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OZET

Bu calismada, Alanin (Ala) ve (4-formil-3-metoksifenoksimetil)polistirenden
(FMPS) Schiff baz1 iceren polimer (FMPS-Ala-Sch), ve bunun Ni(II) kompleksi
(FMPS-Ala-Sch-Ni) sentezlendi. Polimerik-Schiff bazlarmmin yapilar1 element
analizi, termogravimetrik analiz (TGA), taramah elektron mikroskobu (SEM),
ve UV-GB spektrumlari ile aydinlatildi. Bu ii¢ farkh polimere kovalent baglama
yonetemi ile p-galaktosidaz immobilize edildi. Serbest ve immobilize enzimin
aktifligine etki eden sicakhik, pH, substrat konsantrasyonu, depolama siiresi gibi
cesitli parametrelerin etkisi ve immobilize enzimin tekrar kullamlabilirligi
incelendi. Serbest enzim, (FMPS), (FMPS-Ala-Sch) ve (FMPS-Ala-Sch-Ni) i¢cin
K / Vmak degerleri sirasiyla 0,343mM / 0,0259 mM.dak_l, 0,104mM / 0,0126
mM.dak ™, 0,0617 mM / 0,0417 mM.dak ', 0,210 mM / 0,0287 mM.dak ' olarak
hesaplandi. (FMPS-Ala-Sch-Ni)’in depolama kararhliginin diger polimerlere

oranla daha yiiksek oldugu goriildii.
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ABSTRACT

In this study, polymer-bound Schiff bases (FMPS-Ala-Sch) and it’s Ni(Il)
complex were synthesized from alanine and (4-formyl-3-
methoxyphenoxymethyl)polystyrene (FMPS). The structure of polymer-bound
Schiff bases were characterized elemental analysis, thermogravimetry (TGA),
scanning electron microscopy (SEM) and spectrum of UV-GB. B-Galactosidase
was immobilized onto the (FMPS), (FMPS-Ala-Sch) and (FMPS-Ala-Sch-Ni)
complexes with using the covalent binding. The influence of temperature, pH,
and storage capacity on the free and immobilized pB-galactosidase was
investigated. In addition, reusability of immobilized p-galactosidase was studied.
The Km / Vmax values were calculated as 0.343mM/ 0.0259 mMmin "' for free B-
galactosidase and 0.104 mM / 0.0126 mMmin "', 0.0617 mM / 0.0417 mMmin ™'
and 0.210 mM / 0.0287 mMmin~' for p-galactosidase immobilized to the
(FMPS), (FMPS-Ala-Sch) and (FMPS-Ala-Sch-Ni) supports respectively. The
storage capacity of (FMPS-Ala-Sch-Ni) was found higher than that of the other

polymers.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu caligmada kullanilmig simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar: ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklama

B Beta

AA Absorbans degisimi

AC Derisim degisimi

pm Mikrometre

ne Mikrolitre

Kn Michaelis-Menten sabiti

uv Ultraviyole

V mak Maksimum hiz

\% Hiz

Kisaltmalar Aciklama

BRT Britton ve Robinson Tamponu

Ala Alanin

FMPS 4-formil-3 metoksifenoksi metil polistiren
FMPS —Ala-Sch Schiff bazi ligant1 bagli FMPS

FMPS -Ala-Sch-Ni Schiff baz1 ligant1 bagli FMPS nin Ni*"

kompleksi



1. GIRIS

Enzimler, binlerce yildir ekmek, peynir ve sarap gibi gida maddelerinin yapiminda
kullanilmaktadir. Giiniimiizde ise enzimlerin kullanilmadigi alan hemen hemen yok
gibidir. Gidadan tekstil sektoriine kadar ¢ok genis ve yaygin bir kullanim sahasina

sahip enzimlerle ¢alismak bilim diinyas1 agisindan oldukca ilgi gérmektedir.

Dogal katalizér olan enzimlerin biyoteknojide kullaniminin g¢esitlenmesi, bilim
cevrelerini bu katalizorlerin daha islevsel ve ekonomik hale getirilme olanaklarinin

arastirilmasina yoneltmistir.

Ozel katalizor olan enzimler genellikle suda ¢dziiniirler. Biyoteknolojik arastirmalar
genellikle sulu ¢ozeltilerde yapildigindan, katalizor olarak kullanilan serbest enzimin
geri kazanimi kolay ve ekonomik degildir. Enzimlerin bu dezavantaji ¢aligmalarin
giicliikle yiiriimesine ve oldukca yiiklii bir maliyet gerektirmesine sebep olmaktadir.
Diger bir sorun ise serbest enzimin istenildiginde reaksiyon ortamindan
uzaklastirilamamasi ve reaksiyon kontrol zorlugudur. Iste tiim bu nedenlerden dolay:
dogal katalizor olan enzimlerden gerektigi kadar yararlanilamamaktadir. Bu sorunlari
ortadan kaldirmak, enzimlerin 6zelliklerinden sonuna kadar yararlanilabilmek icin

son yillarda enzim immobilizasyon arastirmalar1 onem kazanmistir [1].

Polimer tabanli Schiff bazlar1 iizerine enzim immobilizasyon ¢aligmalarinin giderek
arttig1 goriilmektedir. Bu ¢alismalar ise genellikle metal [1,2] veya bazi organik
molekiillerin ~ [3-5] polimerlere  kimyasal bagla baglanmasi  seklinde

gergeklesmektedir.

Polimerik-Schiff bazlar1 ile ilgili ilk caligmalar 1960’l1 yillarda Delman ve
arkadaslan tarafindan gerceklestirilmistir [6]. Bu arastirmayr takiben Bottino ve
arkadaslar1 [7] metal secici Ozelliklerini incelerken 5-5’-metilen-bis-salisilaldehitin
polimerik-Schiff bazin1 sentezlemislerdir. Elekrokatalitik etki iizerine arastirma
yapan Woo-Seong Kim ve Yong-Kook Choi isimli arastirmacilar, polimerik-Schiff

bazinin sentezi sirasinda aldehit bileseni olarak salisilaldehiti kullanmislardir [8].



Son zamanlara kadar bir degerlendirme yapildiginda polimerik-Schiff bazlari ile
ilgili sentez ve karakterizasyonlarin devam ettigi, hatta koordinasyon polimerleri adi

altinda ¢aligmalarin yayginlastig1 goriilmektedir [9, 10].

Bu calismada; B-galaktosidaz enziminin Schiff bazi iceren polimeri ve o’nun Ni(Il)
kompleksi iizerine immobilizasyon 6zelliklerinin arastirilmasi lizerine olmustur. Bu
amagla,  4-formil-3-metoksifenoksimetil)polistiren =~ (FMPS) ve  alaninden
kondenzasyon yolu ile polimerik-Schiff bazi (FMPS-Ala-Sch) ve bu Schiff bazinin
Ni(IT) kompleksi (FMPS-Ala-Sch-Ni) sentezlendikten sonra, kovalent baglama
yontemi ile immobilize edilme 6zellikleri arastirildi. Serbest ve immobilize enzimin
aktifligine etki eden sicaklik, pH, substrat konsantrasyonu, depolama siiresi gibi
cesitli parametrelerin etkisi ve immobilize enzimin tekrar kullanilabilirligi incelendi.
Polimerik-Schiff bazlarinin yapilar1 element analizi, TGA, SEM, ve UV-GB

spektrumlari ile aydinlatildu.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Koordinasyon Polimerleri
Koordinasyon polimerlerinin hazirlanmasinda kullanilan yontemler Ozcan S. ve
Kahraman E. isimli arastirmacilarin yiiksek lisans tezinde detayli olarak
belirtilmistir. Asagida bu tezlerden faydalanarak bir 6zet sunulmustur [11,12].

2.1.1. Monomer-metal kompleksinin polimerlesmesi ve kopolimerlesmesi

Bu islem verim dusiikliigii sebebiyle sinirli sayida kullanilir. Genellikle monomerle

metal  iyonunun  birlesmesinin  ardindan  polimerlesme  izlemektedir.

2.1.2. Akrilik monomer sistemleri

Fe(Ill)metakrilat  (Fe[CH,=C(CH);-COQO]s) ve tributilkalaymetakrilat  gibi
monomerler sentezi [13]. Siklohekzil, 2-etoksietil, 2-hidroksietil ve 2-hidroksipropil
gibi diger akrilatlarla serbest radikalik polimerlesme veya kopolimerlesme olmasi

akrilik monomer sistemlerine Ornek olarak verilebilir [14].

