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OZET

Bu calismada, 2-fenilindol-3-karboksaldehit (2-PIn-Ald) ile
(aminometil)polistirenin (APS) kondenzasyonu sonuauwda bir Schiff bazi (APS—
2PIn-Sch), ve bunun Ni(ll) kompleksi (APS-2PIn-SchNi) sentezlenmstir.
(APS—2PIn-Sch) ve (APS-2PIn-Sch-Ni) polimerleri elmentel analiz ve spektral
analizlerle karakterize edilmistir. Ayrica (APS—-2PIn-Sch) ve (APS-2PIn-Sch-
Ni)'in, Termal Gravimetrik Analiz (TGA) ile kararli hklari, Taramali Elektron
Mikroskopi (SEM) ile morfolojik yapilari karakteriz e edilmistir. Ek olarak, bu
maddelerin elementel analiz sonuclarina gore yapita 6ngortlerek, agirlikca
ortalama molekul kutleleri 6nerilmistir (M ). Sonrasinda ise, (APS), (APS—
2PIn-Sch) ve (APS-2PIn-Sch-Ni) komplekslerine kovaht baglama yontemi ile
p-Galaktosidaz immobilize edilmstir. Serbest ve immobilize p-Galaktosidaz
Uzerine sicaklk, pH, tekrar kullanim, depolama kaarhli g1 gibi parametrelerin
etkisi arastiriimi stir. Serbest enzim ve kovalent bglanma yontemi ile (APS),
(APS—2PIn-Sch) ve (APS-2PIn-Sch-Ni)’e immobilize d@én enzimler igin K, ve
Vmak degerleri sirasiyla 0,343mM 0,0259 mM.daRk, 0,681 mM 0,0716 mM.dak,
0,0363 mM 0,0185 mM.dak, 0,380 mM 0,0718 mM.dakK olarak
hesaplanmstir. (APS-2PIn-Sch-Ni)'in depolama kararhligi diger polimerlere

oranla daha yuksek ¢ikmstir.
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ABSTRACT

Polymer-bound Schiff-base ligand (APS-2PIn-Sch) wasprepared from
(aminomethyl)polystyrene  (APS) bound 2-phenlyindol8-carboxaldehyde
(2PIn-Ald) and its Ni(ll)complex (APS-2PIn-Sch-Ni) was also synthesized. The
(APS-2PIn-Sch) and its Ni(ll)complex were charactdzed on the basis of
elemental analyses and spectral analyses studieaPG-2PIn-Sch) and (APS-
2PIn-Sch-Ni) were  further characterized thermally, employing
thermogravimetry (TGA) and morphologically employing scanning electron
microscopy (SEM). In addition, main units have beersuggested with elemental
analysis for these substances, and than the weighverage molecular weight
(M) has been suggested. After thatp-Galactosidase were immobilized onto
(APS), (APS-2PIn-Sch) and (APS-2PIn-Sch-Ni) complexith using the covalent
binding. The influence of temperature, pH and reushility, storage capacity on
the free and immobilizedp-Galactosidase were investigated. Kinetic parametsr
were calculated as 0.343mM/0.0259 mM.mif, 0.681 mM/0.0716 mM.mif’,
0.0363 mM/0.0185 mM.min" and 0.380 mM/0.0718 mMM.miii", for Km/Vmax
respectively; free, (APS), (APS-2PIn-Sch) and (AP3RIn-Sch—-Ni) bound
enzymes. Storage capacity of (APS—2PIn-Sch—Ni) wisund higher than other

polymers.
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1. GIRIS

Fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini gelirmek icin, c¢aitli fonksiyonel gruplar iceren
polimerlerin sentezi ile ilgili cajmalarin, son 10 yil icinde hizla generek arttg

gorulmektedir. Fonksiyonel gruplari iceren polineeih, mekanik ve termal
dayaniklilgr artirmasi [1], yuksek katalitik etki gosterebilsne[2], anyonik
polielektrolit olarak hidrometalurjide [3], su Vkirlili ginin kontrol edilebilmesi ve
biyoinorganik sistemlerde [4,5] kullaniimasiyla ilgrlikte, bu tlr polimerlerin

sentezi ve karakterizasyonu uzerinegpadlar yapiimaya &anmstir.

Metal iceren ve radikalik olarak polimeglaesi sglanan vinil ferrosenin
sentezlenmesi ile meydana gelen ilk koordinasyamerinden sonra, metal iceren

polimerlerin sentezi ile ilgili cagmalar ginimuize kadar devam etmektedir [6].

Polimerik-Schiff bazlari ile ilgili ilk maddeler & 1960l yillarda Delman ve
arkadalari tarafindan sentezlendikten sonra yeni birsgad alani ortaya cikrgtir
[7]. Bu argtirmacilardan sonra Bottino ve arkalda [8] polimerlerin metal segici
Ozelligini incelemek igin 5-5’-metilen-bis-salisilaldehéd faydalanarak bir polimer-
Schiff bazi sentezlelerdir. Woo-Seong Kim ve Yong-Kook Choi isimli
arastirmacilar, polimerik-Schiff bazinin elekrokatdtittzelliklerini argtirmak icin

aldehit bileeni olarak yine salisilaldehiti kullanmay tercitmeslerdir [9].

Icinde bulundgumuz yillar dgerlendirildigsinde polimerik-Schiff bazlari ile ilgili
sentez ve karakterizasyonlarin devamggthatta koordinasyon polimeri adi altinda

calismalarin yayginlgtigi géralmektedir [2].

Yapilan aratirmalarda, (aminometil)polistirene  2-fenilindolk&rboksaldehit
takilmasi sonucunda afan Schiff bazi ve Ni(ll) komplekslerinin sentezieiine
calismalarin olmadii, ayrica Schiff bazi takilmasi sonucundasafu polimerlerin
immobilizasyon 6zelliklerinin ¢cajilmadgi gortlmtir. Bu amagla Shiff bazi takili

polimerler ve onun Ni(ll) kompleksi sentezlenergerekli karakterizasyonlar ile



(element analizi, magnetik duyarliik, TGA, SEM, N UV-GB spektrumlari)

yapilari aydinlatilan polimerlerin immobilizasyomalikleri aratiriimistir.

Immobilizasyon; B-galaktosidaz enziminin, Schiff bazi iceren polimer o’nun
metal kompleksi Uzerine olngwr. Bu amagcla, (aminometil)polistiren ve 2-
fenilindol-3-karboksaldehit kondenzasyon yolu i@imerik-Schiff bazi (APS-2PIn-
Sch) ve bu Schiff bazinin Ni(ll) kompleksi (APS-2F3ch-Ni) sentezlenmi daha
sonra kovalent kgama yontemi ile enzim immobilize edilgtir. Serbest ve
immobilize enzimin aktifizine etki eden sicaklik, pH, substrat konsantrasyonu
depolama suresi gibi géi parametrelerin etkisi ve immobilize enziminktar

kullanilabilirligi incelenmitir.



2. KAYNAK ARA STIRMASI
2.1. Schiff Bazlan
Primer aminler ile aldehit veya ketonlarin katilangilma tepkimesi sonucunda
“imin” bilesikleri meydana gelir. Bu imin bikgklerine bazen “Schiff bazlari” da
denir.
Schiff bazlarinin olgum mekanizmasi, iki basamaklidir. Birinci basamakta
nikleofilik 6zellige sahip olan amin, karbonil karbonuna katilir. Dabara azot bir
proton kaybederken oksijene bir protorglaair. ikinci basamakta ise, protonlanimi
—OH grubu su olarak ayrihr [10].

1. Basamak katiima
OH

@
| e
2 |
\_/.. R—NH, R— NH
+

2. Basamak ayrilma

+
OH OH, ,
| Y - H,0 +  _H B

Sekil 2.1. Schiff bazinin okum mekanizmasi

Ilk Schiff bazinin 1869'da Alman kimyaci Hugo Schi#fafindan sentezlenmesinden
itibaren gunimiize kadar yeni Schiff bazlarin senteamplekslerinin hazirlanmasi
ve Ozelliklerinin incelenmesi ile ilgili binlerceagsma yapilmgtir. Tez konusu
kapsaminda Schiff bazi iceren polimerler ile ilgkaynak argtirmalarin son yillara

ait bir bolimu aagida 6zetlenngiir.



2.2. Schiff Baziigeren Koordinasyon Polimerleri

Polimerik-Schiff bazlari ile ilgili ilk cakmalarin 1960’li yillarda Delman ve
arkadalari tarafindan bgdatildigi gortlmektedir [7]. Bu yili takiben 1,4-bis(2-
hidroksifenilazometin)fenilen’den hazirlanan Schidézi iceren polimerin Ti(lll),

Cr(ll), Fe(lll), Mn(l1), Ni(ll) ve Cu(ll) tuzlarn ile komplekslerini sentezleyip
yapisini §ekil 2.2) karakterize eden Aswar ve Bhave isimbsarmacilar, termal

kararhhgin farklhh metallerde farkli 6zellik gdstegini belirtmislerdir. Termal

kararhlik ile ilgili siranin; Ni(Ill) > Cu (II) > M(l1), Cr(11) > Ti(lll) > Fe(lll) seklinde

oldugunu ifade etnslerdir [11].

