alanlarini artirir. Enzim immobilizasyonu igin MOF
kavrami ilk kez 2006'da bildirildiginden beri, farkli stratejiler yoluyla enzimleri
immobilize etmek i¢in MOF'lar1 tasiyict olarak kullanan ¢ok sayida ¢alisma rapor
edilmistir (Feng vd., 2022). Enzim ve MOF matrisi arasindaki etkilesim moduna gore,
enzim-MOF kompozitleri olusturma stratejileri temel olarak yiizey biyokonjugasyonu
(fiziksel adsorpsiyon ve kovalent baglanti1 dahil), MOF'larin gézenek aglarina difiizyon
(infiltrasyon) ve yerinde kapsiilleme seklinde olabilmektedir (Feng vd.,2022).

Yerinde kapsiilleme, enzimlerin 6nceden sentezlenmis bir yapiya enjekte edilmesi yerine,
MOF sentezinin ve enzim ilavesinin tek bir kapta yapilmasidir. Buna ayn1 zamanda de
novo kapsiilleme denir. Difiizyon stratejisine benzer sekilde, bu strateji enzimlerin
denatiirasyonunu ve deaktivasyonunu Onlecek 3 boyutlu mikro ortam saglar. Bununla
birlikte, yerinde kapsiilleme stratejisinin, enzimin molekiiler boyutu ve MOF boslugunun
yapist konusunda ozel bir gerekliligi yoktur. Bu stratejide, enzimler MOF'larin
gozeneklerinde veya kanallarinda degildir, ancak ihmal edilebilir diizeyde enzim ile
MOF'larin gergevesi ile cevrelenmistir. Ustelik bu 'tek kap' stratejisi immobilizasyon

siirecini basitlestirir. Enzimlerin denatiirasyonunu 6nlemek icin bu stratejinin genellikle
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tlimli kosullar altinda (6rnegin, sulu ¢ozelti ve oda sicakligl) uygulanmasi gerekir. Bu
durum MOF'nin organik c¢oziiciilerde hazirlanmasinin neden oldugu su stabilitesi
sorununun kisitlamalarinin {istesinden gelir. Ancak bu immobilizasyon stratejisinde
kullanilabilecek MOF'lar sentez kosullarinin kisitli olmasi nedeniyle oldukga sinirlidir.
Yerinde kapsiilleme icin kullanilabilecek MOF'lar arasinda Zeolit Imidazol
Kafes(ZIF)'ler, Hong Kong University of Science and Technology (HKUST)-1 vemetal-
azolate frameworks (MAF)-7 yer almaktadir; bunlarin arasinda zeolitik imidazolat
cerceve-8 (ZIF-8), hafif olmasi nedeniyle en ¢ok kullanilan iskelettir (Alvarado-Ramirez
vd.,2024; Feng vd.,2022).

ZIF'ler, MOF'larin bir alt ailesi olarak kabul edilir ve topolojileri zeolitlerinkine
benzerdir. ZIF'ler, kristallik, gozeneklilik ve biiyiileyici kimyasal ve termal stabilite gibi
bu iki malzemenin o6zelliklerine sahip olduklari i¢in hem MOF'larin hem de zeolitlerin
avantajlarin1  birlestirir. ZIF'ler, adsorpsiyonla veya membranlarda gaz ayirmada,
algilamada ve katalizde cesitli uygulamalar i¢in ¢ekici adaylar olarak kabul edilmektedir.
Yapisal esneklikleri nedeniyle sentezin kontrol edilebilirligi hem gdzenek boyutlarinin
hem de yiizey islevselliginin tasarlanmasini saglamaktadir. ZIF-8 nanopartikiiller tekrar
kullanilmay1 saglayan iistiin stabiliteleri nedeni ile ZIF ailesinin en ¢ok ¢alisilan yapisidir
(Alvarado-Ramirez vd.,2024; Bergaoui vd.,2021).

