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                                                            ÖZET 

 

Bu çalışmada, 2-fenilindol-3-karboksaldehit (2-PIn-Ald) ile 

(aminometil)polistirenin (APS) kondenzasyonu sonucunda bir Schiff bazı (APS–

2PIn-Sch), ve bunun Ni(II) kompleksi (APS-2PIn-Sch-Ni) sentezlenmiştir. 

(APS–2PIn-Sch) ve (APS-2PIn-Sch-Ni) polimerleri elementel analiz ve spektral 

analizlerle karakterize edilmiştir. Ayrıca (APS–2PIn-Sch) ve (APS-2PIn-Sch-

Ni)’in, Termal Gravimetrik Analiz (TGA) ile kararlı lıkları, Taramalı Elektron 

Mikroskopi (SEM) ile morfolojik yapıları karakteriz e edilmiştir. Ek olarak, bu 

maddelerin elementel analiz sonuçlarına göre yapıları öngörülerek, ağırlıkca 

ortalama molekül kütleleri önerilmi ştir (M w). Sonrasında ise, (APS), (APS–

2PIn-Sch) ve (APS-2PIn-Sch-Ni) komplekslerine kovalent bağlama yöntemi ile 

β-Galaktosidaz immobilize edilmiştir. Serbest ve immobilize β-Galaktosidaz 

üzerine sıcaklık, pH, tekrar kullanım, depolama kararlılı ğı gibi parametrelerin 

etkisi araştırılmı ştır. Serbest enzim ve kovalent bağlanma yöntemi ile (APS), 

(APS–2PIn-Sch) ve (APS-2PIn-Sch-Ni)’e immobilize edilen enzimler için Km ve  

Vmak değerleri sırasıyla 0,343mM 0,0259 mM.dak-1, 0,681 mM  0,0716 mM.dak-1, 

0,0363 mM 0,0185 mM.dak-1, 0,380 mM 0,0718 mM.dak-1 olarak 

hesaplanmıştır. (APS-2PIn-Sch-Ni)’in depolama kararlılığı diğer polimerlere 

oranla daha yüksek çıkmıştır. 
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ABSTRACT 

 
Polymer-bound Schiff-base ligand (APS-2PIn-Sch) was prepared from 

(aminomethyl)polystyrene (APS) bound 2-phenlyindole-3-carboxaldehyde 

(2PIn-Ald) and its Ni(II)complex (APS-2PIn-Sch-Ni) was also synthesized. The 

(APS-2PIn-Sch) and its Ni(II)complex were characterized on the basis of 

elemental analyses and spectral analyses studies. (APS-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 been suggested with elemental 

analysis for these substances, and than the weight average molecular weight 

(Mw) has been suggested. After that, β-Galactosidase were immobilized onto 

(APS), (APS–2PIn-Sch) and (APS-2PIn-Sch-Ni) complex with using the covalent 

binding. The influence of temperature, pH and reusability, storage capacity on 

the free and immobilized β-Galactosidase were investigated. Kinetic parameters 

were calculated as 0.343mM/0.0259 mM.min−1, 0.681 mM/0.0716 mM.min−1, 

0.0363 mM/0.0185 mM.min−1 and 0.380 mM/0.0718 mM.min−1, for K m/Vmax 

respectively; free, (APS), (APS–2PIn-Sch) and (APS–2PIn-Sch–Ni) bound 

enzymes. Storage capacity of (APS–2PIn-Sch–Ni) was found higher than other 

polymers.  
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SİMGELER VE KISALTMALAR 
 

Bu çalışmada kullanılmış simgeler ve kısaltmalar, açıklamaları ile birlikte aşağıda 

sunulmuştur. 

 

Simgeler              Açıklama 

 

β Beta 

∆A                                                       Absorbans değişimi 

∆C                                                       Derişim değişimi 

µm                                                       Mikrometre 

µL                                                        Mikrolitre 

Km                                                                                  Michaelis-Menten sabiti 

UV                                                       Ultraviyole 

Vmak                                                    Maksimum hız 

V              Hız 

 

Kısaltmalar                Açıklama 

 

APS                                                (Aminometil)polistiren  

APS–2PIn-Sch                              Schiff bazı ligantı bağlı (APS) 

APS-2PIn-Sch-Ni                         Schiff bazı ligantı bağlı (APS)’nin Ni2+ kompleksi 

BRT                                               Britton ve Robinson Tamponu 

2-PIn-Ald                                       2-fenilindol-3-karboksaldehit 

 

 

 

 

 



 
 

1 

1. GİRİŞ 

 

Fiziksel ve kimyasal özelliklerini geliştirmek için, çeşitli fonksiyonel gruplar içeren 

polimerlerin sentezi ile ilgili çalışmaların, son 10 yıl içinde hızla çeşitlenerek arttığı 

görülmektedir. Fonksiyonel grupları içeren polimerlerin, mekanik ve termal 

dayanıklılığı artırması [1], yüksek katalitik etki gösterebilmesi [2], anyonik 

polielektrolit olarak hidrometalurjide [3], su vb. kirlili ğinin kontrol edilebilmesi ve 

biyoinorganik sistemlerde [4,5] kullanılmasıyla ile birlikte, bu tür polimerlerin 

sentezi ve karakterizasyonu üzerine çalışmalar yapılmaya başlanmıştır.  

 

Metal içeren ve radikalik olarak polimerleşmesi sağlanan vinil ferrosenin 

sentezlenmesi ile meydana gelen  ilk koordinasyon polimerinden sonra, metal içeren 

polimerlerin sentezi ile ilgili çalışmalar günümüze kadar devam etmektedir [6]. 

 

Polimerik-Schiff bazları ile ilgili ilk maddeler ise 1960’lı yıllarda Delman ve 

arkadaşları tarafından sentezlendikten sonra yeni bir çalışma alanı ortaya çıkmıştır 

[7]. Bu araştırmacılardan sonra Bottino ve arkadaşları [8] polimerlerin metal seçici 

özelliğini incelemek için 5-5’-metilen-bis-salisilaldehitden faydalanarak bir polimer-

Schiff bazı sentezlemişlerdir. Woo-Seong Kim ve Yong-Kook Choi isimli 

araştırmacılar, polimerik-Schiff bazının elekrokatalitik özelliklerini araştırmak için 

aldehit bileşeni olarak yine salisilaldehiti kullanmayı tercih etmişlerdir [9]. 

 

İçinde bulunduğumuz yıllar değerlendirildiğinde polimerik-Schiff bazları ile ilgili 

sentez ve karakterizasyonların devam ettiği, hatta koordinasyon polimeri adı altında 

çalışmaların yaygınlaştığı görülmektedir [2]. 

 

Yapılan araştırmalarda, (aminometil)polistirene 2-fenilindol-3-karboksaldehit 

takılması sonucunda oluşan Schiff bazı ve Ni(II) komplekslerinin sentezi üzerine 

çalışmaların olmadığı, ayrıca Schiff bazı takılması sonucunda oluşan polimerlerin 

immobilizasyon özelliklerinin çalışılmadığı görülmüştür. Bu amaçla Shiff bazı takılı 

polimerler ve onun Ni(II) kompleksi sentezlenerek, gerekli karakterizasyonlar ile 
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(element analizi, magnetik duyarlılık, TGA, SEM, IR ve UV-GB spektrumları) 

yapıları aydınlatılan polimerlerin immobilizasyon özellikleri araştırılmıştır. 

 

İmmobilizasyon; β-galaktosidaz enziminin, Schiff bazı içeren polimer ve o’nun 

metal kompleksi üzerine olmuştur. Bu amaçla, (aminometil)polistiren ve 2-

fenilindol-3-karboksaldehit kondenzasyon yolu ile polimerik-Schiff bazı (APS-2PIn-

Sch) ve bu Schiff bazının Ni(II) kompleksi (APS-2PIn-Sch-Ni) sentezlenmiş, daha 

sonra kovalent bağlama yöntemi ile enzim immobilize edilmiştir. Serbest ve 

immobilize enzimin aktifliğine etki eden sıcaklık, pH, substrat konsantrasyonu, 

depolama süresi gibi çeşitli parametrelerin etkisi ve immobilize enzimin tekrar 

kullanılabilirliği incelenmiştir.  
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2. KAYNAK ARA ŞTIRMASI 

 

2.1. Schiff Bazları 

 

Primer aminler ile aldehit veya ketonların katılma-ayrılma tepkimesi sonucunda 

“imin” bile şikleri meydana gelir. Bu imin bileşiklerine bazen “Schiff bazları” da 

denir. 

 

Schiff bazlarının oluşum mekanizması, iki basamaklıdır. Birinci basamakta, 

nükleofilik özelliğe sahip olan amin, karbonil karbonuna katılır. Daha sonra azot bir 

proton kaybederken oksijene bir proton bağlanır. İkinci basamakta ise, protonlanmış 

–OH grubu su olarak ayrılır [10]. 
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Şekil 2.1. Schiff bazının oluşum mekanizması 

 

İlk Schiff bazının 1869’da Alman kimyacı Hugo Schiff tarafından sentezlenmesinden 

itibaren günümüze kadar yeni Schiff bazların sentezi, komplekslerinin hazırlanması 

ve özelliklerinin incelenmesi ile ilgili binlerce çalışma yapılmıştır. Tez konusu 

kapsamında Schiff bazı içeren polimerler ile ilgili  kaynak araştırmaların son yıllara 

ait bir bölümü aşağıda özetlenmiştir. 
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2.2. Schiff Bazı İçeren Koordinasyon Polimerleri 

 

Polimerik-Schiff bazları ile ilgili ilk çalışmaların 1960’lı yıllarda Delman ve 

arkadaşları tarafından başlatıldığı görülmektedir [7]. Bu yılı takiben 1,4-bis(2-

hidroksifenilazometin)fenilen’den hazırlanan Schiff bazı içeren polimerin Ti(III), 

