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Ozet: Enzimler, pek ¢ok endiistride kullanilan, maliyetleri olduk¢a yiiksek olan onemli
materyallerdir. Katalitik tepkimelerde enzimler i¢in sartlar uygun olsa bile yiiksek sicaklik,
yiikksek veya diisiik pH ve organik/inorganik ¢oziiciilerin varliginda enzimler aktifliklerini
kolaylikla kaybedebilirler. Immobilizasyon islemi ile birlikte, enzimlerin ekonomik agidan
kullanilabilirligini saglamak miimkiindiir. Bu amagla, (aminometil) polistiren (APS) kaynakli
nanokiirelere glukoz oksidaz (GOx) enzimi immobilize edildi ve optimizasyon parametreleri (pH,
sicaklik, tekrar kullanim sayisi, depolama kararliligi, substrat derisimi) belirlendi. Serbest ve
immobilize enzim icin Michaelis-Menten esitligi ile Km Ve Vma degerleri hesaplandi. Ozellikle
Pt(IV) iyonu igeren immobilize enzimin substratina kars1 yiiksek ilgi gosterdigi tespit edildi. 12
ay sonunda immobilize enzimlerin yaklagik % 85 aktifliklerini koruduklar1 goriildii.

Anahtar kelimeler: GOx, iImmobilizasyon, Nanokiireler
Enzyme Immobilization and Optimization on Polymeric Nanospheres

Abstract: Enzymes are important materials that are used in many industries and they have a very
high cost. Although the conditions for the enzymes in catalytic reactions are appropriate, enzymes
can easily lose their activity in the presence of high temperature, high or low pH and organic /
inorganic solvents. With the immobilization process, it is possible to ensure that the enzymes are
economically usable. For this purpose, the glucose oxidase (GOx) enzyme was immobilized to
aminomethyl polystyrene (APS) nanospheres and the optimization parameters (pH, temperature,
reusability number, storage stability, substrate concentration) were determined. Michaelis-
Menten equation for free and immobilized enzyme and Kn, and Vmax Values were calculated. In
particular, it has been found that the substrate of the immobilized enzyme containing Pt(I1V) ion
shows a high affinity for the substrate. After 12 months, immobilized enzymes were found to
maintain about 85% of their activity.

Keywords: GOx, Immobilization, Nanospheres
1. Giris

Hiicredeki kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen ve protein yapisinda olan enzimler, gesitli
amaglar i¢in hem saglik hem de endiistri alaninda kullanilmaktadirlar [1]. Kullanilan
enzimlerin pahali olmasi ve iirlin elde edildikten sonra ekonomik olarak geri
kazanillamamas1 maliyeti yiikseltmektedir. Bu nedenle enzimlerin ekonomik agidan
tekrarli kullanimini saglamak i¢in immobilizasyon teknikleri gelistirilmistir.
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Immobilizasyonun kelime anlami, “tutuklanmis, hareketi sinirlandirilmis” demektir.
Immobilizasyon, enzimlerin ya da mikroorganizmalarmn fiziksel ve/veya kimyasal
yontemlerle katalitik aktifligini koruyarak, tekrar ve siirekli kullanimini saglamak
amaciyla organik veya inorganik tastyicilara tutulmasidir [2]. Immobilizasyon islemi,
enzimin dayanikliligini arttirdigi gibi, enzimin istenildiginde tepkime ortamindan kolayca
uzaklastirilabilmesini de saglayacaktir. Bu nedenle enzimlerin immobilizasyonu endiistri
ve saglik alaninda 6nemli bir yer tutmaktadir.