ZIF-8

Sekil 1.9 ZIF Yapis1 (Bergaoui vd.,2021)
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1.7. Kitosan

Kitosan, mantarlarin hiicre duvarlarinda, kabuklularin ve boceklerin dis iskeletlerinde
bulunan kitinin deasetilasyonu elde edilen dogal bir polimerdir. Biyolojik olarak
parcalanabilirlii ve toksik olmamasi nedeniyle 2000'li yillardan bu yana ilag ve as1
tasiyic1 sistemleri ve doku miihendisligi gibi tibbi uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kitosan pargaciklarinin boyutunun mikron ve mikron alti boyutta
diizenlenmesiyle, yiizey alani/hacim orant 6nemli Ol¢lide artar, bdylece ilaglarin

diftizyonu artar ve ila¢ salinim1 hizlandirilir (Nainggolan vd.,2024).

Kitosan, orta derecede antimikrobiyal aktiviteye, diisiik oksijen ve CO, gegirgenligine
sahiptir ancak kitosan yiiksek su emme oranina, yiiksek su buhari gegirgenligine sahiptir
ve organik asitlerde kolayca ¢oziiniir. Cogu gidanin organik asitler ve bir miktar su
igermesi nedeniyle kitosan gida ambalaj malzemesi olarak diisiiniildiigiinde bu 6zellikler
dezavantajlidir. Kitosan ayni zamanda mekanik mukavemet ve stabiliteden de yoksundur,
ancak bu, hammaddenin molekiiler agirligina bagl olarak degisebilir. Kitosan filmlerin
fonksiyonel ve fiziksel 6zelliklerini gelistirmek i¢in nanofiberler/nanopartikiiller, capraz

baglayicilar ve antimikrobiyaller sisteme dahil edilir (Cabrera-Barjas vd., 2024).

Kitosanin bir miktar antibakteriyel ve antifungal aktivite gdstermesine ragmen, etkinligi
hala sentetik pestisitlerle kiyaslanamaz ve ¢evre sorunlarini azaltmak igin diger aktif
bilesenlerle, tercihen dogal biyoaktif bilesenlerle kombinasyon gerektirir. Son
zamanlardaki yaklasimlardan biri, yliksek antioksidan, antimikrobiyal ve antifungal
aktivite saglayan dogal katki maddeleri oldugundan, kitosan filmlerinin biyolojik

aktivitesini arttirmak i¢in fenolik bilesiklerin kullanilmasidir (Cabrera-Barjas vd., 2024).
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Sekil 1.10 Kitinin deasetilasyonu ile kitosan eldesi (Vunain vd., 2017)

1.8. Fisin Enzimi ile Tlgili Yapilan Calismalar

Fisin esas olarak serbest formda kullanilmasina ragmen farkli protokoller kullanilarak
immobilize edilmistir (Morellon-Sterling vd., 2020). Fisin et yumusatic1 (Sullivan vd.,
2010), siit pthtilasmasi (Raskovic vd., 2016), protein/pigment film giderme (Yao vd,
2013), peptit sentezi (Hansler vd.,1995), balik proteini hidrolizat tiretimi (Feijoo-siota
vd., 2011), bira- bitirme islemleri (Feijoo-siota vd, 2011, Yamamoto vd, 2007), laksatif
ajan (Raskovic vd.,2016), mikrobiyal biyofilmi hedefleyerek antelmintik etki
(Baidamshina vd, 2017), cilt tiimorii ve sigil tedavisinde iizerine kullanildig: bildirilmistir
(Raskovic vd, 2016). Fisin, uygun biyolojik reaksiyon kosullar1 altinda yiiksek katalitik
etkinlige sahiptir (Pang vd, 2018). Bununla birlikte, bu proteazin yaygin kullanimi, enzim
dogal ortamindan c¢ikarildiktan sonra {i¢ boyutlu molekiiler yapisinin kararsizlig
nedeniyle engellendigi ve bu kararsizligin, ortamin pH veya sicaklifindaki degisiklikler
nedeniyle amino asit zincirlerinin molekiiller arasi etkilesimlerinin azalmasi sonucu
oldugu bildirilmistir (Rojas-Mercadovd, 2018). Tahsiri ve arkadaslart manyetik grafen