Cr(III), Fe(III), Mn(II), Ni(II) ve Cu(II) tuzları ile komplekslerini sentezleyip 

yapısını (Şekil 2.2) karakterize eden Aswar ve Bhave isimli araştırmacılar, termal 

kararlılığın farklı metallerde farklı özellik gösterdiğini belirtmişlerdir. Termal 

kararlılık ile ilgili sıranın; Ni(II) > Cu (II) > Mn(II), Cr(II) > Ti(III) > Fe(III) şeklinde 

olduğunu ifade etmişlerdir [11]. 
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Şekil 2.2. 1,4–bis(2’–hidroksifenilazometin)fenilden hazırlanan polişelat için  

önerilen yapı 
 

Poli(metilendifeniltereftalat) (PMDTA)’ in koordinasyon polimeri üzerine çalışmalar 

yapan Bajpai ve arkadaşları Co(II), Ni(II) ve Cu(II) tuzlarının kullanılması ile oluşan 

koordinasyon komplekslerindeki (Şekil 2.3)  yapının belirlenmesinde manyetik 

moment değerlerini kullanan ilk araştırmacılar olmuşlardır. Bu araştırmacılar 

kompleks oluşumunda ayrıca IR bantlarındaki değişiklikleri de dikkate alarak 

koordinasyon polimerlerinin yapılarını belirtmişler ve metal ile olan koordinasyonun 

aşağıdaki gibi olabileceğini ifade etmişlerdir [12]. 
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Şekil 2.3.  Poli(metilendifeniltereftalat) polimerinin Co(II), Ni(II) ve Cu(II) tuzları ile 

olan  koordinasyonu 

 

Elektriksel iletkenlik ve termal kararlılığın koordinasyon polimerleri üzerine olan 

etkisini inceleyen, Thamizharazi ve arkadaşları, yeni bir polimer olan poli(2-

hidroksi-4-akriloksi aseto fenoksim) (HAPO) ve poli(2-hidroksi-4-

metakrilloksiasetofenoksim) (HMAPO) sentezlemişlerdir (Şekil 2.3. a).  
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Şekil 2.4. (a) (HAPO) ve (HMAPO) polimerlerinin sentezi 
                (b) (HAPO) ve (HMAPO) polimerlerinin metal tuzları ile olan 

koordinasyonu  
 

Sentezlenen bu polimerin Cu(II) ve Ni(II) komplekslerini (Şekil 2.4. b) hazırlayarak, 

yapılarını belirledikten sonra termal kararlılık için polimerik-Cu(II) kompleks > 
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polimerik-Ni(II) > polimer şeklinde bir sıranın olduğunu belirtmişlerdir. Ancak 

iletkenliğin polimer komplekslerde çok zayıf olduğunu vurgulamışlardır [13] 

 

Koordinasyon polimerinin, bir ligandın kimyasal özellikleri ile polimerlerin mevcut 

fiziksel özelliklerinin birbiri ile karışması sonucunda oluşan, yeni ligandlar olduğunu 

belirten W. B. Gurnule ve arkadaşları 1,2-bis-(4-tiyo-1,3,5-hekzahidro-1-triazin)etan 

(H2BTHTE) bileşiğini DMF’de çözerek Mn(II), Fe(II), Co(II), Ni(II), Cu(II) ve 

Zn(II) ile koordinasyon polimerlerini sentezlemişlerdir. Bu araştırmacılar element 

analizi, manyetik duyarlılık ölçümleri, elektronik ve infrared spektrumları ile 

yapılarını karakterize edip aşağıdaki gibi bir yapı önermişlerdir (Şekil 2.5)  [14]. 
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Şekil 2.5. 1,2-bis-(4-tiyo-1,3,5-hekzahidro-1-triazin)etan’dan hazırlanan 

koordinasyon polimeri 
 

Polistiren destekli olarak hazırlanan poli-Schiff bazının Cu(II), Ni(II), Co(II), Fe(II) 

Zn(II) Cd(II), Zr(IV), Mo(V), Mo(VI) ve U(VI) kompleksleri hazırlanmıştır. Poli-

Schiff bazını sentezlerken salisilaldehit ve 1-amino-2-naftol-4-sülfonik asitten 

faydalanan araştırmacılar spektral analizin yanı sıra manyetik duyarlılık 

ölçümlerinden faydalanarak koordinasyon yapılarını aydınlatmışlardır. Yapmış 

oldukları değerlendirmeler sonucunda Cu(II) kompleksinin kare düzlem, Ni(II), 

Co(II), Fe(II), Mo(V), Mo(VI) ve U(VI) komplekslerinin düzgün sekiz yüzlü, Zn(II) 
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ve Cd(II)’un düzgündörtyüzlü, Zr(IV) ise beşgen bipiramid yapısında olabileceğini 

belirtmişlerdir [15]. 

 

El-sonbati ve arkadaşları 2-sübstitüe anilin ve sinnamaldehit ile Cu(II), Pd(II), 

UO2(II), Rh(III) ve Pd(IV)  den hazırlanan polimerlerin IR, elektronik, 1H ve 13C-

NMR spektrumu ile beraber elementel analiz, termogravimetrik ve manyetik 

duyarlılık ölçümlerini yaparak, koordinasyon sayılarını belirlemişlerdir. Bu 

araştırmacılar çalıştıkları polimer içerisinde hem tioazolin hem de Schiff bazı 

formunun (Şekil 2.6) birlikte olduğunu ifade etmişlerdir [16]. 
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Şekil 2.6.  Poli[N-(3-fenilakriliden)-2-merkaptoanilin]’nin tautomerik formu 

 

Geçiş metallerini içeren polimerik-Schiff bazlarının bir indirgeyici olarak davranışı 

ile ilgili ilk çalı şmayı Kim ve Choi isimli araştırmacılar yapmışlar, bu araştırmacılar 

poli(4-vinil piridin-co-stiren) ile (1,3-bis salisiliden imino propan) katılımı 

sonucunda oluşan polimerin metal ile olan kompleksinin  (PVPS)M(II)SALPR, 

poli(4-vinil piridin-co-stiren) ile 1,4-bis salisiliden imino bütan katılımı sonucunda 

oluşan polimerin metal kompleksinin (PVPS)M(II) SALBU  [M: Ni, Cu], katalitik 

etkileri kıyasladıklarında (PVPS)M(II)SALPR’nin katalitik etkisinin daha fazla 

olduğunu ifade etmişlerdir [9]. 

 

Singh ve arkadaşları,  yüzey alanı yüksek bir mobil kristal materyal olan ve MCM 41 

materyali üzerine kovalent bağlı olarak Schiff bazı ile koordine olmuş Cu(II) 

kompleksinin, silisyum metal atomları vasıtasıyla tutunmasını sağlamışlardır. Schiff 

bazının hazırlanmasında salisilaldehit ve tersiyel bütil amin bileşiklerinden 

faydalanmışlardır. MCM 41 materyaline tutunan Cu-Schiff bazı kompleksi (Şekil 
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2.7) için toz X-ışınları difraksiyonu, atomik absorpsiyon spektroskopisi, element 

analizi, infrared spektroskopisi ve 13C NMR spektroskopisinden faydalanmışlardır 

[17]. 
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Şekil 2.7.  MCM 41  materyali üzerine kovalent bağla bağlanmış Schiff bazı-Cu(II) 

kompleksi 
 

Gonza´lez-Arellano ve arkadaşları, MCM 41 destek materyali üzerine yaptıkları 

araştırmada 2-tert-bütil-4-metil-6{(E)-[(2S)-1-(1-arilmetil)pirolidinil]imino} 

metilfenolü (aril: fenil, 1-naftil, 2-naftil) içeren Schiff bazlarını ve onların Pd(II) 

komplekslerini (Şekil 2.8) sentezleyip, karakterize ederek bu tür Pd(II) 

komplekslerinin katalizör olarak kullanılabileceğini söylemişlerdir [18]. 
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Şekil 2.8. 2-tert-bütil-4-metil-6{(E)-[(2S)-1-(1-arilmetil)pirolidinil]imino}metilfenol 

den hazırlanan Schiff bazı 
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Syamal, Singh ve Kumar, polistirenin 1 gramında 3,9 mmol klor içeren ve % 2 

çaprazbağlı divinilbenzen ile klorobenzenin etkileşimi sonucunda oluşan kloro metil 

polistirene destekli Schiff bazını hazırlarken, salisilaldehit ile etilendiamin ve 3-

formil salilik asit ile etilendiaminin kondenzasyondan faydalanmışlardır [19].   
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Şekil 2.9. Polistiren (PS) destekli 4 verici atoma sahip Schiff bazı 

 

Bu araştırmacılar ayrıca Cu(II), Ni(II), Fe(II), Zn(II), Cd(II) ve Co(II) komplekslerini 

sentezlemişlerdir. PS–CH2–LCu ve PS–CH2–LCo kompleksleri paramanyetik, PS–

CH2 –LNi kompleksi diyamanyetik olup her üçünün kare düzlem yapıda olduğunu 

ifade etmişlerdir. Ayrıca PS–CH2–LFeCl.DMF kompleksinin paramanyetik olup, 

oktahedral yapıda olduğunu, PS–CH2 –LZn ve PS–CH2 –LCd komplekslerinin 

diyamanyetik ve tetrahedral yapıda olduğunu spektral değerlendirmelerle 

öngörmüşlerdir.  

 

Radhakrishan ve arkadaşları, poliakrilamit üzerine Schiff bazının takılması sırasında 

metal iyonlarının (Mn(II), Fe(III), Co(II), Ni(II), Cu(II) ve Zn(II)) koordine olma 

özelliklerinden faydalanarak kompleksler (Şekil 2.10) sentezlemişlerdir.  
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Şekil 2.10. Polimerik Schiff bazlarının oktahedral kompleksleri için önerilen yapı 
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Bunun için fenolik aldehitlerle, sübstitüe azobenzen grupları içeren Schiff bazlarını 

sentezlemişlerdir. Polialkrilamit ve Schiff bazı arasında meydana gelen boşluklara 

metal iyonun tutulmasında pH nın etkili olduğunu vurgulamışlardır [20].  

 

Kumar ve Mathew, %2 mol DVB-, EGDMA-, BDDMA-, HDODA- ve TTEGDA 

(Şekil 2.11.a) içeren, polistiren destekli Schiff bazlarının sentezi, karakterizasyonu ve 

bunlardan hazırlanan metal komplekslerinin katalitik aktivitelerini araştırmışlardır. 

