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OZET

Bu ¢aligmada; dogal bir polimer olan ¢itosan ile ferrosenkarboksaldehit arasindaki katilma-
ayrilma tepkimesi sonucunda Schiff bazi olusarak, ferrosenkarboksaldehit citosana
baglanmistir (CS-Fc-ald). Sentezlenen ferrosenkarboksaldehit katkili ¢itosanin yapisi FT-
IR, kat1 13C-NMR, elementel analizi (C,H,N), SEM/EDX ve TGA ile aydinlatilmistir. Ayrica
zeta potansiyel Ol¢iim cihazi ile pargacik boyut analizi, dort nokta iletkenlik Sl¢iim teknigi
ile kat1 hal iletkenlik 6l¢iim degerleri belirlenmistir. Daha sonra, sentezlenen (CS-Fc-ald)’e
lipaz ve pepsin enzimlerinin immobilize edilmesi ile (CS-Fc-ald-Lip, CS-Fc-ald-Pep)
hazirlanan immobilize desteklerin ayr1 ayri ve bir aradayken olusan ¢ift enzim (CS-Fc-ald-
Lip+CS-Fc-ald-Pep)’lerin optimum pH, optimum sicaklik, tekrar kullanim sayisi, depolama
kararlilig1 ve kinetik parametreleri belirlenmistir. immobilize lipaz ve immobilize pepsinin
optimum pH'lart sirasiyla; 9 ve 4, optimum sicakliklar1 sirastyla; 50°C ve 60°C olarak
bulunmustur. Cift enzim immobilizasyon caligmasinda optimum pH ve sicakliklarda
degisiklikler gozlenmemistir. Serbest lipaz ve serbest pepsin enzimlerinin Km/Vmax oranlari
sirastyla; 0,0071 ve 0,1129 iken, cift enzim immobilizasyonundaki lipazin ve pepsinin
Km/Vmax oranlart sirasiyla; 0,0847 ve 0,4666 olarak belirlenmistir.
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ABSTRACT

In this study; as a result of the condensation reaction between chitosan, which is a natural
polymer, and ferrocenecarboxaldehyde, Schiff base has been formed and
ferrocenecarboxaldehyde is attached to chitosan (CS-Fc-ald). Ferrocene attached chitosan is
characterized by means of FT-IR, solid 3C-NMR, elemental analysis (C, H, N), SEM /EDX,
TGA. Furthermore, the particle size and size distribution are determined by ZetaSizer. Solid
state conductivity measurement values were determined with four point conductivity
measurement technique. Later, lipase and pepsin enzymes were immobilized to the
synthesized (CS-Fc-ald). The optimum pH, optimum temperature, reuse number, storage
stability and kinetic parameters of the immobilized enzymes were determined both
separately (CS-Fc-ald-Lip, CS-Fc-ald-Pep) and together (CS-Fc-ald-Lip+CS-Fc-ald-Pep).
The optimum pH values of immobilized lipase and immobilized pepsin are; 9 and 4, and
optimum temperatures; it was found as 50 °C and 60 °C. Changes in optimum pH and
temperatures in the double enzyme immobilization study were not observed. Km/Vmax ratios
of free lipase and free pepsin enzymes are; While 0.0071 and 0.1129, the Km/Vmax ratios of
lipase and pepsin in double enzyme immobilization, respectively; It has been determined as
0.0847 and 0.4666.
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1. GIRIS

Citosan, p-(1-4)-D-glukozamin ve N-asetil-D-glukozaminden olusan lineer bir
aminopolisakkarittir. Citosan yapisinda serbest amino gruplarinin bulunmasi, onun fiziksel
ve kimyasal 6zelliginin temelini olusturmaktadir. Citosan biyo-uyumlu, biyobozunur ve
toksik olmayan biyopolimerdir [1]. Ayrica antimikrobiyal ve nemlendirici madde olma
ozelligine de sahiptir [2]. Citosana dogrudan takili metal iyonlar1 yerine, Schiff bazi ile
koordine olmus metallerin takili olmasi durumunda ¢itosanin daha iyi bir aktivite gosterdigi
belirlenmistir [3,4]. Bu nedenle ¢itosana ¢esitli metal iyonlarinin takilarak degisik uygulama

alanlarina (saglik ve teknoloji) katki sagladig1 kaynaklarca goriilmektedir.

Ferrosen ve tiirevlerinin degisik redoks sistemlerinde ve toksik olmayan ila¢ tasariminda
kullanilmaya baslanmasi nedeniyle son otuz yilin 6nemli bilesikleri arasina girmistir. 2007
yilindan itibaren ferrosen ve tiirevlerinin ¢itosana takilmasi sonucunda elde edilen makro
molekiiler yapilarin katalitik, sensdr, immobilizasyon ve ila¢ salimi gibi arastirma

alanlarinda kullanildig: goriilmektedir [5-7].

Enzim immobilizasyonunun, enzimin bir destege fiziksel ya da kimyasal olarak baglanmasi
sonucunda  hapsedilmesi; enzimlerin  ¢aligabilirliginin  ve  tekrarlanabilirliginin
gelistirilmesinde Onemli bir strateji oldugu bilinmektedir [9-12]. Cilinkii enzim

immobilizasyonu, serbest enzimlere gore daha biiyiik iglevsel kararlilik gostermektedir.

Glinlimiizde, ¢oklu enzim immobilizasyonu lizerine olan arastirmalarin 6nem kazanmaya
basladig1 goriilmektedir. Ciinkii, birbirini takip eden enzimatik reaksiyonlarin daha kisa
stirede olusumunu saglamak miimkiindiir. Ayrica ¢oklu enzim immobilizasyonu ile, daha az

atik, ¢oziicli ve kimyasal maddelerin kullanimi s6z konusu olmaktadir.

Sunulan tez, ¢oklu (ikili) enzim immobilizasyonunun uygulamasi {iizerine olup, Once
ferrosen katkili ¢itosan sentezlenmistir. Ferrosenkarboksaldehit (Fc-ald) katkili ¢itosanin
kapsamli bir karakterizasyonundan sonra immobilize edilmis ¢ift enzim (lipaz ve pepsin)’in

optimum sartlar1 belirlenmistir.

Sentezlenen ferrosenkarboksaldehit (Fc-ald) katkili gitosanin yapisi FT-IR, kat1 *C-NMR,
elementel analizi (C,H,N), SEM/EDX ve TGA ile aydinlatilmistir. Ayrica dort nokta teknigi



ile iletkenlik 6l¢imii ve iletkenlik 6zelligi, zeta potansiyel 6l¢iim cihazi ile de pargacik
boyutu analizi yapilmigtir. Serbest ve ¢ift immobilize enzimin aktifligine etki eden pH,
sicaklik, substrat konsantrasyonu, depolama siiresi gibi parametrelerin etkisi incelenmis

olup, ¢ift immobilize enzimin tekrar kullanilabilirligi arastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Citosan ve Ozellikleri

Kitin selillozdan sonra dogada en fazla bulunan ikinci polisakkarit olup, alkali
deasetilasyonundan ¢itosan elde edilir (Sekil 2.1-a). Citosan, seliillozunkine ¢ok benzeyen
bir yap1 olan rastgele dagilmis B-(1-4) bagli D-glukozamin (deasetilatli birim) (Sekil 2.1-b)

ve N-asetil-D-glukozamin (asetilat birimi) den olusan bir dogrusal polisakkarittir.

Citosan, amin ve hidroksil gruplarina bagl olarak inter-molekiiler ve intra-molekiiler arasi
hidrojen bag1 olusturur; bu nedenle sert bir kristal yapiya sahiptir. Citosan, ana zincirindeki
bol primer amino grubu nedeniyle biyoaktivite 6zellik gosterir. Bu nedenle, ¢itosan ilag ve /
veya gen dagitimi gibi biyomedikal alanlara ve su aritma (6rnegin zararl alg kontrolii), agir

metallerin uzaklastirilmasi gibi endiistriyel alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir [1-3].

CH;
I OH 0 ] o
NH O o
0 ' : NH
WO\ O HOT © 0 '
" T, D ‘_D Hlj' l-::;j G
NH e o
0 OH k. OH
CH . I
a) Kitin b) Citosan

Sekil 2.1. Kitin (a) ve ¢itosanin (b) kimyasal yapisi

Citosanin antibakteriyel ve antioksidan ozelliklerinden tiiretilen belirgin biyomedikal
uygulamalarin yani sira, demir, bakir, kadmiyum veya magnezyum iyonlari i¢in segici selat
yapici 6zellige sahip oldugu belirlenmistir, bu nedenle bu 6zellikleri dikkate alindiginda

birgok baska uygulama alanlarina uygulamasi gelistirilebilir.

CS ¢oziiniirliik 6zelligi , film olusturma, nano lif hazirlama, hidrojel veya macun gibi birgok
farkli formda hazirlanabilmesini saglar, bununla birlikte ¢oziinmemis toz formundaki

citosanin bazi alanlarda kullanildig1 goriilmiistiir [4,5].



2.1.1. Citosan iizerine uygulamalar

CS, biyomedikal, kozmetik, kagit yapimi, atik su aritimi, tarim veya ila¢ uygulamalar1 gibi
cok cesitli endistriyel alanlarda kullanilmaktadir. Toksik olmayan ve iltihaba neden
olabilecek pargalanma {riinlerini olusturmayan CS’in  biyouyumlu ve kontrollii

biyobozunurluktan dolayi ¢esitli biyomedikal uygulamalara imkan saglar.

Ayrica kendine 6zgii, antimikrobiyal 6zelligi ve biyolojik olarak emilebilir yapisi nedeniyle
CS, kontrollii ilag salimi, yara sarg1 bezi, kan pihtilastiricisi, kemik yenilenmesi gibi alanlar

icin genig bir uygulama yelpazesine sahiptir.

Citosana yiiklenmis etkin maddenin kontrollii ilag salim1 veya tabletinin agizdan alim1 kismi
bozunma nedeniyle ilagtaki etkinliginin azalmamasi ya da toksik ila¢ seviyesinin
olusmamas1 nedeniyle ©Onemli bir avantaj saglar. CS’mn ilag salmim islevlerinde
kullanilmasini ideal kilan 6zelligi; hidrofilik karakteri, mukoadezyon kuvveti, niifuz etme
kabiliyetidir [6,7].

Yara iyilesmesi, doku biitiinliigii bozulmus tabakalarin uzaklastirilmasi ya da degistirilmesi
seklinde olan dinamik ve karmasik bir islemdir. Bu siiregte yaradaki enfeksiyonun dnlenmesi
onemlidir. CS'tn antibakteriyel aktivitesi sayesinde yara iyilestirme i¢in hazirlanan yara sargi
bezinin kullanilmasi (hemostatik aktivite) yoniinden uygun bir malzeme olmasi 6nemli bir
avantajdir [8]. V.K.H. Bui ve arkadaslar1 yara iyilestirmede kullanilan ZnO, TiO2 ve Ag
nanopartikiillerini CS ile kombine ederek, bu partikiillerin antimikrobiyal 6zelliklerini

arttirmiglardir [9].

Atiksu aritimi1 konusunda ¢esitli arastirmalarin yapildig1 kaynaklarca goriilmektedir [10].
Yiiksek igerikli amino gruplari sayesinde, organik ve inorganik Kirleticileri adsorbe edebilen
CS, biyolojik ortama uyumlu olmasi nedeniyle ¢evre dostu olan bir polisakkarittir.
Endiistriyel atik sularindan agir metal iyonlarmin uzaklastirilmasi iizerine ¢alisma yapan
M.A. Badawi ve arkadaslar1 tannik asit ile CS’1 modifiye etmislerdir. Bu arastirmalarinda
agir metaller sinifindan aliiminyum ve kursunun verimli olarak ortamdan uzaklastirdiklarini
ve bunun icin en uygun pH’nin 6 oldugunu ifade etmislerdir. Kursunun Pb(OH)s*",

aliminyumun ise [AI(OH)4] ™ yapisinda uzaklastirildigini belirtmiglerdir [11].


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813017301642#!

Pb?* + OH — Pb(OH)4* (Alkali ortami)
AP + OH — [AI(OH)4]" (Alkali ortami)

Tarimsal tretimdeki sorunlar1 ¢ozmek icin (biyolojik ¢esitlilige hasar, dogal ve tarimsal
sistemlere verilen zarar ve halk saglhigi endiseleri gibi..), bitki koruma {iriinlerinin
kullanilmas1 gerekmektedir. Cevre dostu pestisitlerin kullanilmasi: énemlidir. Kaliteli bir
dretim i¢in kullanilan tarimsal miicadelede CS’in kullanilmasinin tavsiye edildigi
goriilmektedir. Ornegin, 2013 yilinda A.Y. Mansilla ve arkadaslar1 domates yapraklari
iizerine Pto DC3000 bilesigi ve CS ile dort farkli kosullarda (Sekil 2.2) muamele ederek
meydana gelen degisiklikleri sekildeki gibi gozlemlemislerdir. Aragtirmacilar CS’in gevre

dostu bir pestisit olabilecegini ifade etmislerdir.

- Pto DC3000 + Pto DC3000

{4
(R

Sekil 2.2. Citosanin Pto DC3000’¢ kars1 domates fidelerinde bakteriyel yerlesmesi

- Citosan

+ Citosan

Aktif gida ambalajlama, gidanin kalite ve giivenilirligini siirdiirmek, raf dmriinii uzatmak
icin gelistirilen yeni bir gida ambalajlama yontemidir. Bu yoOntemde, genellikle
antimikrobiyal, antioksidan o6zellikli film ve kaplamalarin kullanildigi materyaller
kullanilmaktadir [12]. Aktif gida ambalajinda, ambalajlanan gida c¢evresiyle pozitif
etkilesime girdiginden tazelik ve raf omrii agisindan geleneksel ambalajlamaya gore daha
etkilidir [13].

|. Leceta ve arkadaslari, esneklestirici olarak gliseroliin kullanildig: ve agirlik¢a % 1 asetik

asit ¢ozeltisi i¢inde ¢oziinen % 1°lik CS hazirlayarak bebek havuclar iizerine arastirma



yapmislardir. Modifiye atmosfer paketleme (gidanin ¢evresindeki atmosferi degistirmek)
yontemini kullanan arastirmacilar, CS ile kaplanan bebek havuglarinin renk, koku, tat ve

goriinlim acisindan daha iy1 korundugunu belirtmislerdir [ 14].

Deniz kokenli ve antimikrobiyal 6zelligi olan CS kozmetik sektdrlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir [15]. Giines 1s1nlarindan zarar gormiis cilt tedavisi iizerine aragtirma yapan
R. Morsy ve arkadaslari, CS igerikli jel yapida (CS-hidroksiapatit) olan polimer matriksi
hazirlamislardir. Bunun i¢in gilines 1sinindan zarar goérmiis 110 farkli hastadan alinan cilt
orneklerini CS igerikli jelden olusan bandaja muamele etmislerdir. Bu bandajin birgok ilaca
direngli olan Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa

gibi patojenlere kars iyilestirmede %64 civarinda basarili oldugunu belirtmislerdir [16].