2.1.3. Stiren monomer sistemleri

Zincir transferinde rol oynayan trietilaliiminyum (AlEt;)’ un bulundugu

polistirilaliiminyum tiirevlerinin hazirlanmasi yeni bir islemdir [15].

2.1.4. Akrilik polimer sistemleri

Bir metal tuzunun veya metal igeren selatin akrilik polimerlerle etkilestirilmesidir.
Ornegin, Co(III), selat olan bis-2-(2-azopiridil)-1-naftol Co(IIl), ile poliakrilik asit ve
diger polielektrolitlerle etkilestirilerek koordinasyon polimerini sentezleyen

arastirmacilar asagida gosterilen yapiy1 onermislerdir (Sekil 2.1) [16].
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Sekil 2.1. Poli(akrilik asit) ile olusan Co(III) selat
2.1.5. Cesitli metal-kondensasyon polimer kompleksleri

Bu tiir komplekslere poliamit, poli(amido-aminler), polimidler ve poliliretanlar 6rnek
olarak verilebilir. Ornegin metal iceren poliiiretanlar; hegzametilendiizosiyonat ve
toliendiizosiyonatli  mono(hidroksietil)ftalatin =~ Co(Il) ve Cu(Ill) tuzlarin

polikondenzasyonuyla koordinasyon polimerleri sentezlenmistir (Sekil 2.2) [17].
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Sekil 2.2. Metal igeren politiretanlar

Ry

2.1.6. Metal iceren plazma polimerler

Plazma polimerlerdeki metallerin tutulmasi giiniimiize kadar siiren ¢aligmalara konu
olmustur. Metal igeren plazma polimerler i¢in iic metot bilinmektedir, bunlardan

birincisi Organometalik bilesiklerin plazma polimerlesmesi, ikincisi, metallerin



oyulmasi [18], tgiinciisii ise bir plazma polimerlesme sistemine metal buharinin

gonderilmesidir [19].

2.2. Schiff Baz1 Takili Polimerler

Schiff bazi takili polimerler iizerine yapilan ¢aligmalarin 1970 li yillardan itibaren
hizlanarak cesitlendigi literatiir taramalar1 sonucunda goriilmektedir. 1978 yilinda
Shields ve Boucher [20] silika {izerinde bulunan aminin salisilaldehit ile tepkimesi
sonucunda Schiff bazini sentezledikleri ve bu Schiff bazina Cu(Il) iyonlarim
bagladiklarini ifade etmislerdir. Bu calisma, Schiff baz1 bagh silika ve polimerler
izerine olan c¢aligmalara temel olusturmustur. Schiff baz1 bagl polistiren iizerine

olan ¢aligsmalarin 6zeti, asagida sunulmustur.

Islam ve arkadaslar1 aminopolistiren ve PhCOR (R:H, CHj;, C¢Hs) bilesiginin
kondenzasyonu sonucunda olusan  Schiff baziyla, Palladyum(Il)asetatin
koordinasyon polimerini sentezleyerek, bu polimerin katalitik aktivitesini ve bazi

kinetik 6zelliklerini incelemislerdir [21].

Islam ve arkadaslar1 Palladyum(I)’ nin katalitik etkisini artirmak igin,
aminopolistirenden iki adimda hazirlanan koordinasyon polimerini sentezleyerek,
*NO,;, >C=C<, >C=Ne, *C=Ce, gibi radikal fonksiyonel gruplarin indirgenmesi

izerine olan ¢alismalarin daha 1yi sonug verdigini ifade etmislerdir (Sekil 2.3) [22].
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Sekil 2.3. Aminopolistirenden iki adimda hazirlanan koordinasyon polimeri

Wang ve arkadaslar1 aminoasitlerden fenilalanini kullanarak, salisilaldehit ile
olusturdukart Schiff bazi-Mn(II) kompleksinin, polistiren ile etkilestirilmesi
sonucunda olusan yapiy1, X-ray fotoelektron spektroskopisi (XPS), FTIR spektrumu
ile karekterize etmislerdir. Polimer tabanli Schiff bazi-Mn kompleksinin;
sikloheksan, alifatik olefin ve stiren i¢in O,’siz ortamda yiikseltgenmeyi saglayacak

yeni bir katalizor olabilecegini ifade etmislerdir [23].

Raman ve arkadaglar1 Infrared 1sinlarinin kullanildigi fotoakustik spektrofotometre
ile termal diffiizyon degisimlerini; Cl, Br ve I tiirevlerini igeren Schiff bazi ve onun
Co(IT) ve Cu(Il) metallleri takilmis polistirenin 1s1l dagilimlarini incelemislerdir. Isil
dagilimlarinin Cl, Br, I gruplarinin bulundugu siibstiitiisyon sirasinda arttigi, ayrica
metaller igerisinde Cu(Il) iyonunun bulundugu Schiff bazi destekli polistirendeki 1s1l
yayitlimin Co(Il) iyonu iceren Schiff bazi destekli polistireninkinden daha fazla

oldugu sonucunu bulmuslardir [24].

Antony ve arakadaslar1 poli(stiren-divinilbenzen)’den ¢ikarak, etilendiamin ve 2-
aminopiridinin tepkimesi sonucunda olusan iki Schiff bazinin Fe(Ill) ile olan

komplekslerini sentezlemislerdir.
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Sekil 2.4. Fe(III)-Schiff bazi’nin poli(stiren-divinilbenzen) ile kondenzasyon iiriinleri

Etilendiaminin bulundugu polimerde altt koordinasyonlu polimer-kompleksinin
meydana geldigini, 2-aminopiridin iceren polimerde ise komplekslesmenin

olmadigini ifade etmislerdir (Sekil 2.4) [25].

N,N-bis(3-alil salisilidin)o-fenilendiamin kobalt(Il) Schiff bazi kompleksinin
polistirene takilmasi1 sonucunda olusan polimerin katalitik etkisini aragtirmak isteyen
Gupta ve arkadaslari, baslatict olarak poli(vinilalkol)’iin kullanildigi, monomer
olarak N,N-bis (3-alil salisilidin)o-fenilendiamin’in alindig1 ve stiren, divinilbenzen
azobisisobutironitril ve Co(Il) iyonunun tepkimeye girmesi ile Sekil 2.5’de goriilen

koordinasyon polimerini sentezlemislerdir.

Co(OH);, DMF

Reflux 95 C* 8 hrs

W WII

Sekil 2.5. N,N-bis (3-alil salisilidin)o-fenilendiamin Kobalt(II) Schiff bazi

Ayrica taramali elektron mikroskobu ile polistiren ve N,N-bis (3-alil salisilidin)o-
fenilendiamin Kobalt(II)-Schiff bazi’nin takili oldugu polistiren’in fotograflarinin
karsilastirilmasi sonucunda yiizey morfolojilerinde farklilik oldugunu gostermislerdir

[26].
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Sekil 2.6. Modifiye olmamis (a) ve modifiye olmus polisitirenin (b) SEM fotograflari

Y-zeolit’te bulunan —NH, grubu {iizerine (Sekil 2.7) 2-hidroksi benzaldehit’in
kondenzasyonu sonucunda Schiff bazinin sentezlendigini (Sekil 2.7(b)) spektral
yontemler ile agiklayan Sahar ve arkadaslar1 1-propenin oksidasyonunun 373°K de

O, ortamina gerek kalmadan gergeklestigini agiklamislardir [27].
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Sekil 2.7. Y-zeolit ile aldehitin kondenzasyonu

Zhao ve arkadaglar1 siklohekzanin O,’li ortamdaki ylikseltgenme hizin1 aragtirmak
icin sol-jel metodunu kullanarak SiO;’e, alanin—salisilaldehit Schiff baz1 ve o’nun
Mn(III) kompleksini tutuklamiglaridr. Yapilarimi FTIR spektrumu ve X-ray
fotoelektron spektroskopisi (XPS) ile agikladiktan sonra, SiO, destekli Schiff bazi-
Mn(IIT) polimerinin, SiO, destekli Schiff bazindan daha yiiksek katalitik aktiviteye
sahip oldugunu agiklamislardir [28].
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Sekil 2.8. Sal-Ala-Mn yapisi

Sekil 2.9’ de goriildiigii gibi, aminometil polistirenin, vanilin ile olan Schiff
bazlarinin, alti yeni koordinasyon polimerleri i¢cin Cu(Il), Co(Il), Ni(Il), Zn(II)
Fe(Ill) ve Mn(Il) metal tuzlart ile ¢alismisan G.K. Krishnapillai ve arkadaslari,
Cu(Il) kompleksinin karediizlem, Zn(II) komleksinin tetrahedral diger komplekslerin
oktahedral = geometrik  yapiya  sahip  oldugunu  aciklamiglar,  ayrica
(aminometil)polistiren-vanilin-Schiff bazlarinin Ni(Il) iyonuna kars1 segici oldugunu

ifade etmislerdir [29].