Polisitiren destekli Schiff bazını sentezlerken salisilaldehit ve dietilentriaminden 

faydalanmışlardır.  
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CH3OCH2Cl
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CH2Cl
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Şekil 2.11. (a) Stiren ve çeşitli çapraz bağlayıcılar 
                  (b) Polistirenin klorometilasyonu 
 

Bu kompleksler Fe(II), Fe(III), Co(II), Ni(II) ve Cu(II) metal iyonları ile yapılmıştır. 

Polimer-metal komplekslerinin katalitik aktivitelerini araştırmak için, hidrojen 

peroksidin bozunma reaksiyonu model reaksiyon olarak seçilmiştir. Metal 

iyonlarının kompleksleşme türleri ve polimer desteğindeki çapraz bağlı grupların 

katalitik aktivite üzerine etkisi ile ilgili detaylı bir araştırma yapmışlardır. [21]. 
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Polistiren destekli Schiff bazının bazı metal iyonları ile kolaylıkla kompleksleştiğini 

söyleyen bu araştırmacılar, DVB-, EGDMA-, BDDMA-, HDODA- ve TTEGDA 

çapraz bağlı reçinelerinin polistiren destekli dietilentriamino-salisilaldehit Schiff bazı 

komplekslerinin değişik pH lardaki Fe(II), Fe(III), Co(II), Ni(II) ve Cu(II) iyonlarına 

karşı metal seçiciliğini araştırmışlardır. Çalışmalarının sonucunda, Cu(II) iyonunun 

en fazla tutunduğunu ifade etmişlerdir. Metal iyonları arasındaki tutuculuk sırasının; 

Cu(II)>Co(II)>Ni(II)>Fe(III)>Fe(II) şeklinde azaldığını söylemişlerdir.  
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Şekil 2.12. Dietilentriamino-salisilaldehit Schiff bazı destekli polistiren 

 

2006 yılında Lagadic’in yapmış olduğu amin fonksiyonel grubunu içeren, Mg 

tabakasından oluşan silikatın, salisilaldehit, 5-klorosalisilaldehit, 2-piridin 

karboksaldehit ve asetil asetonun reaksiyonu sonucunda, N ve O verici gruplara 

sahip Schiff bazlarını sentezlemiştir. Cu(II), Ni(II) ve Co(II) iyonları ile şelatlaşması 

sonucunda oluşan kompleksin (Şekil 2.13) X-ışınları difraksiyonu, IR, 13C NMR ile 

karakterize etmiştir.  
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Şekil 2.13. İnorganik yüzeye bağlı şelat grupları için öngörülen yapılar 
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Karakterizasyon sonucunda tabakanın yapısının şelat gruplarının büyüklüğü ve bu 

grupların bağlanmadaki yönlenmelerinin farklı olması sonucunda farklı tabaka 

yüzeylerine sahip olduğunu ifade etmiştir [22]. 

 

Maurya ve arkadaşları diklormetilli polistirene Schiff bazını takmak için 3-formil 

salisilikasit ile o-hidroksibenzilaminden faydalanmışlardır. Araştırmacılar, polistiren 

destekli Schiff bazının VO kompleksini (Şekil 2.14) sentezlemişler, bu kompleksin 

katalitik etkisini stiren, etilbenzen ve fenol bileşikleri üzerinde çalışmışlardır. 

Araştırmaların sonucunda, stiren için beş ürünün oluştuğunu, bunların; stiren oksit, 

benzaldehit, 1-feniletan-1,2-diol, benzoik asit ve fenilasetaldehit iken, etilbenzenden 

benzaldehit, fenil asetik asit, stiren ve 1-feniletan-1,2-diol oluşurken, fenolün 

yükseltgenme ürünlerinin katekol ve p-hidroksikinon olduğunu söylemişlerdir [23].  
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Şekil 2.14. Yükseltgenme reaksiyonu için kullanılan polistiren destekli VO 

kompleksinin yapısı  
 

2005 yılında Yang ve arkadaşları N-salisiliden-(4-metoksi-anilin) Schiff bazı ile 

sonlandırılan polistireni sentezlerken, p-metoksianilin ve salisilaldehitten 

faydalanmışlardır. Salisilaldehit ile sonlandırılmış polistireninin sentezinde atomik 

transfer radikal polimerizasyon yöntemini (ATRP) kullanmışlardır. Schiff bazı takılı 

polistirenin Zn(II) iyonu ile kompleksini hazırlayarak 1H-NMR, IR ve UV-Vis ile 

karakterize etmişler ve fluoresans özelliğini araştırmışlardır. Bu araştırma sonucunda 

330 nm dalga boylu ışını absorplayan bu kompleks’in fluoresansın 500 nm de 

olduğunu ifade etmişlerdir [24]. 

 

Kumar ve arkadaşları (aminometil)polistiren ile vanilinin kondenzasyonu sonucunda 

Schiff bazını sentezlemişlerdir (Şekil 2.15). Sentez sırasında çözücü olarak DMF 
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kullanmışlardır ve bu Schiff bazının Mn(II), Co(II), Fe(III), Cu(II), Zn(II), U(VI), 

Na+, K+, NH4
+, Ca+, Cl-, Br -, NO3

-, NO2
- and CH3CO2

-  iyonlarından oluşan 20 ppm 

lik çözeltisinde bulunan Ni(II) iyonunun uzaklaştırılmasında kullanılabileceğini 

söylemişlerdir [25]. 

 

NH2 OCH OH

OMe

N OH

OMe

+   
DMF

 

 
Şekil 2.15. (aminometil)polistirenin vanilin Schiff bazı 

 

Suja ve Yusuff isimli araştırmacılar da polistiren destekli iki yeni Schiff bazı olan, 

PSOPD ve PSHQAD sentezlemişlerdir. PSOPD olarak kodlandırılan Schiff bazını 

sentezlemek için (Şekil 2.16), -CH2Cl ile sonlandırılmış polimerin, DMSO ve 

NaHCO3 ortamında tepkimeye sokulması sonucunda -CHO ile sonlandırılmış 

polimeri, o-fenilendiamin ile tepkimeye sokmuşlardır.  

 

CH2 Cl CHO

NH2

NH2

NNH2

DMSC

NaHCO3
+    

CH

 

 
Şekil 2.16. PSOBD sentezlenmesi 

 

PSHQAD kodlu Schiff bazını hazırlamak için ise (Şekil 2.17), yine -CH2Cl ile 

sonlandırılmış polimeri, heksametilentetraamin ve NaOH varlığında tepkimeye 

sokarak –CH2NH2 ile sonlandırılmış polimeri sentezlemişler, ve 3-

hidroksikinoksalin-2-karboksaldehit ile kondenzasyonunu gerçekleştirmişlerdir [26].  
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CH2 Cl CH2NH2

N

N

OH

OHC

N

N OH

Hekzametilen
tetramin

2N NaOH
+

NCH
2

CH

 

 
Şekil 2.17. PSHQAD sentezlenmesi 

 

2.3. Enzimler ve Enzim İmmobilizasyonu 

 
Enzimler, biyolojik yapılardaki reaksiyonların ılımlı koşullarda gerçekleşmesine 

olanak sağlayan ve bu reaksiyonları düzenleyen spesifik biyokatalizörlerdir [27].  

Katalizör, kimyasal tepkimeye girmediği halde aktivasyon enerjisini düşürerek 

tepkime hızını artıran maddeler olarak tanımlanır. Dolayısıyla, enzimler diğer 

katalizörler gibi katalizledikleri reaksiyonun aktivasyon enerjisini (Ea) düşürürler 

[28].   

 

Hücrede gerçekleşen reaksiyonların verimi % 100 dür ve bu reaksiyonlarda yan 

ürünler meydana gelmez. Biyokimyasal reaksiyonlar, fizyolojik pH’da, canlının 

vücut sıcaklığında ve az miktarda enerji ile gerçekleşir. Laboratuvar koşullarında 

yüksek sıcaklık ve fazla enerji gerektiren pek çok reaksiyon, enzimlerin 

kullanılmasıyla daha düşük sıcaklıkta ve daha düşük enerji ile gerçekleştirilebilir 

[29]. 

 

2.3.1. Enzimlerin uygulama alanları 

 

Enzimlerin etkinlikleri kimyasal katalizörlerden 10 6 – 10 16 kat  daha  fazladır [29]. 

Dolayısı ile endüstriyel uygulamalarda katalizör olarak enzimler sıklıkla 

kullanılmakta ve gün geçtikçe yaygınlaşmaktadır. Enzimlerin katalitik potansiyelleri 

sadece analitik uygulamalarda değil aynı zamanda sentetik amaçlar ve 

modifikasyonlar için de değerlendirilmektedir. Bu çerçevede başta gıda sektörü 
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olmak üzere, kimya sanayi, ilaç sanayi, tekstil ve deri sanayi gibi birçok sanayi 

dalında enzimler geniş uygulama alanları bulmuşlardır. 

 

Endüstride kullanılan enzimlerin yaklaşık olarak %30-35’i deterjan sanayinde, %20-

25’i nişasta ile ilgili alanlarda, %20’si süt ve süt ürünleri sanayinde kullanılmaktadır. 

%1-5 arasında değişen oranlarda bira, meyve ve şarap, tekstil, kağıt, unlu mamuller, 

deri ve yem sanayinde kullanılmaktadırlar [29]. 

 

2.3.2. β-Galaktosidaz enzimi ve özellikleri 

 

Na+ ve Mg+2 iyonları içeren bir metalo enzim olan β-galaktosidazın üç boyutlu yapısı 

Şekil 2.18’ de gösterilmiştir [30]. β-Galaktosidaz enziminin görevi, bir disakkarit 

olan laktozu onun monosakkarit bileşenleri olan glukoz ve galaktoza hidroliz 

etmektir. Bir başka deyişle süt şekerini üzüm şekerine çeviren bağırsak enzimi olarak 

da tanımlanabilir.  