oksite fisin enzimini immobilize ettikleri calismada, enzimin harici bir manyetik kuvvetle
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ayrilmasi yoluyla yeniden kullanilabilirligini saglamakla kalmay1p ayn1 zamanda enzimin
termal stabilitesinin arttigini bildirmislerdir (Tahsiri vd. 2023). Baska bir ¢alismada
biyomolekiiler manyetik katmanli ¢ift hidroksit nano tabakali yapiya fisin enzimi
immobilize edilmis ve immobilize enzimin genis bir pH araliginda genel
stabilitesininaktivite gosterdigi ve termal stabilitesinin arttig1 rapor edilmistir (Tahsiri vd.,
2022).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Deneysel Calisma Plani

Calisma basamaklari:

Zeolit imidazol Kafes (ZIF) Sentezi

. - Kitosan Film Hazirlanmasi
ve Amin modifikasyonu »

¥

ZIF8-Kitosan Film Hazirlanmasi

¥

Enzim Immobilizasyonu

\ g

Enzim aktivite deneyleri
Optimum sartlarin belirlenmesi
Tekrar kullanilabililik, depolama
etkisi, kinetik parametreler

Sekil 2.1 Deneysel ¢alisma plani
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2.2 Arastirma araclan

Calismada kullanilan cihazlar asagida verilmistir.

Manyetik Karistirica Chiltren, Isiticili HS 31 (Ingiltere)

Destile Su Cihazi Millipore, Rios-DIUV (AB.D.)

Orbital Karistirica IEA-Werke, 05 10 B (Almanya)

Hassas Terazi SartoriousAnalvtic, A2005 = 0,0001
(Almanya)

Spektrofotometre Thermo Scientific Helios Zeta (Ingiltere)

Etiiv Genlab, Midi/2/AL (0-100) (Ingiltere)

pH Metre ToledoMettler (Isvigre)

Otomatik Pipetler Rainin, Pipetman (TUSA)

ATR-FTIR Perkin—FElmer Spectrum100 ATR-FTIR
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2.3. Kimyasallar

Fisin (incir agaci lateksinden elde edilmis) enzimi, kitosan (orta molekiil agirlikls,
deasetilasyon derecesi: %85), Zn(NO3)2.6H20, 2-metil-imidazol, hidroksietil metakrilat
(HEMA), polietilen glikol metakrilat (PEGMA), metanol, amonyak, sodyum hidrojen
fosfat, di sodyum hidrojen fosfat, asetik asit, Na-benzoil-L-arginin 4-nitroanilid (BAPA),
Dimetil siilfoksit (DMSO), Etilendiamintetraasetik asit (EDTA), p-nitroanilin, asetik asit

Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi.

2.4. Deneysel Yontemler

2.4.1. Zeolit imidazol Kafes (ZIF) Sentezi ve Amin modifikasyonu

Metanolde hazirlanan 100’er mL Zn(NO3)2.6H20) (10 mmol) ve 2-metil-imidazol (80
mmol) ¢6zeltileri bir biri {izerine eklendi ve karisim oda sicakliginda yaklasik 1 saat siire
ile karistirild. Islem sonunda karisim santrifiij edilerek beyaz renkli ¢okelti topland: ve
iki kez metanolde yikanarak 80 °C de 6 saat vakum etiiviinde kurutuldu. 1 g MOF iizerine
25 ml amonyum hidroksit (%25v/v) ve 10 mL distile su eklendi 60°C'de 24 saat
karismaya birakildi. Amin gruplart ile modifiye olan pargaciklar santrifiijle alindi ve
birka¢ defa metanol ile yikandi ve ZIF-8/NH; 80 °C'de 6 saat boyunca vakum etiiviinde
kurutuldu (Cenik 2024).