Resim 2.1. Calisilan bakterilerin (Staphylococcus aureus-a; Klebsiella pneumoniae-b;
ve Pseudomonas aeruginosa-c) yapisal degisikligini gosteren TEM goriintiisii

CS, kagit endistrisinde ( kagit yapim siirecinin ve 6zelliklerinin gelistirilmesi) yaygin olarak
kullanilmaktadir. Gergekten de, CS'in seliilozunkine benzer molekiiler yapisi ve bu

molekiiller aras1 gii¢lii baglarin olusumu kagidin mekanik giiciinii arttirir.

K. Khwaldia ve arkadaslar1 paketlemede kullanilan kagidin mekanik 6zelligini arttirmak i¢in
CS’den faydalanmiglardir. % 12 kazein/CS kaplh kagidin maksimum ¢ekme mukavemeti

testi sonucunda yiiklere dayanma kapasitesinin arttigini ifade etmislerdir [17].



Resim 2.2 a) Kaplanmamis kagit, b) %12 kazein kapl kagit, ¢) %12 kazein/CS kaph
kagidin SEM goriintiisii

Tekstil endiistrisinde kullanilan 6nemli ajanlardan birinin CS oldugu goriilmektedir [18].
Yang ve arkadaslari, CS ile kapli pamuklu kumaslarin yikamaya karsi olan dayanikliligin %
9 oraninda arttigin1 belirtmislerdir [19].

2.2. Ferrosen ve Ozellikleri

Redoks 6zelligine sahip olan ferrosen (Fc), merkezdeki demir iyonunun birbirine zit yonde
bulunan iki siklopentadienil halkalar ile etkilesmis organometalik bilesiktir. Amfifilik bir
bilesik olan Fc, Fe (II) ve Fe (III) arasinda olusan doniisiim ile hidrofobikten hidrofilige veya
hidrofilikten hidrofobige dogru bir degisim gosterirler [20]. Bu nedenle Fc, hem hidrofobik
hem de redoks duyarli sistemlerin tasarlanmasinda kullanilmaktadir [21]. Birgok ferrosenil
tiirevleri, antitlimor ajanlar olarak miikemmel etkilere sahip oldugundan baz1 yeni tiirevleri

halihazirda klinik deneylerde incelenmektedir [22]. Ayrica ferrosenin, pH’ya duyarl 6zelligi



nedeniyle Fc tiirevlerinin bulundugu ilag¢ salinim sistemlerinde kullanimi igin onemli bir

avantaja sahiptir.

Fc’nin kesfinden giiniimiize kadar olan bazi belirgin ¢alismalar asagida kisaca 6zetlenmistir.
1951 yilinda Kealy ve Pauson tarafindan sentezlenmis olup 1952 yilinda Wilkinson,
Woodward tarafindan baglanma ve aromatikligi ile sandvi¢ yapisi kesfedilmistir. 1969
yilinda Yeary tarafindan yapilan bir ¢alismada Fc’nin toksik yapida olmadigi, 1971 yilinda
ise klinik kullanim ig¢in ilk ferrosen igeren ferroseron isimli ilacin onaymnin verildigi

goriilmektedir.

1973 yilinda Nobel Kimya Odiilii, metalosenler {izerine oncii calismalar1 olan Fischer ve
Wilkinson’a verilmistir. Marr ve grubu 1975’te, ferrosenin bir biyoizoster (molekiiler
modifikasyon yontemi) olarak kullanilabilecegini dnermislerdir. Brynes ve meslektaslar
1978 yilinda antikanser aragtirmalarinda ferrosenil tiirevlerinin kullanimi ile ilgili ilk

caligmay1 gergeklestirmislerdir.

1984’te Kopf-Maier ve is arkadaslari, farelerde olusturulmus Ehrlich asit tlimdrleri tizerine
ferrosenyum tuzlarim1 kullandiklarinda basarili bir tedavi gergeklestirmislerdir. Bu
arastirmayi takiben 1990 yilinda Neuse ve Kanzawa isimli arastirmacilar ilag tasariminda

ferrosenil tiirevlerini igeren bir kavram ortaya koymuslardir.

Antikanser ilact olan tamoksifene model olan ferrosifenin kesfi 1996 yilinda olup, 1997°de
Hiroshi ve Masahiro, ferrosenin sitotoksisiteyi indiikleyebilecek hidroksi radikalini
olusturabildigini gostermislerdir. Aym1 yil, sitma tedavisinde ve 2020 yilinin basindan
itibaren corona virlis tedavisinde kullanilan klorokine benzer bir yapida olan ferrokini

kesfetmislerdir.

2003 yilinda klinik deneylerde ferrokinin kullanilmaya baslanmigtir. 1996 yilinda
kesfedilmis olan ve giiniimiizde antikanser ila¢ olarak kullanilan ferrosifenin klinik 6ncesi
degerlendirmelerini hizlandirmak i¢in 2014 yilinda Feroscan isimli bir arastirma sirketi

kurulmustur [23].



2.2.1. Ferrosen ile modifiye edilmis ¢calismalar

1984’den giinlimiize kadar alti dnemli kategoride ferrosen bilesiklerinin kullanildigi ve
degerlendirildigi ¢alismalar yapilmistir. Bunlar; ferrosen tabanli polipirol ve politiyofenler,
ferrosen tabanli siklodekstrinler, ferrosen tabanli polietilenimin, ferrosen tabanli
dendrimerler, ferrosen tabanli polivinilferrosen ve ferrosen tabanli g¢itosan tiirevleri
seklindedir [24]. Polipirol ve politiyofen {izerine olan ¢alismalarda, ferrosenin redoks
ozelliginden faydalanilarak iletken polimerlerin elektronik iletkenligini gelistirmek igin

kullanildig1 goriilmektedir.

Siklodekstrinlerin ¢oziiniirliigli zayif oldugu i¢in Fc’nin kullanilarak ¢oziiniirliige katki
sagladig1 belirtilmektedir. Elektrokimya ¢aligmalarinda kullanilan ferrosen katkili
siklodekstrinlerin (Fc-CD), 6zellikle sensor kullaniminda elektrot yiizeyi ile Fc-CD arasinda
elektron transferinde onemli katki sagladigi goriilmektedir [25]. H.L. Lan ve arkadaslari,
lineer polietilenimin ve dallanmis polietileniminlere ferrosenin takilmasiyla redoks

polimerleri olusturmuslardir [26].

Polimerik materyallerin yeni bir sinifi olan dendrimerler, ¢ok dallanmis genellikle kiiresel
ve Ui¢ boyutlu yapilardir. Son yillarda Fc tabanli PAMAM (Poli amidoamin) dendrimerleri
izerine yaygin arastirmalarin yapildig1 goriilmektedir. Bu aragtirmalarda yine Fc’nin redoks
ozelligi onemli katki saglamaktadir. Fc’nin baslangi¢ noktasi olarak kulanildigi dendritik
yapilarin genis yiizey alanina sahip olmasindan dolay1 ¢esitli sensér ve immobilizasyon
arastirmalarinda kullanildig1 goriilmektedir [27]. Fc’nin aldehit, ¢itosanin NH2 grubu
arasinda olan tepkime sonucunda Schiff bazint NaCNBH3z (sodyumsiyanoborohidrid)
katalizoriinii kullanarak sentezleyen (Sekil 2.3) W. Yang ve arkadaslari, Fc’nin hidrofobik

yapisindan faydalanarak glukoza duyarli elektrot tasarimi i¢in kullanmislardir [28].
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Sekil 2.3. Ferrosen bazli ¢itosanin sentezi
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2.2.2. Ferrosen-citosan-enzim iizerine yapilmis ¢calismalar

D. Yao ve arkadaslari, in vivo olarak iirik asitin yliksek hassasiyet ve se¢icilikte teshis
edilebilmesi i¢in mikrodiyaliz probu hazirlamislardir. Ferrosen hapsedilmis poliiiretan ve
citosandan hazirlanan proba Streptavidin-biotinin immobilize edilmistir. Asagida verilen
tepkimeler zinciri olugturularak kemiliiminesans (kimyasal 1s1ldama) reaksiyonuna dayali
bir algilama sistemini gelistirmisler, teshis sirasinda olusabilecek girisimleri azaltmak i¢in

de ferrosenin kullanildig1 belirtilmistir [29].

Urik asit + Oz + 2H,0 k32, Allantoin (C4HsN4O3) + CO2 + H20;
TCPO (C14H4Cls04)+ H202 + rubren (Ca2Hzs) trietilamin — hv

Giliniimiizde amperometrik enzim bazli biyosensorler, kimyasal ve biyomedikal analiz,
kirlilik izleme, biyoteknoloji, gida ve tarimsal {iriin isleme gibi cesitli teknoloji alanlarinda
kullanilan tmit verici sensorlerdir [30,31]. Bu amagla J.D. Qui ve arkadaslari
ferrosenkarboksaldehiti (Fc-ald) ¢ok duvarli karbon nanotiiplere (MWNTs) baglayabilmek
i¢in etilendiaminden faydalanmiglardir (MWNTs-Fc). Daha sonra (MWNTSs-Fc)’1 ¢itosan ile
kompozitini hazirlayarak yiiksek hassasiyete sahip glukoza duyarli sensor tasarlamiglardir
[32].

C. Sun ve arkadaglar1 2007 yilinda CS-Fc-ald hibritini hazirlarken ferrosenkarboksaldehit
ile alkillendirilmis CS’nin tepkimesinden faydalanmislardir. Boylece yeni redoks 6zellikli
polisakkarit olusturduklarin1 ve immobilizasyon i¢in miikemmel bir matriksin meydana
geldigini ifade etmislerdir. CS-Fc-ald matriksindeki Fc¢ miktarinin belirlenmesi icin 'H-

NMR spektrumundan faydalanmiglardir [28].

2.3. Enzimler

Saglik ve endiistri alaninda kullanilan enzimler, optimum sicaklik ve basingta aktivitesi ve
seciciligi yiiksek (sadece bir iiriin olusturmak gibi) olan faydal katalizorlerdir [33]. Ozellikle
yesil kimya alaninda 6nemli olan enzimler enerji tiiketimini, ¢oziiciilerin kullanimini ve yan
iirlinlerin olusumunu azaltan 6nemli araglardir [34]. Enzimler substratlarini olustururken

optimum 6zelliklere sahiptir.
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Pek cok kez, endiistriyel alana uygun bir biyokatalizorii hazirlamak icin, enzimin
ozelliklerini hedef substratlara gore gelistirmek gerekir. Fakat ¢cogu endiistriyel proseste,
enzimlerin denatiire oldugu yiiksek sicaklik ve pH kosullarda ¢alismay1 gerektirebilir. Bu

durum enzimin aktivitesinin kaybina neden olur.

Enzim ozelliklerini gelistirmek i¢in giiniimiizde mikrobiyoloji (termofilik organizmalarin
kullanimi1, metagenomikler) [35], genetik aletler (sahaya yonelik mutajenez, yonlendirilmis
evrim) [36] ve fizikokimyasal modifikasyonlar (6rn, immobilizasyon) gibi bir¢ok farkli
secenekler vardir [37]. Bu modifikasyonlardan en yaygin olani, enzimin yiizeyini
fizikokimyasal olarak degistirmektir. Boyle bir modifikasyonla enzimin aktifliginin
gelistirilmesi mimkiin olabilir. Hatta susuz ortamlarda bile enzimin aktifligi

modifikasyonlarla arttirilabilir [38].

2.4. Enzim immobilizasyonu

Immobilize enzim terimi “enzimlerin katalitik aktivitelerinin korundugu, tekrarl ve siirekli
olarak kullanilabildigi belirli bir alana hapsedilmesi veya simirlanmasi” anlamim

tasimaktadir [39].

Immobilize enzimlerin ¢dziiniir enzimlere gore kararliigmin yiiksek olmasi ve reaksiyon
ortamindan kolayca ayrilabilmesi enzimin kullanimmna yonelik onemli bir tasarruf
saglamaktadir [40]. Enzimler, cesitli yontemlerle immobilize edilebilir. Immobilizasyonda

kullanilan metotlarinin siniflandirilmasi asagidaki sekilde gosterilmistir (Sekil 2.4):

Yontemleri

Ta$1y101ya Kapsiilleme
Baglama C veya Hapsetme
apraz

m \

AdsorpSIyon veya
Iyonik Baglanma

[ Enzim Immobilizasyon ]

®
@%@5
o2

Sekil 2.4. Enzim immobilizasyon yontemlerinin sematik gosterimi
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Tastyiciya baglanma yontemlerinden biri olan adsorpsiyon yontemi, nispeten basit ve ucuz
bir metot olup, enzimin yapisit kimyasal olarak degismez. Ancak 6zellikle, adsorbe olan
enzimin H2O’un oldugu ¢oziiciilerde ¢alisilmasi sirasinda ayrilma egilimi gosterdigi i¢in bu

yontemin kullanilmasi sinirlidir.

Kapsiilleme veya hapsetme, enzimin bir polimer agina hapsedilmesidir. Bunun i¢in organik
polimer, silika sol-jel, oyuk bir fiber veya mikrokapsiil membran kullanilabilir. Enzimlerin
bir tasiyicida tutulmasi fiziksel baglanma, kovalent baglanma ve iyonik baglanma
seklindedir. Optimum sartlara gére bu baglanma tiirlerinden en kuvvetlisi kovalent baglanma

olarak degerlendirilebilir [41].

Enzim immobilizasyon ¢aligsmasinda, enzimin kararlilifina ve kinetigine etkili olmasi i¢in
kullanilan destek materyali nemlidir. ideal destek materyalin, basinca kars1 direngli,
hidrofilik, enzimlere karsi inert, biyolojik uyumlu, mikrobiyal saldiriya karsi direncgli ve

diisiik maliyetli olmasi tercih edilir [42].

2.5. Enzim Kinetigi

Enzimle katalizlenen bir reaksiyonun hiz ve mekanizmasinin incelendigi bilim dali olarak

ifade edilebilir.

k1 hiz sabiti ko ye gore ¢ok yiiksek oldugundan, enzimatik tepkimenin hizi, ko hiz sabitine

gore belirlenir.

Sekil 2.5. Enzimatik bir reaksiyonun sematik gdsterimi

Enzim substrat iligkilerinin incelendigi Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri

enzim kinetiginin en basit ve onemli modelidir.
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W, (Y dk

Eq [S]. (mM)
Sekil 2.6. Michaelis-Menten grafigi (Vmak: maksimum hiz, Km: Michaelis-Menten sabiti)

Michaelis-Menten grafiginde, artan substrat konsantrasyonuyla reaksiyon hizi baslangigta
dogrusal bir sekilde artarken, enzim subsrata doymaya basladik¢a reaksiyon hizi substrat

konsantrasyonuna paralel olarak artisin olmadigi goriilmektedir [43].

Vmak X [S] K — (kl + kz)

0= W m K, (2.1)

Michaelis-Menten esitligi (2.1), deneysel verilerin daha kolay ¢izilebilmesi i¢in esitligin her
iki tarafi da ters gevrilerek Lineweaver-Burk esitligi (2.2) elde edilir.