 

 

 
Şekil 2.18. β-Galaktosidazın üç boyutlu yapısı 

 

Gıda teknolojisi ve beslenme açısından, laktozun glukoz ve galaktoza parçalanması, 

büyük önem taşır. Çünkü yapılan hidrolizin temel ürünleri daha tatlı, daha 

çözünebilir, fermente edilebilir ve ince bağırsak tarafından doğrudan absorbe 

edilebilir niteliktedir [31, 32]. 
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β-Galaktosidaz, substrat olarak p-nitrofenil-β-galaktosid kullandığında ortamdan su 

ayrılarak ürün olarak galaktoz ve p-nitrofenolü oluşturur. 

 

O
O NO2 β-galaktosidaz

H2O
Galaktoz + NO2HO

p-nitrofenol
p-nitrofenil-β -galaktosit  

 
Şekil 2.19. β-Galaktosidaz enziminin katalizlediği reaksiyon 

 

2.3.3. Enzimlerin immobilizasyonu 

 

Enzimler, reaksiyonları çok yüksek hızda katalizledikleri için, onları canlı organizma 

dışında kullanabilme düşüncesi ortaya çıkmış ve ilk olarak 1926 yılında Sumner 

tarafından üreaz enzimi kristal halde elde edilmiştir. Bu çalışmanın ardından da 

birçok farklı organizmadan enzimler izole edilmiş ve kristalize formlarda piyasaya 

sunulmuştur [29]. Serbest enzimlerle gerçekleştirilen işlemlerde, reaksiyon 

ortamından istenilen anda enzimin alınamaması uygulamaların kontrolünü 

güçleştirmektedir. İstenilen anda reaksiyonu durdurmak için ortama eklenilen 

inhibitör ise enzim tarafından kirlenilen ortama yeni bir kirlilik unsur yaratmaktadır. 

Kirlili ğin artmasıyla yüksek olan maliyet daha da artmaktadır. Enzimi tekrar 

kullanmak için ortamdan çıkarmak da bu sayede imkansızlaşmaktadır. Bu 

sorunlardan dolayı enzimlerin bir taşıyıcıya bağlanıp kullanılması ya da bir matrikse 

hapsedilip kullanılması son zamanlarda özellikle endüstriyel açıdan önem kazanmış 

ve teknolojik uygulamalarına önem verilmiştir [27]. 

 

İmmobilizasyon, enzim teknolojisinin en pratik ve en çok gelişen yollarından 

birisidir. İmmobilizasyon kelime anlamı olarak, "tutuklanmış, hareketi 

sınırlandırılmış, çözünmez hale getirilmiş" demektir. Daha kapsamlı olarak 

immobilizasyon, enzimlerin ya da mikroorganizmaların fiziksel ve/veya kimyasal 
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yöntemlerle katalitik aktifliğini koruyarak,   tekrar ve sürekli kullanımını sağlamak 

amacıyla organik veya inorganik taşıyıcılara tutturulmasıdır [29]. 

 

İmmobilizasyonda enzimlerin bağlandığı materyaller genel olarak taşıyıcı veya 

destek materyali olarak adlandırılırlar. İmmobilize enzimlerin kinetik davranışları da, 

enzim konformasyonundaki değişme, sterik etkiler, mikroçevre etkileri, iç ve dış 

difüzyon etkilerinden dolayı serbest enzimlerinkinden farklılık gösterirler [27]. 

 

2.3.4. Enzimlerin immobilizasyon yöntemleri 

 

Enzim immobilizasyon yöntemleri değişik şekillerde sınıflandırılmalarına karşın genel 

olarak kimyasal ve fiziksel olmak üzere aşağıdaki gibi iki ana başlık altında 

toplanabilir. 

1) Kimyasal yöntemler                        2) Fiziksel yöntemler 

     a) Kovalent bağlama                            a) Adsorpsiyon ile immobilizasyon  

     b) Çapraz bağlama                               b) Hapsetme ile immobilizasyon 

                                                                       - Mikrokapsül ile hapsetme yöntemi 

                                                                       - Kafes tipi hapsetme yöntemi 

 

Kovalent Bağlanmayla İmmobilizasyon  

 

Kovalent bağlama, genellikle enzim yapısının ve fonksiyonel gruplarının bilindiği 

durumlarda kullanılır. Kovalent bağlama ile immobilizasyon iki basamakta 

gerçekleşir. Birinci basamak destek maddesinin aktifleştirilmesi (tezin kapsamında 

aktifleştirici olarak Schiff bazı ve Ni(II) kompleksi takılmıştır), ikinci basamak 

enzimin kovalent bağlanması şeklindedir. Destek maddesi; karboksil, hidroksil, amino 

gibi fonksiyonel gruplar taşımalıdır [29]. 

Kovalent bağlama yönteminin en büyük avantajı, bağların çok kuvvetli olması 

nedeniyle her türlü ortamda kullanılabilirliğin olmasıdır. Enzim, destek materyali 

üzerinde yer aldığı için substrat ile teması kolaydır. Örneğin kükürt içeren desteğe, 
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yine kükürt içeren enzim kovalent bağla Şekil 2.20’ de gösterildiği gibi bağlanabilir. 

Bu bağlanma sırasında ise kücük moleküller yapıdan ayrılabilir [33]. 

 

S
N

S SH SS

SN
H

+ ENZIM ENZIM +

 
Şekil 2.20. Kovalent bağlanmayla immobilizasyona bir örnek 

 

Yöntemin dezavantajı ise destek materyali ile enzim arasındaki sıkı etkileşim 

sonucunda oluşan enzimin doğal konformasyonunun bozulmasıdır [30]. 
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3. MATERYAL VE METOT 

 

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

 

3.1.1 Kimyasal maddeler 

 

Kimyasal Madde                                            Temin Edilen Üretici Firma 

Nikel (II) klorür                                                              Merck 

Metanol                                                                           Merck  

Etanol                                                                           Merck 

DMF                                                                           Sigma 

β-galaktosidaz: (EC.3.2.1.23 9.4 U/mg E.Coli  

bakterisinden elde edilen)                                               Sigma  

p-nitrofenil-β-D-galaktopironosit        Sigma  

Fosforik asit: (H3PO4, MA: 60 g/mol)       Aldrich 

Borik asit: (H3BO4, MA: 61,83 g/mol)       Aldrich 

Sodyum karbonat : (Na2CO3, MA: 118 g/mol)      Merck  

Sodyum hidroksit : (NaOH, MA: 40 g/mol)                  Merck 

Asetik asit: (CH3COOH, MA: 97,99 g/mol)                  Aldrich 

 

3.1.2. Gouy terazisi 

 

Numunelerin manyetik duyarlılık ölçümleri Sherwood Scientific, MKI Model Gouy 

terazisi ile yapıldı. İnce toz halinde getirilen polimer numuneleri, boyu 7 cm, çapı 0,3 

cm olan pyreks camdan yapılmış duyarlılık tüpü içine, numune boyu 2,5 cm’den az 

olmamak şartıyla konuldu. Sonra bu tüp manyetik alandan uzak tutulan Gouy 

terazisinin ölçüm deliğine yerleştirildi ve sabit bir değer okunana kadar beklenerek 

ölçümler alındı. Bu ölçümleri kullanarak metallerin µeff  (BM) değeri hesaplandı. 
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3.1.3. Element analizi 

 

Element analizleri LECO–CHNS–9320 model element analizi cihazı ile Bozok 

Üniversitesi Kimya Bölümü enstrümental analiz laboratuvarında yapıldı. 

 

3.1.4. Indüksiyon eşleşmeli plazma - kütle spektrometresi  

 

Komplekslerin metal yüzdeleri TUBİTAK Mikro Analiz laboratuarlarında yapıldı. 

Metal içeren numune Anton Paar Multiwavw 3000 ile çözünmesi sağlandı 

 

3.1.5. Sıvı kromotograf - kütle spektrometresi  

 

LC/MSD Diod-Array cihazı ile kütle spektrumları alındı. 

 

3.1.6. Ultraviyole-görünür bölge spektrumları 

 

UV-GB spektrumları Unicam-UV 2-100 model spektrofotometre ile 800-200 nm 

aralığında DMF’de alındı.  

 

3.1.7.  pH metre 

 

Orion pH metre 420 A model pH metre, immobilizasyon çalışmalarında kullanıldı. 

 

3.1.8. Çalkalamalı su banyosu 

 

ST 402 NÜVE marka sıcaklık kontrollü su banyosu, enzim aktifliği tayininde 

kullanıldı. 
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4. DENEYSEL KISIM 

 

4.1. Schiff Bazı Takılı Polimerin Hazırlanması (Genel Yöntem) 

 

Schiff bazı takılı polimer geri soğutucu altında sentezlendi. Geri soğutucu altında 

kaynatma ve karıştırma işlemleri yapılırken yaklaşık 70 oC’de damlatıcı musluğu 

açılarak alkolde çözülmüş aldehit çözeltisi, balondaki polimer çözeltisi üzerine 10 

dakikalık bir süre boyunca damlatıldı. Böylece aldehit çözeltisinin tamamı polimer 

çözeltisi üzerine ilave edildi. Aldehit çözeltisinin ilavesinden sonra yaklaşık dört saat 

geri soğutucu altında kaynatma ve karıştırma işlemine devam edildi. Bu işlemden 

sonra süzülen polimerler etil alkol ile üç kere yıkandıktan sonra temiz bir tüpe alındı 

ve etüvde kurutuldu. 

 

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

 

(Aminometil)polistiren (1 g, 0,5-1,0 mmol/g -NH2 yüklü) 2 boyunlu cam balona 

alınarak 10 mL metanol ilave edildi.  0,5 mmol 2-fenilindol-3-karboksaldehitin 10 

mL saf metanol içinde oda sıcaklığında çözülerek hazırlanan çözeltisi, damlatma 

hunisine konularak Bölüm 4.1’de açıklanan yönteme göre sentezi yapıldı. 

Sentezlenen schiff bazı takılı polimer 50 oC’de 4 saat boyunca etüvde kurutuldu. 