Sekil 2.2. 1,4-bis(2'-hidroksifenilazometin)fenildetnazirlanan padelat icin
Onerilen yapi

Poli(metilendifeniltereftalat) (PMDTA)’ in koordirsgon polimeri Gzerine ¢amalar
yapan Bajpai ve arkaglari Co(ll), Ni(Il) ve Cu(ll) tuzlarinin kullaniims ile olusan
koordinasyon komplekslerindekiS€kil 2.3) yapinin belirlenmesinde manyetik
moment dgerlerini kullanan ilk argtirmacilar olmglardir. Bu aratirmacilar
kompleks olgumunda ayrica IR bantlarindaki gilgklikleri de dikkate alarak
koordinasyon polimerlerinin yapilarini belirtgtér ve metal ile olan koordinasyonun

asagidaki gibi olabilecgini ifade etmglerdir [12].
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Sekil 2.3. Poli(metilendifeniltereftalat) polimerinin Co(lINi(ll) ve Cu(ll) tuzlar ile

\/

olan koordinasyonu

Elektriksel iletkenlik ve termal kararlgin koordinasyon polimerleri Gizerine olan
etkisini inceleyen, Thamizharazi ve arkglda, yeni bir polimer olan poli(2-
hidroksi-4-akriloksi aseto  fenoksim) (HAPO) ve gathidroksi-4-
metakrilloksiasetofenoksim) (HMAPO) sentezlglaidir (Sekil 2.3. a).

OH OH

CH, CH,

3 /

NOH NOH C\J/N o

CH, M CH, o)
HC N/ | M~
i H,CT N/

(0] 3 N \

H,C=CR OH N
):o OH 80 —tCH— CRn— oy OH (‘)H\

o CHy T e ‘

(@ (b)

Sekil 2.4. (a) (HAPO) ve (HMAPO) polimerlerinin seat
(b) (HAPO) ve (HMAPO) polimerlermi metal tuzlar ile olan
koordinasyonu

Sentezlenen bu polimerin Cu(ll) ve Ni(ll) kompledshi (Sekil 2.4. b) hazirlayarak,

yapilarini belirledikten sonra termal kararhlikinigpolimerik-Cu(ll) kompleks >



polimerik-Ni(ll) > polimer seklinde bir siranin oldiunu belirtmglerdir. Ancak
iletkenligin polimer komplekslerde ¢ok zayif olglunu vurgulamglardir [13]

Koordinasyon polimerinin, bir ligandin kimyasal dideri ile polimerlerin mevcut
fiziksel 6zelliklerinin birbiri ile kargmasi sonucunda alan, yeni ligandlar oldgunu
belirten W. B. Gurnule ve arkagar 1,2-bis-(4-tiyo-1,3,5-hekzahidro-1-triazin)eta
(H.BTHTE) bilesigini DMF'de ¢dzerek Mn(ll), Fe(ll), Co(ll), Ni(ll),Cu(ll) ve
Zn(ll) ile koordinasyon polimerlerini sentezlegi@rdir. Bu aratirmacilar element
analizi, manyetik duyarlihk o6lcumleri, elektronike infrared spektrumlari ile
yapilarini karakterize edigagidaki gibi bir yapi dnermglerdir (Sekil 2.5) [14].

\ M’/S \t | S
~ "N RN
N NH % N NH
| on, | |
H,C CH, 2 \N/CHz
‘ |
CH, 2
\ CH
CH, 2
‘ PAN
AN H,C CH,
HZC‘Z (‘:Hz ‘ ‘ OH,
NH N #
NH N \< AN !
\<< N M S/*
s
_ Ix O, |,
Mn(ll); Zn(l1) Fe(Il); Co(ll); Ni(ll);Cu(l)

Sekil 2.5. 1,2-bis-(4-tiyo-1,3,5-hekzahidro-1-trinp@tan’dan hazirlanan
koordinasyon polimeri

Polistiren destekli olarak hazirlanan poli-Schifizmin Cu(ll), Ni(ll), Co(ll), Fe(ll)
Zn(Il) Cd(ln), zr(lV), Mo(V), Mo(VI1) ve U(VI) kompleksleri hazirlanmtir. Poli-
Schiff bazini sentezlerken salisilaldehit ve 1-asrBanaftol-4-stlfonik asitten
faydalanan agturmacilar spektral analizin yani sira manyetik ahliyik
Olcimlerinden faydalanarak koordinasyon vyapilaraydinlatmglardir. Yapms
olduklan deerlendirmeler sonucunda Cu(ll) kompleksinin karezldin, Ni(ll),
Co(ll), Fe(ll), Mo(V), Mo(VI) ve U(VI) komplekslenin dizgin sekiz yuzla, Zn(Il)



ve Cd(ll)’'un duzgundortyuzla, Zr(1V) ise bgen bipiramid yapisinda olabilegei
belirtmislerdir [15].

El-sonbati ve arkag#ari 2-substitiie anilin ve sinnamaldehit ile Cu(IBd(ll),
UO(Il), Rh(lll) ve Pd(IV) den hazirlanan polimerleriR, elektronik,*H ve **C-
NMR spektrumu ile beraber elementel analiz, terraoignetrik ve manyetik
duyarlihk olcimlerini yaparak, koordinasyon samma belirlemglerdir. Bu
arastirmacilar caktiklari polimer icerisinde hem tioazolin hem de f#Hchbazi
formunun Qekil 2.6) birlikte oldgunu ifade etnslerdir [16].

T R
_—~—CH _~CH
NH |\ N\
i .S I SH

—_—
Tiazolin formu Schiff Bazi formu

Sekil 2.6. Poli[N-(3-fenilakriliden)-2-merkaptoaml’'nin tautomerik formu

Geck metallerini iceren polimerik-Schiff bazlarinin bidirgeyici olarak davragi
ile ilgili ilk calismayl Kim ve Choi isimli argtirmacilar yapnslar, bu aratirmacilar
poli(4-vinil piridin-co-stiren) ile (1,3-bis saliklen imino propan) katilimi
sonucunda okan polimerin metal ile olan kompleksinin (PVPS)NGALPR,
poli(4-vinil piridin-co-stiren) ile 1,4-bis salisden imino butan katilimi sonucunda
olusan polimerin metal kompleksinin (PVPS)M(1l) SALBUM: Ni, Cu], katalitik
etkileri kiyasladiklarinda (PVPS)M(I)SALPR'nin lkditik etkisinin daha fazla
oldugunu ifade etnslerdir [9].

Singh ve arkadgari, yuzey alani yiksek bir mobil kristal matdrgan ve MCM 41
materyali Uzerine kovalent pla olarak Schiff bazi ile koordine olmuCu(ll)
kompleksinin, silisyum metal atomlari vasitasiydduhmasini samislardir. Schiff
bazinin hazirlanmasinda salisilaldehit ve tersiy®ltii amin bileiklerinden

faydalanmglardir. MCM 41 materyaline tutunan Cu-Schiff baznkpleksi Sekil



2.7) icin toz X-ginlar difraksiyonu, atomik absorpsiyon spektroskgpelement
analizi, infrared spektroskopisi VEC NMR spektroskopisinden faydalangardir
[17].

O—Si—Si— ( CH, )3—Ni©
e /
< 2
MCM 41 Cul___
o
? N T
0—Si—Si — (CHy ),— N=—

Sekil 2.7. MCM 41 materyali Uzerine kovalentgtabailanmsg Schiff bazi-Cu(ll)
kompleksi

Gonza’lez-Arellano ve arkaglari, MCM 41 destek materyali Uzerine yaptiklar
argtirmada 2-tert-butil-4-metil-6{(E)-[(2S)-1-(1-arilatil)pirolidinillimino}
metilfenolt (aril: fenil, 1-naftil, 2-naftil) icere Schiff bazlarini ve onlarin Pd(ll)
komplekslerini §ekil 2.8) sentezleyip, karakterize ederek bu tir(lliPd

komplekslerinin katalizor olarak kullanilabilegei sdylemglerdir [18].

AmM—=AwnMmMoO

R=fenil: 3Pd-(destek)
R=1-naftil: 4Pd-(destek)
R= 2-naftil: 5Pd-(destek)

Sekil 2.8. 2-tert-butil-4-metil-6{(E)-[(2S)-1-(1-dmetil)pirolidinillimino}metilfenol
den hazirlanan Schiff bazi



Syamal, Singh ve Kumar, polistirenin 1 graminda @®ol klor iceren ve % 2
caprazbali divinilbenzen ile klorobenzenin etkiieni sonucunda okan kloro metil
polistirene destekli Schiff bazini hazirlarken,isklldehit ile etilendiamin ve 3-

formil salilik asit ile etilendiaminin kondenzasyaen faydalannglardir [19].

COO-CH,-PS OH
OH

H, H

Sekil 2.9. Polistiren (PS) destekli 4 verici atonadip Schiff bazi

Bu aragtirmacilar ayrica Cu(ll), Ni(ll), Fe(ll), Zn(l1), a(Il) ve Co(ll) komplekslerini
sentezlenslerdir. PS—CH-LCu ve PS—CH-LCo kompleksleri paramanyetik, PS—
CH;, —LNi kompleksi diyamanyetik olup her Gc¢linin kak&lém yapida oldiunu
ifade etmglerdir. Ayrica PS—CH-LFeCl.DMF kompleksinin paramanyetik olup,
oktahedral yapida olgunu, PS—-CH —-LZn ve PS—ChH —LCd komplekslerinin
diyamanyetik ve tetrahedral yapida gaildau spektral dgerlendirmelerle

ongormilerdir.

Radhakrishan ve arkagdari, poliakrilamit Gzerine Schiff bazinin takilmasrasinda
metal iyonlarinin (Mn(ll), Fe(lll), Co(ll), Ni(ll),Cu(ll) ve Zn(ll)) koordine olma
Ozelliklerinden faydalanarak kompleksl&ekil 2.10) sentezlerglierdir.

/ \N Rs
N> cH CH R,
5 H

Sekil 2.10. Polimerik Schiff bazlarinin oktahedralnkpleksleri icin dnerilen yapi
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Bunun i¢in fenolik aldehitlerle, stibstitie azobenzguplari iceren Schiff bazlarini
sentezlenslerdir. Polialkrilamit ve Schiff bazi arasinda meya gelen bguklara

metal iyonun tutulmasinda pH nin etkili ofglunu vurgulamglardir [20].