OMe OMe
DMF /\
W\m + OHC G OH —» W\ OH

Sekil 2.9. Aminometilpolistiren-vanilin-Schiff bazi
2.3. Enzimler ve Enzim Immobilizasyonu

Katalizorler kendileri tepkimeye girmedikleri halde aktivasyon enerjisini diigiirerek
tepkime hizin1 artiran maddeler olarak tanimlanir. Enzimler genellikle 15 000 ile
birka¢ milyon arasinda degisen yiliksek molekiil agirligina sahip protein yapisinda
biyolojik katalizorlerdir. Enzimler tepkimenin kinetigini etkiler. Buna karsilik
tepkimenin termodinamigi iizerinde etkisi yoktur. Enzimler diger katalizorler gibi
katalizledikleri reaksiyonun aktivasyon enerjisini (Ea) diisiiriirler.

Hiicredeki reaksiyonlar yan {iriin olusturmazlar, reaksiyonlar %100 verimle
sonuglanir. Enzimatik reaksiyonlar fizyolojik pH’da, canlinin viicut sicakliginda ve

az enerji ile gerceklesir. Normal laboratuvar kosullarinda yiiksek sicaklik ve enerji
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gerektiren pek cok reaksiyon, enzimlerin kullanilmasiyla daha diisiik sicaklikta ve

daha diisiik enerji ile gergeklestirilebilir [30].

2.3.1. Enzimlerin adlandirilmasi ve siniflandirilmasi

Enzimlerin adlandirmasi ve siniflandirmasi islemi, Uluslararas1 Biyokimya Birliginin

(IUB) diizenlemesine gore yapilmaktadir [30].

IUB sisteminin 6zellikleri sunlardir:

1. Reaksiyonlar ve onlar1 katalizleyen enzimler 6 sinifa boliiniirler; bunlarin her
birinin 4-13 alt sinif1 vardir.

2. Enzim adinin iki kismi vardir. {lki substrat veya substratlarin adidir; “-az” ile
sonlanan ikincisi katalize olunan reaksiyon tipini gosterir.

3. S0z konusu reaksiyonun dogasini aydinlatmak i¢in eger ek bilgi gerekli ise,
parantez i¢inde verilebilir.

4. Her enzimin bir kod numarasi (EC) vardir; bu numarada reaksiyon tipini 1. say1,
vericinin etkiledi grubu 2. sayi, alici olarak yararlanilan grubu 3. say1 ve

adlandirilan enzimi 4. say1 belirlemektedir [31].

2.3.2. Enzimlerin uygulama alanlar

Enzimler dogal katalizrdiirler. Bu dogal katalizorlerin etkinlikleri ise kimyasal
katalizorlerden 10° — 10'® kat daha fazladir [30]. Bu 6zellikleri enzimlerin
endiistriyel alanda ilgi gérmelerine neden olmaktadir. Enzimler sadece kimya
sanayiinde degil, gida sektorii, ila¢ sanayi, deri ve tekstil sanayinde de olduk¢a

yaygin bir kullanima sahiptirler.

2.3.3. B-Galaktosidaz enzimi ve ozellikleri

Na“ ve Mg iyonlari igeren bir metalo enzim [32] olan B-galaktosidazin ii¢ boyutlu

yapist Sekil 2.10° de gosterilmistir.
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Sekil 2.10. B-Galaktosidazin ii¢ boyutlu yapisi

B-Galaktosidaz enziminin goérevi, bir disakkarit olan laktozu onun bilesenleri olan
monosakkaritlere glukoz ve galaktoza hidroliz etmektir. Bir baska deyisle siit
sekerini iizim sekerine ceviren bagirsak enzimi olarak da tanimlanabilir. Gida
teknolojisi ve beslenme agisindan, laktozun glukoz ve galaktoza parcalanmasi, biiyiik
Oonem tasir. Cilinkii yapilan hidrolizin temel {riinleri daha tatli, daha ¢oziinebilir,
fermente edilebilir ve ince bagirsak tarafindan dogrudan absorbe edilebilir

niteliktedir [33, 34].

(0]
O/©7 NO2 g galaktosidaz
—=———""» Galaktoz +HO NO,

—H,0

p-nitrofenol
p-nitrofenil- B -galaktosit

Sekil 2.11. B-Galaktosidaz enziminin katalizledigi reaksiyon

B-Galaktosidaz, substrat olarak p-nitrofenil-B-galaktosid kullandiginda ortamdan su

ayrilarak iiriin olarak galaktoz ve p-nitrofenolii olusturur.
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2.3.4. Enzim immobilizasyonu

Enzimler, reaksiyonlar1 ¢ok yiiksek hizda katalizledikleri i¢in, onlar1 canli organizma
disinda kullanabilme diislincesi ortaya ¢ikmis ve ilk olarak 1926 yilinda Sumner
tarafindan {ireaz enzimi kristal halde elde edilmistir. Bu c¢alismanin ardindan da
bir¢ok farkli organizmadan enzimler izole edilmis ve kristalize formlarda piyasaya

sunulmustur [30].

Serbest enzimlerle gergeklestirilen islemlerde, reaksiyon ortamindan istenilen anda
enzimin almamamasi uygulamalarin kontroliinii giiclestirmektedir. Istenilen anda
reaksiyonu durdurmak i¢in ortama eklenilen inhibitdr ise enzim tarafindan kirlenilen
ortama yeni bir kirlilik unsuru katmaktadir. Kirliligin artmasiyla yiiksek olan maliyet
daha da artmaktadir. Enzimi tekrar kullanmak i¢in ortamdan ¢ikarmak da bu sayede
imkansizlagmaktadir. Bu sorunlardan dolayr enzimlerin bir tasiyiciya baglanip
kullanilmast ya da bir matrikse hapsedilip kullanilmas1 son zamanlarda 6zellikle
endiistriyel agidan 6nem kazanmis ve teknolojik uygulamalarina 6nem verilmistir

[35].

Immobilizasyon, enzim teknolojisinin en pratik ve en ¢ok gelisen yollarindan

n

birisidir. Immobilizasyon kelime anlami olarak, tutuklanmis, hareketi

"

sinirlandirilmig,  ¢oziinmez hale getirilmis demektir.  Enzimlerin ya da
mikroorganizmalarin fiziksel ve / veya kimyasal yontemlerle katalitik aktifligini
koruyarak, tekrar ve siirekli kullanimin1 saglamak amaciyla organik veya inorganik

tagiyicilara tutturulmasidir [30].

Immobilizasyonda enzimlerin baglandigi materyaller genel olarak tasiyici veya
destek materyali olarak adlandirilirlar. Immobilize enzimlerin kinetik davranislari da,
enzim konformasyonundaki degisme, sterik etkiler, mikrogevre etkileri, ic ve dis

difiizyon etkilerinden dolay1 serbest enzimlerinkinden farklilik gosterirler [35].
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2.3.5. Enzimlerin immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyon yontemleri degisik sekillerde siniflandirilmalarima karsin

kimyasal ve fiziksel olmak {izere iki ana baslik altinda toplanabilir.

1) Kimyasal yontemler 2) Fiziksel yontemler
a) Kovalent baglama a) Adsorpsiyon ile immobilizasyon
b) Capraz baglama b) Hapsetme ile immobilizasyon

- Mikrokapsiil ile hapsetme yontemi

- Kafes tipi hapsetme yontemi

Kovalent baglanmayla immobilizasyon

Kovalent baglama, genellikle enzim yapisinin ve fonksiyonel gruplarinin bilindigi
durumlarda kullanilir. Kovalent baglama ile immobilizasyon iki basamakta
gergeklesir. Birinci basamak destek maddesinin aktiflestirilmesi (tezin kapsaminda
aktiflestirici olarak Schiff baz1 ve Ni(II) kompleksi takilmistir), ikinci basamak
enzimin kovalent baglanmasi seklindedir. Destek maddesi; karboksil, hidroksil, amino

gibi fonksiyonel gruplar tasimalidir [30].