Enzim immobilizasyonunda g¢esitli destek materyaller kullanilmaktadir. Bunlardan,
polimerik nanopartikiiller, immobilizasyon isleminde kullanilan yaygin destek
materyallerden biridir. Nanopartikiiller; dogal ya da sentetik yapidaki polimerler ile
hazirlanan, boyutlar1 10-1000 nm arasinda degisen, hazirlama yontemine gére nanokiire
veya nanokapsiil olarak adlandirilan ve etken maddenin partikiil iginde ¢oziindiiriildiigi,
hapsedildigi ve/veya yiizeye adsorbe edildigi yada baglandigi matriks sistemlerdir [3].
Nano veya mikro yapili polimerik kiirelerin genis ylizey alanina sahip olmalari, ortamdan
kolay wuzaklastirilabilmeleri ve daha diisiik topaklanma gostermeleri nedeniyle
performanslarin daha iyi sonuglandig1 goriilmektedir [4].

Glukoz oksidaz (GOx), glukoz tayininde analitik reaktif olarak, 6zellikle enzim elektrot
uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu elektrotlar, son yillarda oldukca artig
gosteren diyabet hastaliginin en énemli tan1 materyalidir Bunun yani sira igeceklerde ve
diger bazi gidasal firiinlerde glukoz tayini, glukoz enzim elektrotlar1 kullanilarak
yapilmaktadir [5].

Bu calismada, kiire yapisindaki (aminometil) polistiren (APS) ile 5-kloro-2-hidroksi
benzaldehit’in katilma-ayrilma tepkimesi sonucunda APS-SchCl ligandi (Sekil 1a), daha
sonra Pt(IT)/Pt(IV) iyonlarin1 kullanilarak koordiasyon polimerleri (Sekil 1b) Ogiitcii ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan sentez yOntemine gore hazirlandi [6]. Hazirlanan
polimerlere, glukoz oksidaz enzimini (GOx) immobilize edilerek, enzimin optimum
sartlar1 ve kinetik parametreleri arastirildi [3,7].

2. Materyal ve Metot

Calismada kullanilan APS (1 g, 2,0 mmol/g -NH: yiiklii), 5-kloro-2-hidroksi benzaldehit,
PtCl,, PtCls 4-Aminoantipirin (4-AAP), Fenol, Sodyum Dihidrojen fosfat (NaH2PQOa),
Disodyum hidrojenfosfat (Na2HPO4), Boraks (Na:BsO7) Sigma-Aldrich, B-Glukoz
Oksidaz (A4spergillus niger’dan elde edilen) (192 U/mg) Glukoz, Peroksidaz enzimi
(HRP) (yaban turbundan elde edilen) (> 250 U/mg), Sigma, Fosforik Asit (H3POa),
Sodyum Asetat (CH3OONa), Aldrich firmasindan temin edildi. UV-GB spektrumlari,
UV-1800 ENG240V, SOFT model spektrofotometre ile 700-180 nm araliginda alind1.
Modifiye edilmis polimerlerin *H-NMR spektrumlart DMSO-ds ¢oziiciisiinde, i¢ standart
olarak TMS kullanilarak Bruker Spectrospin Avance DPX-400 cihazi ile kaydedildi.
Element analizleri LECO, CHNS-932 cihazi ile yapildi. IR spektrumlari KBr peletlerinde
Mattson-5000 FT-IR cihaz1 {lizerinde kaydedildi. bilesiklerin taramali elektron
mikroskobu (SEM), Au-Pd ile kaplandiktan sonra, JEOL JEM 100 CX II cihazi
kullanilarak yapildu.

2.1 APS-SchCl, APS-SchCI-M, (M:Pt(I1)/Pt(IV)) nanokiirelerinin sentezi

APS-SchCl, APS-SchCI-Pt(1l) ve APS-SchCI-Pt(IV) koordinasyon polimerleri Ogiitcii
ve arkadaslari tarafindan uygulanan yonteme gore sentezlendi ve karakterize edildi [6].
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Sekil 1. (a) APS-SchCl, (b) APS-SchCI-Pt(11) ve APS-SchCI-Pt(1V) polimerik nanokiirelerin agik
yapilari