K
L - m__ o, 1L 2.2)
VO Vmak X [S] Vmak

Lineweaver-Burk esitliginden yararlanilarak elde edilen grafik yardimiyla Km ve Vmak

degerleri bulunur [44].

~
B
é Egim =K., / Va
=
=
AN
U Ve
N
1/ [S] (1/ mM
WK, [s] ( )

Sekil 2.7. Lineweaver-Burk grafigi
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2.6. Cift Enzim Immobilizasyonu Uzerine Yapilmis Calismalar

Y. Wang ve arkadaglar1 alkalaz ve tripsin enzimlerini modifiye edilmis ¢itosan {izerine
immobilize ederek ¢ift enzim immobilizasyonunu gerceklestirmislerdir. Bu calismada
serbest enzimler ile immobilize ¢ift enzimlerin optimum kosullarini belirleyerek Km Ve Vimax
degerlerini karsilastirmiglardir [45]. Bu ¢alismanin devami olarak magnetik FesOs-¢itosan
destegi iizerine ¢ift enzim immobilizasyonunu gerceklestirerek kinetik parametreleri

belirlemislerdir [46].
< <%
Sekil 2.8. Citosan ile asilanmis polianilin kriyojeli

Cift enzim immobilizasyonunu yapmak icin sensor tasarlayan aragtirmacilarin, ¢ok karbonlu
nanotiipler ve ¢itosandan faydalanildigi goriilmiistiir. Bu amagla, nanotiiplerin ¢itosan ile
agillanmig polianilinden hazirlanan sensor ile aldolaz ve piriivat oksidaz enzimlerinin

optimum sartlar1 aragtirilmistir [47].

2.7. Pepsin Enzimi

Pepsin midenin baglica asit proteazi olup proteinlerin par¢alanmasindan sorumlu enzim
grubudur. Proteaz enzimi peptit baglarmin hidroliz reaksiyonu ile yikimini katalizler.
1825°te T. Schwann tarafindan tanimlanmis ilk enzim olarak bilinir. Ayrica iireazdan sonra
kristalize olan ikinci enzimdir. Pepsin, mide zar1 tarafindan inaktif bir formda sentezlenir.
Sindirim islevi olmayan pepsinojen pepsinin onciiliidiir. Pepsinojen aktif degildir. Aktif hale
gelmesi i¢in (sindirim igleminin olabilmesi i¢in) HCI ile tepkimeye girmelidir. HCI ise

gastrik mukoza hiicreleri tarafindan olusturulmaktadir [48].

2.8. Lipaz Enzimi

Lipazlar (triagilgliserol ac¢ilhidrolaz, EC 3.1.1.3), triacilgliserolleri gliserol ve yag asitlerine

hidrolizleyen enzimlerdir.
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Diistik aktivasyon enerjisine sahip olduklarindan ¢evre dostu olarak tanimlanirlar. Lipazlar,
yiiksek verimde hayvan, bitki ve mikrobiyal organizmalar tarafindan iiretilir. Kemosegicilik,
regiosecicilik (yer segiciligi) ve stereosecicilik gibi 6zelliklerinden dolayi lipazlar, hidroliz

ve sentez reaksiyonlarinda biyokatalizorler olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir [49].

Son zamanlarda, trigliseritleri yag asidi alkil esterlerine doniistiirerek biyodizel iiretiminde
kataliz6r olarak lipaz enziminin kullanildig1 bildirilmektedir. Ancak lipaz enziminin
kararliliginin diisiik olmasindan dolay1 yeniden kullanimi ve geri kazanimi zayiftir. Lipaz
enziminin endiistriyel uygulama sirasinda avantajli hale gelmesi i¢in immobilizasyon

yonteminden faydalanilmaktadir.

2.9. Pepsin ve Lipaz Enzimleri ile Yapilmis Cahsmalar

G.D. Altun ve arkadaslari ¢itosan iizerine pepsin enzimini immobilize ederek immobilize
enzimin optimum sartlarini belirlemislerdir. Arastirmacilar enzimi immobilize ederken
gluteraldehitten faydalanarak enzim ve ¢itosan arasinda Schiff bazinin meydana geldigini

FT-IR spektrumu ile belirlemislerdir [50].

CH,0H CH,0H
H 0] H 0
! N i AN
OH H (0] OH H
H ~ H D\
" N=CH "o N=CH
\ 2
! /
\ H-C:N-ENZYME|
I
J
N=C-H
NH, H
b H H
O HY 0 H 0
(0] H \ 0O H
CH,0H CH,0H

Sekil 2.9. Poli(metilmetakrilat) mikrokiirelerini akrilaldehit ile modifiye ettikten sonra
pepsin enziminin immobilizasyonu reaksiyonunun sematik gosterimi

S. Li ve arkadaglar1 poli(metilmetakrilat) mikrokiirelerini akrilaldehit ile modifiye ettikten
sonra pepsin enzimini immobilize etmislerdir. Pepsin enzimini %50 oraninda immobilize
eden arastirmacilar, serbest enzimin optimum sicakligi 47°C iken, immobilize enzimin 43

°C’ye kaydigini belirtmiglerdir [51]. Protein analizi i¢in pepsin enzimini immobilize eden



16

W. Han ve arkadaslar1 destek materyali olarak aldehit ile modifiye edilmis “poli(glisidil
metakrilat-ko metilmetakrilat/PGM)” polimerini kullanmiglardir. Protein analizi yaparken
LC-MS ve LC-MS/MS spektrumlarindan faydalanmiglardir [52].

PGM monolith &—" PGM-CHO monolith
Hen By °—  HYH,O pe
—~ @ — 7
\07—> \l/\NH 0.1 M HCI \l/\NH
Aminoacetal & S OH

Sekil 2.10. Pepsin enzimi ile immobilize olan PGM-CHO monolitinin hazirlanis

Citosan ile modifiye edilmis mikrokiirelere poli (sitiren-ko-glisidil metakrilat) (PSt-GMA)
pepsin enzimini immobilize eden G. Peng ve arkadaslari, immobilize olan enzimin aktifligini
50 giin boyunca takip etmisler, 50. giiniin sonunda serbest enzime gore (%20) aktifliginin
%70 oraninda korundugunu belirtmislerdir. Bunun nedeni olarak ¢itosan ile modifiye

edilmis destegin pepsin enzimi ile biyouyumlu olmasindan kaynaklandigini sdylemislerdir.



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

3.1.1. Kimyasal maddeler

17

Deneysel ¢alismalar sirasinda kullanilan kimyasal maddeler, enzimlerin kodlar1 ve firma

bilgilerine asagida yer verilmistir.

Cizelge 3.1. Kimyasal listesi

Kimyasal Madde

Uretici Firma

Hemoglobin (H2625)

Trikloroasetik asit (TCA, T6399)

Lipaz (EC 3.1.1.3, L3126)

p-Nitrofenil palmitat (N2752)

Triton X-100 (T8787)

Akasya sakiz1 (51198)

Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4,120g/mol)

Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4,142 g/mol

Boraks (Na2B407.10H20, 201,24 g/mol )

Sodyumhidroksit ( NaOH,40 g/mol)

Hidroklorik Asit

Sodyumbikarbonat

Sigma-Aldrich

Glisin

Tris-HCI tamponu (pH=10)

Citosan (48165) Fluka BioChemica
Ferrosenkarboksaldehit (% 98) Acros Organics
Potasyum kloriir Agrinova
Borat Supelco
Nitrik Asit Carlo Erba
Demir (1) kloriir Emir Kimya
Sitrat Emir Kimya
2-Propanol Merck
Etanol (46,070 g/mol, % 99.8) Carlo Erba
Aseton Emir Kimya
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3.1.2. Cihazlar

pH metre

Jenway 3010 model pH metre cihazi, tampon ¢6zeltilerin pH’sin1 ayarlamada kullanilmistir.

Ultraviyole — gériiniir bolge spektrofotometresi

UV-GB spektrumlar1 UV-1800 ENG240V, SOFT model spektrofotometre ile 700-180 nm

araliginda alinmustir.

Calkalamali, sicaklik kontrollii su banyosu

Wisebath WSB-18 model su banyosu ile ¢aligmalarda hem sicaklik kontrolii hem de

karigtirma islemi saglanmistir.

Element analizi (C,H,N)

Element analizleri LECO, CHNS-932 elementel analiz cihazi ile Gazi Universitesi Fen

Fakiiltesi aragtirma laboratuvarinda yapilmistir.

FT-IR (Fourier doniistimlii kizilotesi spektrometrisi)

Sentezlenen tiim polimerlerin FT-IR spektrumlari Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi’nde

Mattson-1000 FT-IR model cihaz ile 4000-400 cm™ araliginda alinmistir.

Kati ®C-NMR (Niikleer magnetik rezonans spektrometresi)

13C-NMR Spektrumlart ODTU analiz laboratuvarindaki, Bruker-Spectrometer Avance TM
300 MHz WB’de alind1.
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Atomik absorpsiyon spektrofotometresi
Ferrosen takili citosandaki demir (Fe) yiizdesi bdliimiimiizde bulunan Philips PU 9285
model alevli atomik absorpsiyon spektrometresi ile belirlendi. H2SOj4 eritisi ile ornekler

hazirlandi.

Metal yiizdeleri aymi yerde Perkin Elmer Analyst 400 marka atomik absorpsiyon

spektrofotometrisi cihazi ile yapilmustir.

Resim 3.1. Atomik absorpsiyon spektrofotometrisi cihazinin, hazirlanan standartlar ve
orneklerin goriintiisii

Parcacik boyutu analizi (Zetasizer)

pH 10 Tris-HCI tamponunda ¢dziinen CS ve CS-Fc-ald’in pargacik boyutu analizi akilli

malzeme arastirma laboratuvarinda Zetasizer NS modeli ile l¢tilmiistiir.

Dort nokta iletkenlik 6l¢er (Four-Probe) ve iletkenlik ol¢iimii

Sikistirilarak pellet haline getirilen 6rneklerin iletkenlikleri dogru akim veya alternatif akim
kullanilarak dort nokta teknigi ile olgtildi. Van der Pauw tarafindan gelistirilen dort nokta
tekniginde sikistirilarak pellet haline getirilen ve boylece belirli kalinlik ve alanlarda
hazirlanan 6rneklere dort adet elektrot yerlestirildi. Boylece orneklerin kati hal iletkenligi
belirlendi. Calisilan numuneler 0,65-0,70 arasinda degisen ornekler yaklagik 5 bar

basingaltinda sikistirilarak pelletler haline getirildi. Hazirlanan 6rneklerin pellet kalinligi
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olgtildiikten sonra numunelerin dogru akim iletkenlikleri, prop aralig1 0,2 cm olan dort nokta

aleti ile oda sicakliginda 6lgiildii.

3.2. Hazirlanan Cozeltiler

pH 1-6 (C2HsNO2/HCI) tamponu; 0,3753 g (0,05 M) C2HsNO- (glisin) ve 0.05 M HCI 100
mL su igerisinde ¢oziilmiistiir. Uzerine 1 M HCI ¢dzeltisinden pH 1 olana kadar damla damla

eklenmistir.

pH 2 (KCI/HCI) tamponu; 0,7456 g (0,1 M) KCl (potasyum kloriir) ve 0,1 M HCI 100 mL
su icerisinde ¢oziilmiistiir. Uzerine 1 M HCI ¢ozeltisinden pH 2 olana kadar damla damla

eklenmistir.

pH 3-4 (CeHsNaz07.2H.0) tamponu; 2,941 g (0,1 M) CeHsNaz07.2H20 (sodyum sitrat
dihidrat) 100 mL su i¢erisinde ¢6ziilmiistiir. pH 3 i¢in, ¢ozelti tizerine 1 M HCI ¢ozeltisinden
pH 3 olana kadar damla damla eklenmistir. pH 4 i¢in, ¢6zelti tizerine 1 M HCI ¢6zeltisinden

pH 4 olana kadar damla damla eklenmistir.

pH 6-8 (Na;HPO4/NaH2PO4) tamponu; 3,5814 g (0,1 M) Na:HPO4/NaH2PO4 (sodyum
fosfat) 100 mL su igerisinde ¢oziilmiistir. pH 6 tamponu igin, ¢ozelti tizerine 1 M HCI
cozeltisinden pH 6 olana kadar damla damla eklenmistir. pH 7 tamponu i¢in, ¢ozelti lizerine
1 M HCl ¢o6zeltisinden pH 7 olana kadar damla damla eklenmistir. pH 8 tamponu i¢in, ¢ozelti

iizerine 1 M NaOHg¢ozeltisinden pH 8 olana kadar damla damla eklenmistir.

pH 9-10 (Na2B407/HCI) tamponu; 2,0122 g (0,1 M) Na2B40O7 (disodyum tetraborat) 100 mL
su igerisinde ¢oziilmiistiir. pH 9 tamponu i¢in, ¢ozelti lizerine 1 M NaOH c¢ozeltisinden pH
9 olana kadar damla damla eklenmistir. pH 10 tamponu igin, ¢ozelti {izerine 1 M NaOH

cozeltisinden pH 10 olana kadar damla damla eklenmistir.

Pepsin enzim c¢ozeltisi; 100 mg enzim 0,01 M 100 mL HCI igerisinde ¢oziilmiistiir.

Hazirlanan bu ¢6zelti buzdolabinda -20°C’de muhafaza edilmistir.

Hemoglobin (substrat) stok ¢ozeltisi; 2,5 g hemoglobin 0,01M 100 mL HCl igerisinde
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¢Oziilmistiir. Hazirlanan bu ¢ozelti buzdolabinda -20°C’de muhafaza edilmistir.

p-Nitrofenil palmitat (p-NPp) substrat ¢ozeltisi; 0,1 g akasya sakizi, 0,4 g Triton X-100 ve
0,0377 g p-NPp 10 mL izopropil alkolde ¢oziilerek 100 mM fosfat tamponu (pH 7) igerisinde

100 mL’ye tamamlanmuistir.

Resim 3.2. Deneysel siiregte hazirlanan tiim tampon ¢ozeltilerin goriintiileri

3.3. Ferrosenkarboksaldehit Takili Citosamin (CS-Fc-ald) Hazirlanmasi

Bu ¢alismada, dnce katilma-ayrilma tepkimesine gore Schiff bazi igeren ¢itosan polimeri

sentezlenmistir.

3.3.1. CS-Fc-ald’in hazirlanmasi

Ferrosenkarboksaldehit iceren ¢itosani sentezlemek icin, ferrosenkarboksaldehitin ¢itosan
ile katilma ayrilma tepkimesinden yararlanilmistir. Bunun i¢in, 60 mL etanolde ¢6ziilmiis
2.0 g ¢itosan Poli-(1,4-p-D-glukopranosamin), geri sogutucuya baglanmis iki boyunlu cam
balona konulmustur. 70°C’de 1sitilmig geri sogutucu altinda karigtirma islemi yapilirken
damlatma hunisi igerisindeki 1,0 g ferrosenkarboksaldehit (15 mL etanol iginde ¢6ziinmiis)

damla damla balondaki ¢itosan ¢ozeltisi tizerine ilave edilmistir.