Kovalent baglama yonteminin en biiyiik avantaji, baglarin ¢ok kuvvetli olmasi
nedeniyle her tiirlii ortamda kullanilabilir olmasidir. Enzim destek materyali {izerinde
yer aldigindan substrat ile temasi kolaydir. Ayrica enzim molekiili ve destek
materyali birlikte genellikle 1s1l kararlilik gosterirler. Yontemin dezavantaji, destek
materyali ile enzim arasinda siki etkilesim enzimin dogal konformasyonunu bozabilir

[32].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deneyde Kullamilan Kimyasal Maddeler, Aletler, Cihazlar ve Teknikler

3.1.1. Kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Temin Edilen Uretici Firma
NiCl,.6H,O Merck
Metanol Merck
Etanol Merck
Dimetilformamid (DMF) Sigma
-galaktosidaz: (EC.3.2.1.23 9.4 U/mg E.Coli

bakterisinden elde edilen) Sigma
p-nitrofenil-p-D-galaktopironosit Sigma
Fosforik asit: (H;PO4, MA: 60 g/mol) Aldrich
Borik asit: (H;BO4, MA: 61,83 g/mol) Aldrich
Sodyum karbonat : (Na,CO3;, MA: 118 g/mol) Merck
Sodyum hidroksit : (NaOH, MA: 40 g/mol) Merck
Asetik asit: (CH;COOH, MA: 97,99 g/mol) Aldrich

3.1.2. Element analizi
Element analizleri LECO-CHNS-9320 Model element analizi cihazi ile Bozok
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii enstriimental analiz
laboratuvarinda yapildi.

3.1.3. Atomik absorpsiyon spektrofotometrisi

Komplekslerin metal yiizdeleri TUBITAK Mikro Analiz laboratuarlarinda yapild.
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3.1.4. Ultraviyole goriiniir bolge spektrumlari

UV-GB spektrumlart Unicam-UV 2-100 model spektrofotometre ile 800-200 nm
araliginda DMF de alindi.

3.1.5. pH metre

Orion pH metre 420 A model pH metre, immobilizasyon ¢alismalarinda kullanildi.

3.1.6. Calkalamal su banyosu

ST 402 NUVE marka sicaklik kontrollii su banyosu, enzim aktifligi tayininde
kullanildi.

3.1.7. Fourier transform infrared spektrometresi (FTIR)

Numunelerin IR’ leri saf KBR i¢inde disk hazirlanarak Mattson-1000 model

spektrometre kullanilarak alindi.
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4. DENEYSEL KISIM

4.1. Schiff Bazi1 Takili Polimerin Hazirlanmasi (Genel Yontem)

Schiff baz1 takili polimer, geri sogutucu altinda sentezlendi. Geri sogutucu altinda
kaynatma ve karigtirma islemleri yapilirken yaklasik 70 °C’de damlatict muslugu
acilarak alkolde ¢oOziilmiis alanin ¢Ozeltisi balondaki polimer ¢ozeltisi lizerine
yaklastk 10 dakikalik bir siire i¢cinde damlatilmaya baslandi. Boylece alanin
¢Ozeltisinin tamami polimer ¢ozeltisi iizerine damlatildi. Alanin ¢ozeltisinin
ilavesinden sonra 2(iki) giin geri sogutucu altinda kaynatma ve karistirma islemine
devam edildi. Bu islemden sonra siiziilen polimerler etilalkol ile ti¢ kere yikandiktan

sonra temiz bir tiipe alind1 ve etlivde kurutuldu.

4.1.1. (FMPS-Ala-Sch) Schiff bazinin sentezi

4-formil-3 metoksifenoksi metil polistiren (FMPS) (2 g, 1.0-1.5 mmol/g -CHO
igeren) 2 boyunlu cam balona alinarak 25 mL etanol ilave edildi. Alanin (0.134g, 1,5
mmol) 5 mL saf etanol icinde oda sicakliginda c¢oziilerek hazirlanan c¢ozeltisi,
damlatma hunisine konularak Boliim 4.1°de agiklanan yonteme gore sentezi yapildi.

Sentezlenen schiff bazi takili polimer 50°C’de 4 saat etiivde kurutuldu.

4.2. Schiff Bazi1 Takili Polimerin Ni(II) Kompleksinin Hazirlanmasi (Genel

Yontem)

4.2.1. Birinci adim; metal-alanin komplekslerinin hazirlanmasi

4 mmol NiCl,.6H,0O’ iin 10 ml etanolde ve 4 mmol alaninin 10 mL etanol i¢indeki
¢ozeltisi, Ni(IT) kloriir ile alanin orani 1:1 olacak sekilde hazirlanarak, geri sogutucu
altinda 1(bir) saat kaynatma ve karigtirma islemi yapildi [36]. Bu karisim siiziilerek
temiz bir behere alindi, yaklasik 8 (sekiz) saat sonra yesil kristal elde edildi, olusan

kristaller siiziildi, etil asetatda yikandi ve 70°C’de 24 saat etiivde kurutuldu.



17

Olusan Ni-Ala kompleksine ait magnetik moment 3,08 Bohr magnetonu olarak
bulundu. Bu veriye dayanarak asagidaki gibi bir yapiya sahip olabilecegi 6ngoriildii
(Sekil 4.1).

g CH
o 3
/ \
H2N ﬁ::O
Ni'///O
H,0”
Cl

Sekil 4.1. Ni-Ala kompleksi i¢in 6ngdriilen yap1

4.2.2. Ikinci adim; koordinasyon polimerlerinin hazirlanmasi

(4-formil-3-metoksifenoksimetil)polistirenin (2 g, 1.0-1.5 mmol/g -CHO yiiklii)
metanoldeki (15 mL) ¢ozeltisine, 10 mL lik metanolde ¢oziilmiis 1,5 mmol metal-

alanin kompleksi boliim 4.1° de anlatildig1 gibi hazirlanarak, sentezlendi.

4.3. p-nitrofenil-B-D-galaktosid Kalibrasyon Grafigi

Kalibrasyon grafigi hazirlamak amaciyla cesitli derisimlerde (2,00-0,031 mM) p-
nitrofenil-B-D-galaktosid ¢bzeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ézeltilerin 398 nm de
U.V spektrofotometresi kullanilarak absorbans degerleri dl¢iildii. p-Nitrofenil-p-D-
galaktosid derisimlerine karst gelen absorbans degerleri grafige gecirilerek

kalibrasyon grafigi ¢izildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. P-Nitrofenil B-D-galaktosid kalibrasyon grafigi

4.4. (FMPS), (FMPS-Ala-Sch) ve (FMPS-Ala-Sch-Ni) Polimerlerinin Kovalent

Baglanma Yoéntemi ile Immobilizasyon Islemleri
4.4.1. Aktiflik tayininde kullanilan ¢ozeltiler

NaOH c¢ozeltisi:
2 M 50 mL NaOH c¢ozeltisi hazirlamak i¢in 3,84 g NaOH bir miktar suda

coziildiikten sonra hacmi saf su ile 50 mL ye tamamlandi.

Na,COs; ¢ozeltisi:
0,1 M 50 mL Na,COj; ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0,53 g Na,CO; bir miktar suda

coziildiikten sonra hacmi saf su ile 50 mL ye tamamlandi.