2.2 APS-SchCl, APS-SchCI-M, (M:Pt(II1)/Py(IV)) nanokiirelerin iizerine GOx
enziminin immobilizasyonu ve optimizasyonu

GOx enziminin immobilizasyonu i¢in, 10 mg B-Glukoz oksidazin 10 mL sudaki
¢ozeltileri hazirlanarak, 0,5’er gram APS-SchCI, APS-SchClI-Pt(11) ve APS-SchClI-Pt(1V)
polimerlerin {izerlerine ilave edildi. Karisim oda sicakliginda manyetik karistiric
tizerinde 1 glin boyunca karistirilarak immobilizasyonun ger¢eklesmesi saglandi. Daha
sonra polimerik nanokiireler siiziilerek alindi, +4 °C’de muhafaza edildi.

GOx enziminin aktivitesi, kalorimetrik Trinder metodu ile belirlendi [7]. GOx enzimi,
cozeltide ¢oziinmiis olarak bulunan oksijen gazi ile glukozu, glukonik asite yiikseltgerken
oksijen gazi H2O>’e indirgenir. Ortama boyar madde olarak 4-Aminoantipiren, fenol ve
peroksidaz enzimi (HPR) ilave edilir ve pembe renkli kinonimin bilesigi olusturulur. Bu
bilesigin maksimum absorbans yaptig1 dalga boyu 507 nm’dir. Enzim aktivitesi bu dalga
boyundaki absorbans degisim izlenerek belirlenir.

2.3 Immobilize GOx enziminin aktifligine pH etkisi

pH etkisini incelemek i¢in, APS-SchCI-GOx, APS-SchCI-Pt(I1)-GOx ve APS-SchCl-
Pt(IV)-GOx nanokiirelerinden 2’ser mg almarak yedi tiip igerisine konuldu. Uzerlerine
0,020 g substrat (glukoz) ve tampon c¢ozeltilerinden (pH 3,0-9,0) ilave edilip oda
sicakliginda ultrasonik su banyosunda 20 dk ¢alkalamali su banyosunda karistirildi. Daha
sonra yukarida belirtilen her bir tiipe AAP (10 mg), Fenol (20 mg) ve HRP (0,5 mg)
eklendi ve 10 dk daha karistirma islemine devam edildi. UV-GB spektrofotometresi ile
507 nm’deki absorbans degisimleri izlendi. Ayni islemler serbest enzimin optimum
pH’sin1 belirlemek i¢inde yapildi.

2.4 Immobilize GOx enziminin aktifligine sicakligin etkisi

Sicakligin etkisini incelemek i¢in, APS-SchCI-GOx, APS-SchCI-Pt(I1)-GOx ve APS-
SchCI-Pt(IV)-GOx nanokiirelerinden 2’ser mg alinarak yedi tiip icerisine konuldu.
Uzerlerine 0,020 g substrat ve her bir immobilize nanokiire i¢in belirlenen optimum
pH’daki tampon ¢ozeltisinden 4’er mL ilave edilip 20 °C — 90 °C sicakliklar1 arasinda
wsitilan ultrasonik su banyosunda 20 dk karistirildi. Boliim 2.3deki islemler uygulandi.
Serbest enzim ¢ozeltisi i¢in de ayni islemler tekrarlandi.

2.5 Immobilize GOx enziminin aktifligine substrat derisiminin etkisi
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Immobilize enzimin aktifligine substrat (glukoz) derisiminin etkisini incelemek icin, PS-
SchCI-GOx, APS-SchCI-Pt(11)-GOx ve APS-SchClI-Pt(1V)-GOx nanokiirelerinden 2’ser
mg almarak 15 tiip icerisine konuldu. Uzerlerine 0,05M’lik substrat ¢dzeltisinden degisen
hacimlerde (0,5-10 mL) tiiplere ilave edilerek lizerleri optimum pH’daki tampon ¢ozeltisi
ile 10 mL ye tamamlandi. Ultrasonik ¢alkalamali su banyosunda 20 dk karistirildi. Boliim
2.3’deki islemler uygulandi. Artan substrat derisimine kars1 absorbans degerleri grafige
gecirildi. Lineaweaver-Burk grafigi gizilerek Km ve Vmak degerleri belirlendi. Serbest
enzim ¢ozeltisi i¢in de ayni islemler tekrarlandi.