2.4.2. Kitosan Film

0,1 g kitosan, 100 mL %1 (v/v) asetik asit ¢dzeltisi iginde ¢oziildii. Uzerine 0,5 g
hidroksietil metakrilat (HEMA), 0,1 g polietilen glikol metakrilat (PEGMA) eklendi ve
karisim kaliba dokiilerek 40 °C'de bir gece bekletildi.

2.4.3. ZIF8-Kitosan Film

Kitosan filmde anlatildig1 sekilde hazirlanan karisima 0,1 g ZIF8 eklendi ve karisim
kaliba dokiilerek 40 °C'de bir gece bekletildi.
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2.4.4. Enzim immobilizasyonu

Kitosan ve ZIF8-Kitosan filmlerinin tartimi alindi ve iizerlerine 0,1 g/1 mL fisin enzim
¢ozeltisi konuldu ve orbital karistiricida 8 saat inkiibe edildi. Immobilize olan enzim
konsantrasyonu Bradford protein tayinine gore hasaplandi (Bradford, 1976).
Immobilizasyon éncesi ve sonrasi protein konsantrasyon degerlerinden immobilize olan

protein miktar1 hesaplandi.
2.4.5. Karakterizasyon

Perkin—Elmer Spectrum100 ATR- Fourier dontisiimii kizil6tesi (FT-IR) spektrofotometre
cihazi ile filmler karakterize edildi.

2.4.6 Aktivite Calismasi

43 mg Na-benzoil-L-arginin 4-nitroanilid (BAPA), 100 ml'lik balon jojede 1 ml DMSO
icerisinde ¢0ziildl, ardindan 60 mg sistein ve 74 mg EDTA ilave edildi ve 10mM pH 7
fosfat tamponu ile hacim tamamlandi. Enzim aktivitesini belirlemek i¢in, 200 pL fisin
(Img/1mL) ve tartim1 alinmig immobilize enzim 6rnekleri lizerine 1mL substrat ¢ozeltisi
eklendi ve 20 dakika inkiibe edildi, reaksiyon 1 mL asetik asit (%30 v/v) ¢ozeltisi ile
durduruldu. Serbest kalan p-nitroanilinden kaynaklanan absorbans miktart 410 nm'de
olgiildii. Uriin miktar1 farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis p-nitroanilin standart

grafigine kars1 hesaplandi (Rojas-Mercado vd. 2018).
Enzim aktivitesi serbest ve immobilize enzim i¢in degisen pH (4-9) ve sicakliklar (40-
90°C) i¢in yapildi.

2.4.7.Kinetik Parametrelerin Hesaplanmasi

0,25-0,45ug/mL araliginda degisen substrat konsantrasyonlarinda miktarlar1 bilinen
serbest ve immobilize enzim kullanilarak optimal sartlarda aktivite tayinleri yapildi.

Lineweaver—Burk grafigine gore Km ve Vmaks degerleri hesaplandi.

2.4.8. Tekrar Kullanilabilirlik

Kitosan-enzim 0,5 pg ve ZIF8-Kitosan-enzim 4 ug enzim konsatrasyonunda tartimlar

alindi. Optimum kosullarda her defasinda immobilize enzimler ortamdan alinarak
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tamponla yikandi ve taze substrat ilavesi ile aktivite deneyleri tekrar edildi. Ilk tekrardaki
bagil aktivite %100 olarak alindi ve diger tekrarlar buna gore hesaplandi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1.Filmlerin Yapisal Analizi

ZIF-8'in imidazol grubunun ve bir Zn-N etkilesiminin varlig1 Fourier doniisiimii kizil6tesi
(FT-IR) spektrumu ile dogrulandi. ZIF-8 igin 2450-3136 cm™'deki pikler sirasiyla
imidazol halkasinin alifatik ve aromatik C-H'sinin gerildigini géstermektedir. imidazol
halkasinin diizlem dis1 ve diizlem i¢i biikiilme bélgeleri sirasiyla 800 cm™'in altinda ve
900-1310 cm civarindadir. 1600 cm™ civarindaki pik noktas1t C=N gerilme modundan
kaynaklanirken, 1300-1600 cm™ civarindaki keskin pik noktalar1 tiim halkanin
gerilmesinden kaynaklanmaktadir. Son olarak 400 cm™'deki pik, ZIF-8 sentezi sirasinda
ZIF-8'deki ¢inko atomlar1 2-metilimidazol baglayicinin nitrojen atomlarina

baglandiginda Zn-N baginin gerildigini gosterir (Bergaoui vd., 2021).