Britton-Robinson (B-R) tamponu:
2,3 mL buzlu asetik asit, 2,7 mL fosforik asit, 2,4720 g borik asit, li¢ kat1 saf suyla
sulandirildiktan sonra hacmi saf su ile 1,0 L ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 50 mL

alinarak 2,0 M NaOH ile pH 2,0-9,0 arasinda ayarlandi.
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p-nitrofenil-B-D-galaktosid substrat ¢ozeltisi:
5 mM p-nitrofenil-B-D-galaktopironosit substrat ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0,0015 g p-
nitrofenil-p-D-galaktopironosit bir miktar BR tamponunda ¢6ziildiikten sonra hacmi

tampon ¢ozeltisi ile 10 mL ye tamamlandi.
4.4.2. Kovalent baglanma yontemiyle enzim immobilizasyonu

3,3 mg B-galaktosidaz, 20 mL BRT (pH: 4,0) ¢ozeltisinde ¢oziildiikten sonra 1-2,5 g
polimerin iizerine ilave edildi. Karigim 5 saat siire boyunca oda sicaklifinda
manyetik  karigtirict  lizerinde  karistirilarak  immobilizasyon  reaksiyonunun
gerceklestirilmesi saglandi. Reaksiyon sununda polimerler siiziilerek alindi ve
tizerindeki serbest enzimleri uazaklastirmak icin BRT (pH: 4,0) ile yikandi.

Immobilize enzimler 4 °C de muhafaza edildi.
4.4.3. Serbest p-galaktosidaz enziminin aktiflik tayini

B-Galaktosidazin aktifligi Hernaiz ve Crout tarafindan tanimlanan metoda gore tayin
edildi [37]. Bunun i¢in reaksiyon balonuna 20 pL enzim ¢ozeltisi (0,0015 mM) ve
200 pL P-nitrofenil-B-D-galaktosid (substrat ¢ozeltisi, SmM ) eklendi ardindan 30 °C
de 10 dakika calkalamali su banyosunda bekletildi. Su banyosundan alinarak balon
igerisine 3,9 mL Na,COj; cozeltisi ilave edildi. Ardindan U.V. spektrofotometresi
yardimi ile 398 nm de BR tamponuna ( pH:4 ) karsi absorbansi degeri oOlctldii.
Tepkime hizi, Olciilen absorbans degerleri ve kalibrasyon egrisinin egiminden

faydalanarak asagidaki bagintiya gore hesaplandi.

. BC DAy AC
Hiz(V) = —= X
At At Adzse 4.1)

Bu esitlikte AC, g/mL olarak p-nitrofenil-B-D-Galaktosid derisimindeki degisimi

gosterir, AAsog (Ao-A¢) absorbanstaki, At zamandaki degisimi gosterir.
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B-Galaktosidaz i¢in 1 {inite enzim veya birim aktiflik, pH 4 de 10 dakikada ve 30 °C
de 1 pmol p-nitrofenil-pB-D-galaktosidi pargalayan enzim miktar1 olarak

tanimlanmaktadir.

4.4.4. Iimmobilize B-galaktosidaz enziminin aktiflik tayini

Immobilize B-galaktosidaz enziminin aktifligi Boliim 4.4.3’de belirtilen islemler

serbest enzim yerine 0,05 g immobilize enzim kullanilarak ayn1 sekilde tayin edildi.

4.4.5. Serbest p-galaktosidazin aktiflig¢ine pH etkisi

Serbest B-galaktosidaz enziminin aktifligine pH etkisini incelemek amaci ile ¢esitli
pH degerlerinde (2,0 - 7,0) BR tamponunda ¢6ziinen enzim ve p-nitrofenil-B-D-
galaktosid (200 pL, 5 mM) cozeltileriyle Bolim 4.4.3°de belirtilen reaksiyonlar

gerceklestirilmek suretiyle enzim aktifligi tayin edildi.

4.4.6. Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen p-galaktosidazin

aktifligine pH etkisi

Immobilize enzimin aktifligine pH etkisini incelemek amaci ile gesitli pH larda (2,0-
7,0) Bolim 4.4.3’de belirtilen reaksiyonlar gergeklestirilerek aktiflik tayinleri
yapildi.

4.4.7. Serbest p-galaktosidazin aktifligine sicakhgin etkisi
Serbest B-galaktosidazin aktifligine sicakligin etkisini incelemek amaci ile gesitli

sicaklik  degerlerinde (20°C-55°C) Bolim 4.4.3’de belirtilen reaksiyonlar
gerceklestirilerek aktiflik tayinleri yapildi.
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4.4.8. Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen p-galaktosidazin

aktifligine sicakhigin etkisi

Immobilize edilen B-galaktosidaz enziminin aktiflifine sicakligin etkisini incelemek
amaci ile cesitli sicaklik degerlerinde (20°C-55°C) Boliim 4.4.3’de belirtilen
reaksiyonlar gerceklestirilerek aktiflik tayinleri yapildi.

4.4.9. Serbest p-galaktosidazin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Serbest -galaktosidaz enziminin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek
amaci ile farkli derisimlerde (2,000-0,031 mM) hazirlanan substrat ¢ozeltileri ile
Boliim 4.4.3°de belirtilen reaksiyonlar gergeklestirilerek aktiflikleri tayin edildi.

4.4.10. Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin

aktifligine substrat derisiminin etkisi

Immobilize B-galaktosidazin aktiflifine substrat derisiminin etkisini incelemek amac1
ile farkli derisimlerde (2,000-0,031 mM) hazirlanan substrat ¢ozeltileri ile Boliim
4.4.3°de belirtilen reaksiyonlar gergeklestirilerek aktiflik tayin edildi.

4.4.11. Serbest B-galaktosidaz enziminin depolanma kararhhg:

Serbest B-galaktosidaz enziminin depolama kararlilifi incelemek amaci ile BR
tamponunda (pH:4) hazirlanan enzim ¢6zeltisi buzdolabinda 4°C de saklandi. Enzim
¢Ozeltisinden belirli araliklarda alinan Orneklerle Bolim 4.4.3’de belirtilen

reaksiyonlar gerceklestirilerek aktiflikleri tayin edildi.

4.4.12. Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen f-galaktosidazin

depolama kararhhg:

Immobilize edilen B-galaktosidaz enziminin depolama kararliligini incelemek amaci

ile buzdolabinda 4 °C de ayr1 ayr1 hem BRT’de (pH:4) (1slak), hem de kuru olarak
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steril petri kabinda saklandi. Belirli araliklarda alinan orneklerden yola ¢ikarak

Boliim 4.4.3°de belirtilen yontem uygulanmak suretiyle aktiflikleri tayin edildi.

4.4.13. Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin

tekrar kullanilabilirligi

Immobilize PB-galaktosidaz enziminin tekrar kullanilabilirligini incelemek amaciyla

belli araliklarla Boliim 4.4.3’de verilen yontem ile enzim aktiflikleri tayin edildi.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA
5.1. Schiff Baza Takih Polimerin Karakterizasyonu

Schiff Bazi takili polimerlerin C, H ve N tayini sirasinda meydana gelen sapmalarin
ve IR spektrumlarindaki genis bandlarin polimerdeki, polidispersite 6zelligine sahip

olmasindan dolay1 kaynaklandig1 sdylenebilir [38].
5.1.1. (FMPS-Ala-Sch) Schiff bazi takili polimer [C17TH1604N(C8H8)10]

Onerilen yapiy1 (Sekil 5.1) destekleyen analiz degerlendirmeleri asagida maddeler

halinde belirtilmistir:

OCH,;

: O0— CH=N - CIH - COOH

H

Sekil 5.1. Schiff bazi takili polisitiren

1. (FMPS-Ala-Sch) Schiff Bazinin, kiitlece molekiiler kiitle (M,,) degeri 1338

olarak belirlendi.

2. Element analizine gore, bulunan ve hesaplanan degerlerin Onerilen yap1 i¢in

uyumlu oldugu goriildii.

Cizelge 5.1. (FMPS-Ala-Sch) Schiff bazinin fiziksel 6zellikleri ve analitik verileri

Bilesik Bulunan (Hesaplanan) % Renk
Gosterim (My,) Onerilen Yap1 C H N M
(FMPS-Ala-Sch)  [C7H;604N(CgHg)10] 88,41 7,11 1,44 - koyu krem

1338 (86,99) (7,17) (1,04) -
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3. Tekrarlanan birim igerisindeki N’un kiitlesinin % 1,44 olarak bulunmasi,

diisiiniilen yapinin miimkiin oldugunu géstermektedir.

4. (FMPS) ve (FMPS-Ala-Sch)’ye ait, 2926, 2853 cm de bulunan titresim
bandlarinin sirasiyla o(CH,),s, ©(CHy)s titresim bandlarina, 2963-2962, 2872-
2869 c¢m'de bulunan titresim bandlarinin ise ©(CHsj),s, ©(CHj)s titresim
bandlarina karsilik geldigi sdylenebilir (Cizelge 5.2).