2.6 Immobilize GOx enziminin tekrar kullanilabilirligi

Immobilize enzimin tekrar kullanilabilirligini incelemek i¢in, PS-SchCI-GOx, APS-
SchCI-Pt(I1)-GOx ve APS-SchCI-Pt(IV)-GOx nanokiirelerden 2’ser mg alinarak 2’ser mg
alinarak tizerine optimum pH’daki tampon ¢dzeltisinden 4 mL ve 0,020 g substrat ilave
edilerek 20 dk oda sicakliginda karistirildi. Boliim 2.3’deki islemler uygulandi. Daha
sonra tiip icerisindeki ¢ozelti kismi dekante edilerek uzaklastirildi. Geride kalan katinin
lizerine ayni islemler uygulandi, bu islem 30 dk’lik aralarla tekrar edildi.

2.7 Immobilize GOx enziminin depolama kararlhihg

Immobilize edilmis APS-SchCl, APS-SchCI-M (M:Pt(I)/Pt(IV)) nanokiirelerden 2’ser
mg alinarak tiiplere konuldu. Uzerlerine belirlenen optimum pH'daki tampon ¢dzeltiden
4 mL ve 0,020 g glukoz katisi eklenerek 20 dk karistirildi. Daha sonra Boliim 2.3’ deki
islemler uygulandi ve bu islem her ay bir defa olmak iizere oda sicakliginda tekrarlandi.

3. Bulgular

Bu ¢aligmada, polimerik nanokiirelerin gram basina yiiklenen enzim miktar1 (doymusluk
orani,d.o) APS-SchCI-GOx igin % 86,45, APS-SchCI-Pt(11)-GOx i¢in % 93,82 ve APS-
SchCI-Pt(I1)-GOx igin %94,05 olarak bulundu [8]. Bu oran asagidaki formiile goére
hesaplandi:

Aso7 =ex bx CiomL10™” mgmL 1)

Adosor=ex bx Cio mL,lO_4 mg/mL- immobilize GOx (2)
Sicaklik ve pH, sulu ¢ozeltide enzimatik aktiviteleri degistirebilen dnemli parametrelerdir
[9,10]. Serbest ve immobilize GOx’in enzimatik aktivitesinin en yliksek oldugu degerler
% bagl aktivite olarak hesaplandi. Hesaplanan bu degerler sicaklik ve pH'ya kars1 grafige
gecirildi.
3.1 Immobilize GOx enziminin aktifligine pH ve sicakligin etkisi
Optimumu pH’lar; serbest GOx enzimi i¢in pH 5, APS-SchCI-GOx i¢in 6, ve APS-SchCl-
Pt(IV)-GOx i¢in pH 7 olarak bulundu. APS-SchCI-Pt(I1)-GOx igin ise, pH 4 ve pH 7
olarak iki tane optimum pH bulundu.

Serbest ve immobilize enzime ait aktiflige pH nin etkisi ile ilgili degisimi veren grafik
Sekil 2°de optimum pH degerleri Tablo 1°de verildi.
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Tablo 1. Serbest ve immobilize GOX enzimi i¢in optimum pH degerleri
Bilesiklerin kapali formiilleri  Optimum pH

Serbest GOx 5
APS-SchCI-GOx 6
APS-SchCI-Pt*2-GOx 4,7
APS-SchCI-Pt*-GOx 7
e o @ Serbest GOXx ---@-- APS-SchCI-GOx

APS-SChCI-Pt(I[)-GOX  +--4-+= APS-SchCI-Pt(1V)-GOx
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Sekil 2. immobilize GOx’1n aktifligi iizerine pH nin etkisi