171,1

160 |
155 |
150 |
145 |

80 |

69‘4 E. T T T T T T T T T T ™
4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 380,0
1

Sekil 3.1 ZIF ATR-FTIR grafigi
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Kitosan igin -OH ve -NH gruplarmin gerilme titresimleriyle ilgili 3000 ile 3700 cm™
arasindaki bolgede genis bir bant goriilmektedir. 1600 cm™ 'deki bant, amid | grubunun
C—O gerilme titresimlerine ve amid II grubunun 1500 cm™ —NH biikiilme titresimindeki
bantlara karsilik gelmektedir. 1400 cm™ -OH grubunun biikiilme titresimlerine, 1150 ile
1000 cm™* arasindaki bolgedeki bantlar C-O-C képriisiiniin ve C—O grubunun antisimetrik
gerilme titresimleriyle iliskilidir (Cabrera-Barjas vd.,2024)

%T
Kitosan

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 380
cm -1

Sekil 3.2 Kitosan grafigi

3.2.Enzim immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonunun baslangigtaki ana amaci, enzimlerin ¢ok pahali
biyokatalizorler 0lmasi sebebiyle sulu ortamda enzim ¢6ziiniirliigii problemini ¢6zmektir.
Gilinlimiizde baz1 ticari enzimlerin fiyatlar1 diigmiistiir ve bazi firmalar biyodizel liretimi
gibi proseslerde kullanilmak iizere enzimleri serbest formda tedarik etmektedir. Ancak
enzim immobilizasyonu, enzimlerin yeniden kullanilmasindan ¢ok daha fazla
uygulamaya sahip bir ara¢ haline gelmistir. Uygun bir immobilizasyon, bir¢ok enzim
Ozelligini biliyiikk oOlglide gelistirebilir. Enzim stabilitesi, immobilizasyon yoluyla

gelistirilebilir. immobilizasyon i¢in gozenekli bir destek kullamldiginda ¢ogu enzim,
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herhangi bir immobilizasyon protokolii (6rnegin, agregasyon veya proteoliz) kullanilarak
dig arayiizlerden veya molekiiller arasi olaylardan korunur. Bu ozellikle fisin gibi
proteazlar i¢in tercih edilebilir, ¢linkii proteoliz, enzim inaktivasyonunda énemli bir rol

oynamaktadir (Morellon-Sterling vd., 2020).

ZIF biyouyumluluklari, genis yiizey alanlari, ayarlanabilirlikleri ve iyi tanimlanmig
gozenekleri nedeniyle enzimler i¢in tasiyici olarak yaygin sekilde kullanilir. Ayni sekilde
toksik olmayan, biyobozunur, biyouyumlu ve biyo-yenilenebilir bir polisakkarit olan
kitosan, enzimlerin anyonik kalintilariyla kolayca iyonik baglar olusturan reaktif amino
gruplarina sahiptir ve enzim immobilizasyonu potansiyelini arttirmaktadir. Fisin sulu
tampon ¢ozelti i¢inde basit bir sekilde karigtirilarak Kitosan ve ZIF8-Kitosan filmlere
immobilize edildi. HEMA ve PEGMA’daki akrilat gruplar ile ZIF ve kitosandaki NH2
gruplar1 birbirlerine Aza-Micheal reaksiyonu ile baglanmistir. Kalan -NH2 gruplarindan
fisin enzimi -COOH gruplarindan kovalent olarak immobilize olmustur. Ayrica ZIF’in
gbzenekli yapisindan dolay1 enzimin bir kismi1 bu gozeneklere girerek ZIF’e baglanmuistir.
1 gram polimere immobilize olan enzim miktarlar1 karsilastirildiginda ZIF8-Kitosan

filme daha fazla enzim immobilize oldugu goriilmektedir.