 

4.2. Schiff Bazı Takılı Polimerin Ni(II) Kompleksinin Hazırlanması (Genel 

Yöntem) 

 

4.2.1. Birinci adım; metal-aldehit komplekslerinin hazırlanması 

 

Ni(II) klorür ile 2- fenilindol-3-karboksaldehit oranı 1:1 olacak şekilde geri soğutucu 

altında 3 saat kaynatma ve karıştırma işlemi yapıldı [34]. Bu karışım süzülerek temiz 

bir behere alındı, kristallenmeye bırakıldı. Yaklaşık 3 gün sonra oluşan kristaller 

süzüldü, etil asetatda yıkandı ve 24 saat 70oC’de etüvde kurutuldu. 
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(2PIn-Ald-Ni) komplekslerinin hazırlanması 

 

4 mmol NiCl2.6H2O’ ün 10 ml metanolde ve 4 mmol 2-fenilindol-3-karboksaldehitin 

10 mL metanol içindeki çözeltisi bölüm 4.2.1’de anlatıldığı gibi hazırlanarak 

sentezlendi. Şekil 4.1’de Ni(II)-aldehit kompleksi, Şekil 4.2’de Ni(II)-aldehit 

kompleksinin LC-MS spektrumu görülmektedir. 

 

O

H

H

Ni

Cl

Cl
NH

O

H

 

 
Şekil 4.1. (2PIn-Ald-Ni) kompleksi 

 

 

 
Şekil 4.2. Ni(II)-2-fenilindol-3-karboksaldehit kompleksinin kütle spektrumu  
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4.2.2. İkinci adım; koordinasyon polimerlerinin hazırlanması 

 

(Aminometil)polistirenin metanoldeki çözeltisi üzerine yaklaşık 70 oC’de, damlatıcı 

musluğu açılarak alkolde çözülmüş aldehit-metal çözeltisi, 10 dakikalık bir süre 

boyunca damlatılmaya başlandı. Aldehit-metal çözeltisinin tamamı 

(aminometil)polistiren çözeltisinin üzerine damlatıldıktan sonra yaklaşık dört saat 

geri soğutucu altında kaynatma ve karıştırma işlemlerine devam edildi. Bir behere 

alınan karışım oda sıcaklığında koordinasyon polimeri çökene kadar bekletildi. 

Çöken polimerik-Schiff bazı polimerleri, etil asetat ile reaksiyona girmemiş olan 

aldehitleri ortamdan uzaklaştırmak için yıkandı. Yıkandıktan sonra, süzüldü. Çöken 

koordinasyon polimerleri etüvde (50 oC) kurutuldu. 

 

(APS-2PIn-Sch-Ni) koordinasyon polimerinin hazırlanması 

 

Aminometil polistirenin(1 g, 0,5-1,0 mmol/g -NH2 yüklü)  metanoldeki (15 mL) 

çözeltisine, yine 10 mL lik metanolde 0,5 mmol metal-aldehit kompleksi Bölüm 

4.2.2’de anlatıldığı gibi hazırlanarak, sentezlendi. 

 

4.3. p-nitrofenil-β-D-galaktopiranosid Kalibrasyon Grafiği 

 

Kalibrasyon grafiği hazırlamak amacıyla çeşitli derişimlerde (2,00-0,031 mM) p-

nitrofenil-β-D-galaktosid çözeltileri hazırlandı. Hazırlanan bu çözeltilerin 398 nm de 

UV spektrofotometresi kullanılarak absorbans değerleri ölçüldü. p-nitrofenil-β-D-

galaktopiranosid derişimlerine karşı gelen absorbans değerleri grafiğe geçirilerek 

kalibrasyon grafiği çizildi (Şekil 4.3). 
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Şekil 4.3. p-nitrofenil-β-D-galaktopiranosid kalibrasyon grafiği 

 

4.4. (APS), (APS–2PIn-Sch) and (APS–2PIn-Sch–Ni) Polimerlerinin Kovalent 

Bağlanma Yöntemi ile İmmobilizasyon İşlemleri 

 

4.4.1. İmmobilizasyon işlemlerinde kullanılan çözeltiler 

 

NaOH çözeltisi: 2 M 50 mL NaOH çözeltisi hazırlamak için 3,84 g NaOH bir miktar 

suda çözüldükten sonra hacmi saf su ile 50 mL’ye tamamlandı. 

 

Na2CO3 çözeltisi: 0,1 M 50 mL Na2CO3 çözeltisi hazırlamak için 0,53 g Na2CO3 bir 

miktar suda çözüldükten sonra hacmi saf su ile 50 mL’ye tamamlandı. 

 

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

2,4720 g borik asit, üç katı saf suyla sulandırıldıktan sonra hacmi saf su ile 1,0’L ye 

tamamlandı. Bu çözeltiden 50 mL alınarak 2,0 M NaOH ile pH 2,0-9,0 arasında 

ayarlandı. 

 

p-nitrofenil-β-D-galaktopiranosid substrat çözeltisi: 0,5 mM p-nitrofenil-β-D-

galaktopironosit substrat çözeltisi hazırlamak için 0,0015 g p-nitrofenil-β-D-
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galaktopironosit bir miktar BR tamponunda çözüldükten sonra hacmi tampon 

çözeltisi ile 10 mL’ye tamamlandı. 

 

4.4.2. Kovalent bağlanma yöntemiyle enzim immobilizasyonu 

 

3,3 mg β-galaktosidaz, 20 mL BRT (pH: 4,0) çözeltisinde çözüldükten sonra 1-2,5 g 

polimerin üzerine ilave edildi. Karışım 5 saat süre boyunca oda sıcaklığında 

çalkalamalı su banyosunda karıştırılarak immobilizasyon reaksiyonunun 

gerçekleştirilmesi sağlandı. Reaksiyon sununda polimerler süzülerek alındı ve 

üzerindeki serbest enzimleri uzaklaştırmak için BR tamponu (pH: 4,0) ile yıkandı. 

İmmobilize enzimler 4 oC’de muhafaza edildi.  

 

4.4.3. Serbest β-galaktosidaz enziminin aktiflik tayini 

 

β-Galaktosidazın aktifliği Hernaiz ve Crout tarafından tanımlanan metoda göre tayin 

edildi [35]. Bunun için reaksiyon balonuna 20 µL enzim çözeltisi (0,0015 mM) ve 

200 µL p-nitrofenil-β-D-galaktosid (substrat çözeltisi, 5mM ) eklendi ardından 30 

ºC’de 10 dakika çalkalamalı su banyosunda bekletildi. Su banyosundan alınan balon 

içerisine 3,9 mL Na2CO3 çözeltisi ilave edildi. Ardından UV spektrofotometresi 

yardımı ile 398 nm de BR tamponuna (pH:4,0) karşı absorbansı değeri ölçüldü. 

Tepkime hızı, ölçülen absorbans değerleri ve kalibrasyon eğrisinin eğiminden 

faydalanarak aşağıdaki bağıntıya göre hesaplandı. 
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∆
∆

∆
∆=

∆
∆=                                                                      (4.1)                            

 

Bu eşitlikte ∆C, g/mL olarak p-nitrofenil-β-D-galaktospiranosid derişimindeki 

değişimi gösterir, ∆A398 (A0-At) absorbanstaki,  ∆t  zamandaki değişimi gösterir. 
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β-galaktosidaz için 1 ünite enzim veya birim aktiflik, pH 4 de 10 dakikada ve 30 ºC 

de 1 µmol p-nitrofenil-β-D-galaktopiranosidi parçalayan enzim miktarı olarak 

tanımlanmaktadır. 

 

4.4.4. İmmobilize β-galaktosidaz enziminin aktiflik tayini 

 

İmmobilize β-galaktosidaz enziminin aktifliği Bölüm 4.4.3’de belirtilen işlemler ile, 

serbest enzim yerine 0,05 g immobilize enzim kullanılarak aynı şekilde tayin edildi.  

 

4.4.5.  Serbest β-galaktosidazın aktifliğine pH etkisi 

 

Serbest β-galaktosidaz enziminin aktifliğine pH etkisini incelemek amacı ile çeşitli 

pH değerlerinde (2,0-7,0) BR tamponunda çözünen enzim ve p-nitrofenil-β-D-

galaktopiranosid (200 µL, 5 mM) çözeltileriyle Bölüm 4.4.3’de belirtilen işlemler 

gerçekleştirilmek suretiyle enzim aktifliği tayin edildi.  

 

4.4.6. Kovalent bağlanma yöntemiyle immobilize edilen β-galaktosidazın 

aktifli ğine pH etkisi 

 

İmmobilize enzimin aktifliğine pH etkisini incelemek amacı ile çeşitli pH larda (2,0-

7,0) Bölüm 4.4.3’de belirtilen işlemler gerçekleştirilerek aktiflik tayinleri yapıldı. 

 

4.4.7. Serbest β-galaktosidazın aktifliğine sıcaklığın etkisi 

 

Serbest β-galaktosidazın aktifliğine sıcaklığın etkisini incelemek amacı ile çeşitli 

sıcaklık değerlerinde (20- 55 ºC) Bölüm 4.4.3’de belirtilen işlemler gerçekleştirilerek 

aktiflik tayinleri yapıldı. 
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4.4.8. Kovalent bağlanma yöntemiyle immobilize edilen β-galaktosidazın 

aktifli ğine sıcaklığın etkisi 

 

İmmobilize edilen β-galaktosidaz enziminin aktifliğine sıcaklığın etkisini incelemek 

amacı ile çeşitli sıcaklık değerlerinde  (20 ºC-55 ºC) Bölüm 4.4.3’de belirtilen 

işlemler gerçekleştirilerek aktiflik tayinleri yapıldı.  

 

4.4.9. Serbest β-galaktosidazın aktifliğine substrat derişiminin etkisi 

 

Serbest β-galaktosidaz enziminin aktifliğine substrat derişiminin etkisini incelemek 

amacı ile farklı derişimlerde (0,5-0,015 mM) hazırlanan substrat çözeltileri ile Bölüm 

4.4.3’de belirtilen işlemler gerçekleştirilerek aktiflikleri tayin edildi. 

 

4.4.10. Kovalent bağlanma yöntemiyle immobilize edilen β-galaktosidazın   

aktifli ğine substrat derişiminin etkisi 

 

İmmobilize β-galaktosidazın aktifliğine substrat derişiminin etkisini incelemek amacı 

ile farklı derişimlerde (2,000-0,031 mM) hazırlanan substrat çözeltileri ile Bölüm 

4.4.3’de belirtilen işlemler gerçekleştirilerek aktiflik tayin edildi. 