Serbest ve immobilize GOx i¢in optimum sicaklik degerleri ise, serbest GOx i¢in
optimum 30 °C ve 70°C olarak iki tane optimum bulunurken, immobilize APS-SchCl
ligandimin optimum sicaklik degeri 50 °C olarak tespit edildi. APS-SchCI-Pt(11)-GOX n
70 °C, APS-SchBr-Pt(1V)-GOx'1n ise 80 °C olarak bulundu. Tablo 2’de serbest ve
immobilize enzime ait optimum sicaklik degerleri, aktifligine sicakligin etkisi gosteren
degisim Sekil 3°de verildi.

Tablo 2. Serbest ve immobilize GOX i¢in optimum sicaklik degerleri
Bilesiklerin kapali formiilleri  Optimum sicakhik °C

Serbest GOx 30, 70
APS-SchCI-GOx 50
APS-SchCI-Pt(I1)-GOx 70
APS-SchCI-Pt(IV)-GOx 80

ceced -+ Serbest GOx,pH:5

co--@-* APS-SchCI-GOx, pH:6
APS-SchCI-Pt(I1)-GOx, pH:4

oo oo APS-SchCI-Pt(11)-GOx, pH:7

<eee¥ee+o APS-SchCI-Pt(1V)-GOx, pH:7
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Sekil 3. immobilize GOx’1n aktifligi iizerine sicakligin etkisi
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3.2 Immobilize GOx enziminin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Bolim 2.5°de belirtildigi gibi, Lineaweaver-Burk grafigi, serbest ve immobilize GOX igin
tiim optimum kosullar da 1/S’ye kars1 1/V degerleri hesaplanarak c¢izildi. Bu grafiklerden
Km Ve Vmak kinetik degerleri asagida verilen formiile gére hesaplandi [11, 12]. Bulunan
degerler Tablo 3’de verildi.

7= (7ma)* 5) + () ®

® APS-SchCI-GOx, pH 6,50 °C
APS-SchCI-Pt(I1)-GOx ,pH 7,70 °C

* APS-SchCI-Pt(1)-GOx , pH 4,70 °C

® APS-SchCI-Pt(1V)-GOx, pH 7, 80 °C

05 - .
H
0.4 - 'y
0.3 e
S et et *
é ..* TR I ARt
0.2 7 mgatoceet
A
...... 01 p .o ®
----------- o ,
0.3 0.1 0.1 0.3

Sekil 4. GOx enzimi immobilize edilmis polimerik nanokiireler i¢in Lineaweaver-Burk grafigi

Tablo 3. GOx enzimi immobilize edilmis polimerik nanokiireler i¢in bulunan optimum sartlar ve kinetik
parametreler

Bilesiklerin kapal formiilleri SlcaFl):li( °C Pollmerg(m}(\lll:aekler—GOX SeLbrSi}nSkox
APS-SchCI-GOx 6, 50 6,13/49,01 6,25/2,85
APS-SchCI-Pt(11)-GOx 4,70 5,74/8,64 5,60/38,29
APS-SchCI-Pt(11)-GOx 7,70 3,42/7,86 4,75/4,00
APS-SchCI-Pt(1V)-GOx 7,80 5/15,92 8,21/19,34

3.3 Immobilize GOx enziminin depo kararhligi ve tekrar kullanilabilirligi

Depolama kararlilig1 enzimin saklama kosullarina bagli bir parametredir. Serbest haldeki
enzimler depolama sirasinda aktivitelerini kaybederler. Bu nedenle enzim bir destek
materyale baglanirsa kararliliginin artirilmast miimkiin olabilir [13-16]. Bu ¢alismada,
serbest ve immobilize edilmis enzimler, 12 ay boyunca +4 “C'de koyu renkli bir sisede
sakland1. ilk aydan sonra, serbest enzimin aktivitesinde hizli bir diisiis gozlenirken (%
90,15) immobilize enzimin aktifliginin (% 96,45) korundugu gozlendi. 12 ay sonra,
serbest GOx, APS-SchCI-GOx, APS-SchCI-Pt(I1)-GOx, APS-SchCI-Pt(1V)-GOx’lerin
aktiflikleri sirastyla %70.15, %87.30, %87.29 ve %89.85 olarak bulundu.