Kumar ve Mathew, %2 mol DVB-, EGDMA-, BDDMA-, HDODAve TTEGDA
(Sekil 2.11.a) igeren, polistiren destekli Schiff amin sentezi, karakterizasyonu ve
bunlardan hazirlanan metal komplekslerinin katalaktivitelerini aratirmislardir.
Polisitiren destekli Schiff bazini sentezlerkenissialdehit ve dietilentriaminden

faydalanmglardir.

\;O
U
YL A =

Stiren DVB EGDMA BDDMA HDODA TTEGDA

@

CH,OCH,CI
CH,CI
SnCl,

(b)

Sekil 2.11. (a) Stiren ve g#li capraz bglayicilar
(b) Polistirenin klorometilasyonu

Bu kompleksler Fe(ll), Fe(lll), Co(ll), Ni(ll) ve @1l) metal iyonlari ile yapilnytir.
Polimer-metal komplekslerinin katalitik aktiviteler aragtirmak igin, hidrojen
peroksidin bozunma reaksiyonu model reaksiyon klasecilmitir. Metal
iyonlarinin komplekslgme tirleri ve polimer desiendeki capraz b#i gruplarin

katalitik aktivite Uzerine etkisi ile ilgili detaybir argtirma yapmglardir. [21].
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Polistiren destekli Schiff bazinin bazi metal iyammlile kolaylikla komplekskgigini
sdyleyen bu agtirmacilar, DVB-, EGDMA-, BDDMA-, HDODA- ve TTEGDA
capraz bgl recinelerinin polistiren destekli dietilentriana-salisilaldehit Schiff bazi
komplekslerinin dgisik pH lardaki Fe(ll), Fe(lll), Co(ll), Ni(ll) ve C(l) iyonlarina
karsi metal secicikini arastirmiglardir. Calsmalarinin sonucunda, Cu(ll) iyonunun
en fazla tutundgunu ifade etnglerdir. Metal iyonlari arasindaki tutuculuk sirastn
Cu(ID>Co(Ih)>Ni(Ih>Fe(ll)>Fe(ll) seklinde azaldiini sdylemglerdir.

e
( OH
ﬂ—@w Cl + HN e,
Dloksan/48h
IR
OH
%@*CHZ N
OH
¢
Sekil 2.12. Dietilentriamino-salisilaldehit Schifflai destekli polistiren

2006 yilinda Lagadic’'in yapmioldugu amin fonksiyonel grubunu iceren, Mg
tabakasindan ofan silikatin, salisilaldehit, 5-klorosalisilaldehit 2-piridin
karboksaldehit ve asetil asetonun reaksiyonu samda&uN ve O verici gruplara
sahip Schiff bazlarini sentezlegtii. Cu(ll), Ni(ll) ve Co(ll) iyonlari ileselatlgsmasi
sonucunda okan kompleksin §ekil 2.13) X-ginlari difraksiyonu, IR}*C NMR ile

karakterize etmgtir.

Inorganik Tabaka ‘

NH,
g > —No_ 0 g >
/ \N Cﬁo/M\Ni
NH,

’ Inorganik Tabaka ‘ ’ Inorganik Tabaka ‘

Sekil 2.13.Inorganik yiizeye g selat gruplari icin 6ngdrilen yapilar
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Karakterizasyon sonucunda tabakanin yapisgalat gruplarinin buydkgil ve bu
gruplarin bglanmadaki yonlenmelerinin farklh olmasi sonucundakli tabaka

yuzeylerine sahip oldiunu ifade etnyitir [22].

Maurya ve arkadgari diklormetilli polistirene Schiff bazini takmaigin 3-formil
salisilikasit ile o-hidroksibenzilaminden faydalagtardir. Aragtirmacilar, polistiren
destekli Schiff bazinin VO kompleksinsékil 2.14) sentezlerglier, bu kompleksin
katalitik etkisini stiren, etilbenzen ve fenol Bilderi Uzerinde cakmislardir.
Arastirmalarin sonucunda, stiren iginsb@riiniin olgtugunu, bunlarin; stiren oksit,
benzaldehit, 1-feniletan-1,2-diol, benzoik asitferilasetaldehit iken, etilbenzenden
benzaldehit, fenil asetik asit, stiren ve 1-femitetl,2-diol olgurken, fenolin

yukseltgenme urunlerinin katekol pehidroksikinon oldgunu séylemglerdir [23].

Sekil 2.14. Yukseltgenme reaksiyonu icin kullanilgolistiren destekli VO
kompleksinin yapisi

2005 yihinda Yang ve arkaglari N-salisiliden-(4-metoksi-anilin) Schiff baziei
sonlandirnlan  polistireni  sentezlerken, p-metokdian ve salisilaldehitten
faydalanmglardir. Salisilaldehit ile sonlandirilgipolistireninin sentezinde atomik
transfer radikal polimerizasyon yontemini (ATRP)laamislardir. Schiff bazi takili
polistirenin Zn(l1) iyonu ile kompleksini hazirlasek *H-NMR, IR ve UV-Vis ile
karakterize etmler ve fluoresans Ozeglini arsstirmislardir. Bu aratirma sonucunda
330 nm dalga boylusini absorplayan bu kompleks’in fluoresansin 500 den

oldugunu ifade etnsierdir [24].

Kumar ve arkadgdari (aminometil)polistiren ile vanilinin kondenzasu sonucunda
Schiff bazini sentezleglerdir (Sekil 2.15). Sentez sirasinda ¢o6zicu olarak DMF
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kullanmslardir ve bu Schiff baziniMn(ll), Co(ll), Fe(lll), Cu(ll), Zn(Il), U(VI),
Na’', K*, NH;", Ca, CI, Br’, NOs, NO, and CHCO, iyonlarindan olgan 20 ppm
lik ¢cozeltisinde bulunan Ni(ll) iyonunun uzaktailmasinda kullanilabileggni

soylemilerdir [25].

OMe OMe
DMF
Sekil 2.15. (aminometil)polistirenin vanilin Schifiazi

Suja ve Yusuff isimli argirmacilar da polistiren destekli iki yeni Schiféd olan,
PSOPD ve PSHQABentezlenylerdir. PSOPD olarak kodlandirilan Schiff bazini
sentezlemek icin Sekil 2.16), -CHCI ile sonlandirilmy polimerin, DMSO ve
NaHCQ; ortaminda tepkimeye sokulmasi sonucunda -CHO ilalasdiriimg

polimeri, o-fenilendiamin ile tepkimeye sokgtardir.

H,N
chcl —2USC
2~ NaHCO, CHO +
HN

Sekil 2.16. PSOBD sentezlenmesi

PSHQAD kodlu Schiff bazini hazirlamak icin isgekil 2.17), yine -CHCI ile
sonlandinimg polimeri, heksametilentetraamin ve NaOH \arida tepkimeye
sokarak —CBbNH, ile sonlandirilmg polimeri sentezlemgier, ve 3-
hidroksikinoksalin-2-karboksaldehit ile kondenzasyou gercekligirmislerdir [26].
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Hekzamgtilen OHC N

tetramin 4

CH; Cl ——— CH,NH, + ~
2N NaOH HO N

NICHNCHM
©iN/ OH
Sekil 2.17. PSHQAD sentezlenmesi

2.3. Enzimler ve Enzimimmobilizasyonu

Enzimler, biyolojik yapilardaki reaksiyonlarin ilimkosullarda gerceklgnesine
olanak sglayan ve bu reaksiyonlari dizenleyen spesifik bagakzorlerdir [27].
Katalizor, kimyasal tepkimeye girmegli halde aktivasyon enerjisini gliirerek
tepkime hizini artiran maddeler olarak tanimlamolayisiyla, enzimler der
katalizorler gibi katalizledikleri reaksiyonun akdisyon enerjisini (Ea) gurtrler
[28].

Hucrede gercekien reaksiyonlarin verimi % 100 dir ve bu reaksigoséd yan
drinler meydana gelmez. Biyokimyasal reaksiyonfayolojik pH’da, canlinin
vicut sicakiginda ve az miktarda enerji ile gercefie Laboratuvar keullarinda
yuksek sicaklik ve fazla enerji gerektiren pek co&aksiyon, enzimlerin
kullaniimasiyla daha diik sicaklikta ve daha giik enerji ile gerceklgirilebilir
[29].

2.3.1. Enzimlerin uygulama alanlari

Enzimlerin etkinlikleri kimyasal katalizérlerden £6- 10'® kat daha fazladir [29].
Dolayisi ile endustriyel uygulamalarda katalizorarak enzimler siklikla
kullaniimakta ve gun gectikce yaygigmaaktadir. Enzimlerin katalitik potansiyelleri
sadece analitik uygulamalarda gde ayni zamanda sentetik amaclar ve
modifikasyonlar icin de dgerlendiriimektedir. Bu cercevede gva gida sektori
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olmak Uzere, kimya sanayi, ilag sanayi, tekstildexi sanayi gibi bircok sanayi

dalinda enzimler gesiuygulama alanlari bulmglardir.

Endustride kullanilan enzimlerin yakl& olarak %30-35’i deterjan sanayinde, %20-
25’ nisasta ile ilgili alanlarda, %20’si st ve sut Urimmkanayinde kullaniimaktadir.
%1-5 arasinda @gsen oranlarda bira, meyve yarap, tekstil, kait, unlu mamuller,

deri ve yem sanayinde kullaniimaktadirlar [29].