 

4.4.11. Serbest β-galaktosidaz enziminin depolama kararlılığı 

 

Serbest β-galaktosidaz enziminin depolama kararlılığını incelemek amacı ile BR 

tamponunda (pH:4) hazırlanan enzim çözeltisi buzdolabında 4 ºC’de saklandı. Enzim 

çözeltisinden belirli aralıklarda alınan örneklerle Bölüm 4.4.3’de belirtilen işlemler 

gerçekleştirilerek aktiflikleri tayin edildi. 
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4.4.12. Kovalent bağlanma yöntemiyle immobilize edilen β-galaktosidazın 

depolama kararlılığı 

 

İmmobilize edilen β-galaktosidaz enziminin depolama kararlılığını incelemek amacı 

ile buzdolabında 4 ºC de ayrı ayrı hem BRT tamponunda (pH:4) (ıslak), hem de kuru 

olarak steril petri kabında saklandı. Belirli aralıklarda alınan örneklerden yola 

çıkarak Bölüm 4.4.3’de belirtilen yöntem uygulanmak suretiyle aktiflikleri tayin 

edildi. 

 

4.4.13. Kovalent bağlanma yöntemiyle immobilize edilen β-galaktosidazın 

tekrar kullanılabilirli ği 

 

İmmobilize β-galaktosidaz enziminin tekrar kullanılabilirliğini incelemek amacıyla 

belli aralıklarla Bölüm 4.4.3.’de verilen yöntem ile enzim aktiflikleri tayin edildi. 
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5. SONUÇLAR VE TARTI ŞMA 

 

5.1. Schiff Bazı Takılı Polimerin Karakterizasyonu 

 

Schiff Bazı takılı polimerlerin C, H ve N tayini sırasında meydana gelen sapmaların 

ve IR spektrumlarındaki geniş bandların polimerdeki, polidispersite özelliğine sahip 

olmasından dolayı kaynaklandığı söylenebilir [36]. 

 

5.1.1. Schiff Bazı Takılı Polimer, (APS-2PIn-Sch) 

          [C24H20N2(C8H8)38] 

 

Önerilen yapıyı (Şekil 5.1) destekleyen analiz değerlendirmeleri aşağıda maddeler 

halinde belirtilmiştir:  

 

N CH NH

PS

 ,    

CH=CH HPS:

n  

 
Şekil 5.1. Polisitiren ve Schiff bazı takılı polisitiren 

 

1- (APS-2PIn-Sch) Schiff bazının, kütlece moleküler kütle (Mw) değeri 4288 olarak 

belirlendi.  

 

2- Element analizine göre (Çizelge 5.1), bulunan ve hesaplanan değerlerin önerilen 

yapı için uyumlu olduğu görüldü. 
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Çizelge 5.1. (APS-2PIn-Sch) Schiff bazının fiziksel özellikleri ve analitik verileri 

 
                                   Bileşik                  Bulunan (Hesaplanan) % 

Gösterim                Önerilen Yapı            C        H         N        M 

(Mw)      

   Renk 

 

(APS-2PIn-Sch)   [C24H20N2(C8H8)38]     90,66    8,37   0,44      -             krem 

4288                                                        (91,79)  (7,55) (0,65)    - 

 

3- Tekrarlanan birim içerisindeki N’un kütlesinin % 0,44 olarak bulunması, 

düşünülen yapının mümkün olduğunu göstermektedir. 

 

4- (APS)’ ye ait, 2963 cm-1, 2872 cm-1’de bulunan titreşim bandlarının sırasıyla 

υ(CH2)asimetrik,  υ(CH2)simetrik titreşim bandlarına karşılık geldiği söylenebilir. FTIR 

spektrumunda (Şekil 5.2) 2-fenilindol-3-karboksaldehitin katılımı sonucunda 2963 

cm-1, 2872 cm-1’deki titreşim bantlarının yanı sıra 3004 cm-1 ve 3110 cm-1’deki 

titreşim bantlarının aldehitteki aromatik -CH bağlarına ait titreşim bandlarına karşılık 

geldiği söylenebilir. Ayrıca APS polimerinde bulunmayan ancak kondenzasyon 

sonucunda 1587 cm-1’de yeni bir bandın ortaya çıkması bu tepkimenin 

gerçekleştiğinin bir kanıtı olarak bakılabilir.  

 

Çizelge 5.2. (APS-2PIn-Sch) Schiff bazının önemli FTIR ve UV-GB spektrum 
değerleri 

 
Bileşik                        υ(CH2)as,s              

                                   υ(CH)arom        υ(CH=N)  

λmax, (Absorbans) 

(APS)                           2963, 2872                   

                                         

(APS–2PIn-Sch)          2963, 2872                  

                                     3004, 3110      1587 

254 (1,02), 306 (2,25) 

 

254 (2,9), 268 (0,54), 302 (1,04) 
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Şekil.5.2. (APS), (APS-2PIn-Sch) ve (APS-2PIn-Sch-Ni)’ e ait FTIR spektrumu 

 

5- (APS) ve (APS-2PIn-Sch)’nin taramalı elektron spektrum değerlendirmesi 

sonucunda yüzey morfolojisinde büyük değişikliklerin meydana geldiği görülmüştür 

(Şekil. 5.3). (APS) polimerinde takılı olan –NH2 grubunun, 2- fenilindol-3-

karboksaldehit ile etkileşmesi sonucunda oluşan büzülmelerin, kondenzasyon 

sonucunda H2O’nun ayrılmış olabileceğini düşündürdü. 

 

                       

(a) (b) 

 
Şekil 5.3. SEM fotoğrafları 
                (a) (APS) ve (b) (APS-2PIn-Sch) 
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6- Şekil 5.4. ve Şekil 5.5.’de görüldüğü gibi, (APS), ve (APS-2PIn-Sch)’nin UV-GB 

spektrumları karşılaştırıldığında (APS-2PIn-Sch)’na ait spektrumda ortaya çıkan 268 

nm deki, yeni bir bandın –CH=N- oluşumu sonucunda ortaya çıkan n → π* geçişine 

karşılık olabileceği söylenebilir.  

 

 

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

 

 

 
Şekil 5.5. (APS-2PIn-Sch) polimerine ait UV-GB spektrumu 
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7- (APS), ve (APS-2PIn-Sch) polimerinin termal analizleri (TGA) 

değerlendirildiğinde, benzer bir şekilde tek basamakta bozunmanın meydana geldiği 

söylenebilir (Şekil 5.6 ve Şekil 5.7). Çizelge 5.3.’de verilen (APS) ve (APS-2PIn-

Sch)’in termal analiz değerlerinin verildiği tablo incelendiğinde aldehit katılımı 

sonucunda termal bozunma sıcaklıklarında farklılıkların olduğu görülmektedir. 

Aldehit katılımının olduğu polimerin başlangıç bozunma sıcaklığında artışın 

nedeninin daha kararlı olması ile açıklanabilir. 

 

Çizelge 5.3. (APS) ve (APS-2PIn-Sch)’in termal analiz değerleri  

 
*Termal Bozunma 

Gösterim 
Ti          T1/2         Tmax         Tf 

600 oC’deki kalıntı 

(Ağırlıkça %) 
 

             (APS)                368       409         413         432                            2,2 

     (APS–2PIn-Sch)       391       411         414         430                            2,1 

 
* T i: İlk bozunma sıcaklığı, Tmax: Maksimum bozunma sıcaklığı 
   Tf: Son bozunma sıcaklığı, T(1/2): Yarı bozunma sıcaklığı 
 

 

 
Şekil 5.6. (APS) polimerlerinin TGA eğrisi 
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Şekil 5.7. (APS-2PIn-Sch) polimerlerinin TGA eğrisi 

 

5.1.2. Schiff Bazı-Ni(II) takılı polimer, (APS-2PIn-Sch-Ni) 

           [C24H22N2(C8H8)38 ONiCl2] 

 

Önerilen yapıyı destekleyen analiz değerlendirmeleri aşağıda maddeler halinde 

belirtilmiştir:  

N CH NH

Ni
Cl

OH2

ClPS

 

 
Şekil 5. 8. Schiff Bazı-Ni(II) takılı polimer 

 

1- (APS-2PIn-Sch-Ni) kompleksinin, kütlece moleküler kütle (Mw) değeri 7965 

olarak belirlendi.  
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2- Element analizine göre, bulunan ve hesaplanan değerlerin önerilen yapı için 

uyumlu olduğu görüldü. 

 

Çizelge 5.4. (APS-2PIn-Sch-Ni) Schiff bazı-Ni(II) kompleksinin fiziksel özellikleri 
ve analitik verileri 

 
   Bileşik                                                                     Bulunan (Hesaplanan) % 

Gösterim                      Önerilen Yapı                         C          H         N        M 

(Mw)  

   Renk 

 

(APS-2PIn-Sch-Ni)  [C24H22N2(C8H8)72 ONiCl2]     91.63     7.32     0.35     0.61      açık yeşil 

7965                                                                        (90.31)   (7.50)   (0.35)  (0,73)           

 

3- Tekrarlanan birim içerisindeki N’un kütlesinin % 0,35 olarak bulunması, ayrıca 

Ni(II) yüzdesinin önerilen yapı ile bulunan değerlerle aynı olduğu görülmüştür. ICP-

MS analiz sonuçlarına göre 0,11 mmol/1 g Ni(II) yüklü olup, % 0,61 olarak 

bulunması düşünülen yapının mümkün olabileceğini göstermektedir. 

 

4- (APS–2PIn-Sch–Ni)’e ait, 2964 cm-1, 2871 cm-1’de bulunan titreşim bandlarının 

sırasıyla υ(CH2)asimetrik,  υ(CH2)simetrik titreşim bandlarına karşılık geldiği söylenebilir. 

FTIR spektrumunda (Şekil 5.1) 2-Fenilindol-3-karboksaldehitin katılımı sonucunda 

2964 cm-1, 2871 cm-1’deki titreşim bantlarının yanı sıra 3005 cm-1 ve 3111 cm-1 deki 

titreşim bantlarının aldehitteki aromatik –CH grubuna ait titreşim bandlarına karşılık 

geldiği söylenebilir.  