Aldehit ¢ozeltisi eklendikten sonra 6 saat geri sogutucu altinda karistirma ve 1sitma iglemine
devam edilmistir. Alt1 saatin sonunda temiz bir behere almman karisim oda sicakligina
geldikten sonra siiziilmiistiir. CS-Fc-ald etanol ile 3 defa yikandiktan sonra 80°C’deki etiivde

1 glin boyunca kurutulmustur.
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3.4. CS-Fc-ald’ e Pepsin ve Lipaz Enziminin Immobilizasyonu, Optimizasyonu

Schiff bazi igeren ¢itosan polimeri sentezlenip karakterize edildikten sonra immobilizasyon
calismalar1 yapilmistir. CS-Fc-ald destegine pepsin enzim immobilizasyonu: iki boyunlu
balona, calisilan polimerden 1,0 gram alinarak 20 mL saf suda ¢oziilmiis 2,5 mg pepsin
enzimi  eklenmistir. Geri sogutucu altinda 24 saat boyunca oda sicakliginda (22°C)
calisilmistir. Tepkime sonunda, kati maddeler siizge¢ kagidindan siiziiliip safsizlik ve
tutulmayan enzim uzaklastirilmas1 i¢in saf su ile yikama yapilip oda kosullarinda
kurutulmustur. CS-Fc-ald destegine lipaz enzim immobilizasyonu igin de; yukarida
belirtilen immobilizasyon sartlarinin aynisi lipaz enzim immobilizasyonu igin de

uygulanmistir.

3.4.1. Immobilize pepsin ve serbest pepsin enziminin aktifligine pH etKkisi

Immobilize pepsin enziminin aktifligine pH etkisini incelemek igin immobilizasyonun
gerceklestirildigi CS-Fc-ald desteginden 5’er mg alinarak 6 (alt1) adet deney tiipiine
konulmustur. Uzerlerine pH tamponlarinin (pH 1-6) her birinden 2,5 mL glisin-HCI
tamponu, substrat ¢ozeltisinden (hemoglobin) 0,5 mL alinarak 37°C’de ultrasonik su
banyosunda 30 dk karistirtlmistir. Karistirma isleminden sonra 5 mL trikloroasetik asit
(TCA) eklenerek 30 dk daha karistirma islemine devam edilmistir. Karistirma islemi
bittikten sonra, santrifiijlenen ¢ozeltinin berrak kismi alinarak UV-GB spektrofotometresi
ile 280 nm’deki maksimum absorbans degerleri belirlenmistir. Bu absorbans degerleri

grafiklestirilerek optimum pH belirlenmistir.

Serbest enzim ve immobilize enzimin optimum pH degerlerini kiyaslayabilmek i¢in, serbest
pepsinin aktifligine pH etkisi de incelenmistir. Bunun i¢in, alt1 adet deney tiipii igerisine
Boliim 3.2.”de belirtildigi gibi hazirlanan serbest pepsin enzim ¢ozeltisinden 0,5 mL alinarak

immobilize enzim i¢in yapilan islemlerin aynis1 tekrarlanmastir.

3.4.2. Immobilize pepsin ve serbest pepsin enziminin aktifligine sicaklik etkisi

Immobilize pepsin  enziminin  aktifliine sicaklign etkisini incelemek igin

immobilizasyonun gergeklestirildigi CS-Fc-ald desteginden 5’er mg alinarak yedi adet
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deney tiipiine konulmustur. Uzerlerine optimum pH’daki tampon ¢dzeltisinden 2,5 mL ve
substrat ¢ozeltisinden (hemoglobin) 0,5 mL eklenerek 30 dk karigtirilmistir. Bunu takiben
cozeltiye 5 mL TCA eklenerek ultrasonik su banyosunda 30 dk karistirma islemine devam
edilmistir. Karistirma islemi bittikten sonra, santrifiijlenen ¢ozeltinin berrak kismi alinarak
UV-GB spektrofotometresi ile 280 nm’de maksimum absorbans degisimi izlenmistir. Bu
islem 20-70°C sicaklik degerleri arasinda 10’ar derecelik artiglarla tekrarlanmigtir. Daha
sonra bu degerler grafiklestirilerek ¢alisilan immobilize CS-Fc-ald destegi i¢in optimum

sicaklik degerleri belirlenmistir.

Serbest enzim ve CS-Fc-ald’e tutturulmus enzimin optimum sicaklik degerlerini
kiyaslayabilmek igin serbest pepsinin aktifligine sicakligin etkisi de incelenmistir. Bunun
icin, yedi adet deney tiipii igerisine Boliim 3.2.°de belirtildigi gibi hazirlanan serbest pepsin

enzim ¢ozeltisinden 0,5 mL alinarak immobilize enzim i¢in yapilan islemler tekrarlanmistir.

3.4.3. Iimmobilize pepsin enziminin depolama kararhhg

CS-Fc-ald-Pep’in depolama kararliligini incelemek i¢in CS-Fc-ald-Pep’den 5 mg alinarak
tiipe konulmustur. Uzerine 2,5 mL optimum pH'daki tampon ¢ozeltisi ve 0,5 mL hemoglobin
(substrat) ¢ozeltisinden eklenerek 30 dk karistirilmistir. Bunu takiben 5 mL TCA eklenerek
30 dk daha ultrasonik su banyosunda karistirma islemine devam edilmistir. Deney siireci
bittiginde santrifiijleme yapilarak UV-GB spektrofotometresi yardimiyla 280 nm’de
absorbans degerleri okunmustur. Bu islem dort glinde bir olmak {izere oda sicakliginda
tekrarlanmistir. Boylece iki ay sonunda immobilize enzimin aktifligini % kag koruyabildigi

hesaplanmustir.

3.4.4. immobilize lipaz ve serbest lipaz enziminin aktifligine pH etKisi

Immobilize lipaz enziminin aktifligine pH etkisini incelemek igin immobilizasyonun
gerceklestirildigi CS-Fc-ald desteginden 5’er mg alinarak 9 (dokuz) adet deney tiipiine
konulmustur. Uzerlerine pH tamponlarinin (pH 2-9) her birinden 4 mL KCI-HCI (pH 2),
sitrat-sitrik asit (pH 3 ve 4), fosfat (pH 6-8) ve borat-HCI (pH 9 ve 10) tamponu, substrat
cozeltisinden p-Nitrofenil palmitat (p-NPp)’dan 1 mL alinarak 37°C’de ultrasonik su
banyosunda 60 dk karistirilmigtir. Karistirma islemi bittikten sonra, santrifiijlenen ¢ozeltinin

berrak kismi alinarak UV-GB spektrofotometresi ile 405 nm’deki absorbans degerleri
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belirlenmistir. Bu absorbans degerleri grafiklestirilerek optimum pH belirlenmistir. Serbest
enzim ve immobilize enzimin optimum pH degerlerini kiyaslayabilmek i¢in, serbest lipazin
aktifligine pH etkisi de incelenmistir. Bunun i¢in, dokuz adet deney tiipii ierisine serbest
lipaz enziminden 2,5 mg alinarak immobilize enzim i¢in yapilan islemlerin aynisi

tekrarlanmstir.

3.4.5. immobilize lipaz ve serbest lipaz enziminin aktifligine sicakhik etkisi

Immobilize lipaz enziminin aktifligine sicakligin etkisini incelemek i¢in immobilizasyonun
gerceklestirildigi CS-Fc-ald desteginden 5 mg alinarak yedi adet deney tiipiine konulmustur.
Uzerlerine optimum pH’daki tampon ¢ozeltisinden 4 mL ve substrat ¢ozeltisinden (p-NPp)
1 mL ilave edilmistir. Karistirma islemi bittikten sonra, santrifiijlenen ¢6zeltinin berrak
kismi alinarak UV-GB spektrofotometresi ile 405 nm’de absorbans degisimi izlenmistir. Bu
islem 20-70°C sicaklik degerleri arasinda 10’ar derecelik artislarla tekrarlanmistir. Daha
sonra bu degerler grafiklestirilerek calisilan immobilize CS-Fc-ald i¢in optimum sicaklik

degerleri belirlenmistir.

Serbest enzim ve immobilizasyonun gerceklestirildigi CS-Fc-ald desteginin optimum
sicaklik degerlerini kiyaslayabilmek icin serbest lipazin aktifligine sicakligin etkisi de
incelenmistir. Bunun i¢in, yedi adet deney tiipii igerisine serbest lipaz enziminden 2,5 mg

alinarak immobilize enzim igin yapilan islemler tekrarlanmustir.

3.4.6. immobilize lipaz enziminin depolama kararlihg

(CS-Fc-ald-Lip)’in depolama kararliligin1 incelemek igin (CS-Fc-ald-Lip)’den 5’er mg
alinarak tiiplere konulmustur. Uzerlerine 4 mL optimum pH'daki tampon ¢ozeltisi ve 1 mL
p-NPp (substrat) ¢ozeltisinden eklenerek 60 dk karistirilmistir. Karigtirma islemi bittikten
sonra, santrifiijlenen ¢dzeltinin berrak kismi alinarak UV-GB spektrofotometresi yardimiyla
405 nm’de absorbans degerleri okunmustur. Bu islem dort giinde bir olmak iizere oda
sicakliginda tekrarlanmistir. Boylece iki ay sonunda immobilize enzimin aktifligini % kag

koruyabildigi hesaplanmustir.
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3.5. Cift Enzim (Pepsin ve Lipaz) immobilizasyonu ve Optimizasyonu

Boliim 3.4 de belirtildigi gibi elde edilen (CS-Fc-ald-Pep) ve (CS-Fc-ald-Lip)’ten 5’er mg

almarak bir tiip igerisine konulup optimum sartlar belirlenmistir.

3.5.1. Cift enzim aktifligine pH etkisi

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)’in aktifligine pH etkisi; (CS-Fc-ald-Pep) ve (CS-Fc-ald-
Lip) desteklerinden 5’er mg alinarak 10 (on) adet deney tiipline konulmustur.

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) ¢iftindeki immobilize lipazin optimum pH’sini

belirlemek i¢in uygulanan yontem asagida belirtildigi gibi olmustur.

Tiiplerdeki (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)’in {izerine ¢alisilacak pH tamponlarindan;
[glisin-HCI /pH 1-2, sitrat-sitrik asit /pH 3-4, fosfat /pH 6-8 ve borat-HCI /pH 9 ve 10] 2,5
mL, substrat ¢6zeltisinden (hemoglobin) 0,5 mL alinarak 37 °C’ de ultrasonik su banyosunda
30 dk karistirilmigtir. Karistirma isleminden sonra 5 mL trikloroasetik asit (TCA) eklenerek
30 dk daha karistirma islemine devam edilmistir. Karistirma islemi bittikten sonra,
santrifiijlenen ¢ozeltinin berrak kismi alinarak UV-GB spektrofotometresi ile 280 nm’deki

absorbans degerleri belirlenmistir.

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) ¢iftindeki immobilize pepsinin optimum pH’sini

belirlemek i¢in uygulanan yontem asagida belirtildigi gibi olmustur.

Tiiplerdeki (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)’in lizerine ¢alisilacak pH tamponlarindan;
[glisin-HCI /pH 1-2, sitrat-sitrik asit /pH 3-4, fosfat /pH 6-8 ve borat-HCI /pH 9-10] 2,5 mL,
substrat ¢6zeltisinden p-nitrofenil palmitat (p-NPp) 1 mL alinarak 37 °C’ de ultrasonik su
banyosunda 60 dk karistiriimigtir. Karistirma islemi bittikten sonra, santrifiijlenen ¢ozeltinin
berrak kismi alinarak UV-GB spektrofotometresi ile 405 nm’deki absorbans degerleri

belirlenmistir.

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) igin her iki ortamda belirlenen absorbans degerleri
grafiklestirilerek optimum pH’lar belirlenmistir.
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3.5.2. Cift enzim aktifligine sicaklik etkisi

(CS-Fc-ald-Pep) ve (CS-Fc-ald-Lip) aktifligine sicaklik etkisini incelemek i¢in (CS-Fc-ald-
Pep) ve (CS-Fc-ald-Lip) immobilize enzimlerinden 5’er mg alinarak 6 (alt1) adet deney

tiipline konulmustur.

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) ¢iftindeki immobilize lipazin optimum sicakligini

belirlemek i¢in uygulanan yontem asagida belirtildigi gibi olmustur.

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)’in tizerine 4 mL pH 9 tamponu, substrat ¢6zeltisinden (p-
nitrofenil palmitat /p-NPp) 1 mL alinarak ultrasonik su banyosunda 60 dk karistiritlmistir.
Bu islem 20-70°C sicaklik degerleri arasinda 10’ar derecelik artiglarla tekrarlanmistir.
Karistirma islemi bittikten sonra, santrifiijlenen ¢dzeltinin berrak kismi alinarak UV-GB

spektrofotometresi ile 405 nm’deki absorbans degerleri belirlenmistir.

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) ¢iftindeki immobilize pepsinin optimum sicakligini

belirlemek i¢in uygulanan yontem asagida belirtildigi gibi olmustur.

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)’in tizerine 2,5 mL pH 4 (sitrat-sitrik asit) tamponu,
substrat ¢ozeltisinden (hemoglobin) 0,5 mL alinarak ultrasonik su banyosunda 30 dk
karistirilmistir. Karigtirma isleminden sonra 5 mL trikloroasetik asit (TCA) eklenerek 30 dk
daha karistirma islemine devam edilmistir. Bu islem 20-70°C sicaklik degerleri arasinda
10’ar derecelik artiglarla tekrarlanmistir. Karistirma islemi bittikten sonra, santrifiijlenen
¢ozeltinin berrak kismi alimarak UV-GB spektrofotometresi ile 280 nm’deki absorbans
degerleri belirlenmistir. (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) icin her iki ortamda belirlenen

absorbans degerleri grafiklestirilerek optimum sicakliklar belirlenmistir.

3.5.3. Cift enzim aktifligine substrat derisiminin etkisi

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)’in aktifligine hemoglobin substratinin etkisini incelemek
icin (CS-Fc-ald-Pep) ve (CS-Fc-ald-Lip) immobilize enzimlerinden 5’er mg alinarak 7
(yedi) adet deney tiipiine konulmustur. Uzerlerine 0,243 M’Lik stok hemoglobin
¢ozeltisinden degisen miktarlarda (3,00-0,25 mL) ilave edilmistir. Tiiplerdeki toplam hacim
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8 mL olacak sekilde optimum pH’daki tampon ¢6zeltisinden ilave edilip optimum sicakliga
getirilmis ultrasonik su banyosunda 30 dk karigtirilmistir. Daha sonra her bir tiipe 5 mL TCA
eklenip 30 dk daha karistirma islemine devam edilmistir. Alt1 farkli derisime (0,0911-0,0075
mM) sahip tiipler i¢erisindeki substrat ¢ozeltilerinin absorbans degisimleri, karistirma islemi
bittikten ~ sonra, santrifiijlenen  ¢ozeltinin  berrak  kismi  alinarak  UV-GB

spektrofotometresinde 280 nm’de izlenmistir.