2.3.2.p-Galaktosidaz enzimi ve 6zellikleri

Na" ve Md' iyonlari iceren bir metalo enzim ol@rgalaktosidazin tic boyutlu yapisi
Sekil 2.18" de gosterilnstir [30]. B-Galaktosidaz enziminin goérevi, bir disakkarit
olan laktozu onun monosakkarit b#amleri olan glukoz ve galaktoza hidroliz
etmektir. Bir baka deysle sutsekerini Gztingekerine ceviren @arsak enzimi olarak

da tanimlanabilir.

274-287 829-839
E. coli % Arthrobacter
..‘.‘~ 1" 30
PN " 1 i e
\ ) &

Sekil 2.18.B-Galaktosidazin ¢ boyutlu yapisi

Gida teknolojisi ve beslenme acisindan, laktozuka ve galaktoza pargcalanmasi,
blyuk 6nem tar. CuUnkd yapilan hidrolizin temel Urdnleri dahatlitadaha
cozlinebilir, fermente edilebilir ve ince gesak tarafindan diwudan absorbe
edilebilir niteliktedir [31, 32].
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B-Galaktosidaz, substrat olarak p-nitrofeprigzalaktosid kullanginda ortamdan su
ayrilarak urtn olarak galaktoz ve p-nitrofenoltstluur.

(0]
O/Qi NO2 g galaktosidaz
> Galaktoz +HO NO2

H20O

_ _ p-nitrofenol
p-nitrofenil- B -galaktosit

Sekil 2.19.8-Galaktosidaz enziminin katalizleglireaksiyon
2.3.3. Enzimlerin immobilizasyonu

Enzimler, reaksiyonlari ¢ok yiiksek hizda kataligtesti icin, onlari canli organizma
disinda kullanabilme diiincesi ortaya cikmgive ilk olarak 1926 yilinda Sumner
tarafindan Ureaz enzimi kristal halde elde edifimi Bu calsmanin ardindan da
bircok farkli organizmadan enzimler izole edignvie kristalize formlarda piyasaya
sunulmytur [29]. Serbest enzimlerle gercejtlalen islemlerde, reaksiyon
ortamindan istenilen anda enzimin alinamamasi aygalarin kontrolinu
gucletirmektedir. Istenilen anda reaksiyonu durdurmak icin ortama nélde
inhibitor ise enzim tarafindan kirlenilen ortamanybir kirlilik unsur yaratmaktadir.
Kirlili gin artmasiyla yuksek olan maliyet daha da artmaktaBnzimi tekrar
kullanmak igin ortamdan c¢ikarmak da bu sayede irskdamaktadir. Bu
sorunlardan dolayl enzimlerin birstsiciya b&lanip kullaniimasi ya da bir matrikse
hapsedilip kullanilmasi son zamanlarda 6zellikldiestriyel acidan énem kazanymi

ve teknolojik uygulamalarina dnem verikti [27].

Immobilizasyon, enzim teknolojisinin en pratik ve eok gelisen yollarindan
birisidir. Immobilizasyon kelime anlami olarak, "tutuklammi hareketi
sinirlandirilmg, ¢6zunmez hale getirilgli demektir. Daha kapsamli olarak

immobilizasyon, enzimlerin ya da mikroorganizmalafiziksel ve/veya kimyasal
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yontemlerle katalitik aktifigini koruyarak, tekrar ve surekli kullaniminig&amak
amacilyla organik veya inorganikstacilara tutturulmasidir [29].

Immobilizasyonda enzimlerin piandigl materyaller genel olarak sigici veya
destek materyali olarak adlandirihiridammobilize enzimlerin kinetik davragiari da,
enzim konformasyonundaki gieme, sterik etkiler, mikrogevre etkileri, i¢c vesdi

diftizyon etkilerinden dolay! serbest enzimlerinlendarkhlik gosterirler [27].

2.3.4. Enzimlerin immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyon yontemleri gsik sekillerde siniflandiriimalarina kan genel
olarak kimyasal ve fiziksel olmak Uzeresagudaki gibi iki ana bgik altinda

toplanabilir.

1) Kimyasal yontemler 2) ikeel yontemler
a) Kovalent bgama a) Adsorpsiyoniftenobilizasyon
b) Capraz kgama b) Hapsetmantenobilizasyon

- Mikrokapsdul ile hapsetme yéimt

- Kafes tipi hapsetme yontemi

Kovalent Ba&lanmaylaimmobilizasyon

Kovalent bglama, genellikle enzim yapisinin ve fonksiyonel gdamnin bilindgi
durumlarda kullanilir. Kovalent kKeama ile immobilizasyon iki basamakta
gerceklair. Birinci basamak destek maddesinin aktifléimesi (tezin kapsaminda
aktiflestirici olarak Schiff bazi ve Ni(ll) kompleksi takristir), ikinci basamak
enzimin kovalent banmasiseklindedir. Destek maddesi; karboksil, hidroksihiao
gibi fonksiyonel gruplar tamalidir [29].

Kovalent bglama yonteminin en buylk avantaji, gherin ¢ok kuvvetli olmasi
nedeniyle her tirli ortamda kullanilabilgiin olmasidir. Enzim, destek materyali

Uzerinde yer alds icin substrat ile temasi kolaydir. Opie kiikiirt iceren deste,
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yine kukdrt iceren enzim kovalent @a Sekil 2.20" de gosterildi gibi baglanabilir.
Bu balanma sirasinda ise kiicik molekiller yapidan dyititg33].

g R ‘ N
H
Sekil 2.20. Kovalent blanmayla immobilizasyona bir 6rnek

Yontemin dezavantaji ise destek materyali ile enamsindaki siki etkim

sonucunda okan enzimin dgal konformasyonunun bozulmasidir [30].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deneyde Kullanilan Kimyasal Maddeler, Aletler Cihazlar ve Teknikler

3.1.1 Kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Temidien Uretici Firma
Nikel (II) klortr Merck
Metanol Merck
Etanol Merck
DMF Sigma
B-galaktosidaz: (EC.3.2.1.23 9.4 U/mg E.Coli

bakterisinden elde edilen) Sigma
p-nitrofenil-D-galaktopironosit Sigma
Fosforik asit: (HPO,, MA: 60 g/mol) Aldrich
Borik asit: (HBO4, MA: 61,83 g/mol) Aldrich
Sodyum karbonat : (N&O;, MA: 118 g/mol) Merck
Sodyum hidroksit : (NaOH, MA: 40 g/mol) Merck
Asetik asit: (CHCOOH, MA: 97,99 g/mol) Aldrich

3.1.2. Gouy terazisi

Numunelerin manyetikluyarlilik dlcimleri Sherwood Scientific, MKI Model Gouy
terazisi ile yapildiince toz halinde getirilen polimer numuneleri, bdyom, ¢api 0,3
cm olan pyreks camdan yapikrduyarhlik tipU icine, numune boyu 2,5 cm’den az
olmamak sartiyla konuldu. Sonra bu tlip manyetik alandan unaklan Gouy
terazisinin 6lgcim dedine yerlatirildi ve sabit bir dger okunana kadar beklenerek

Olctimler alindi. Bu ol¢gimleri kullanarak metallegig: (BM) degeri hesaplandi.
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3.1.3. Element analizi

Element analizleri LECO—-CHNS-9320 model elementliznaihazi ile Bozok

Universitesi Kimya Bolumu enstrimental analiz latawarinda yapildi.

3.1.4. Induksiyon aglesmeli plazma - kitle spektrometresi

Komplekslerin metal yiizdeleri TUBAK Mikro Analiz laboratuarlarinda yapildi.

Metal iceren numune Anton Paar Multiwavw 3000 ieignmesi sgandi

3.1.5. Sivi kromotograf - kiitle spektrometresi

LC/MSD Diod-Array cihazi ile kitle spektrumlari adii.

3.1.6. Ultraviyole-gorunir boélge spektrumlari

UV-GB spektrumlari Unicam-UV 2-100 model spektroioietre ile 800-200 nm
aralginda DMF'de alind1.

3.1.7. pH metre

Orion pH metre 420 A model pH metre, immobilizasgahsmalarinda kullanildi.

3.1.8. Calkalamali su banyosu

ST 402 NUVE marka sicaklik kontrollii su banyosuzien aktifligi tayininde
kullanildr.
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4. DENEYSEL KISIM

4.1. Schiff Bazi Takili Polimerin Hazirlanmasi (Geel Y6ntem)

Schiff bazi takili polimemeri s@utucu altinda sentezlendi. Gerigstucu altinda
kaynatma ve kagtirma klemleri yapilirken yaklgk 70 °C’de damlatici musgu
acllarak alkolde ¢ozulngtaldehit ¢ozeltisi, balondaki polimer ¢ozeltisi tine 10
dakikalik bir stre boyunca damlatildi. BOoylece &ltigbzeltisinin tamami polimer
cOzeltisi Uzerine ilave edildi. Aldehit ¢ozeltismilavesinden sonra yakl& dort saat
geri s@utucu altinda kaynatma ve kgmma klemine devam edildi. Buslemden
sonra suzilen polimerler etil alkol ile ti¢ kereankliktan sonra temiz bir tipe alindi

ve etlivde kurutuldu.

4.1.1 (APS-2PIn-Sch) Schiff bazinin sentezi

(Aminometil)polistiren (1 g, 0,5-1,0 mmol/g -NHyUkli) 2 boyunlu cam balona
alinarak 10 mL metanol ilave edildi. 0,5 mmol 2ifmdol-3-karboksaldehitin 10
mL saf metanol icinde oda sicakhda cotzilerek hazirlanan c¢ozeltisi, damlatma
hunisine konularak Bolium 4.1'de aciklanan yonteméreg sentezi yapildi.
Sentezlenen schiff bazi takili polimer ¥Dde 4 saat boyunca etiivde kurutuldu.