 

Çizelge 5.5. (APS-2PIn-Sch-Ni) Schiff bazının önemli FTIR ve UV-GB Spektrum 
Değerleri 

 
Bileşik                        υ(CH2)as,s       υ(MN) 

                                   υ(CH)arom       υ(CH=N) 

λmax, (Absorbans) 

 

(APS–2PIn-Sch–Ni)    2964, 2871    410 

                                     3005, 3111    1571   

 

416 (0,32), 620 (0,268), 693 (0,201) 
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Ayrıca kompleksleşme sonucunda (APS-2PIn-Sch) polimerinde görülen 1587 

cm1’deki titreşim bandının 1571 cm-1’e kayması kompleksleşmenin olduğunun bir 

kanıtı olarak bakılabilir. Şekil 5.8’de verildiği gibi, komplesleşme sonucunda 410 

cm-1 deki yeni bir bandın Ni(II)-N bağ oluşumuna karşılık geldiği söylenebilir.  

 

5- (APS-2PIn-Sch-Ni) koordinasyon polimerinin DMF çözücüsünde alınan UV-GB 

spektrum bandları diğer polimere göre farklı dalga boylarında geçişlerin olduğu Şekil 

5.9’da görülmektedir. (APS-2PIn-Sch-Ni) koordinasyon polimerinde ise ortaya çıkan 

416 nm deki bandın M→L ait yük transfer geçişine karşılık olduğu, 693 nm ve 620 

nm’de ki iki yeni bandların, metalin d-d geçişlerine karşılık geldiği ve yalancı 

tetrahedral bir yapı gösterebileceği yorumu yapılabilir. 

 

 

 
Şekil 5.9. (APS-2PIn-Sch-Ni) polimerine ait UV-GB Spektrumu 

 

6- Magnetik duyarlılık ölçüm sonucunda, Ni içeren polimerin magnetik duyarlılığın 

3,8 BM’ nuna sahip bir değeri göstermesi tetrahedral yapıda bir geometrik yapının 

olabileceği şeklinde yorumlanabilir. 
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7- (APS-2PIn-Sch-Ni) polimerinin Termal Analiz (TGA)’leri diğer polimerler ile 

karşılaştırıldığında, benzer bir şekide tek basamakta bozunmanın olduğu söylenebilir 

(Şekil 5.10). Çizelge 5.6.’daki tabloda gösteridiği gibi (APS-2PIn-Sch-Ni)’in termal 

analiz spektrumunda bozunma sıcaklığının diğer polimerler göre düştüğü 

görülmektedir. Bu durum, koordinasyonun oluşması ile polimerin kararlılığında bir 

azalma olduğu yorumu ile açıklanabilir. 

 

 

 
Şekil 5.10. (APS-2PIn-Sch-Ni) polimerlerinin TGA eğrisi 

 

 

Çizelge 5.6. (APS-2PIn-Sch-Ni)’in termal analiz değerleri  

 
*Termal Bozunma Sıcaklığı 

Gösterim 
Ti          T1/2         Tmax         Tf 

600oC deki kalıntı 

(wt%) 

(APS–2PIn-Sch–Ni)         389       405         407         423                    2,1                

 
*T i: İlk bozunma sıcaklığı, Tmax: Maksimum bozunma sıcaklığı 
  Tf: Son bozunma sıcaklığı, Td(1/2): Yarı bozunma sıcaklığı 
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5.2. Kovalent Bağlanma Yöntemiyle İmmobilize Edilen ββββ-galaktosidazın 

Aktifli ğine pH Etkisi  

 

Serbest ve modifiye polimerler kullanılarak kovalent bağlanma yöntemiyle 

immobilize edilen β-galaktosidazın aktifliğine pH etkisini incelemek amacı ile 

Bölüm 4.4.3’de anlatılan koşullarda gerçekleştirilen reaksiyonlara ait maksimum 

aktiflik değerlerinin pH ile değişimi şekil 5.10’ de verildi. Serbest β-galaktosidaz 

enzimi ve kovalent bağlanma yöntemiyle immobilize edilen β-galaktosidaz enzimi 

için optimum pH değerleri değişmedi ve 4,0 olarak bulundu.  
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Şekil 5.11. Serbest ve polimerlere kovalent bağlanma yöntemiyle immobilize edilen 

β-galaktosidazın maksimum aktifliğinin pH ile değişimi 
 

Enzimler protein yapısındaki moleküller olduklarından katalitik aktiflikleri çevre 

koşullarından önemli ölçüde etkilenmektedir. Bu koşullardan biri de ortamın pH 

sıdır. Biyokimyasal tepkimeler invivo koşullarda gerçekleştiğinden pH, enzimin yük 

durumunu, dolayısıyla da aktivitesini etkiler [29]. 

 
pH, sulu çözelti ortamlarında enzimatik aktiviteleri değiştirmede etkili olan önemli 

parametrelerden birisidir [37]. Bir enzimin immobilizasyonu, farklı pH larda 
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gerçekleştiğinde enzimin yapısında konformasyonel değişikler meydana gelmektedir. 

Maksimum enzim aktivitesinin optimum koşulları serbest ve immobilize enzim için 

destek materyaline, immobilizasyon metoduna, aktivasyon metoduna v.b. nedenlere 

bağlı olarak değişir [38]. Serbest ve immobilize enzimin ortamları farklı olduğu için 

pH da asidik veya bazik bölgelere doğru değişmelerin olması normaldir [39]. Ama 

bu yapılan çalışmamızda pH da herhangi değişim olmamıştır. 

 

 5.3. Kovalent Bağlanma Yöntemiyle İmmobilize Edilen ββββ-galaktosidazın 

Aktifli ğine Sıcaklığın Etkisi  

 

Kovalent bağlanma yöntemiyle modifiye polimerlere immobilize edilen β-

galaktosidazın aktifliğine sıcaklığın etkisini incelemek amacı ile Bölüm 4.4.3’de 

anlatılan koşullarında gerçekleştirilen reaksiyonlara ait maksimum aktiflik 

değerlerinin sıcaklık ile değişiminden elde edilen sonuçlar Şekil 5.12’ de verildi.  
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Şekil 5.12. Serbest ve polimerlere kovalent bağlanma yöntemiyle immobilize edilen 

β-galaktosidazın maksimum aktifliğinin sıcaklıkla değişimi 
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Serbest β-galaktosidaz için optimum sıcaklık değeri 30 °C, APS ve APS-2PIn-Sch-

Ni için 35 °C  ve APS-2PIn-Sch için 40 °C olarak bulundu.  

 

İmmobilize β-galaktosidazın optimum sıcaklığı serbest β-galaktosidazdan daha 

yüksek bulunmuştur. Çünkü enzim ve polimer arasındaki düşük etkileşim, enzim 

hareketi üzerindeki konformasyonel sınırlamalar yaratır. Benzer gözlemler 

literatürlerde rapor edilmiştir [40]. Optimum sıcaklıktaki artış, enzimin polimere 

kovalent bağlanması sonucu enzimde meydana gelen konformasyonel değişimden 

kaynaklanmış olabilir.  

 

5.4. Aktifli ğe Substrat Derişiminin Etkisi 

 

Enzim-substrat (ES) reaksiyonu aşağıda gösterildiği gibidir.  

 

E + S ES E + U
..k -1

k
1

k 2

 

 

Bu eşitlikte E; Enzim, S; Substrat, ES; Enzim-substrat kompleksi, Ü; Ürünü gösterir. 

 

Enzim reaksiyon hızı Michaelis-Menten Eşitli ği ile verilir. 

 

SK

SV
V

m

mak

+
=

.
                                                                                                      (5.1) 

 

Michaelis-Menten Eşitli ğinin düzenlenmesi ile Lineweaver-Burk bağıntısı elde 

edilir. 

 

makmak

m

VSV
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1 +=                                                                                        (5.2) 
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Bu eşitliklerde; V; Başlangıç hızı, Vmak; Maksimum hızı, Km; Michaelis-Menten 

sabiti, S; substrat derişimi olarak belirtilir. 

 
İmmobilizasyon sırasında enzim proteinindeki konformasyonel değişiklikler, sterik 

etkiler, mikroçevre etkileri ve difüzyon etkileri farklılaştığı için, immobilize 

enzimlerin kinetik davranışlarının incelenmesi ve kinetik sabitlerin tayin edilmesi 

gerekli olduğu gibi, serbest enzimle de kıyaslanması gereklidir [29]. 

 

5.4.1. Kovalent bağlanma yöntemiyle immobilize edilen β-galaktosidazın 

aktifli ğine substrat derişiminin etkisi 

 
Serbest ve kovalent bağlanma yöntemiyle immobilize edilen β-galaktosidazın 

aktifliğine substrat derişiminin etkisini araştırmak amacıyla çeşitli derişimlerde 

substrat çözeltileri hazırlanmış ve Bölüm 4.4.3’de anlatılan reaksiyon 

gerçekleştirildi. Reaksiyonlardan ve kalibrasyon grafiğinden elde edilen eğimler 

yardımıyla hesaplanan reaksiyon hızları ile çizilen Lineweaver-Burk grafiği Şekil 

5.13’de verildi.  
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Şekil 5.13. Polimerlere kovalent bağlanma yöntemiyle immobilize edilen β-

galaktosidaza ait Lineweaver- Burk grafiği 
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Grafikten yararlanarak Km ve Vmak değerleri hesaplandı ve Çizelge 5.7’de verildi.  

Kovalent bağlanma yöntemiyle immobilize edilen sistemlerde difüzyonel etkiler 

sebebiyle Km ve Vmak değerlerinde değişiklikler gözlendi. 

 

Çizelge 5.7. Serbest ve polimerlere kovalent bağlanma yöntemiyle immobilize edilen               
β-galaktosidazın kinetik parametreleri 

 
Destek  Km (mM) Vmak (mM.dak-1) 

Serbest β-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 

 

İmmobilizasyonla Km değerlerinin değiştiği gözlenmiştir. Substrat ve polimerik 

destek arasındaki etkileşmeyle, substrat-enzim kompleks oluşum ihtimalini düşüren 

enzimdeki yapısal değişikliklerle, sterik etkilerle, diffüzyonel sınırlamalarla Km 

değişebilir ve genellikle immobilizasyonla Km değerlerinde artma gözlenebilir 

[41,42].   Yapılan bu çalışmada, serbest enzime oranla, Km değerinde artış (APS) ve 

(APS–2PIn-Sch–Ni) desteklerine immobilize edildiğinde görülmüştür. Km, enzimler 

için birer parmak izidir ve enzimlerin substratlarına karşı ilgilerini ifade eden bir 

parametredir. Düşük Km değerleri enzimin substrata karşı yüksek ilgisini ifade eder. 