Tablo 3.1. Immobilizasyon verimi

Polimerik film Yiiklenen miktar (g Immobilizasyon %
polimere baglanan mg
enzim})
Kitosan Fim 0,486 61.7
ZIF§8-Kitosan Film 0,666 725
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Protein Standart Grafigi
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Sekil 3.3. Protein Standart Grafigi

3.3. pH EtkKisi

Enzimlerin ti¢ boyutlu yapisi, reaksiyon ortamindaki pH degisikliklerinden kolayca
etkilenebilen hidrojen baglarina sahiptir. Asir1 pH'larin neden oldugu geri doniisi
olmayan yapisal deformasyonlar nedeniyle enzim etkisiz hale gelebilir. Ayrica bu,
cozeltideki enzimin aktif merkezlerini iyonize edebilir ve bdylece enzimin katalitik
verimliligini etkileyebilir.

Calismamizda fisin aktivitesi lizerindeki pH etkisi 4 ila 9 araliginda arastirildi (Sekil 3.4).
Serbest fisin pH 7°de maksimum aktivite gosterirken, immobilize Kitosan-Enzim pH 8’de

ve ZIF8-Kitosan-Enzim pH 6’da maksimum aktivite gostermislerdir.

Gozlenen fark, ortam ile enzim arasindaki iyon degisiminden kaynaklanmis olabilir. pH
aktivite profili genellikle H+ ve OH- konsantrasyonlarinin immobilize enzimi ¢evreleyen
mikro ortam ile toplu ¢ozelti arasinda esit olmayan sekilde boliinmesinden etkilenebilir.
Kitosan-Enzim i¢in pH 8’de maksimum aktivite gostermesini tasiyici ylizeyin
yakinindaki katyonlarin konsantrasyonu ¢ozeltininkini astifinda, enzimin optimal pH'1
yiikli tasiyicilar tarafindan daha yiiksek bir pH'a kaydirilmis olabilecegi seklinde

aciklayabiliriz. Ayrica alkali kosullar altinda Kitosan-Enzim, serbest enzime gore gore
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cok daha yiiksek derecede pH stabilitesi sergiledigi gozlendi. ZIF8-Kitosan-Enzim pH

6’da maksimum aktivite vermesini tersi durumla agiklayabiliriz.

pH Etkisi

4 5 6 7 8 9

pH

100

8

o

6

o

Bagil Aktivite %
o
o

N
o

o

M serbest enzim M ZIF8-Kitosan-Enz M Kitosan-Enz

Sekil 3.4. pH etkisi
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p-nitroanilin standart grafigi

7 y=0,0325x
R*=0,9851
! *

Absorbans

0 20 40 &0 BD 100
Konsantrasyon pg

Sekil 3.5. Uriin standart grafigi

3.4. Sicaklik Etkisi

Fisinin immobilizasyon Oncesi ve sonrasi aktivitesi aktivitesi tizerindeki sicaklik etkisi
40 ila 90 °C arasindaki sicakliklarda arastirildi (Sekil 3.6). Serbest fisin 60 °C'de
maksimum aktivite gosterirken, immobilize Kitosan-Enzim ve ZIF8-Kitosan-Enzim
80°C’de maksimum aktivite gdstermislerdir. Enzimin immobilizasyonu, serbest enzime
kiyasla enzimin termal stabilitesini arttirmistir. Bu durum immobilizasyon sonrasi enzim
hareketinin kisitlanmis olmasi ve polimerik destegin fonksiyonel yan gruplarinin enzimin

aktif bolgesini korumus olabilecegi seklinde agiklanabilir.
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Sicaklik Etkisi
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Sekil 3.6. Sicaklik etkisi