4.2. Schiff Bazi Takili Polimerin Ni(ll) Kompleksinin Hazirlanmasi (Genel

Yontem)

4.2.1. Birinci adim; metal-aldehit komplekslerinin hazirlanmasi

Ni(Il) klordr ile 2- fenilindol-3-karboksaldehit ani 1:1 olacakekilde geri sgutucu
altinda 3 saat kaynatma ve kéirma klemi yapildi [34]. Bu kagim stzulerek temiz
bir behere alindi, kristallenmeye birakildi. Yakka3 gin sonra okan kristaller

slizuldu, etil asetatda yikandi ve 24 sadC7fe etiivde kurutuldu.
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(2PIn-Ald-Ni) komplekslerinin hazirlanmasi

4 mmol NiCb.6H,O’ Gin 10 ml metanolde ve 4 mmol 2-fenilindol-3-kakisaldehitin
10 mL metanol icindeki cozeltisi bolim 4.2.1'de ambigi gibi hazirlanarak

sentezlendi. Sekil 4.1'de Ni(ll)-aldehit kompleksi, Sekil 4.2'de Ni(ll)-aldehit
kompleksinin LC-MS spektrumu gortulmektedir.

%

a
100 M0, %
o Nin0
D gk
T
H

o
A a
o)
80 ¢l C—5 NH
3
B

da
60 I;:"‘”
a

159.1

2519
411.0

2489

158:0

40

2439

466-4

7525 2459 2509

130.1
3210 319.0
540.8

o

Sekil 4.2. Ni(Il)-2-fenilindol-3-karboksaldehit kontgksinin kitle spektrumu
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4.2.2.1kinci adim; koordinasyon polimerlerinin hazirlanmasi

(Aminometil)polistirenin metanoldeki ¢ozeltisi Uke yaklaik 70 °C’de, damlatici
musluysu acilarak alkolde coézilmtaldehit-metal c¢ozeltisi, 10 dakikalik bir sire
boyunca damlatilmaya  dandi. Aldehit-metal cOzeltisinin -~ tamami
(aminometil)polistiren ¢ozeltisinin tzerine damlidtktan sonra yakkak dort saat
geri sg@utucu altinda kaynatma ve kgrmma slemlerine devam edildi. Bir behere
alinan kamgim oda sicakfiinda koordinasyon polimeri ctkene kadar bekletildi.
Coken polimerik-Schiff bazi polimerleri, etil asetée reaksiyona girmemiolan
aldehitleri ortamdan uzakfarmak igin yikandi. Yikandiktan sonra, stizuldu k&d

koordinasyon polimerleri etiivde (5G) kurutuldu.

(APS-2PIn-Sch-Ni) koordinasyon polimerinin haziraas|

Aminometil polistirenin(1 g, 0,5-1,0 mmol/g -NHylkli) metanoldeki (15 mL)
cOzeltisine, yine 10 mL lik metanolde 0,5 mmol nhetdehit kompleksi BolUm

4.2.2’de anlatildil gibi hazirlanarak, sentezlendi.

4.3. p-nitrofenil-p-D-galaktopiranosid Kalibrasyon Grafi gi

Kalibrasyon grafii hazirlamak amaciyla ¢#li derisimlerde (2,00-0,031 mM) p-
nitrofenil-B-D-galaktosid ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan ddizeltilerin 398 nm de
UV spektrofotometresi kullanilarak absorbangetteri olguldu. p-nitrofeniB-D-
galaktopiranosid deyimlerine kagl gelen absorbans gerleri grafge gecirilerek
kalibrasyon grafii cizildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. p-nitrofenilp-D-galaktopiranosid kalibrasyon grgifi

4.4. (APS), (APS-2PIn-Sch) and (APS—2PIn-Sch—Ni) IRuoerlerinin Kovalent

Baglanma Yodntemi ile Iimmobilizasyonislemleri
4.4.1.Immobilizasyon slemlerinde kullanilan ¢ozeltiler

NaOH ¢o6zeltisi2 M 50 mL NaOH c¢ozeltisi hazirlamak igin 3,84 g®H bir miktar

suda ¢oOzildukten sonra hacmi saf su ile 50 mL'yeatalandi.

Na,CO; ¢Ozeltisi 0,1 M 50 mL NaCO;s ¢ozeltisi hazirlamak icin 0,53 g M2Os bir
miktar suda ¢6zuldikten sonra hacmi saf su ile B/entamamlandi.

Britton-Robinson (B-R) tampon,3 mL buzlu asetik asit, 2,7 mL fosforik asit,

2,4720 g borik asit, U¢ kati saf suyla sulandiktlzih sonra hacmi saf su ile 1,0'L ye
tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 50 mL alinarak 2,0 M Na@®HpH 2,0-9,0 arasinda

ayarlandi.

p-nitrofenil-D-galaktopiranosid substrat c¢o6zeltisi0,5 mM p-nitrofenilB-D-

galaktopironosit substrat co6zeltisi hazirlamak ig0015 g p-nitrofenip-D-
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galaktopironosit bir miktar BR tamponunda c¢ozulditktsonra hacmi tampon

cOzeltisi ile 10 mL’'ye tamamlandi.
4.4.2. Kovalent bglanma yontemiyle enzim immobilizasyonu

3,3 mgp-galaktosidaz, 20 mL BRT (pH: 4,0) ¢ozeltisinde @dzikten sonra 1-2,5 g
polimerin Uzerine ilave edildi. Kanm 5 saat slre boyunca oda sigaklda
calkalamali su banyosunda kamlarak immobilizasyon reaksiyonunun
gerceklatiriimesi sa&landi. Reaksiyon sununda polimerler stzilerek aline
Uzerindeki serbest enzimleri uzailamak icin BR tamponu (pH: 4,0) ile yikandi.

Immobilize enzimler £C’de muhafaza edildi.
4.4.3. Serbesp-galaktosidaz enziminin aktiflik tayini

B-Galaktosidazin aktifii Hernaiz ve Crout tarafindan tanimlanan metoda géyin
edildi [35]. Bunun i¢in reaksiyon balonuna g0 enzim co6zeltisi (0,0015 mM) ve
200 pL p-nitrofenil-3-D-galaktosid (substrat ¢ozeltisi, 5mM ) eklenddiadan 30
°C’de 10 dakika ¢alkalamali su banyosunda bekle8d banyosundan alinan balon
icerisine 3,9 mL NgCO; ¢ozeltisi ilave edildi. Ardindan UV spektrofotomesr
yardimi ile 398 nm de BR tamponuna (pH:4,0)skabsorbansi geri olculdd.
Tepkime hizi, Olgulen absorbans gdderi ve kalibrasyon gisinin e3iminden

faydalanarak sgidaki baintiya gére hesaplandi.

AC _ DAy, AC
At At DA,

Hi(v) =

(4.1)

Bu sesitlikte AC, g/mL olarak p-nitrofenip-D-galaktospiranosid darmindeki
degisimi gosterir,AAs9s(Ao-A;) absorbanstakiAt zamandaki dg&simi gosterir.
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B-galaktosidaz igin 1 tnite enzim veya birim akkiflpH 4 de 10 dakikada ve 30 °C
de 1 pumol p-nitrofenilf-D-galaktopiranosidi parcalayan enzim miktari okara

tanimlanmaktadir.

4.4.4. Immobilize p-galaktosidaz enziminin aktiflik tayini

Immobilize p-galaktosidaz enziminin aktifli Bolim 4.4.3'de belirtilenglemler ile,

serbest enzim yerine 0,05 g immobilize enzim kuléaak aynisekilde tayin edildi.

4.4.5. Serbesp-galaktosidazin aktifligine pH etkisi

Serbest-galaktosidaz enziminin aktifine pH etkisini incelemek amaci ile sgé
pH deerlerinde (2,0-7,0) BR tamponunda c¢o6zinen enzimpwatrofenil-D-
galaktopiranosid (20@L, 5 mM) c¢ozeltileriyle Bolum 4.4.3'de belirtilerslemler
gerceklatiriimek suretiyle enzim aktiffii tayin edildi.

4.4.6. Kovalent bglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin

aktifli gine pH etkisi

Immobilize enzimin aktifiiine pH etkisini incelemek amaci ilesiti pH larda (2,0-

7,0) Bolum 4.4.3'de belirtilersiemler gerceklgtirilerek aktiflik tayinleri yapildi.
4.4.7. Serbestp-galaktosidazin aktifligine sicaklgin etkisi
Serbestp-galaktosidazin aktiffiine sicaklgin etkisini incelemek amaci ile g#i

sicaklk dgerlerinde (20- 55 °C) Bolum 4.4.3'de belirtilesemler gerceklgtirilerek
aktiflik tayinleri yapildi.
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4.4.8. Kovalent bglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin
aktifli gine sicaklgin etkisi

Immobilize edilenB-galaktosidaz enziminin aktifline sicaklgin etkisini incelemek
amaci ile cgtli sicaklik deserlerinde (20 °C-55 °C) Bolum 4.4.3'de belirtilen
islemler gerceklgtirilerek aktiflik tayinleri yapildi.

4.4.9. Serbesp-galaktosidazin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Serbest-galaktosidaz enziminin aktifline substrat degiminin etkisini incelemek
amaci ile farkh degimlerde (0,5-0,015 mM) hazirlanan substrat ¢cozgltile B6lIUm
4.4.3'de belirtilenglemler gercekigtirilerek aktiflikleri tayin edildi.