(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)’in aktifligine p-NPp substratinin etkisini incelemek igin
(CS-Fc-ald-Pep) ve (CS-Fc-ald-Lip) immobilize enzimlerinden 5’er mg alinarak 9 (dokuz)
adet deney tiipiine konulmustur. Uzerlerine 1 mM’Iik stok p-NPp cozeltisinden degisen
miktarlarda (5,00-0,2 mL) ilave edilmistir. Tiiplerdeki toplam hacim 5 mL olacak sekilde
optimum pH’daki tampon ¢6zeltisinden ilave edilip optimum sicakliga getirilmis ultrasonik
su banyosunda 60 dk karistirilmistir. Dokuz farkli derisime (1,00-0,04 mM) sahip tiipler
icerisindeki substrat ¢ozeltilerinin absorbans degisimleri, karigtirma islemi bittikten sonra,
santrifiijlenen ¢ozeltinin berrak kismi alinarak UV-GB spektrofotometresinde 405 nm’de

izlenmistir.

Serbest enzim ve ¢ift enzimin (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) kinetik parametrelerini
kiyaslayabilmek i¢in serbest lipaz ve serbest pepsinin aktifligine substrat derisiminin etkisi
de incelenmistir. Bunun i¢in, tiip igerisine yukarida ¢ift enzim i¢in hazirlanan kosullar

serbest enzimler i¢cinde ayni prosediirde uygulanmistir.

Artan substrat derisimine kars1 absorbans degerleri grafige gecirilmistir. Elde edilen grafigin

. A 1
denkleminden (ax*+bx+c) egim bulunup, v = (?) x(@) formiilii ile herbir derigim igin

hiz degerleri hesaplanmis, Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafigi cizilerek Km Ve Vmak

degerleri belirlenmistir.
3.5.4. Cift enzimin tekrar kullanilabilirligi

Cift [(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)] enzimdeki immobilize lipazin  tekrar
kullanilabilirligini incelemek i¢in (CS-Fc-ald-Pep) ve (CS-Fc-ald-Lip)’den 5’er mg alinarak
bir tiip igerisine konulmustur. Uzerine 4 mL optimum pH’daki tampon ¢dzeltisi ve 1 mL

substrat ¢ozeltisinden p-nitrofenil palmitat (p-NPp) alinarak 50°C’de ultrasonik su
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banyosunda 60 dk karistiriimistir. Karistirma islemi bittikten sonra, santrifiijlenen ¢6zeltinin
berrak kismi alinarak UV-GB spektrofotometresi ile 405 nm’deki absorbans degerleri
belirlenmistir. Cift [(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)] enzimdeki immobilize pepsinin
tekrar kullanilabilirligini incelemek igin (CS-Fc-ald-Pep) ve (CS-Fc-ald-Lip)’den 5’er mg
alinarak bir tiip igerisine konulmustur. (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)’in tizerine 2,5 mL
optimum pH’daki tampon ¢ozeltisi, substrat ¢ozeltisinden (hemoglobin) 0,5 mL alinarak
60°C’de ultrasonik su banyosunda 30 dk karistirilmistir. Karistirma isleminden sonra 5 mL
trikloroasetik asit (TCA) eklenerek 30 dk daha karistirma islemine devam edilmistir.
Karistirma islemi bittikten sonra, santrifiijlenen ¢dzeltinin berrak kismi alinarak UV-GB
spektrofotometresi ile 280 nm’deki absorbans degerleri belirlenmistir. (CS-Fc-ald-
Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) i¢in her iki ortamda belirlenen absorbans degerleri grafiklestirilerek

optimum pH’lar belirlenmistir.

3.5.5. Cift enzimin depolama kararhhg:

Cift [(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)] enzimdeki immobilize lipazin depolama
kararliligini incelemek i¢in (CS-Fc-ald-Pep) ve (CS-Fc-ald-Lip)’den 5’er mg alinarak bir tiip
icerisine konulmustur. Uzerine 4 mL optimum pH’daki tampon ¢dzeltisi ve 1 mL substrat
¢ozeltisinden p-nitrofenil palmitat (p-NPp) alinarak 50°C’de ultrasonik su banyosunda 60 dk
karistirllmistir. Karigtirma islemi bittikten sonra, santrifiijlenen ¢6zeltinin berrak kismi
alinarak UV-GB spektrofotometresi ile 405 nm’deki absorbans degerleri belirlenmistir Bu
islem dort giinde bir olmak tizere oda sicakliginda tekrarlanmistir. Boylece immobilize
enzimin aktifligini % kag¢ koruyabildigi hesaplanmistir. Cift [(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-
Lip)] enzimdeki immobilize pepsinin depolama kararliligini incelemek i¢in (CS-Fc-ald-Pep)
ve (CS-Fc-ald-Lip)’den 5’er mg alinarak bir tiip igerisine konulmustur. (CS-Fc-ald-
Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)’in tizerine 2,5 mL optimum pH’daki tampon ¢ozeltisi, substrat
¢ozeltisinden (hemoglobin) 0,5 mL alinarak 60 “C’de ultrasonik su banyosunda 30 dk
karistirilmistir. Karistirma isleminden sonra 5 mL trikloroasetik asit (TCA) eklenerek 30 dk
daha karistirma islemine devam edilmistir. Deney siireci bittiginde santrifiijleme yapilarak
UV-GB spektrofotometresi ile 280 nm’deki absorbans degerleri belirlenmistir. Bu islem dort
giinde bir olmak tiizere oda sicakliginda tekrarlanmistir. BOylece immobilize enzimin

aktifligini % kac¢ koruyabildigi hesaplanmistir.
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4. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, ¢ift enzim immobilizasyonunda kullanilmak tizere ferrosenkarboksaldehit
takili ¢itosan (CS-Fc-ald) destek polimeri sentezlenmistir. (CS-Fc-ald) polimerin element
analizi, FT-IR, SEM/EDX, ¥*C-NMR, TGA ve Four-Probe teknigi ile iletkenlikleri alinarak
karakterize edilmistir. Ayrica zeta potansiyel Ol¢iim cihaz1 ile pargacik boyut analizi

belirlenmistir.

Daha sonra, (CS-Fc-ald) polimerine pepsin immobilize edilerek (Cs-Fc-ald-Pep) ve lipaz
immobilize edilerek (Cs-Fc-ald-Lip) veriler elde edilmistir. Her iki immobilize enzimlerin
optimum pH ve sicaklik kosullart arastirilmistir. Daha sonra ¢ift enzim varliginda optimum

pH ve sicaklik kosullar1 belirlenerek karsilagtirilmistir.
4.1. Fiziksel, Kimyasal ve Spektral Ozelliklerin Degerlendirilmesi

Resim 4.1°de ¢itosan (CS) ve ¢itosan-ferrosenkarboksaldehit (CS-Fc-ald) polimerlerine ait

fotograflar goriilmektedir.

Resim 4.1. Caligilan CS ve CS-Fc-ald goriintiileri

Element analizleri

Citosan (CS), ferrosenkarboksaldehit (Fc-ald) ve ferrosenkarboksaldehit takili gitosanin
(CS-Fc-ald) element analizi ile ilgili sonuclar Boliim 3.1.2 de belirtildigi sekilde alinarak
Cizelge 4.1 de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. CS, Fc-ald ve CS-Fc-ald’in My ve element analiz yiizdeleri

o . % Hesaplanan
Bilesik Onerilen Birim (Bulunan)
(Renk) (Mw) C H N Fe
Citosan (CS) CesH123N11046 4388 | 6,81 8,53
Beyaz *M,, =1805 (41,22) | (6,48) | (7,72)
Ferrosenkarboksaldehit (Fc-ald) CuH1oFeO 61,68 | 4,67 - 26,16
Bordo M, =214 (61,11) | (4,82) - (24,93)
Citosan-ferrosenkarboksaldehit CesH12N1,0s0Fe | 46,04 | 6,56 7,77 | (2,59)
(CS-Fc-ald) *M,, =2162 (45,57) | (6,73) | (6,34) | 2,12
Turuncu

Mw* : Agirlikca ortalama mol kiitlesi

Demir iyonu tayini Boliim 3.1.2°de anlatildig1 gibi hazirlanan Fe(Il) nitratin 2 ppm, 4 ppm,
6 ppm, 8 ppm ve 10 ppm’lik standart ¢ozeltileri hazirlanarak CS-Fc-ald yapisindaki Fe(ll)
iyonu miktar1 Sekil 4.1°de belirtildigi gibi kalibrasyon grafiginden bulunmustur.

=
[

Absorbans
[

1 2 3 4 5 6 [ 8 9 10
Fe mg/L

Sekil 4.1. Hazirlanan standartlar (Fe?*) ve (CS-Fc-ald) 6rnegindeki demir iyonunun
kalibrasyon grafigi

Element analiz sonuglar1 dikkate alindiginda Sekil 4.2°deki gibi bir yapinin meydana geldigi

yorumu yapilabilir.
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Sekil 4.2. Element analiz sonuglarina gére 6ngoriilen yapi: ¢itosan (A),
ferrosenkarboksaldehit takili ¢itosan (B)

Dort nokta iletkenlik 6l¢iimii

Cizelgeden de goriildiigii gibi calisilan maddelerin iletkenligi 107-100 Scm™ araliginda
bulunmustur. Bu durum, calisilan CS, Fc-ald ve CS-Fc-ald’in iletkenlik ile ilgili
arastirmalarda kullanilabilecegini gostermektedir. Fc-ald’in iletkenliginin biiylik ¢ikmast
redoksca aktif bilesik olmasindan kaynaklandigi soylenebilir. Citosana ferrosenin
baglanmasiyla artan iletkenlik Fe(II)/Fe(IIl) iyonlarinin kismi yiik aktarimi saglamasindan
kaynaklandi1 diisiiniilebilir. CS ve CS-Fc-ald’lerin iletkenliginin sirasiyla 5,45x107° ve

5,62x10 oldugu Cizelge 4.2°de goriilmektedir. Citosanin iletkenliginin artmasi, Fc-ald’in

citosana baglandiginin bir delili olarak da degerlendirilebilir.

Cizelge 4.2. CS, Fc-ald ve CS-Fc-ald maddelerinin kat1 hal iletkenlik 6l¢tim degerleri ve
pelletlerin goriintiileri

Calisilan Madde Pelletlerin Tletkenlik
goriintiisii | Kalmligi (mm) | (Scm™)

Citosan (CS) 0,44 5,45x10°
Y\' 2

Ferrosenkarboksaldehit (Fc-ald) . 0,28 9,08x10°

Citosan-ferrosenkarboksaldehit . 0,44 5,62x10°

(CS-Fc-ald)
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Zeta potansiyel ol¢iim cihazi ile par¢actk boyut analizi

Sekil 4.3’de taneciklerin sagtigi 15181 yiizdesi, Cizelge 4.3°de ise taneciklerin boyutlari
verilmistir. Zetasizer analiziyle, ¢itosan ve ferrosenkarboksaldehit takili ¢itosanlarin
parcacik boyutu incelemeleri sonucunda nano boyutta oldugu ve CS igin, 11,70 nm ile 4205
nm arasinda degisen 3 farkli dagilim gosterdigi, bu biiyiikliiklerden en fazla olanin % 44, 2
orant ile 11, 70 nm’nin oldugu belirlenmistir. CS-Fc-ald i¢in ise, 11,48 nm ve 503,4 nm
arasinda 2 fakli boyutun oldugu ve % 64,7 oraniyla 11,48 nm’lik boyutun yapida daha fazla
oldugu belirlenmistir. Bu sonugla, ferrosenkarboksaldehitin ¢itosana baglanmasi sonucunda
biiyiikliik boyutunun daha az ¢esitli oldugu ve polimer zincir uzunlugunun daha sadeleserek

yaklasik 10 nm lik bityiikliiklere sahip oldugu anlagilmistir (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. CS ve CS-Fc-ald’in Zetasizer analizlerine gore boyut karsilastirmasi

Numune Pik 1 Pik 2 Pik 3

Boyut (nm) Siddeti (%) | Boyut (nm) | Siddeti (%) | Boyut (hm) Siddeti (%)
CS 11,70 44,2 4205 43,8 373,9 8,8
CS-Fc 11,48 64,7 503,4 35,3 0,00

Sekil 4.3’de verilen CS ve CS-Fc-ald grafikleri incelendiginde Cizelge 4.3°de verilen pikler,
tanecigin sactig1 1s1k ylizdeleridir. Grafikler karsilastirildiginda, CS-Fc-ald’e génderilen 151k
saciliminin CS’a gore daha fazla oldugu goriilmektedir. CS taneciginin sagtig1 151k yiizdesi
%10 civarinda iken, CS-Fc-ald taneciginde sagilan 151k yiizdesi %15’in {izerindedir. Bu
durum tanecik boyutu ile ilgilidir. CS-Fc-ald’in tanecik boyutu daha kii¢iik oldugu igin

sagilan 15181n yiizdesi de artmstir.

e Citesan (CS) - o CS CS-Fc
lg £y : : :
& / 'I ......
4 ;I Lo

E 2 J \"- —

=}
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20 Ferrosen takili Citosan (CS-Fc)
15 4o Pl
0 4] / I...JI .......................... Il.|I ......................
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Sekil 4.3. CS ve CS-Fc-ald boyutu - sagilan 151k yogunlugu (%) grafikleri
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Fourier doniigiimlii kizilotesi spektrumlar: (FT-IR)

Citosan (CS), ferrosenkarboksaldehit (Fc-ald), ferrosenkarboksaldehit takili ¢itosan (CS-Fc-
ald), lipaz enzimi, pepsin enzimi, (CS-Fc-ald-Lip) ve (CS-Fc-ald-Pep) igin Fourier

doniisiimlii kizilotesi spektrumlari incelenerek asagida yorumlanmastir.

Citosan (CS) ile ferrosenkarboksaldehitin (Fc-ald) katilma-ayrilma tepkimesi sonucunda
olusan iirtin olan CS-Fc-ald polimerine ait FT-IR spektrumu asagida verilmistir (Sekil 4.4).
Citosana ait FT-IR spektrumunda, 3357 cm™ ve 3286 cm™’deki piklerin amin gruplarina,

3428 cm deki yayvan pikin ise hidroksil grubuna ait olabilecegi diisiiniilmiistiir.

@
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Sekil 4.4. CS, Fc-ald ve CS-Fc-ald’e ait FT-IR spektrumlari

CS’a ait alifatik vctitresimi 2870 cm™ de, amit I ve amit II bantlari sirastyla 1655 ve 1591
cm™? de gozlenmistir. Fc-ald’e ait FT-IR spektrumunda, 1680 cm™ de aldehit grubuna ait
karakteristik karbonil piki gdzlenmis olup, 1455 cm™, 1412 cm™ ve 1369 cm™’deki piklerin
Fc-ald halkasma ait CH piklerine karsilik geldigi, 488 cm™ ve 842 cm™ deki titresim

frekanslarina karsilik gelen piklerin ise Fe (Cp)’a halkasina ait karakteristik pikler olarak

gozlenmistir.