3.5. Kinetik Degerler

Vmaks, enzimin tiim aktif bolgeleri substrat tarafindan isgal edildiginde, istenen iiriine
substrat donilistimiiniin maksimum katalitik hizin1 gosterir. Vmax degerinin yarisindaki
substrat konsantrasyonu afinite sabiti (Km) degeri olarak kabul edilir. Yiikksek Km hem
substrat tiiriiniin difiizyon etkilerine hem de pH, sicaklik ve iyonik gii¢ gibi ¢evresel
kosullara bagli olarak enzimin substratina olan zayif afinitesini ifade eder (Mohammadi
vd.,, 2019). Tez ¢alismamizda immobilize enzimin Vmaks degerleri, serbest
formunkinden daha diisik Km degerleri ise daha yiiksek bulunmustur. Bu durum
substratin hidroliz oraninin immobilizasyondan sonra azaldig1 seklinde yorumlanabilir.

Ayrica substratin enzimin aktif bolgesine difiizyonel kisitlamasi ve muhtemelen
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substratin destek tizerindeki fonksiyonel gruplarla etkilesimi ve enzimin substrata karsi

afinitesinin azalmasi nedeniyle olabilir.

Tablo 3.2. Km ve Vmaks degerleri

2,08 1,47

04 0,5

1 -5 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45
1/18]

@ ZIF8-Kitosan-Enz @ Kitosan-Enz @ serbest enzim

Sekil 3.7. Kinetik ¢alismaya ait grafikler
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3.6.Tekrar Kullanilabilirlik

Endiistriyel uygulamalar i¢in immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirligi ve kag
dongiiyli  siirdiirebileceginin ~ kontrol edilmesi enzimlerin ekonomik agidan

degerlendirilmesi agisindan ¢ok 6nemlidir.

Sekil 3.8'de gosterildigi gibi, birbirini takip eden 15 déngiiden sonra immobilize Kitosan-
Enzim ve ZIF8-Kitosan-Enzim aktiviteleri, baslangi¢ aktivitelerinin yaklasik %50 ve 45
oraninda azalmistir. Immobilize enzimlerde, enzim aktivitelerinde gdzlemlenen kayip,
muhtemelen yeniden kullanim deneyi sirasinda enzimin mekanik hasar1 ve
denatiirasyonundan ve her dongiiniin sonunda yikama adimlari sirasinda tasiyici
yiizeyden immobilize enzimin salinmasindan kaynaklanmis olabilir (Kharazmi vd., 2020;
Mohammadi vd., 2019).

120
100 9 .
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60 o . - ! :
© 88 ¢ ¢

40

Bagil Aktivite %

20
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Tekrar Kullanim

@ ZIF8-Kitosan-Enz @ Kitosan-Enz

Sekil 3.8. Tekrar Kullanilabilirlik
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3.7. Depolama Zamani

Endiistriyel uygulamalarda immobilize edilmis enzimlerin yeniden kullanilabilirligi
maliyeti diisiiren bir yaklasimdir. Literatiir incelendiginde 6zellikle serbest enzimlerle
karsilagtirildiginda, destek materyali lizerine immobilize edilmis bazi enzimlerin uzun
vadeli stabilitesi ve katalitik aktivitesinin arttigina dair sonuglar bulunmustur (Tahsiri vd.,
2022).

Serbest enzim ve immobilize enzimlerin ilk aktiviteleri tayin edildikten sonra
buzdolabinda +4 °C de muhafaza edilmislerdir. Buzdolabinda saklanan enzimlerin
aktiviteleri 2 ay boyunca gesitli zaman araliklarinda tayin edilmis ve ilk aktiviteleri ile
kiyaslanmustir (Sekil 3.9). Serbest ve immobilize enzimlerde (Kitosan-enzim ve ZIF8-
Kitosan-enzim) 60 giin sonunda depolama stabilitelerinde,sirasiyla??, yaklasik %30, %14

ve %10 aktivite kayb1 gdzlenmistir.