4.4.10. Kovalent b&lanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin

aktifli gine substrat derisiminin etkisi

Immobilize B-galaktosidazin aktifiine substrat degiminin etkisini incelemek amaci
ile farkh dersimlerde (2,000-0,031 mM) hazirlanan substrat cdesaltile Bolum
4.4.3'de belirtilenglemler gercekigtirilerek aktiflik tayin edildi.

4.4.11. Serbesp-galaktosidaz enziminin depolama kararlilgi

Serbestp-galaktosidaz enziminin depolama karagii incelemek amaci ile BR
tamponunda (pH:4) hazirlanan enzim ¢ozeltisi bueniolda 4 °C’de saklandi. Enzim
cOzeltisinden belirli araliklarda alinan 6rnekleBélum 4.4.3'de belirtilensiemler
gerceklatirilerek aktiflikleri tayin edildi.
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4.4.12. Kovalent bglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin
depolama kararlihgi

Immobilize edilen-galaktosidaz enziminin depolama karagimi incelemek amaci
ile buzdolabinda 4 °C de ayri ayri hem BRT tampdauipH:4) (1slak), hem de kuru
olarak steril petri kabinda saklandi. Belirli akédrda alinan Orneklerden yola
clkarak Bolum 4.4.3'de belirtilen yontem uygulanmsilretiyle aktiflikleri tayin
edildi.

4.4.13. Kovalent bglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin

tekrar kullanilabilirli  gi

Immobilize B-galaktosidaz enziminin tekrar kullanilabilgini incelemek amaciyla

belli araliklarla Bolim 4.4.3.’de verilen yontene inzim aktiflikleri tayin edildi.
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5. SONUCLAR VE TARTI SMA

5.1. Schiff Bazi Takili Polimerin Karakterizasyonu
Schiff Bazi takili polimerlerin C, H ve N tayinirasinda meydana gelen sapmalarin

ve IR spektrumlarindaki genbandlarin polimerdeki, polidispersite 6zgitie sahip

olmasindan dolay! kaynaklagdsoylenebilir [36].

5.1.1. Schiff Bazi Takili Polimer, (APS-2PIn-Sch)
[GaH20N2(CgHg)3g]

Onerilen yapiy! §ekil 5.1) destekleyen analiz grrlendirmeleri gagida maddeler

halinde belirtilmgtir:

—C N\ NH

PS: CH=CHH
PS O

- n

Sekil 5.1. Polisitiren ve Schiff bazi takili polisén

1- (APS-2PIn-Sch) Schiff bazinin, kitlece molekikétle (M,,) deseri 4288 olarak
belirlendi.

2- Element analizine gore (Cizelge 5.1), bulunarhgsaplanan gerlerin dnerilen

yapl icin uyumlu oldgu goralda.
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Cizelge 5.1. (APS-2PIn-Sch) Schiff bazinin fizikéeellikleri ve analitik verileri

Bii Bulunan (Hesaplanan) % Renk
Gosterim Onerilen Yapi CH N M
(Mw)
(APS-2PIn-Sch) [&H20N2(CgHg)sg) 90,66 8,37 0,44 - krem
4288 (91,79) (7,55) (0,65) -

3- Tekrarlanan birim icerisindeki N’'un kitlesinin 9,44 olarak bulunmasi,

distnulen yapinin mamkin olgunu gostermektedir.

4- (APS) ye ait, 2963 cth 2872 cri’de bulunan titrgim bandlarinin sirasiyla
0(CH2)asimetrik  ©(CHz)simetrik titresim bandlarina karhk geldigi séylenebilir. FTIR
spektrumunda Sekil 5.2) 2-fenilindol-3-karboksaldehitin katilimi sonucun@863
cm?, 2872 cnideki titresim bantlarinin yani sira 3004 énve 3110cmideki
titresim bantlarinin aldehitteki aromatik -CH glarina ait titrgim bandlarina karlik
geldigi soylenebilir. Ayrica APS polimerinde bulunmayancak kondenzasyon
sonucunda 1587 chde vyeni bir bandin ortaya cikmasi bu tepkimenin

gerceklatiginin bir kaniti olarak bakilabilir.

Cizelge 5.2. (APS-2PIn-Schchiff bazinin énemli FTIR ve UV-GB spektrum

deserleri
Bilesik 0(CH2)as s Amax (Absorbans)
D(CH)arom D(CH:N)
(APS) 2963, 2872 254 (1,02), 306 (2,25)
(APS—2PIn-Sch) 2963, 2872 254 (2,9), 268 (0,54), 302 (1,04)
3004, 31101587




31

(APS 2PIn Sch i)

=

(APS 2PIn Sch)
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Wi (APS)
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260
Dalgahoylari (cm-1)

Sekil.5.2. (APS), (APS-2PIn-Sch) ve (APS-2PIn-Sch-Hiait FTIR spektrumu

5- (APS) ve (APS-2PIn-Sch)'nin taramali elektroneldgpum dgerlendirmesi
sonucunda yuzey morfolojisinde buytkgdgkliklerin meydana geldii goralmistur
(Sekil. 5.3). (APS) polimerinde takili olan —NHgrubunun, 2- fenilindol-3-
karboksaldehit ile etkilenesi sonucunda ojan buzilmelerin, kondenzasyon
sonucunda kO’nun ayrilms olabilecegini distindtrdu.

#5088  S@mnm

(b)

Sekil 5.3. SEM fotgraflar
(@) (APS) ve (b) (APS-2PIn-Sch)
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6- Sekil 5.4. veSekil 5.5.’de goruldgu gibi, (APS), ve (APS-2PIn-Sch)’nin UV-GB
spektrumlarn kaglastirildiginda (APS-2PIn-Sch)’na ait spektrumda ortaya ¢c&&®
nm deki, yeni bir bandin —CH=N- alumu sonucunda ortaya ¢ikan-n=n* gecisine

karsilik olabilecesi sdylenebilir.

3,963 T J

2,000

0,000k 1/ |

-2,000

-3,301 1
200,00 400,00 600,00 800,00

Sekil 5.4. (APS) polimerine ait UV-GB spektrumu

3,483 T T

2,000

0,000 !

-2,000f"

-2,868
200,00 400,00 600,00 800,00

Sekil 5.5. (APS-2PIn-Sch) polimerine ait UV-GB spekhu
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7- (APS), ve (APS-2PIn-Sch) polimerinin termal arali (TGA)
degerlendirildiginde, benzer bigekilde tek basamakta bozunmanin meydana geldi
soylenebilir Sekil 5.6 veSekil 5.7). Cizelge 5.3."de verilen (APS) ve (APSh2P
Sch)'in termal analiz dgerlerinin verildgi tablo incelendiinde aldehit katilimi
sonucunda termal bozunma sicakliklarinda farkahki old@gu gorilmektedir.
Aldehit katiliminin oldgu polimerin balangic bozunma sicakinda artgin
nedeninin daha kararli olmasi ile aciklanabilir.

Cizelge 5.3. (APS) ve (APS-2PIn-Sch)’in termal andkserleri

. *Termal Bozunma 600°C’deki kalinti
Gosterim
Ti L) Tmax k (Aglrllkga %)
(APS) 368 409 413 432 2,2
(APS—2PIn-Sch) 391 411 414 430 2,1

* T;: 1k bozunma sicakill, Tmae Maksimum bozunma sicajli
Ti: Son bozunma sicakly, T2y Yari bozunma sicalg
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Sekil 5.7. (APS-2PIn-Sch) polimerlerinin TGA@si

5.1.2. Schiff Bazi-Ni(ll) takili polimer, (APS-2PIn-Sch-Ni)
[C24H 22N2(C8H 8)38 ONICI 2]

Onerilen yaplyl destekleyen analiz gddendirmeleri gagida maddeler halinde

N=C NH
O VN
(s e\ @ )

OH,

belirtilmistir:

Sekil 5. 8. Schiff Bazi-Ni(ll) takili polimer

1- (APS-2PIn-Sch-Ni) kompleksinin, kitlece molektleitle (M,,) deseri 7965

olarakbelirlendi.
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2- Element analizine gore, bulunan ve hesaplangiertigin Onerilen yapi igin

uyumlu oldgu gorulda.

Cizelge 5.4. (APS-2PIn-Sch-Ngchiff bazi-Ni(ll) kompleksinin fiziksel 6zellikler
ve analitik verileri

Bilesik Bulunan (Hesaplanan) % Renk
Gosterim Onerilen Yapi C H N M

(My)

(APS-2PIn-Sch-Ni) [@H2oN»(CgHg)72ONICl;]  91.63 7.32 0.35 0.61  aclkilye
7965 (90.31) (7.50) (0.38),73)

3- Tekrarlanan birim igerisindeki N'un kitlesinin @35 olarak bulunmasi, ayrica
Ni(Il) ylzdesinin 6nerilen yapi ile bulunanglerle ayni oldgu goralmitar. ICP-

MS analiz sonuclarina goére 0,11 mmol/1 g Ni(ll) kilkolup, % 0,61 olarak

4- (APS—2PIn-Sch—Ni)'e ait, 2964 ¢m2871 cn’de bulunan titrgim bandlarinin
sirasiylan(CHy)asimetrik  ©(CH2)simetrik titresim bandlarina karlik geldigi séylenebilir.
FTIR spektrumundaSgkil 5.1) 2-Fenilindol-3-karboksaldehitin katilimonucunda
2964 cnt, 2871 cri’deki titresim bantlarinin yani sira 3005 &me 3111cm™ deki
titresim bantlarinin aldehitteki aromatik —CH grubunataresim bandlarina karlik

geldigi soylenebilir.