CS-Fc-ald’e ait FT-IR spektrumu incelendiginde karboksaldehite ait titresim frekansinin
1680 cm™ de goriilmemesi CS ile aldehit arasinda katilma tepkimesinin gergeklestiginin bir

delili olarak bakilabilir. Ayrica Fc-ald’e ait 1455 cm™, 1412 cm™ ve 1369 cm™**deki piklerin
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etkilesim sonucunda 1422 cm™, 1372 cm, 1319 cm™’e kaydig1 goriilmiistiir. Fc-ald ve CS-
Fc-ald spektrumlarinda gozlenen & (CH)cp'ne ait pikler karsilastirildiginda, Fc-ald’e ait 488
cm™ ve 842 cm™deki piklerin kayarak 485 cm™ ve 821 cm™’de ortaya ¢ikmasi katilimimn
gergeklestigini  gostermektedir. Ferrosenkarboksaldehit ve ¢itosan arasindaki katilma
ayrilma sonucunda olusan Schiff bazina ait imin piki, amit I/amit II bantlariyla ¢akistigi igin

gozlenememistir.

Cizelge 4.4. CS, Fc-ald, CS-Fc-ald, CS-Fc-ald-Lip ve CS-Fc-ald-Pep’in FT-IR spektrumlari

Bilesigin Semboli VoH/ VNH/ @mitvamit | Y CH 5 (CHee | VcH (aromatik)
Vcro In (alifatik)
Citosan (CS) 3428/3357, 1655 2870 - i
3286/- /1591

Ferrosenkarboksaldehit 1680 i - 488,842 1455,

(Fc-ald) 1412,1369

Citosan-

Ferrosenkarboksaldehit | -/-, 3286/- | 1652/1546 | 2867 485,821 1422,1372,
1319

(CS-Fc-ald)

CS-Fc-aId-Lip - _ _ 713 1257

CS-Fc-ald-Pep - i i 71%26554, 1201-1257

Immobilize (CS-Fc-ald-Lip ve CS-Fc-ald-Pep ) ve serbest (Lip ve Pep) enzimlerin FT-IR
spektrumlari asagida 3370-3250 cm™, 1650-1200 cm™ ve 700-550 cm™ lik bolgeleri dikkate

alinarak FT-IR spektrumlar: verilmistir.
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Sekil 4.5. Pep ve CS-Fc-ald-Pep’e ait FT-IR spektrumlari
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Sekil 4.6. Lip ve CS-Fc-ald-Lip’e ait FT-IR spektrumlari

CS-Fc-ald-Pep ve pepsin enzimine ait FT-IR spektrumlar1 birlikte degerlendirildiginde,
pepsin enzimine ait 707 cm™, 1203 cm™ ve 1260 cm™’deki piklerin CS-Fc-ald-Pep’te 711
cm?, 1201 cm™ ve 1257 cm™ kaydigi gozlenmistir. Yine pepsine ait 631 cm™/601 cm™/551
cm ™ deki {iglii pikin CS-Fc-ald’le etkilesimi sonucunda 634 cm™-555 cm™ arasinda yayvan
pik olarak gozlenmistir. Tiim bu titresim frekanslarinin karsilastirilmasi sonucunda, pepsine
ait titresim frekanslarinin CS-Fc-ald-Pep’de de goriinmesi pepsinin  CS-Fc-ald’e
baglandigimin bir delili olarak yorumlanmistir. Genel olarak CS-Fc-ald’e ait titresim
frekanslarmdan 3357 cm?, 3286 cm™ ve 3428 cm™ deki piklerin serbest enzim ve
immobilize enzimde de gézlenmesi 3428-3286 cm™’e karsilik gelen bolgedeki degisiklikler

hakkinda bir yorum yapilmasint miimkiin kilmamistir.

CS-Fc-ald-Lip ve lipaz enzimine ait FT-IR spektrumlar: birlikte degerlendirildiginde, lipaz
enzimine ait 709 cm™ deki pikin CS-Fc-ald-Lip’te 713 cm™’e, 1246 cm™ deki pikin ise 1257
cm?’e kaydigi goriilmiistiir. Daha detayli bir degerlendirme yayvan piklerin olusumu

nedeniyle verilememistir.

Kati ¥C-NMR ile ¢itosan (CS), ferrosenkarboksaldehit (Fc-ald) ve CS-Fc-ald

Karakterizasyonlar

CS-Fc-ald kodlu destek polimerin kat1 **C-NMR yorumunu yapabilmek i¢in hem citosanin
(CS) hem de ferrosenin (Fc-ald) kat1 *C-NMR’lar1 almip yorumlanmistir. Citosan (CS),
ferrosenkarboksaldehit (Fc-ald), (CS-Fc-ald) kodlu ¢alisilan maddelerin B6liim 3.1.2.°da
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anlatildig1 sekilde alinan kat1 3C-NMR verileri Cizelge 4.5.”de, spektrumlar ise Sekil 4.7°de

verilmistir.

Citosanin (CS) halka karbonlarina ait bantlar beklendigi gibi polimerik yapidan dolay1
yayvan olarak ortaya ¢ikmistir. -NH2 grubunun baglandigi karbonun piki (C2) 22,106 ppm,-
CH>OH grubundaki karbon piki (Ce) ikili olarak 56,046 ve 59,583 ppm de goriilmiistiir.
Citosan halkasindaki -CH-CH-O grubunun karbon piki (Cs) 74,007 ppm de, CH-OH
grubundaki karbona ait pikin (Cz) ise 103,682 ppm de gériilmiistiir. Citosan polimerindeki
-CH-CH(O)-CH grubuna ait karbon piki (C4) 81,586 ppm ve -CH-CH(O) grubuna ait karbon
piki (C1) ise 172,192 ppm de goriilmiistiir.

Ferrosenkarboksaldehitin (Fc-ald) kati !3C-NMR spektrumu incelendiginde, aldehit
karbonuna ait (C7) piki 193,303 ppm de, aldehitin bagli oldugu pentadienil halkalarina ait
karbonlarin pikleri sirasiyla (Cg ve Co) 72,736 ppm ve 79,330 ppm de ortaya ¢iktigi
goriilmiistiir. Diger pentadienil halkasindaki karbon atomlarinin pikleri (C1o) tekli ve siddetli
olarak 69,762 ppm’de goriilmiistiir. Sentezlenen CS-Fc-ald’in kat1 *C-NMR spektrumunda,
¢itosanda oldugu gibi, polimerik yapidan dolay1 yayvan pikler ortaya ¢ikmistir. CS-Fc-ald
polimerinde Sekil 4.6.’da goriildiigii gibi ¢itosana ferrosen takili ve ferrosen takili olmayan
yapilar mevcuttur. Ferrosen grubunun baglanmasi sonucunda (Cz) karbonun piki 22,106
ppm den 22,420 ppm’e kaydigi ve 17,296 ppm’de zayif yeni bir pikin oldugu goriilmistiir.
Bu pikin (C11) aldehitin katilmasi sonucunda olusan Fc-C=N/Fc-C-N imin bagindan
kaynaklandig1r diisiintilmiistiir.Citosana ferrosenkarboksaldehitin katilmasi sonucunda
c¢itosanin -CH-OH grubundaki karbona ait pikin (Cs) ise 103,682 ppm’den 104,223 ppm’e,
-CH-CH(O)-CH grubuna ait karbon pikinin (C4) 81,586 ppm den 81,747 ppm’e, -CH-CH-
O grubunun karbon piki (Cs) ise 74,007 ppm’den 73,895 ppm’e kaydigi seklinde yorum
yapilmustir. Ayrica ¢itosanin -CH>OH grubundaki karbon piki (Ce) ikili olarak 56,046 ppm
ve 59,583 ppm’den, ferrosenkarboksaldehitin katilimiyla 56,388 ppm ve 59,897 ppm’e
kaydigr yorumu yapilmistir. 68,996 ppm’de goriilen yeni pikin ferrosenkarboksaldehitin
katilmas1 sonucunda pentadienil halkasindaki karbon atomlarina ait olabilecegi yorumu
yapilmistir. ®°C-NMR  spektrumlarmin ~ degerlendirilmesi ~ sonucunda,  ¢itosana
ferrosenkarboksaldehitin katilimiyla gitosanin 3C-NMR spektrumunda gdzlenmeyen yeni

iki pik ve kaymalarin olmasi hedeflenen iiriiniin olustugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Kat1 '*C-NMR spektrumlarmin goriintiileri : CS (a) , Fc-ald (b) ve CS-Fc-ald (c)

Cizelge 4.5. CS, Fc-ald ve CS-Fc-ald’e ait kat1 '*C-NMR spektrumlari

Sembol C1 Cz C3 C4 Cs C(, C7 C8/9 Cl() Cll

CS 172,192 22,106 103,682 81,586 | 74,007 | 56,046/ | - - - -
59,583

Fc-ald - - - - - - 193,303 72,736/ 69,762 | -

79,330

CS-Fc-ald 172,515 22,420 104,223 81,747 | 73,895 56,388/ | - Cyve Csile | 68,996 17,296

59,897 overlap
TGA analizi

Citosan (CS) ve (CS-Fc-ald)’in Boliim 3.1.2°de anlatildig: sekilde alinan TGA egrilerinde

gbzlenen

distinilmistir.

100°C’nin  altindaki

kiitle kayiplarinin  kristal

suyundan

ileri

geldigi
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CS’1in TGA egrisinde, 95°C’ye karsilik gelen % 6,6 lik kiitle kaybinin yapidan {i¢ mol
H>O’nun uzaklagsmasindan kaynaklandigi disiiniilmiistiir. Tek basamakta gergeklesen
bozunma sicakliginin 278°C’de basladigi goriilmiistiir. TGA egrisine gore tek basamakta
bozunmanin meydana geldigi ve 800°C’ye kadar siiren 1sitma sonucunda kiitle kaybinin %

68,7 oldugu belirlenmistir.

CS-Fc-ald’a ait TGA egrisinde, 95°C’ye karsilik gelen % 5,3 lik kiitle kaybinin iki mol
H>O’nun uzaklagsmasindan kaynaklandigi diisliniilmiistir. Tek basamakta gergeklesen
bozunma sicakliginin 272 °C de bagladig1 goriilmiistiir. TGA egrisine gore tek basamakta
bozunmanin meydana geldigi ve 800°C’ye kadar siiren 1sitma sonucunda meydana gelen

kiitle kaybinin % 69,1 oldugu belirlenmistir.

a) CS b) CS-Fc
100 ™ nos
Kitle kKaybe : S0385 mg 10 7= — 1100
Kiltle kavby vikzedesi : % 68,727 ™
| Kiltle kaybi : 3,011 mg 02 A
S0 00 a | { Kiltle kaybn yilzdes] : % 69,083 | -';
= 0 E:
=3 - | 0.4 E.
9 E & L=
< 05 5 = . e B
il b -l
2 5 £ BC
! br H —
:2 = E | 0.8 g
40 10 e e
"5 40 &
Q | L1
| |
0 . y - l" ‘I]: . . . T — . r— ——— 1.2
20 215 410 608 $00 1 2% a0 05 B0
Sicaklik T(°C) Sicaklik T(°C)

Sekil 4.8. CS ve CS-Fc-ald’e ait TGA egrileri: CS (a), CS-Fc-ald (b).

SEM analiz degerlendirmesi

Citosan (CS), ferrosenkarboksaldehit (Fc-ald), ferrosenkarboksaldehit katkili ¢itosan (CS-
Fc-ald), ferrosenkarboksaldehit katkili ¢itosana immobilize edilen pepsin (CS-Fc-ald-Pep)
ve lipaz (CS-Fc-ald-Lip) yapilarinin SEM/EDX fotograf ve spektrumu alinarak yiizey
morfolojilerindeki degisiklikler incelenmistir. SEM fotograflarindan, c¢alisilan tiim
bilesiklerin yiizey morfolojilerinin farkli oldugu gézlenmistir. Citosanin 1000 ve 2500 liik
biiyiitmelerine karsilik gelen SEM goriintiileri CS-Fc-ald ile karsilastirilmistir (Resim 4.2).
Her iki biiylitme karsilagtirildiginda ferrosenkarboksaldehitin ¢itosana katilmasiyla yilizey
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morfolojisinde biiyiik degisikliklerin olmadigi, ¢itosan yapisinin korundugu goriilmiistiir.

Ancak EDX spektrumlarinda belirgin farkliliklar gériinmdstiir.

det HV mag | spot| WD 50 ym 2 det HV mag |spot| WD 40 ym —
ETD[20.00 kV[2 500 x 3.0 6 mn METU CENTRAL LAB ETD[20.00 kV[2 500 x| 3.0 5 mm METU CENTRAL LAB

b) x2500

21 20 | det

100 pm
METU CENTRAL LAB

mag |spot| WD 100 pm

/
2/13/202 00 p
10:10:15 AM [ETD|20.00 kV|1 000 x| 3 9.2 mm METU CENTRAL LAB

a) x1000 b) x1000

Resim 4.2 : CS (a) ve CS-Fc-ald’in (b) SEM (1000 ve 2500 biiyiitmeli) goriintiileri

Ferrosenkarboksaldehitin  (Fc-ald) SEM gorintileri de alinmustir. Fc-ald’in  yiizey
morfolojileri ¢itosan ve ¢itosan-ferrosen polimeri ile de karsilastirildiginda farkliliklarin
oldugu goriilmiistiir. Fc-ald’in SEM goriintiileri incelendiginde yiizey morfolojik yapinin
koseli goriintiiye sahip oldugu belirlenmistir. CS-Fc-ald’in 10000°lik biiyiitme ile elde edilen
SEM gorintiilerinde Fc-ald’in takildigini gosteren kiibik yapilar belirlenebilmistir (Resim
4.3). Ayrica EDX spektrumlarinda CS’a Fc-ald’in katilimini gosteren Fe izotoplarina ait

pikler belirgin bir sekilde goriilmiistiir.
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50 pm 2 det| HV | mag w 10 ym
METU CENTRAL LAB 10 ETD|20.00 kV| 10 000 mm METU CENTRAL LAB

g

211312020 ’det HY mag |spot| WD | 10 pm —————

10:05:23 AM |ETD|20.00 kV| 10000 x| 3.0 | 9.4 mm METU CENTRAL LAB
b) CS-Fc-ald

Resim 4.3. CS (a) ve CS-Fc-ald’in (b ve ¢) SEM (2500 ve 10000 biiyiitmeli) gériintiileri

Enzim immobilizasyonu sonucunda CS-Fc-ald’in yiizeyinde meydana gelen morfolojik
degisiklikleri gozlemleyebilmek icin SEM-EDX analizleri yaptirilmigtir. Hem pepsin hem
de lipaz enzim immobilizasyonlari sonucunda CS-Fc-ald’in yiizeyinde, enzimlerden dolay1
farkliliklar ~ belirlenmistir. ~ CS-Fc-ald-Pep’in =~ morfolojik  degisimi  sonucunda
damarimsi/koksii goriintiilerine sahip oldugu, CS-Fc-ald-Lip’in ise agims1 goriintiilerine
sahip oldugu gorilmiistiir (Resim 4.4). Ayrica CS-Fc-ald-Pep ve CS-Fc-ald-Lip’in EDX
gorlintiilerinde destekte Fe’in bulundugu belirlenmis olup immobilizasyon sonucunda

ferrosen katiliminin bozunmadig1 yorumu yapilmastir.
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t| Hv mag |spot 00 2/13/20 det / ‘ W 40 ym
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Wie

aw 2| psm VH 1ob d WE 40 pm
8AJ JARTNIO UT3M mm S| 0.€ [x000 'V 00.0S T3 \ ¥ B 7 )| 2 V|2 3 0 METU CENTRAL LAB

Resim 4.4. CS-Fc-ald-Pep (a) ve CS-Fc-ald-Lip’in (b) SEM (1000 ve 2500 biiyiitmeli)
goriintiileri

EDX analiz degerlendirmeleri

CS ve CS-Fc-ald polimerlerinin EDX spektrumlarimi daha verimli karsilastirmak igin

ferrosenkarboksaldehitin de EDX spektrumu alinmustir.