Depolama Zamani
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Sekil 3.9. Depolama kararliligt
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4.SONUCLAR

Calismada fisin enzimi Kitosan ve ZIF8-Kitosan filmlere immobilize edildi. Oncelikle
ZIF sentezlendi ve amin fonksiyonu kazandirildi. HEMA ve PEGMA’daki akrilat
gruplar ile ZIF ve kitosandaki NH2 gruplar1 birbirlerine Aza-Micheal reaksiyonu ile
baglandi. Kalan -NH2 gruplarindan fisin enzimi -COOH gruplarindan kovalent olarak
immobilize edildi. Ayrica ZIF’in gozenekli yapisindan dolayr enzimin bir kismi bu
gozeneklere girerek ZIF’e baglanmistir. Kitosan ve ZIF8-Kitosan filme sirasiyla gram
polimere 0,486 mg ve 0,666 mg enzim baglandig1 ve enzim baglanma yiizdeleri 61,7 ve
72,5 seklinde bulundu. ZIF8-Kitosan filme daha fazla enzim immobilize oldugu tayin
edildi.

Serbest fisin pH 7 ve 60 °C'de maksimum aktivite gosterirken, immobilize Kitosan-
Enzim pH 8 ve 80°C ve ZIF8-Kitosan-Enzim pH 6 ve 80°C’de maksimum aktivite
gostermislerdir. Optimum pH’taki kaymalar polimerik destekteki fonksiyonel gruplarin
dagilim1 ve enzimin bu gruplarla etkilesimi ile agiklanabilir. Immobilizasyon ile enzimin

termal stabilitesi artmistir.

Tez ¢alismamizda immobilize enzimin Vmaks degerleri, serbest formunkinden daha
diisik Km degerleri ise daha yiiksek bulunmustur. Substratin hidroliz oraninin
immobilizasyondan sonra azaldii ve substratin enzimin aktif bdlgesine difiizyonel
kisitlamas1 ve muhtemelen substratin destek iizerindeki fonksiyonel gruplarla etkilesimi

ve enzimin substrata kars1 afinitesinin azalmasi nedeniyle olabilir.

Endiistriyel uygulamalar i¢in immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirligi ve kag
dongiiyii stirdiirebileceginin kontrol edilmesi ekonomik agidan énemlidir. Calismamizda
birbirini takip eden 15 dongiiden sonra immobilize Kitosan-Enzim ve ZIF8-Kitosan-

Enzim baslangic aktivitelerini yaklasik %50 ve 55 oraninda korumustur.

Calismamizda serbest fisinin, Kitosan-enzim ve ZIF8-Kitosan-enzim iizerinde 60 giinliik
bir siire boyunca depolama stabilitesi, sirasiyla serbest fisinde %30, Kitosan-enzim igin
%14 ve ZIF8-Kitosan-enzim igin %10 aktivite kayb1 gézlenmistir. Serbest enzimlerle

karsilastirildiginda, destek materyali lizerinde immobilize edildiginde bazi enzimlerde
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uzun vadeli stabilite ve katalitik aktivitenin arttmasi istenen bir durumdur. Calismamizda

immobilize enzimlerin depolama siirelerinin serbest enzime gore arttig1 gozlenmistir.

Fisin, yiikleme kapasitesi nedeniyle ZIF8-kitosan filmine daha iyi immobilize olmustur.
Endiistriyel uygulamalarda enzimlerin geri kazanilmasit ve yeniden kullanilabilirligi
basarili operasyonlar i¢in anahtar faktorler olarak kabul edildiginden, bu ¢alismada fisinin
immobilizasyonu ile 15 kez yeniden kullanilabildigi, ayni zamanda enzimin termal
stabilitesini arttig1 goriilmistiir. Calismamizdaki sonuglar dikkate alindiginda ZIF-

Kitosan ve kitosan-filmlere fisin immobilizasyonu basarili olmustur.
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