Cizelge 5.2. (FMPS) ve (FMPS—Ala-Sch) polimerlerinin FTIR ve UV-GB spektrum
degerleri

Bilesik O(CH2)ass 0(C=0)carbox. ©(MO) Amax, (Absorbans)
0(CH3)ass v(CH=N) o(MN)

(FMPS) 2926, 2853 -
2963, 2872 ;
(FMPS-Ala-Sch) ~ 2926,2853 1587 -
2962,2869 1710

274 (0,74), 315 (0,55)

239 (2,64), 314 (0,21)

as: asimmetrik s: simetrik

(FMPS-Ala-Sch) FTIR spektrumunda, (FMPS) polimerinde bulunmayan 1587-1710
cm’de yeni bantlarin ortaya ¢ikmasi aldehit katiliminin gerceklestigi soylenebilir

(Sekil 5.2).

A ”W'_“_MM\E f\\‘Mﬁ./*’ H
|U.'

PR S Y T i

S \"\ ¢ \'\UM.AF-V\"-'"‘IM-J
L)

% Gagirgenlik

H*Wﬁff“ﬂw

A0 300 3000 A SO0 (L] 8000 a00

Dalga saysi (omi -1)

Sekil 5.2. (FMPS), (FMPS-Ala-Sch) ve (FMPS-Ala-Sch-Ni)’e ait FTIR spektrumu
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5. (FMPS) ve (FMPS-Ala-Sch)’nin taramali elektron spektrum degerlendirmesi

sonucunda ylizey morfolojilerinde farkliliklar goriilmiistiir (Sekil 5.3). Bu

farkliligin, alaninin (FMPS) polimerine kondenzasyonu sonucunda meydana

geldigi soylenebilir.

(@)

(b)
Sekil 5.3. (a) (FMPS) ve (b) (FMPS-Ala-Sch) polimerlerinin SEM fotograflar

Sekil 5.4 ve Sekil 5.5’de goriildigi gibi, (FMPS), ve (FMPS-Ala-Sch)’nin UV-

GB spektrumlar1 karsilastirildiginda (FMPS-Ala-Sch)’na ait spektrumda ortaya

¢ikan 239 nm deki, yeni bir bandin —CH=N- olusumu sonucunda ortaya ¢ikan n

— 1* gegisine karsilik olabilecegi soylenebilir.

4,800

4,000

2,000

Sekil 5.4. (FMPS) polimerine ait UV-GB Spektrumu
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Sekil 5.5. (FMPS-Ala-Sch) polimerine ait UV-GB Spektrumu

7. Cizelge 5.3’de verilen (FMPS) ve (FMPS-Ala-Sch) ’in termal analiz degerlerinin
verildigi tablo incelendiginde aldehit katilimi sonucunda termal bozunma
sicakliklarinda farkliliklarin oldugu goriilmektedir. Bu da aldehit katiliminin

gergeklestigi diislincesini olusturmaktadir.

Cizelge 5.3. (FMPS) ve (FMPS-Ala-Sch)’in termal analiz degerleri

*Termal Bozunma X 600 '

Gosterim C’deki
T; Tz Twx Tt kalint

(wt%)

(FMPS) 335 387 379 421 6,36
(FMPS-Ala-Sch) 310 388 377 416 3,55

* T;: Ilk bozunma sicakligl, Tax: Maksimum bozunma sicakligi
T¢: Son bozunma sicakligl, T 2): Yar1 bozunma sicakligy
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Sekil 5.7. (FMPS-Ala-Sch) polimerlerinin TGA egrisi

5.1.2. (FMPS-Ala-Sch-Ni) Schiff Baz1-Ni(II) kompleksi,
[C17TH1805N(C8H8)10NiCl]

Onerilen yapiy1 (Sekil 5.8) destekleyen analiz degerlendirmeleri asagida maddeler

halinde belirtilmistir:

(unw 5) 20y S1wjnaim apznA
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@ AN
o— CH=N (lf =0
|
Ni'/// 0
m,0"
Cl

Sekil 5.8. Schiff Bazi-Ni(II) takili polimer

1. (FMPS-Ala-Sch-Ni) Schiff Bazimin, kiitlece molekiiler kiitle (M) degeri
2194 olarak belirlendi.
2. Element analizine gore, bulunan ve hesaplanan degerlerin Onerilen yapi igin

uyumlu oldugu goriildii.

Cizelge 5.4. (FMPS-Ala-Sch-Ni) Schiff bazi-Ni(II) kompleksinin fiziksel 6zellikleri
ve analitik verileri.

Bilesik Bulunan (Hesaplanan) % Renk

Gosterim (M,,)  Onerilen Yap1 C H N M

(FMPS-Ala-Sch-Ni) [C,7H;s0sN(CsHg)oNiCI] 82,63 7,03 0,95 0,03  acik yesil
1450 (80,27) (6,76) (0,97) (0,04)

3. Tekrarlanan birim igerisindeki Ni iin kiitlesinin 0,95 % olarak bulunmasi,

diistiniilen yapinin miimkiin oldugunu gostermektedir.

4. (FMPS)’ ye ait, 2926-2963 cm’, 2853-2872 cm™” de bulunan titresim bandlarinin
strastyla o(CHy)as, ©(CHy)s titresim bandlarina karsilik geldigi sdylenebilir. FTIR
spektrumunda (Cizelge 5.5) alaninin katilimi sonucunda 2926 cm™, 2853 cm’
deki titresim bantlarmin yani1 sira 2962 cm’ ve 2869 cm’ deki titresim
bantlarmin aldehitteki —CHj3 grubuna ait v(CHj3),s ve v(CHj3)s titresim bandlarina
karsilik geldigi sdylenebilir. Ayrica komplekslesme sonucunda (FMPS-Ala-Sch)

-1

polimerinde goriilen 1587 cm™” deki titresim bandmin 1710 cm™ e kaymast

komplekslesmenin oldugunun bir kanit1 olarak bakilabilir. Kompleslesme
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sonucunda 520 cm™” deki yeni bir bandin Ni(I[)-N bag olusumuna karsilik

geldigi soylenebilir.

Cizelge 5.5. (FMPS-Ala-Sch-Ni) Schiff bazinin 6nemli FTIR ve UV-GB spektrum

degerleri
Blleslk D(CHZ)as,s D(C:O)carbox. D(MO) >"maxa (Absorbans)
D(CH3)as,s D(CH:N) U(MN)
(FMPS) 2926, 2853 ; 274 (0,74), 315 (0,55)
2963, 2872 -

(FMPS—Ala-Sch) 2926, 2853
*2962, ¥2869

(FMPS—Ala-Sch—Ni) 2926, 2853
*2964,%2871

1587
1710
1571
1721

239 (2,64), 314 (0,21)
520
418 311 (3,96), 324 (3,94), 440 (0,04)

5. (FMPS-Ala-Sch-Ni) koordinasyon polimerinin DMF ¢oziiciisiinde alinan UV-GB

spektrum bandlar diger polimere gore farkli dalga boylarinda gecislerin oldugu

Sekil 5.9’da goriilmektedir. (FMPS-Ala-Sch-Ni) koordinasyon polimerinde ise

ortaya ¢ikan 324 nm ve 360 nm’deki iki yeni badlarin, metalin d-d gegislerine

karsilik gelebilecegi yorumu yapilabilir.

2,853

2,000

Absorbans

400,00

500,00 600,00 700,00

Dalga boyu (nm)

Sekil 5.9. (FMPS-Ala-Sch-Ni) polimerine ait UV-GB Spektrumu

6. Cizelge 5.6.’daki (FMPS-Ala-Sch-Ni)’in termal analiz degerlerine bakildiginda

calisilan diger polimerler gére bozunma sicakliginin diistiigli goriilmektedir. Bu
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durum koordinasyon ile yapimin kararliliginda bir azalma oldugu yorumu ile

aciklanabilir.