Çalışılan polimerlerden (APS–2PIn-Sch) desteğine immobilizasyon sonucunda, 

serbest enzime oranla Km değerinde düşüş olmuştur. Dolayısıyla Schiff bazı ile 

sonlandırılan polimere yapılan immobilizasyonda enzim, substrata daha fazla ilgi 

göstermiştir yorumu yapılabilir.  

 

Bir enzim herhangi bir desteğe immobilize edildiğinde serbest enzimden değişik 

kinetik davranışlar göstermesinin farklı nedenleri vardır. Bu nedenlerden ilki, 

immobilizasyon sonucu enzim molekülünde meydana gelen konformasyonel 

değişimler olabilir. İkinci olarak, enzim, immobilize olduğunda, serbest halde iken 

bulunduğu çevreden farklı bir ortama girdiği için, bu durum kinetik parametreleri 

değiştirmede oldukça etkili bir sebeptir. Sonuncu olarak ise, immobilizasyon 
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bitiminde çözelti ve destek arasında bir substrat bölünmesi (ayrılması) meydana 

gelir, dolayısıyla enzim etrafındaki substrat konsantrasyonu ana çözeltinin 

konsantrasyonundan önemli derecede farklılık gösterir [42].    

 

5.5. Kovalent Bağlanma Yöntemiyle İmmobilize Edilen ββββ-galaktosidazın 

Depolama Kararlılığı 

 

Serbest ve kovalent bağlanma yöntemiyle immobilize edilen β-galaktosidazın 

depolama kararlılığı Bölüm 4.4.3’de açıklandığı gibi gerçekleştirildi. Bu çalışmanın 

sonuçları şöyle açıklanabilir; Serbest enzim 30. gün sonunda aktifli ğinin % 10’ unu 

korurken, 90. gün sonunda kovalent bağlanma yöntemiyle (APS), (APS–2PIn-Ald) 

ve (APS–2PIn-Ald–Ni)’ e immobilize edilen enzimler sırasıyla aktifliklerini yaklaşık 

% 94, % 98 ve % 99 oranında koruduğu belirlendi. Polimer ve modifiye polimerlerin 

depolama kararlılık aktiviteleri oldukça yüksek bulunmuştur, özellikle de (APS–

2PIn-Ald–Ni) için. Bu durum, modifiye polimer desteklerin, immobilize enzimlere 

yüksek konformasyonel kararlılık sağlamış olması gerektiği ile açıklanabilir [40].    

 

Depolama kararlılığı enzimin saklama koşullarına bağlı bir parametredir. Genellikle 

suda çözünmez enzim preparatları ya kuru olarak steril petri kaplarında ya da tampon 

çözeltilerin içinde süspansiyon şeklinde 4 °C de saklanabilir [29]. Kovalent 

bağlanma ve hapsetme yöntemleriyle immobilize edilen β-Galaktosidaz enzimi 4 °C 

de BR tamponu içerisinde saklandığında enzimin aktifliğini uzun süre koruduğu 

gözlenmiştir.  

 

Enzimatik aktifliğin, enzimlerin immobilizasyonu sonunda artmasının normal bir 

durum olduğu belirtilmektedir. Bu durum enzimin o koşullarda sahip olduğu yapısal 

formundan kaynaklandığı düşünülebilir [29]. 

 

 

 



 
 

44 

5.6. Kovalent Bağlanma Yöntemiyle İmmobilize Edilen ββββ-galaktosidazın 

Aktifli ğinin Tekrar Kullanım ile De ğişimi 

 

İmmobilize enzimlerin aktifliklerini etkileyen bir parametrede bunların bir çok kez 

ve uzun süre kullanılabilmeleridir. Bu amaçla Bölüm 4.4.3’de açıklandığı gibi 

yapılan denemelerle, immobilize enzimlerin tekrar kullanılabilirliği araştırıldı. Bir 

gün içinde aynı immobilize enzim ile en fazla 21 kez çalışılabildi.  

 

Çalışmamızın bu kısmında, immobilize edilen enzimlerin tekrar kullanılabilirliğini 

incelemek amacı ile pH 4’ de ve 30 ºC de Bölüm 4.4.3’de verilen yöntem ile 

aktiflikler tayin edildi.  

 

(APS) için 16. kullanımından sonra aktifliğinin yaklaşık % 30’unu koruduğu 

gözlenmiştir. 21. kullanımından sonra (APS–2PIn-Sch)’e immobilize olmuş enzim 

aktifliğinin yaklaşık % 68’ ini muhafaza ettiği, 11. kullanımdan sonra ise (APS–

2PIn-Sch–Ni) e immobilize olmuş enzim aktifliğinin yaklaşık %37’ sini koruduğu 

belirlenmiştir. Kovalent bağla β-Galaktosidaz immobilize edilmiş bu üç polimerik 

yapı karşılaştırıldığında, (APS–2PIn-Sch)’in tekrar kullanım için daha ümit vadedici 

olduğu görülmektedir.  

 

5.7. SEM Analizi 

 

(APS), (APS–2PIn-Sch) ve (APS–2PIn-Sch-Ni) polimerleri üzerine immobilizasyon 

uygulaması yapıldığında, bu polimerlerin yüzey morfolojisin de değişiklik olduğu 

SEM fotoğraflarından görülmektedir (Şekil 5.14).  İmmobilize olan polimerlerin 

yüzeylerinin ağımsı şekline büründüğü, buna karşılık immobilize uygulamasının 

yapılmadığı polimerin yüzeyinin düzgün formatta kaldığı görülmektedir. 
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                 (a)                                           (b) 

                                                                                                         
Şekil 5.14. SEM fotoğrafları  
         (a) İmmobilize (APS)   (b) (APS) 
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6. SONUÇLARIN DEĞERLENDİRİLMESİ 

 

Bu çalışmada, β-galaktosidaz enziminin serbest haldeki aktivitesine ve polisitiren 

destekli –NH2, -CH=N׃, ve –CH=N׃ → Ni(II) gruplarına β-galaktosidaz enziminin 

immobilize edilmesi sonucundaki aktivitesine etki eden çeşitli parametreler 

incelenmiştir.  

 

Elde edilen sonuçlar ve yorumlar aşağıdaki gibi özetlenebilir. 

 

1- Serbest β-galaktosidaz için ve kovalent bağlanma yöntemi ile immobilize edilen 

β-galaktosidaz enzimleri için optimum pH değerleri değişmedi ve 4,0 olarak 

bulundu.  

 

2- Serbest β-galaktosidaz için optimum sıcaklık 30º C olarak bulunmuştur. Kovalent 

bağlanma yöntemi ile immobilize edilen β-galaktosidaz enzimleri için optimum 

sıcaklık değerleri 35 ve 40 ºC’ye kaydı. Optimum sıcaklıktaki artışın, enzimin 

polimere bağlanması sonucunda, meydana gelen konformasyonel değişimden 

kaynaklanmış olabileceği düşünüldü (Şekil 6.1). 

 

3- Serbest β-galaktosidaz için Km değeri 0,343 mM olarak bulundu. Kovalent 

bağlanma yöntemi ile immobilize edilen β-galaktosidaz enzimleri için Km değerleri 

(APS) için 0,681 mM, (APS–2PIn-Sch) için 0,0363 mM  ve (APS–2PIn-Sch-Ni) için 

0,380 mM olarak hesaplandı. (APS) için Km değerinin diğerlerine göre büyük 

olmasının nedeni olarak (APS) polimeri ile enzim arasında bir amid bağının 

meydana gelmiş olabileceğinden kaynaklanabilir (Şekil 6.1. a). 

 

4- Serbest β-galaktosidaz için Vmak değeri 0,0259 mM.dak-1, kovalent bağlanma 

yöntemi ile immobilize edilen β-galaktosidaz enzimleri için ise Vmak değerleri 0,0716 

mM.dak-1, 0,0185 mM.dak-1 ve 0,0718 mM.dak-1 olarak hesaplanmıştır. 
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5- Serbest β-galaktosidaz 60 dakikada aktifliğinin (45ºC) yaklaşık % 20 sini korudu. 

Kovalent bağlanma yöntemiyle immobilize edilen β-galaktosidaz enzimleri 110-210 

dakikada aktifliklerini yaklaşık %36 - %69 arasında koruduğu gözlendi. (APS–2PIn-

Sch) için aktifliğinin diğerlerinden daha büyük korunmasının nedeni olarak, enzim 

ve polimer arasındaki muhtemel bir hidrojen bağından kaynaklanmış olabileceği 

söylenebilir (Şekil 6.1. b) 

 

6- İmmobilize enzimlerin tekrar kullanılabilirlikleri (APS–2PIn-Sch) Termal 

Gravimetrik Analiz ile değerlendirildiğinde (APS–2PIn-Sch)’nın aktifliği ile uyumlu 

olduğu görüldü. TGA eğrisindeki başlangıç bozunma sıcaklığı büyük olan polimerin 

(APS–2PIn-Sch), enzimin tekrar kullanılabilirliğinde etkili olabileceği söylenebilir.  

 

7- (APS–2PIn-Ald–Ni)’e immobilize edilen enzimin depolama kararlılık aktivitesi 

(APS) ve (APS–2PIn-Sch)’e immobilize edilen enzimin depolama kararlılık 

aktivitelerinden daha büyük olması, enzimin Ni(II) iyonu ile koordine bağ 

oluşturmasından kaynaklanabileceği yorumu yapılabilir (Şekil 6.1.c). 
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Şekil 6.1. Ön görülen enzim-polimer etkileşimleri 
     (a) (APS)-enzim arasında amid bağı oluşumu   
                (b) (APS–2PIn-Sch)-enzim arasındaki muhtemel hidrojen bağı 
                (c) Enzimin Ni(II) iyonu ile koordine bağ oluşumu 
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