Cizelge 5.5. (APS-2PIn-Sch-Ngchiff bazinin énemli FTIR ve UV-GB Spektrum
Degerleri

Bilesik 0(CHp)ass  ©(MN) Amax (Absorbans)
v(CH)arom  ©(CH=N)

(APS—2PIn-Sch-Ni) 2964, 2871 410 | 416 (0,32), 620 (0,268), 693 (0,201
3005, 3111571

p—
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Ayrica komplekslgme sonucunda (APS-2PIn-Sch) polimerinde gorilen 7158
cm®deki titresim bandinin 1571 citie kaymasi kompleksgeenin oldgunun bir
kaniti olarak bakilabilirSekil 5.8'de verildgi gibi, komplesleme sonucunda 410
cm* deki yeni bir bandin Ni(ll)-N baolusumuna kagilik geldigi sdylenebilir.

5- (APS-2PIn-Sch-Ni) koordinasyon polimerinin DMBzgicUsuinde alinan UV-GB
spektrum bandlari ger polimere gore farkh dalga boylarinda gésgin olduzu Sekil
5.9'da gorulmektedir. (APS-2PIn-Sch-Ni) koordinasymlimerinde ise ortaya ¢ikan
416 nm deki bandin ML ait yik transfer gegine kaslilik oldugu, 693 nm ve 620
nm’'de ki iki yeni bandlarin, metalin d-d gelgrine kagilik geldigi ve yalanci

tetrahedral bir yapi gosterebilégorumu yapilabilir.

4,800 T T

4,000

2,000

—

0,000/ |
l

-2,000

-4,000 -

-4,800
200,00 400,00 600,00 800,00
nm.

Sekil 5.9. (APS-2PIn-Sch-Ni) polimerine ait UV-GB &grumu

6- Magnetik duyarlilik 6lcim sonucunda, Ni icereslimerin magnetik duyarlignn
3,8 BM’ nuna sahip bir deeri gostermesi tetrahedral yapida bir geometrikiryap

olabilecgi seklinde yorumlanabilir.
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7- (APS-2PIn-Sch-Ni) polimerinin Termal Analiz (TGkeri diger polimerler ile
karsilastirildiginda, benzer bigekide tek basamakta bozunmanin gldgoylenebilir
(Sekil 5.10). Cizelge 5.6.’daki tabloda gostegidyibi (APS-2PIn-Sch-Ni)’'in termal
analiz spektrumunda bozunma sicakiin diger polimerler gére g

gorulmektedir. Bu durum, koordinasyonun ghasi ile polimerin kararlgnda bir

azalma oldgu yorumu ile aciklanabilir.
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Sekil 5.10. (APS-2PIn-Sch-Ni) polimerlerinin TGA®si

Cizelge 5.6. (APS-2PIn-Sch-Ni)’in termal analizzdderi

) *Termal Bozunma Sicakdl 600°C deki kalinti
Gasterim
Ti TL/Z Tmax -E (Wt%)
(APS—2PIn-Sch—Ni) 389 405 407 423 2,1

*T;: Ilk bozunma sicak#l, Trae Maksimum bozunma sicagli
Ti: Son bozunma sicakly Ty2y Yart bozunma sicalg
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5.2. Kovalent Bglanma Yontemiyle Immobilize Edilen B-galaktosidazin
Aktifli gine pH Etkisi

Serbest ve modifiye polimerler kullanilarak kovdlebaslanma ydntemiyle
immobilize edilen p-galaktosidazin aktifine pH etkisini incelemek amaci ile
Bolim 4.4.3'de anlatilan kallarda gercekligirilen reaksiyonlara ait maksimum
aktiflik degerlerinin pH ile dgisimi sekil 5.10' de verildi. Serbedt-galaktosidaz
enzimi ve kovalent lganma yontemiyle immobilize edileprgalaktosidaz enzimi

icin optimum pH dgerleri dgismedi ve 4,0 olarak bulundu.

120

——APS

100 | —8— APS-2PIn-Sch
—&— APS-2PIn-Sch-Ni
—{3 p-Galaktosidaz

80

60

40

Maksimum Aktiflik (%)

20 A

Sekil 5.11. Serbest ve polimerlere kovalenglbama yontemiyle immobilize edilen
B-galaktosidazin maksimum aktglnin pH ile degisimi

Enzimler protein yapisindaki molekuller olduklaramd katalitik aktiflikleri cevre
kosullarindan 6nemli Olcide etkilenmektedir. Busubbardan biri de ortamin pH
sidir. Biyokimyasal tepkimeler invivo kollarda gercekigiginden pH, enzimin yik

durumunu, dolayisiyla da aktivitesini etkiler [29].

pH, sulu ¢ozelti ortamlarinda enzimatik aktiviteéldegistirmede etkili olan 6nemli

parametrelerden birisidir [37]. Bir enzimin immdbdsyonu, farkli pH larda
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gerceklagtiginde enzimin yapisinda konformasyonegidikler meydana gelmektedir.
Maksimum enzim aktivitesinin optimum &alari serbest ve immobilize enzim igin
destek materyaline, immobilizasyon metoduna, aktiga metoduna v.b. nedenlere
bagll olarak deisir [38]. Serbest ve immobilize enzimin ortamlamikia oldugu icin
pH da asidik veya bazik boélgeleregio desismelerin olmasi normaldir [39]. Ama
bu yapilan catmamizda pH da herhangiggm olmamstir.

5.3. Kovalent Bglanma Yontemiyle Immobilize Edilen B-galaktosidazin
Aktifli gine Sicaklgin Etkisi

Kovalent bglanma yodntemiyle modifiye polimerlere immobilize iled -
galaktosidazin aktiffiine sicaklgin etkisini incelemek amaci ile Bolim 4.4.3'de
anlatilan keullarinda gerceklgirilen reaksiyonlara ait maksimum aktiflik

degerlerinin sicaklik ile dgisiminden elde edilen sonucldekil 5.12’ de verildi.

120

——APS

—&— APS-2PIn-Sch
—4— APS-2PIn-Sch-N
—{F p-Galaktosidaz

100 -

80 1

60

Maksimum Aktiflik (%)

40

20 4

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Sicaklik (°C)

Sekil 5.12. Serbest ve polimerlere kovalenglaama yéntemiyle immobilize edilen
B-galaktosidazin maksimum aktflnin sicaklikla dgisimi
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Serbes3-galaktosidaz icin optimum sicaklik g=i 30 °C, APS ve APS-2PIn-Sch-
Niicin 35 °C ve APS-2PIn-Sch igin 40 °C olarakundu.

Immobilize B-galaktosidazin optimum sicagl serbestp-galaktosidazdan daha
yuksek bulunmgtur. Clnki enzim ve polimer arasindakisdki etkilesim, enzim
hareketi Uzerindeki konformasyonel sinirlamalar ayiar Benzer gozlemler
literattrlerde rapor edilrgiir [40]. Optimum sicaklktaki ar) enzimin polimere
kovalent bglanmasi sonucu enzimde meydana gelen konformasysigimden

kaynaklanmy olabilir.

5.4. Aktifli ge Substrat Dersiminin Etkisi

Enzim-substrat (ES) reaksiyongpguda gosterildii gibidir.

E+ S

Bu ssitlikte E; Enzim, S; Substrat, ES; Enzim-substratipleksi, U; Uriinii gosterir.

Enzim reaksiyon hizi Michaelis-Mentenitt gi ile verilir.

"R, +S ©

Michaelis-Menten Kitli ginin dizenlenmesi ile Lineweaver-Burk gatisi elde

edilir.

K

1_ 1
VoV

+
V

mak

m

(5.2)

nle

mak
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Bu sesitliklerde; V; Balangic hizi, Vhaw Maksimum hizi, kK; Michaelis-Menten

sabiti, S; substrat denmi olarak belirtilir.

Immobilizasyon sirasinda enzim proteinindeki konfasgonel dgisiklikler, sterik
etkiler, mikrocevre etkileri ve diflizyon etkileriafklilastigl icin, immobilize
enzimlerin kinetik davraslarinin incelenmesi ve kinetik sabitlerin tayin let@si

gerekli oldigu gibi, serbest enzimle de kiyaslanmasi gereKadt.

5.4.1. Kovalent bglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin

aktifli gine substrat derisiminin etkisi

Serbest ve kovalent planma yodntemiyle immobilize ediler-galaktosidazin
aktifligine substrat degiminin etkisini aratirmak amaciyla ¢li derisimlerde
substrat cozeltileri hazirlangni ve  BoOlim 4.4.3'de anlatilan reaksiyon
gerceklatirildi. Reaksiyonlardan ve kalibrasyon gegafiden elde edilen gmler
yardimiyla hesaplanan reaksiyon hizlari ile cizileneweaver-Burk grafii Sekil
5.13'de verildi.

700
¢ APS
B APS-2PIn-Sch 600 +
A APS-2PIn-Sch—Ni
500 +
é 400 -
=
©
)
300 +
3
200 +
100 A
o
T \v) T T T T
-35 -15 5 25 45 65

1/S (1/mM)

Sekil 5.13. Polimerlere kovalent anma yontemiyle immobilize edild
galaktosidaza ait Lineweaver- Burk ggafi
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Grafikten yararlanarak Kve Vmnak degerleri hesaplandi ve Cizelge 5.7’de verildi.
Kovalent bglanma yontemiyle immobilize edilen sistemlerde diftinel etkiler

sebebiyle I ve Vimakdeserlerinde dgisiklikler gézlendi.