(1w 9) apny S1wnaim apznd

sicaklik (°C)

Sekil 5.10. (FMPS-Ala-Sch-Ni) polimerlerinin TGA egrisi

Cizelge 5.6. (FMPS-Ala-Sch-Ni)’in termal analiz degerleri

*Termal Bozunma 600 °C’deki
Gosterim kalint1
T; Ty Tinax T¢
(Wt%)
(FMPS—Ala-Sch-Ni) 356 406 406 442 7,17

* T,: Tk bozunma sicakligl, Tax: Maksimum bozunma sicakligi

T¢: Son bozunma sicakligl, T 2): Yar1 bozunma sicakligy

5.2. Kovalent Baglanma Yo6ntemiyle immobilize Edilen p-galaktosidazin

Aktifligine pH Etkisi

Serbest ve farkli polimerler kullanilarak kovalent baglanma yontemiyle immobilize

edilen B-galaktosidazin aktifligine pH etkisini incelemek amaci ile Boliim 4.4.3” de
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anlatilan reaksiyon kosullarinda gerceklestirilen reaksiyonlara ait maksimum aktiflik

degerlerinin pH ile degisimi Sekil 5.11° de verildi.

120

—+—FhPs
—m— FMPS-AL-5eh

100 —— FHPE-AL-Seh-i

—Frae

80 +

40 -

Maksimum AKtiflik (%)

20 +

0 2 4 6 8
EH

Sekil 5.11. Serbest ve polimerlere kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen
- galaktosidazin maksimum aktifliginin pH ile degisimi

Serbest B-galaktosidaz enzimi i¢in optimum pH degeri 4,0 olarak bulundu. (FMPS),
(FMPS-Ala-Sch) ve (FMPS-Ala-Sch-Ni) destekleri iizerine kovalent baglanma
yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidaz enzimi i¢in optimum pH degerleri
strastyla 5,0, 4,0 ve 4,0 olarak bulundu. Immobilize edilen enzimin pH degerlerinin
(FMPS) i¢in 5,0’ a kaymasinin nedeni ise immobilize edilen sistemlerinde matriks ile
enzim arasindaki ikincil etkilesimler (hidrojen bagi,iyonik polar etkilesimler) sonucu

olabilir [39].

5.3. Kovalent Baglanma Yontemiyle immobilize Edilen p-galaktosidazin

Aktifligine Sicakhigin Etkisi

Kovalent baglanma yontemiyle (FMPS), (FMPS-Ala-Sch) ve (FMPS-Ala-Sch-Ni)
tizerine immobilize edilen B-galaktosidazin aktifligine sicakligin etkisini incelemek

amaci ile BoOlim 4.4.3° de anlatilan reaksiyon kosullarinda gerceklestirilen
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reaksiyonlara ait maksimum aktiflik degerlerinin sicaklik ile degisiminden elde

edilen sonuclar Sekil 5.12° de verildi.

120
—+—FMPS
100 —8—FMPES-AL-Sch
—a—FMPS-AL-5ch-Mi
g 80 | —Free
=
=
=
< 60 -
£
=
E
£ 40
©
£
20
0 . ' ' ' '
0 10 20 30 40 =0 &0

Sicaklik (°C)

Sekil 5.12. Serbest ve polimerlere kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen
-galaktosidazin maksimum aktifliginin sicaklikla degisimi

Serbest B-galaktosidaz enzimi i¢in optimum sicaklik degeri 30°C olarak bulundu.
(FMPS), (FMPS-Ala-Sch) ve (FMPS-Ala-Sch-Ni) iizerine immobilize edilen [-
galaktosidaz i¢in optimum sicaklik degerleri sirasiyla 35°C, 40°C, 45°C olarak
bulundu. Immobilize B-galaktosidazin optimum sicakligi serbest B-galaktosidaza
gbre daha yiiksek bulunmustur. Enzim ve polimer arasindaki etkilesimin diismesi,
enzim hareketinin konformasyonel olarak sinirlanmasina sebep olur [40]. immobilize
B-galaktosidazin optimum sicakligindaki artis, enzimin polimere kovalent
baglanmasi sonucu enzimde meydana gelen konformasyonel degisimden

kaynaklanmis olabilir.
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5.4. Aktiflige Substrat Derisiminin Etkisi
Serbest -galaktosidazin aktifligine substrat derisiminin etkisi incelenmis ve ¢esitli
substrat derisimlerinde (2,000-0,0312 mM) hesaplanan K,, ve V. degerleri

cizelgelerde verilmistir.

Enzim-substrat (ES) reaksiyonu asagida gosterildigi gibidir.

K1 ko .
E+ S *=——- ES—— —> E+ U
kq

Bu esitlikte E= Enzim, S= Substrat, ES= Enzim-substrat kompleksi, U= Uriinii

gosterir.
Enzim reaksiyon hiz1 Michaelis-Menten Esitligi ile verilir.
Vmak .S
Ve ——m— Michaelis-Menten Esitligi (5.1)

Kn+S

Michaelis-Menten Esitliginin diizenlenmesi ile Lineweaver-Burk bagintisi elde

edilir.
1 K 1 1
_ oy — (5.2)
Vv Vmak S Vmak

Bu esitliklerde; V= Baslangi¢ hizi, V= Maksimum hizi, K,=Michaelis sabiti,

S=substrat derisimi olarak belirtilir.

Immobilizasyon sirasinda enzim proteinindeki konformasyonel degisiklikler, sterik

etkiler, mikrogevre etkileri ve difiizyon etkileri immobilize enzimlerin serbest
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enziminkinden farkli kinetik davraniglar gostermesine neden olurlar. O nedenle
immobilize enzimlerin kinetik davraniglarinin incelenmesi, kinetik sabitlerin tayini

ve serbest enzimle kiyaslanmasi olduk¢a énemlidir [30].

Bu degerlerin  iizerindeki  derisimlerde aktiflikte  belirgin  degisiklikler

gbzlenmemektedir.

Immobilize enzimin Km degeri serbest enzimine gére daha yiiksektir. Km’deki bu
artisin nedeni, uygulanan immobilizasyon isleminde enzimin yapisal bir degisiklige
ugramasinin dogal bir sonucu olabilecegi ya da substratin immobilize enzimin aktif

merkezine yaklagmasinin zor oldugu seklinde aciklanabilir.

5.4.1. Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen p-galaktosidazin

aktifligine substrat derisiminin etkisi

Serbest ve kovalent baglanma yoOntemiyle immobilize edilen p-galaktosidazin
aktifligine substrat derigiminin etkisini arastirmak amaciyla ¢esitli derisimlerde
hazirlanan substrat c¢ozeltileriyle Bolim 4.4.3° de anlatilan reaksiyon kosullarinda
gerceklestirilen reaksiyonlardan ve kalibrasyon grafiginden elde edilen egimler
yardimiyla hesaplanan reaksiyon hizlarindan yararlanilarak Linewear- Burk grafigi
Sekil 5.13” de verildi. Grafikten yararlanarak K, ve Vi, degerleri hesaplandi ve
Cizelge 5.7 de wverildi. Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen
sistemlerde diflizyonel etkiler sebebiyle K,, ve Vma degerlerinde degisiklikler

gozlendi.
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Sekil 5.13. Serbest ve polimerlere kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen
[-galaktosidaza ait Linewear- Burk grafigi

Cizelge 5.7. Serbest ve polimerlere kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen
[-galaktosidazin kinetik parametreleri

Destek Ky (mM) Vinax (mM.dak™)
Serbest B-Galaktosidaz 0,343 0,0259
(FMPS) 0,104 0,0126
(FMPS-Ala-Sch) 0,0617 0,0417
(FMPS-Ala-Sch-Ni) 0,210 0,0287

Immobilizasyonla K, degerlerinin degistigi gdzlenmistir. Substrat ve polimerik
destek arasindaki etkilesmeyle, substrat-enzim kompleks olusum ihtimalini diisiiren
enzimdeki yapisal degisikliklerle, sterik etkilerle, diffiizyonel sinirlamalarla K,
degisebilir ve genellikle immobilizasyonla K, degerlerinde artma go6zlenebilir
[40,41]. Yapilan bu ¢alismada, serbest enzime oranla, (FMPS), (FMPS-Ala-Sch),
(FMPS-Ala-Sch-Ni) polimerlerinin K, degerlerinde diigiis goriilmiistiir. Km, her
enzim igin spesifiktir ve enzimlerin substratlarina karsi ilgilerini ifade eder. Diisiik

Km degerleri enzimin substrata karsi yiiksek ilgisini ifade eder. Dolayisiyla
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polimerlere yapilan immobilizasyonda enzim, substrata daha fazla ilgi gostermistir

yorumu yapilabilir.