Ferrosenkarboksaldehitin EDX spektrumuna gore, 6,30 keV’luk bolgede yogun Fe
izotoplarina ait pikleri, 0,45-0,9 keV’luk arasindaki bolgede ikili ve 6,75 keV’luk bolgede

siddeti diisiik Fe izotoplarina ait pikler goriinmiistiir.



42

a) b)
c
Element | % Agrhk ¢ Flement | % Agrik
c 6213 C 13
N 6,30 0 8,78
0 kikg) TFe 20,09

Fe Fe
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Fe
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Sekil 4.9. CS (a) ve Fc-ald’in (b) EDX spektrumlari

CS ve CS-Fc-ald EDX spektrumlari karsilastirildiginda ferrosenkarboksaldehite ait EDX
spektrumunda Fe izotoplarina ait gozlenen pikler CS-Fc-ald EDX spektrumunda da
gortinmiistiir. CS-Fc-ald EDX spektrumuna gore 6,30 keV’luk bolgede yine Fe izotoplarina
ait pikleri, 0,45 keV’luk bolgede ve 6,30 keV’luk bolgede siddeti diisiik Fe izotoplarina ait

pikler gorlinmiistiir.

Element | % Agirhk

C 67,50

0] 1538
An 325

Fe 387

o]
e AuMg
AuMz Fe
AuMa Fe

-l----‘-..\.mu.n---- ittt s s
0,90 1,80 2,70 3,60 4,50 540 6,30 7,20 §,10 keV

Sekil 4.10. CS-Fc-ald’in EDX spektrumu

Immobilize desteklerin EDX spektrumlari birlikte degerlendirildiginde, ¢alisilan destekte
bulunan ferrosene ait Fe izotoplarina ait piklerinin goriinmesi immobilizasyon sonucunda

ferrosenin yapidan ayrilmadigi yorumu yapilmaistir.
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Sekil 4.11. CS-Fc-ald-Pep (a) ve CS-Fc-ald-Lip’in (b) EDX spektrumlari

4.2. Serbest ve immobilize Pepsin ve Lipaz Enzimi ile lgili Calismalar

7,20 8,10 keV
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Serbest ve immobilize pepsin enziminin optimizasyon degerleri ve Kinetik parametrelere ait

verilere bu bolimde yer verilmistir.

4.2.1. Serbest ve immobilize pepsinin aktifligine pH etkisi

Serbest ve CS-Fc-ald polimerik destege immobilize edilen pepsin enzimi ve serbest pepsin

enziminin aktifligine pH etkisi, Bolim 3.4.1.’de agiklanan yontem kullanilarak incelenmis
ve Sekil 4.12.”deki grafikler elde edilmistir.
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Serbest Pepsin CS-Fc-Pep
= 100 5'100
- a
E 80 E BO
':é 60 g 60
. = 40
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2 a =
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e 2 4 65 8 0 2 4 6 8
pH pH
a) b)

Sekil 4.12. Enzim aktifligine pH etkisi: Serbest pepsin (a), CS-Fc-ald’e (b) immobilize
edilen pepsin

Serbest enzimin pH’s1 2, immobilize enzimin (CS-Fc-ald-Pep) optimum pH’s1 4 olarak
bulunmustur. Bu durumun enzimin immobilize edilmesiyle mevcut ¢evresinden etkilendigi

yorumu yapilabilir.
4.2.2. Serbest ve immobilize pepsinin aktifligine sicaklik etkisi
Sentezlenen CS-Fc-ald polimerine immobilize edilen pepsin enzimi ve serbest pepsin

enziminin aktifligine sicakligin etkisi Bolim 3.4.2°de agiklanan yontem uygulanarak

incelenmis ve Sekil 4.13’deki grafikler elde edilmistir.

. C5-Fc-Pe
Serbest Pepsin P
& 100 2 1%
= &
it - 8 75
.-'? 5 fﬁ
- =
" — W
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L E=
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a 25 2%
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a) b)

Sekil 4.13. Enzim aktifligine sicaklik etkisi: Serbest pepsin (a), CS-Fc-ald’e (b) immobilize
edilen pepsin

Serbest ve immobilize edilen pepsin i¢in elde edilen optimum pH ve sicaklik degerleri

Cizelge 4.6.’te verilmistir.
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Cizelge 4.6. Serbest ve immobilize edilen pepsin igin segilen optimum pH ve sicaklik

degerleri
Ortam Optimum Sartlar
pH Sicaklik
Serbest pepsin 2 80°C
Immobilize pepsin 4 50°C

CS-Fc-ald’e immobilize edilen pepsinin optimum sicakliginin serbest enzimin optimum

sicakligiyla ayn1 olmasi immobilizasyon ile enzimin mevcut aktifliginin etkilenmedigi

yorumu yapilabilir.

4.2.3. Immobilize pepsin enziminin depolama kararhhig

Immobilize pepsinin oda kosullarinda saklanmas1 ve aktivitesini ne kadar siireyle devam

ettirdigini takip etmek i¢in depolama kararliligi deneyleri Boliim 3.4.5.’te belirtilen sekilde

gergeklestirilmistir. Elde edilen UV-GB spektrumlarinda 280 nm’deki absorbans degerleri

dikkate alinarak zamana kars1 % bagil aktivite grafikleri ¢izilmistir. Dort giinde bir alinan

olgtimlere devam edilip elde edilen verilerden Sekil 4.14’deki grafik elde edilmistir.

Immobilize Pepsinin Depolama
Kararhlg

Croreceli Aktivite , (%)
|

Zaman (gin)

Sekil 4.14. Immobilize pepsinin zamana bagl gosterdigi bagil aktiflik: CS-Fc-ald’e

immobilize pepsin

CS-Fc-ald’e immobilize lipaz enziminin bagil aktifliginin %47,02’ini  korudugu

belirlenmistir.
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4.2.4. Serbest ve immobilize lipazin aktifligine pH etkisi

Serbest ve polimerik destege immobilize edilen lipaz enzimi ve serbest lipaz enziminin

aktifligine pH etkisi, Boliim 3.4.1.’de agiklanan yontem kullanilarak incelenmis ve Sekil
4.15.°deki grafikler elde edilmistir.

Serbest Lipaz C5-Fe-Lip
= 1E-Cl
50
BD

i
=~ oo

ER=-R=-R-E=-E=-E=-N-E=N=]

60
50
40
30
20
10

& U

Goreceli Aktivite, %
A

Gireceli Aktivite,

= b

pH pH

a) b)

Sekil 4.15. Enzim aktifligine pH etkisi: Serbest lipaz (a), CS-Fc-ald’e (b) immobilize
edilen lipaz

4.2.5. Serbest ve immobilize lipazin aktifligine sicaklik etkisi

Sentezlenen polimere immobilize edilen lipaz enzimi ve serbest lipaz enziminin aktifligine

sicakligin etkisi Bolim 3.4.2°de agiklanan ydntem uygulanarak incelenmis ve Sekil
4.16’daki grafikler elde edilmistir.

Serbest Lipaz CS-Fe-Lip
- 100 100
= 2
- o \/
= 95 E
=i
- =
g %
B =]
th 85 .
20 30 40 S0 60 70 =
20 1 40 [ 0 0
I, C T,'C
a) b)

Sekil 4.16. Enzim aktifligine sicaklik etkisi: Serbest lipaz (a), CS-Fc-ald’e (b) immobilize
edilen lipaz

Serbest ve immobilize lipaz i¢in elde edilen optimum pH ve sicaklik degerleri Cizelge

4.7.’de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Serbest ve immobilize edilen lipaz i¢in segilen optimum pH ve sicaklik degerleri

Optimum Sartlar
Ortam
pH Sicaklik
Serbest lipaz 8 50°C
Immobilize lipaz 9 50°C

CS-Fc-ald’e immobilize edilen lipazin optimum sicakliginin serbest enzimin optimum
sicakligryla ayn1 olmasi immobilizasyon ile enzimin mevcut aktifliginin etkilenmedigi

yorumu yapilabilir.

4.2.6. immobilize lipaz enziminin depolama kararhhig

Immobilize lipazin oda kosullarinda saklanmasi ve aktivitesini ne kadar siireyle devam
ettirdigini takip etmek icin depolama kararliligi deneyleri Boliim 3.4.5.°te belirtilen sekilde

gerceklestirilmistir.

Elde edilen UV-GB spektrumlarinda 405 nm’deki absorbans degerleri dikkate alinarak
zamana kars1 % bagil aktivite grafikleri ¢izilmistir. Dort glinde bir alinan dlgtimlere devam

edilip elde edilen verilerden Sekil 4.17°deki grafik elde edilmistir.

Immobilize Lipazm Depolama
Kararhhg

100
50
BO
70
&0
50
40
30
20
1 2 3 4 5 & 7

Faman (giin)

Goreceli Aktivite , (%)

Sekil 4.17. Immobilize lipazin zamana bagl gosterdigi bagil aktiflik: CS-Fc-ald’e
immobilize lipaz

CS-Fc-ald’e immobilize lipaz enziminin bagil aktifliginin  %61,81’ini  korudugu

belirlenmistir.
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4.3. Cift Enzimin (Pepsin ve Lipaz) Immobilizasyonu ile Tlgili Cahsmalar
4.3.1. Cift enzim aktifligine pH etkisi
Cift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) varliginda pepsin ve lipaz enzimlerinin

aktifliginde pH etkisi, Boliim 3.4.1.’de agiklanan yontem kullanilarak incelenmis ve Sekil
4.18.’deki grafikler elde edilmistir.

Cift Enzim varhgmmda Pepsinin Cift Enzim varhfnda Lipazm
Optimum pH's1 Optimum pH's1

: f/\'t . F\/
5 U'I

10
.
4 ¢ & 1 3 5 7 9

pH pH

10

» Y

Goreceli Akrivite
Géreceli Akdvite, %

a) b)

Sekil 4.18. Cift Enzim aktifligine pH etkisi: Cift Enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)
varhiginda Pepsin (a), Cift Enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) varliginda
lipaz (b)

Cift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) varliginda pepsin enziminin optimum pH’s1 4,
lipaz enziminin optimum pH’s1 9 olarak bulunmustur. Bu durum ¢ift enzim varligindaki
pepsinin immobilize pepsin ile kiyaslandiginda degismedigi ancak cift enzim varhigindaki

o

lipazin immobilize lipaz ile kiyaslandiginda degistigi goriilmiistiir.

4.3.2. Cift enzim aktifligine sicaklik etkisi

Cift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) varhiginda pepsin ve lipaz enzimlerinin
aktifliginde sicaklik etkisi, Boliim 3.4.1.’de agiklanan yontem kullanilarak incelenmis ve

Sekil 4.19.’daki grafikler elde edilmistir.

Cift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) varliginda pepsin enziminin optimum

sicaklig1 60°C, lipaz enziminin optimum sicakligi 50°C olarak bulunmustur. Bu durum gift
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enzim varligindaki hem pepsin enzimi hem de lipaz enzimi i¢in immobilize pepsin ve

immobilize lipaz ile kiyaslandiginda degismedigi goriilmiistiir.

Cift Fnzim varh@imda Pepsinin Cift Enzim varhgmda Lipazn
Optimom Sicakhgn Optimum Sicakhg
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Sekil 4.19. Cift Enzim aktifligine sicaklik etkisi: Cift Enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-
Lip) varliginda Pepsin (a), Cift Enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)
varliginda Lipaz (b)

4.3.3. Cift enzim aktifligine substrat derisiminin etKkisi

Cift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) tizerine; pepsinin aktifligi i¢in substrat olarak
hemoglobin ve lipaz aktifligi igin substrat olarak p-NPp’in derisiminin etkisi Boliim

3.4.3.”de belirtilen yontem uygulanmustir.

Her bir grafikte serbest enzim verileri referans olarak yer almak tizere elde edilen verilerden
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir. Grafiklerdeki verilerden yararlanarak Km Ve Vmax

degerleri bulunmustur.

Sekil 4.20°de ¢ift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) varliginda pepsin i¢in pH 4 ve T
60°C’de, lipaz i¢in pH 9 ve T 50 °C’de ¢alisilmis, elde edilen absorbans degerleri ile yapilan
hesaplamalar sonucu 1/V-1/[S] grafigi gizilerek, dogrunun x eksenini kestigi noktadan K,
dogrunun y eksenini kestigi noktadan da Vmax degeri hesaplanmustir.

Serbest enzim ve c¢ift immobilize enzimin Km ve Vmak degerlerini kiyaslayabilmek igin,
serbest pepsin enziminin ve lipaz enziminin substrat etkisi de incelenmistir. Bunun igin,

pepsin enziminin serbest substrat (hemoglobin) ¢alismasi igin 7 adet deney tiipii i¢erisine
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Bolim 3.2.°de belirtildigi gibi hazirlanan serbest enzim ¢dzeltisinden 0,5 mL, lipaz
enziminin serbest substrat (p-NPp) calismasi i¢in 9 adet deney tiipii igerisine 2,5 mg lipaz

enzimi alinarak ¢ift immobilize enzim i¢in yapilan islemlerin aynisi tekrarlanmistir.

1800 3500 . j
”
1600 @ Serbest Pep . 2000 .. SerbestLip
Immobilize Lip .-~
1400 @ Immobilize Pep .. 2500 l.P.'
A o
S 1200 2 2000 .
5 1000 e 2 1500 :
|" .3 .
g B0 | e ¥ T 1000 o
g o [T S 500 R
400 ‘P..n.------""""'” 0 F-"—‘....J-----;--
200 con!
¢ ~1000
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(@ (b)

Sekil 4.20. Cift enzim aktifligine substrat derisiminin etkisi: ¢ift enzim (CS-Fc-ald- Pep)
+(CS-Fc-ald-Lip) varliginda pepsin (), ¢ift enzim (CS-Fc-ald- Pep)
+(CS-Fc-ald-Lip) varliginda lipaz (b)

Cizelge 4.8. Serbest ve ¢ift immobilize edilmis ortamlardaki kinetik parametreler

Enzim Ortam Destek (rﬁm) (n\1/l\n/?7 dkk)
Pepsin . _Serbest_ _ - _ 0,0177 0,0020
Cift immobilize (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) | 0,0075 0,0035
) Serbest - 0,5310 0,0038
Lipaz Cift immobilize (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fe-ald-Lip) | 0,1770 | 0,0150

Km, enzimin substrata olan ilgisini ifade eder. Km ne kadar kiigiik olursa enzimin substrata
olan ilgisinin o kadar yiiksek oldugu anlasilir. Vmak ise enzimin substrata doydugu andaki

katalitik hiz1 ifade eder.