Cizelge 5.7. Serbest ve polimerlere kovalergidmrama yontemiyle immobilize edilen
B-galaktosidazin kinetik parametreleri

Destek Kn (MM) Vma(MM.dak?)
Serbesf-Galaktosidaz 0,343 0,0259
(APS) 0,681 0,0716
(APS—2PIn-Sch) 0,0363 0,0185
(APS—2PIn-Sch—Ni) 0,380 0,0718

Immobilizasyonla K, deserlerinin deistigi gozlenmitir. Substrat ve polimerik
destek arasindaki etkgimeyle, substrat-enzim kompleks gl ihtimalini dgtren
enzimdeki yapisal desikliklerle, sterik etkilerle, diffizyonel sinirlanerla Kny
degisebilir ve genellikle immobilizasyonla K deserlerinde artma go6zlenebilir
[41,42]. Yapilan bu ¢calmada, serbest enzime oranlg, #eserinde arty (APS) ve
(APS—2PIn-Sch—Ni) desteklerine immobilize edildde gortlmgtir. Km, enzimler
icin birer parmak izidir ve enzimlerin substratteai kag! ilgilerini ifade eden bir
parametredir. D§iik Km dezerleri enzimin substrata karyliksek ilgisini ifade eder.
Calisilan polimerlerden (APS—2PIn-Sch) degite immobilizasyon sonucunda,
serbest enzime oranlapKdegerinde digls olmustur. Dolayisiyla Schiff bazi ile
sonlandirilan polimere yapilan immobilizasyondaienzsubstrata daha fazla ilgi

gOstermgtir yorumu yapilabilir.

Bir enzim herhangi bir deste immobilize edildiinde serbest enzimden gigk
kinetik davramglar gostermesinin farkli nedenleri vardir. Bu nddeten ilki,
immobilizasyon sonucu enzim molekilinde meydanaergekonformasyonel
desisimler olabilir. ikinci olarak, enzim, immobilize oldwnda, serbest halde iken
bulundgu cevreden farkl bir ortama gigdiicin, bu durum kinetik parametreleri

degistirmede oldukga etkili bir sebeptir. Sonuncu olar@e, immobilizasyon
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bitiminde ¢ozelti ve destek arasinda bir subst@tiiimesi (ayrilmasi) meydana
gelir, dolayisiyla enzim etrafindaki substrat konsasyonu ana c¢ozeltinin

konsantrasyonundan dnemli derecede farklilik giigé2].

5.5. Kovalent Bglanma Yontemiyle Immobilize Edilen B-galaktosidazin

Depolama Kararlili g

Serbest ve kovalent planma yodntemiyle immobilize ediler-galaktosidazin
depolama kararlgn Bolim 4.4.3'de aciklangi gibi gerceklstirildi. Bu calismanin
sonugclarisdyle aciklanabilir; Serbest enzim 30. gin sonunddliginin % 10’ unu
korurken, 90. gin sonunda kovalenglaama yontemiyle (APS), (APS—2PIn-Ald)
ve (APS-2PIn-Ald—Ni)’ e immobilize edilen enzimigrasiyla aktifliklerini yaklgik
% 94, % 98 ve % 99 oraninda korgdubelirlendi. Polimer ve modifiye polimerlerin
depolama kararlilik aktiviteleri olduk¢a yuksek tunutur, 6zellikle de (APS—
2PIn-Ald—Ni) icin. Bu durum, modifiye polimer dekterin, immobilize enzimlere

yuksek konformasyonel kararlilik@amis olmasi gerekdi ile aciklanabilir [40].

Depolama kararh@ enzimin saklama kaollarina bgli bir parametredir. Genellikle

suda ¢bziinmez enzim preparatlari ya kuru olarak pedri kaplarinda ya da tampon
cOzeltilerin icinde suspansiyogeklinde 4 °C de saklanabilir [29]. Kovalent
baglanma ve hapsetme yontemleriyle immobilize edpfeBalaktosidaz enzimi 4 °C

de BR tamponu icerisinde saklagehda enzimin aktifgini uzun sitre korudiu

gozlenmitir.

Enzimatik aktiflgin, enzimlerin immobilizasyonu sonunda artmasinarnmal bir
durum oldgu belirtiimektedir. Bu durum enzimin o kallarda sahip oldgu yapisal

formundan kaynaklangh distindlebilir [29].
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5.6. Kovalent Bgglanma Yontemiyle Immobilize Edilen B-galaktosidazin

Aktifli ginin Tekrar Kullanim ile De gisimi

Immobilize enzimlerin aktifliklerini etkileyen birgzametrede bunlarin bir cok kez
ve uzun sdre kullanilabilmeleridir. Bu amacla Bolidm.3'de aciklanga gibi
yapilan denemelerle, immobilize enzimlerin tekratldnilabilirligi arastiriidi. Bir
gln icinde ayni immobilize enzim ile en fazla 2% kalsilabildi.

Calismamizin bu kisminda, immobilize edilen enzimleekrar kullanilabilirlgini
incelemek amaci ile pH 4 de ve 30 °C de Bolum 3dé verilen yontem ile

aktiflikler tayin edildi.

(APS) icin 16. kullanimindan sonra akigflin yaklasik % 30'unu korudgu
gozlenmgtir. 21. kullanimindan sonra (APS—2PIn-Sch)’e imifisé olmus enzim
aktifliginin yaklssik % 68’ ini muhafaza egii, 11. kullanimdan sonra ise (APS—
2PIn-Sch—Ni) e immobilize olmuenzim aktiflginin yaklasik %37’ sini korudgu
belirlenmitir. Kovalent bgla p-Galaktosidaz immobilize edilmibu ¢ polimerik
yapi kasilastirildiginda, (APS—2PIn-Sch)’in tekrar kullanim i¢in dahmaitivadedici
oldugu gorulmektedir.

5.7. SEM Analizi

(APS), (APS—2PIn-Sch) ve (APS—-2PIn-Sch-Ni) poliregrlizerine immobilizasyon
uygulamasi yapilginda, bu polimerlerin yizey morfolojisin de gigklik oldugu

SEM fotagsraflarindan gorilmektedirSekil 5.14). Immobilize olan polimerlerin
yuzeylerinin & msi sekline barindgl, buna kanlik immobilize uygulamasinin

yapilmadg! polimerin ylzeyinin diizgin formatta katdgorilmektedir.



Sekil 5.14. SEM fotgraflari
(a)immobilize (APS) (b) (APS)

45
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6. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI

Bu calsmada, f-galaktosidaz enziminin serbest haldeki aktivitesire polisitiren
destekli —NH, -CH=N:, ve —CH=N — Ni(ll) gruplarinap-galaktosidaz enziminin
immobilize edilmesi sonucundaki aktivitesine etkdea c¢agitli parametreler

incelenmgtir.
Elde edilen sonuclar ve yorumlagagidaki gibi 6zetlenebilir.

1- Serbesf-galaktosidaz igin ve kovalent lanma yontemi ile immobilize edilen
B-galaktosidaz enzimleri icin optimum pH gleri dgsismedi ve 4,0 olarak

bulundu.

2- Serbesf-galaktosidaz icin optimum sicaklik 30° C olarakummustur. Kovalent
baglanma yontemi ile immobilize edilef-galaktosidaz enzimleri icin optimum
sicakhk dgerleri 35 ve 40 °C’'ye kaydi. Optimum sicakliktakii@an, enzimin
polimere bglanmasi sonucunda, meydana gelen konformasyongisieen
kaynaklanmy olabilecei dusunaldu Sekil 6.1).

3- Serbestp-galaktosidaz icin K deseri 0,343 mM olarak bulundu. Kovalent
baglanma yontemi ile immobilize edileprgalaktosidaz enzimleri icin Kdeserleri
(APS) icin 0,681 mM, (APS—2PIn-Sch) i¢in 0,0363 mM (APS—2PIn-Sch-Ni) icin
0,380 mM olarak hesaplandi. (APS) icin Kmgdenin digerlerine gore buyuk
olmasinin nedeni olarak (APS) polimeri ile enzimasanda bir amid @nin

meydana gelmngiolabilecginden kaynaklanabilir§ekil 6.1. a).

4- Serbest-galaktosidaz icin Max deseri 0,0259 mM.dak, kovalent balanma
yontemi ile immobilize edilefi-galaktosidaz enzimleri igin ise ¥k deserleri 0,0716
mM.dak', 0,0185 mM.dak ve 0,0718 mM.dak olarak hesaplansmtir.
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5- Serbesf-galaktosidaz 60 dakikada aktiihin (45°C) yaklaik % 20 sini korudu.
Kovalent bglanma yontemiyle immobilize edilergalaktosidaz enzimleri 110-210
dakikada aktifliklerini yaklaik %36 - %69 arasinda koruglu gézlendi. (APS—2PIn-
Sch) icin aktiflginin digerlerinden daha biyuk korunmasinin nedeni olarakine
ve polimer arasindaki muhtemel bir hidrojengip@an kaynaklanmi olabilecegi
soylenebilir Sekil 6.1. b)

6- Immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirlikleri APS—2PIn-Sch) Termal
Gravimetrik Analiz ile dgerlendirildiginde (APS—2PIn-Sch)'nin aktifti ile uyumlu
oldugu goruldi. TGA grisindeki balangic bozunma sicakl buytk olan polimerin
(APS—2PIn-Sch), enzimin tekrar kullanilabilgiinde etkili olabilecgi sdylenebilir.

7- (APS—2PIn-Ald—Ni)’e immobilize edilen enzimin ptdama kararlilik aktivitesi
(APS) ve (APS-2PIn-Sch)'e immobilize edilen enzimdepolama kararlilik
aktivitelerinden daha buytk olmasi, enzimin Ni(liyonu ile koordine ba

olusturmasindan kaynaklanabilegeiorumu yapilabilir §ekil 6.1.c).
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Sekil 6.1. On goriilen enzim-polimer etkjimleri
(a)(APS)-enzim arasinda amidgalusumu
(b) (APS-2PIn-Sch)-enzim arasinaakhtemel hidrojen kg
(c) Enzimin Ni(ll) iyonu ile koondé ba& olusumu
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