5.5. Kovalent Baglanma Yéntemiyle Immobilize Edilen p-galaktosidazin

Depolama Kararhihg:

Serbest ve kovalent baglanma yoOntemiyle immobilize edilen p-galaktosidazin
depolama kararliligi Bolim 4.4.3” de agiklandig1 gibi gergeklestirildi. Bu ¢aligmanin
sonuclar1 sdyle agiklanabilir; Serbest enzim 30. giin sonunda aktifliginin % 10” unu
korurken, 90. giin sonunda kovalent baglanma yontemiyle (FMPS), (FMPS-Ala-Sch)
ve (FMPS-Ala-Sch-Ni)’ e immobilize edilen enzimler sirasiyla aktifliklerini yaklasik
% 90, % 91 ve % 98 oraninda korudugu belirlendi. Polimer ve modifiye polimerlerin
depolama kararlilik aktiviteleri oldukga yiiksek bulunmustur, 6zellikle de (FMPS-
Ala-Sch-Ni) i¢in. Bu durum, modifiye polimer desteklerin, immobilize enzimlere
yiiksek konformasyonel kararlilik saglamasi ile agiklanabilir [40].

Depolama kararliligi enzimin saklama kosullarina bagl bir parametredir. Genellikle
suda ¢oziinmez enzim preparatlar1 ya da kuru olarak steril petri kaplarinda ya da
tampon ¢ozeltilerin i¢inde siispansiyon seklinde 4°C de saklanabilir. Kovalent
baglanma ve hapsetme yontemleriyle immobilize edilen B-Galaktosidaz enzimi 4°C
de BR tamponu igerisinde saklandiginda enzimin aktifligini uzun siire korudugu

gozlenmistir.

Genellikle enzimlerin immobilizasyonu sonunda enzimatik aktifliginin artmasinin
normal bir durum oldugu belirtilmektedir. Bu durum enzimin o kosullarda sahip

oldugu yapisal formundan kaynaklandig: diigtiniilebilir.

5.6. Kovalent Baglanma Yo6ntemiyle immobilize Edilen p-galaktosidazin

Aktifliginin Tekrar Kullanim ile Degisimi

Immobilize enzimlerin aktifliklerini etkileyen bir parametrede bunlarin bir ¢ok kez

ve uzun siire kullanilabilmeleridir. Bu amacla Boliim 4.4.3’de aciklandigi gibi
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yapilan denemelerle, immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirligi arastirildi. Bir

giin i¢inde ayn1 immobilize enzim ile en fazla 10 kez ¢aligilabildi.

(FMPS) icin 10 kullanimindan sonra aktifliginin yaklasik % 73° unu korudugu
gozlenmistir. 10 kullanimindan sonra (FMPS-Ala-Sch)’e immobilize olmus enzim
aktifliginin yaklasik % 26’ ini muhafaza ettigi ve yine 10 kullanimdan sonra (FMPS-
Ala-Sch-Ni)’e immobilize olmus enzim aktifliginin yaklasik % 35° sini korudugu
belirlenmistir. Kovalent bagla B-Galaktosidaz immobilize edilmis bu ii¢ polimerik
yap1 karsilastirildiginda, (FMPS) ’in tekrar kullanim i¢in daha iimit vadedici oldugu

goriilmektedir.

5.7. SEM Analizi

(FMPS), (FMPS-Ala-Sch) ve  (FMPS-Ala-Sch-Ni)  polimerleri  {izerine
immobilizasyon uygulamasi yapildiginda, bu polimerlerin yiizey morfolojisin de
degisiklik oldugu SEM fotograflarindan goriilmektedir (Sekil 5.14). Immobilize olan
polimerlerin ylizeylerinin portakal kabugu goriintiisiine biirlindiigii, buna karsilik

immobilize uygulamasinin yapilmadigi polimerin ylizeyinin diizgiin formatta kaldig1

goriilmektedir.

#“7ea’ 2Z8um

(a) (FMPS) (b) (immobilize FPS)

Sekil 5.14. (a) FMPS ve (b) immobilize FMPS SEM resimleri
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6. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESIi

Serbest ve immobilize B-galaktosidaz enziminin aktivitesine etki eden cesitli

parametreler incelenmistir. Elde edilen sonuglar asagidaki gibi 6zetlenebilir.

1. (FMPS), (FMPS-Ala-Sch) ve (FMPS-Ala-Sch-Ni) destekleri iizerine kovalent
baglanma ydntemiyle immobilize edilen B-galaktosidaz enzimi i¢in optimum pH
degerleri sirastyla 5,0, 4,0 ve 4,0 olarak bulundu. Immobilize edilen enzimin pH
degerlerinin (FMPS) icin 5,0 a kaymasinin nedeni ise immobilize edilen
sistemlerinde matriks ile enzim arasindaki ikincil etkilesimler (hidrojen bagi, iyonik

polar etkilesim, koordinasyon, amid baglarin olusumu vb) sonucu olabilir.

2. Serbest B-galaktosidaz i¢in optimum sicaklik 30° C olarak bulunmustur. (FMPS),
(FMPS-Ala-Sch) ve (FMPS-Ala-Sch-Ni) destekleri iizerine kovalent baglanma
yontemi ile immobilize edilen [B-galaktosidaz enzimleri i¢cin optimum sicaklik
degerleri sirastyla 35°C, 40°C, 45°C’ye kaydi. Optimum sicakliktaki artigin, enzimin
polimere baglanmasi sonucunda, meydana gelen konformasyonel degisimden

kaynaklanmis olabilecegi diisiiniildii (Sekil 6.1).

3. Serbest [(-galaktosidaz icin K, degeri 0,343 mM olarak bulundu. (FMPS),
(FMPS-Ala-Sch) ve (FMPS-Ala-Sch-Ni) destekleri iizerine kovalent baglanma
yontemi ile immobilize edilen B-galaktosidaz enzimleri i¢in K, degerleri sirasiyla;
0,104, 0,0617 ve 0,210 mM olarak hesaplanmistir. Immobilizasyon ile daha uygun
konformasyonel bir hale geldigi sdylenebilir. Bu durum da K,, degerlerinde bir

diisiise neden olabilir.

4. Serbest p-galaktosidaz i¢in Vpya degeri 0,0259 mM.dak™, kovalent baglanma
yontemi ile immobilize edilen B-galaktosidaz enzimleri icin ise V. degerleri

0,0126, 0,0417 ve 0,0287 mM.dak ™' olarak hesaplanmustir.
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5. Serbest B-galaktosidaz 60 dakikada aktifliginin (45°C) yaklasik % 20 sini korudu.
Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidaz enzimleri 100

dakikada aktifliklerini yaklagik %26 - %73 arasinda korudugu gézlendi.

6. Immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirlikleri degerlendirildiginde, (FMPS)’
nin aktifliginin (FMPS-Ala-Sch) ve (FMPS-Ala-Sch-Ni)’ den fazla olmasinin Sekil
6.1 (a)’da gosterildigi gibi Schiff bazinin meydana gelmesinden kaynaklandig:

yorumu yapilabilir.

7. (FMPS), (FMPS-Ala-Sch) ve (FMPS-Ala-Sch-Ni)’ e immobilize edilen enzimin
sirastyla aktifliklerini yaklasik % 90 , % 91 ve % 98 oraninda korudugu belirlendi.
(FMPS-Ala-Sch-Ni) i¢in immobilize edilen enzimin depolama kararlilik aktivitesinin
diger polimerlere gore biiylik olmasinin sebebi, enzimin —COO" ve -NH, gruplariyla
koordinasyon olusturmast (Sekil 6.1-b) sonucunda kararli bir yapinin meydana

geldigi ile agiklanabilir.

Schiff bazi /\Amit
—r—

Il
CH=N —lc— C—HN-E

) %r—J —
v Galaktosidaz

fonksiyonel grup Aminoasit enzimi
bulunduran polimer

(a)

W,
O TR N iy coon —= O DA AL
@ cl \I‘Cl @ Hz( “Cl

OH, COO
(b)
Sekil 6.1. On goriilen enzim-polimer etkilesimleri

(a) (FMPS) -enzim arasindaki muhtemel etkilesim
(b) (FMPS-Ala-Sch)-enzim arasindaki muhtemel koordinasyon yapisi
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