Immobilize enzimler igin tekrar kullanilabilirlik grafigi incelendiginde, 5 tekrar
sonucunda immobilize GOx’in aktifliklerini %89,00 oraninda koruduklar1 goriildi.

15 tekrar sonucunda immobilize APS-SchCl polimeri aktifliginin % 66,85’ini korurken

Pt(II) ve Pt(IV) iyonu igeren immobilize polimerler genel olarak aktifliklerini yaklasik
%70’ini korudugu gozlemlendi.
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® APS-SchCI-GOx, pH:6
APS-SchC-Pt(11)-GOx, pH:4

® APS-SchCI-Pt(11)-GOx, pH:7

* APS-SchCI-Pt(1V)-GOx, pH:7
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Sekil 5. GOx enzimi immobilize edilmis polimerik nanokiireler igin tekrar kullanilabilirlik grafigi
4. Sonug ve Yorum

Endiistriyel uygulamalarda kullanilan enzimlerin aktivitelerini kaybetmesi sonucu maddi
kayiplar meydana gelmektedir. Maliyeti en aza indirmek i¢in enzimlerin kararhiliklarinin
stirdiirtilebilirligi, tekrar kullanilabilirligi ve depolama kararliligi (raf omrii) gibi
parametrelerin iyilestirilmesi onemlidir [17]. Bu c¢alismada GOx enzimini polimerik
desteklere immobilize ederek kararliligi saglandi. Serbest GOx pH:5’de 30 °C ve 70
°C’de maksimum aktiflik gosterirken, immobilize GOx’in daha farkli pH ve sicaklik
araliginda aktif oldugu goriildii [18]. Kaynaklara gore, kataliz olay1 asidik ortamda
meydana geliyorsa enzimin Glu412’1, nétral ortamda oluyorsa enzimin His516°1, bazik
ortamda enzimin His559’si olarak kodlanan aminoasitler etkili olmaktadir [9,10]. Bu
bilgiler dikkate alindiginda APS-SchCI-Pt(IT)’ye immobilize edilen enzimin pH 4,0’de
ve APS-SchCl’e immobilize edilen enzimin ise pH 6,0’da aktif olmasinin, enzimin
Glu412 kodlu kismimn aktif rol oynamasindan, kaynaklanabilecegi diisiintildii. APS-
SchCI-Pt(IV)’e immobilize edilen enzimin pH 7,0’de aktif olmasinin nedeni ise enzimin
His516 kodlu kismiin rol oynamasindan kaynaklanabilir. immobilize enzimin 5. tekrar
sonunda aktifligini % 90 oraninda korudugu gorildi. Bu sonuglardan dolay1
immobilizasyonun isleminin kovalent metot ile gergeklestigi ongoriildii.

Immobilizasyonun yapildigi, destek iizerindeki foksiyonel gruplar, enzim molekiillerinin
baglanmasini etkileyen 6nemli faktorlerden biridir. Pt(IT)/Pt(IV) iyonlarinin (APS-SchCl)
polimerik nanokiirelerine baglanmasiyla olusan yiizeye immobilize edilen enzimin
kinetik parametrelerini daha iyi oldugu goriildii. Ozellikle Pt(IV) iyonu igeren immobilize
destegin, Km degerinin serbest enzime kiyasla kii¢iik olmasi immobilize enzimin
konformasyon kararliliginin daha iyi oldugunu yorumu yapild: [19]. Biitiin bu sonuglar,
saflagtirma maliyeti yliksek olan enzimlerin, fonksiyonlu dendrimerler {izerine
immobilize edilmesi endiistriye ekonomik katkilar saglayabilecegi yorumu yapildi.
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