Cift enzim immobilizasyonundaki pepsinin (CEnimPep) kinetik parametresi (Kn=0,0075,
Vmak=0,0035), serbest pepsin enzimine ait parametre ile karsilastirildiginda (Km=0,0177,
Vmak=0,0020) daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu sonu¢ CenimPep’deki pepsinin substrata
ilgisinin daha fazla oldugunu gostermistir. Ayrica (Vmax/Km)cenimpep orani (0,4666) ¢ift
enzim immobilizasyonundaki pepsinin serbest pepsin oranindan (spep) (0,1129) daha kiigiik

degere sahip oldugu belirlenmistir.
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Cift enzim immobilizasyonundaki lipazin (CEnimLip) kinetik parametresi (Kn=0,1770,
Vmak=0,0150), serbest lipaz enzimine ait parametre ile karsilastirildiginda (Km=0,5310,
Vmak=0,0038) daha diisiik oldugu gériilmiistiir. Bu sonu¢ CenimLip’deki lipazin substrata
ilgisinin daha fazla oldugunu géstermistir. Ayrica (Vmax/Km)cEnimLip orani (0,0847) ¢ift enzim
immobilizasyonundaki lipazin serbest lipazin oranindan (slip) (0,0071) daha biiyiik degere

sahip oldugu belirlenmistir.

4.3.4. Cift enzimin tekrar kullanilabilirligi

Cift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) iizerine pepsin ve lipazin tekrar

kullanilabilirligi Boliim 3.4.4.”de verilen yontem kullanilarak belirlenmistir.

Cift enzim ) - Cift enzim o
immobilizasyonundaki pepsinin immobilizasyonundaki lipazin
tekrar kullanilabilirligi tekrar kullamlabilirligi
100 » 100 »
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1 2 3 i 1 2 3 4 5 6 7 8 9% 10
Tekrar kullanim sayvisi Tekrar kullanim sayis
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Sekil 4.21. Cift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) varliginda pepsinin (a) ve lipazin
(b) tekrar kullanilabilirligi

Cift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) varliginda pepsin enzimi ve lipaz enziminin
aktifliginde tekrarlanabilirligi incelendiginde; pepsin enzimi igin tekrarlanabilirligin 4 olup
aktivitesinin %20,42 korundugu, lipaz enzimi i¢in ise tekrarlanabilirligin 10 oldugu degerde

aktifliginin %89,42 korundugu bulunmustur.

4.3.5. Cift enzimin depolama kararhhg:

Cift immobilize desteklerin iizerine pepsin ve lipaz enzimlerinin oda kosullarinda

saklanmasi ve aktivitesini ne kadar siireyle devam ettirdigini takip etmek i¢in depolama
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kararlilig1 deneyleri Bolim 3.4.5.”te belirtilen sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen UV-
GB spektrumlarinda 280 nm ve 405 nm’deki absorbans degerleri dikkate alinarak zamana

kars1 % bagil aktivite grafikleri ¢izilmistir.

Daért giinde bir alinan 6lgiimlere devam edilip elde edilen verilerden Sekil 4.22°deki grafik
elde edilmistir. Cift immobilize desteklerin iizerine pepsin ve lipaz enziminin sirasiyla bagil

aktifliginin % 32,58 ve % 46,22 ’ini korudugu belirlenmistir.

Cift Enzim+Pep Depolama Cift Enzim+Lip Depolama
Kararhhg Kararlihg
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Sekil 4.22. Cift enzim (CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip) varliginda pepsinin (a) ve lipazin
(b) zamana baglh gosterdigi bagil aktiflik

4.4. Sonuclarm Degerlendirilmesi

Calismada Once, enzim immobilizasyonu yapilacak olan CS-Fc-ald destek materyali
sentezlenip karakterizasyonu yapilmistir. Calisilan ¢itosan ve ferrosen takili ¢itosan
polimerlerinin karakterizasyonlar1 karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Calisilan
citosan polimerinin 6nemli FT-IR pikleri literatiirlerde belirtilen piklerle ayni sekilde oldugu
goriilmiistiir. Citosan polimerinde gériilmeyen, ancak Fc-ald’e ait 488 cm™ ve 842 cm™ deki
piklerin, CS-Fc-ald polimerinde de 485 cm™ ve 821 cm™ olarak goriilmesi Fc-ald katiliminin

gergeklestigine dair 6ngdrii olusturmustur.

Citosana ferrosenkarboksaldehitin baglandigina dair baska bir delil, demir yiizdesinin

atomik absorpsiyon spektrometresiyle belirlenmesidir. Element analiz sonuglar1 dikkate
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alindiginda, CS-Fc-ald i¢in; her dokuz ¢itosan biriminin tekrarindan sonra ferrosen takili
citosan biriminin bulunabilecegi degerlendirmesiyle agirlikca ortalama mol kiitlesi 2162 ve
kapali formiilii CgaH142N120s0Fe olan yap1 6ngoriilmiistiir. Ferrosenkarboksaldehit katkili
citosan sentezi ile Schiff bazinmn olustuguna dair karar CS-Fc-ald’in kati **C-NMR
spektrumundaki 17,296 ppm’de gozlenen zayif ama yeni tekli pikin ortaya c¢ikisi ile

olmustur.

Citosan (CS) ve (CS-Fc-ald) polimerlerinin FT-IR spektrumunda gozlenen 3450-3400 cm™
deki oldukca yayvan piklerin sadece polimerlerin yapisindaki -OH gruplarindan degil
yapilarinda nem (H20)’in bulunmasindanda kaynaklanabilir diisiincesiyle TGA analizi
yapilmistir. Analiz sonucunda (CS) ve (CS-Fc-ald) polimerlerinde kristal suyun bulundugu
ve 100°C’nin altindaki kiitle kayiplarinin (% 5,3-6,6) CS i¢in 2, CS-Fc-ald i¢in 3 mol

H20’un uzaklasmasindan kaynaklanabilecegi yorumu yapilmistir.

Enzimlerin, CS-Fc-ald polimerine baglanip baglanmadigmnin yorumu i¢in FT-IR
spektrumlarindan faydalanilmistir. Serbest enzimlerin ve CS-Fc-ald-Enzimlerin FT-IR
spektrumlar1 detayli olarak karsilastirilmistir. CS-Fc-ald polimerinde goriilmeyen ancak
enzimlere ait 707-713 cm™ ve 1260 cm™’deki piklerin immobilize edilmesi ile 711-713 cm
1ve 1257 cm™? olarak goriilmesi bizi immobilizasyonun gergeklestigi sonucuna ulastirmustir.
Kat1 hal iletkenlik ve parcacik boyut analizleri, ferrosenin ¢itosana takilmasiyla ¢itosanin
ozelliginde nasil bir farklilik gosterdigine dair bilgi sahibi olmak i¢in yapilmistir. Ferrosenin
baglanmasiyla iletkenligin 1,03 kat arttig1, zincir uzunluklarinin ise hemen hemen esitlendigi

gorilmiistiir.

Serbest ve immobilize enzimler icin optimum sartlarin ve kinetik 6zelliklerin
belirlenmesinde uygulanan yontemler, yogun laboratuvar sartlarinda ¢alisilarak
kaynaklardan farklilik gosteren 6zel prosediir olusturularak yapilmstir.

Enzimlerin, immobilizasyonuyla optimum pH’larin arttigi, optimum sicakliklarin ise
degismedigi belirlenmistir. Cift enzim immobilizasyon varliginda ise optimum pH’nin

korundugu, optimum sicakligin ise 10°C’lik artis yoniinde farklilik gosterdigi belirlenmistir.

Enzimin substrata olan ilgisini ifade eden Kn Kinetik parametresi, serbest enzim [(Pep) ve

(Lip) ve ¢ift enzim immobilizasyon [(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)] ortamiyla
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karsilagtirillmigtir. Cift enzim immobilizasyonuyla, pepsin enziminin substrata olan ilgisinin

0,4 kat, lipaz enziminin ise yaklasik 0,3 kat daha fazla oldugu belirlenmistir.

Cift enzim [(CS-Fc-ald-Pep)+(CS-Fc-ald-Lip)] immobilizasyon ortamindaki immobilize
pepsin enzimi ve immobilize lipaz enziminin aktifliginde tekrarlanabilirlik
karsilastirilmistir. Immobilize lipaz enziminin aktifliginde tekrarlanabilirliginin, pepsin

enzimine gore 2,5 kat daha fazla oldugu belirlenmistir.

4.5. Oneriler

Enzimlerin sabit bir destek iizerine tutturulmasi endiistriyel uygulamalarda giderek daha
fazla tercih edilen uygulamadir. Ciinkii hareketsizlestirilmis enzimlerin biyokatalizorler

olarak kullanilmasi, teknik agidan kolay ve ¢evre dostudur.

Tez ¢aligmasinda enzim immobilizasyonu i¢in destek materyal gelistirilmistir. Hazirlanan
destek materyal, enzim i¢in koruyucu etki gdstermis ve boylece, hareketsizlestirilmis olan
enzimin sicaklik, pH hatta farkli ortamlarin 6nleyici etkisi gibi gevresel parametrelerin
degisimlerine kars1 direngli oldugu goriilmiistiir. Bu sonug, ¢alisilan ya da ¢alisilacak baska
enzimlerin operasyonel kararliliginin artmasina katki saglayabilecegi dnerisini sunmaktadir.
Ayrica sunulan tezde, hareketsiz ¢ift biyokatalizor olusturulmasiyla yeni bir fikir
onerilmistir. Citosan polimerinin ferrosen ile kimyasal modifikasyonu sonucunda ayni
uzunlukta polimer zincirinin meydana gelmesi ¢ift biyokatalizor uygulamalarinda
performansin artis1  yoniinde katkisi oldugu disiiniilmektedir. Bu nedenle, destek
polimerlerin kullaniminda, zincir uzunluklarim ayni olmasi yoniinde tercih edilmesi bir
oneri olarak degerlendirilebilir. Hazirlanan destek polimerin her tiirlii biyoteknolojik
stireglere  uygulanabilecegi, farkli  enzimlerin  immobilizasyon ¢alismalarinda

kullanilabilecegi hatta heterojen katalizor olarak kullanilabilecegi 6nerisini sunmaktayiz.
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Preparation and characterization of a novel composite with double
enzymes immobilized on ferrocene-chitosan
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Enzy™e immobiization has attacied atiendon due io is Important commercial applications. We knows that:
Imrobized snzymes exhib® grester thermal and aperational stabilty than free enzy So far, various enzy
have besn Immoblized onio funcionaltzed chiiosan. Chilosan ks biocompathie, biodegradabies and nom-foaric
béopotymer [1]. Also being antimicobial and moistarizing agent [2].

Mowadays, FESEANh on multienzyme Immobilzation ks gaining importance. Because, | is possbie 1D ensure M
formation of subsaquent anzymatic reactions In & shorer me. In addition, with mul-enzyme Immobikzation, less
wasie, solvents and chemicals are used. [2.4]

In the present study, a biocompatible material was prepared for multple enzyme (lpase and pepsing
Imroblzation using f=rooenecarkosideinyde and chibosan.
™ ROYAL SOCIETY | CELEBRATING

The modfied chitnsan (CS) was prepared by reacting of chiiosam (CE) { 2.000 g,) in hot ethamol (20 miL) with ~OF CHEMISTRY |YPT 2019

femocenecarboxaldeiyde (7o) (2.000 g) in efanod (40 mL). Aldehypde sohaion was slowly added by the dropwise
on chitosan soltion:s while sHming Trough 30 F

The resuiting solution mivrture was them cooled 1o room temperasture under 3 niogen stmosphers for S howrs. The
resuiting brown product (T5-Fc) was colecied by fitration and dried In anm oven and heid on Bhe anhydrous CaCl2
with desiocant(Figare 1) Then, femocene modied chiiosan was idenifled by elemenial analyzes and spectal
stucies. In addition, the surface momhoiogy of femocens-modied chicsan was determined by SEM | EDX.

8-11 July 2019
Birmingham, UK

14" International conference
on materials chemistry (MC14)

¥ #mMCl4
Figurs 1: Imaging of chiosan and chicesan aached femooene

S showed characierisic peaks at around 1545 and 1563 cm'', which are xssigned o the amide bands of CE In
the FT-R-ATR specir. Thess peals were 3iso observed IR the CS-Fo polymers Due tothe M-alkyiaton of the
glucosamine unt with 5, the intensEy of e peak at 1563 cm'!, for primary amine N-H bendng, was decreased.
In zddition, anoier new absomdon band ot S14 o, for C-H, Inthe specira aiso indicabes Tat the ferocenyls
EXIS In e C5-FC biopolymer.

Rsfarenoes
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thair potentisl eniciden! sctvity in vitla. Bloog Med Chem. Lell 17 [2007) 4375
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o3 Fe | CiFe
Imtreduction

In mecant years, natural paterials wach as chitosan have besn wsed as supports for enryme immobiliztion [1].
Chitosan, 2 matral catiomic pobysacckaride, has been widely applied in tamebilized sxryme by virme of i
2ood biocompatibility, Jow texicity, non-ime=mogenicity, antifmgal bioactvity, memarkable aSinity to soxryme,
etc. [2]. Enrymws are catalytc protedns widely weed in indasirial bioprocssses. Diouble enzyme (zmldpls
enryms) immobilization i ieportant due to indusial contbuton. And, for the frst time, the smdy was carmied
mhmmmwﬂﬂmﬂm&b:a {from porcing pancreas Typs I and pepuin(from porcine gasttic
mmoosa) snrymes wars weed togather [3] (Figure 1). 5o, chitesan txvolving Sarrocezs was syzthesized by means
of condsnsation. And thexn, lipase and pepsine mmebdlized oo it. Optimization parameters of immobilized
enrymes (subsiate concemtration, temperature (Figure 2), pH (Figum 3), remabdlity and storage capacity) weare
determined. Thedr Em (mf) and Vemax {zM.eein' ') walues wers caloulated from the Mickacli: Montn equatica.

Ciptimians pIE of dashis sy Dptirmmm $rmgeraturs af deisls
."‘-. — enryms
: | F o AN
g = - \ )
E ! r " m e o
Pe | | Far _ Y (|
. W ~ = - Voo
3 @ W Y | Ty N );}
L En |
8 ' )
] z
wli Ty
Fopein i deakk mnac Brprin om el swermr
—— Lt In Baabli smrema Lipare i e sl gngrme
Figure 2 Figare 3
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Dear Fatma Han

Chemical Biolegy Symposium 2020
117052020
Burlington House, London, UK

Thank you for submitting your abstract fitled ‘Muftiple Enzyme Immobilization on Natural Polymer for poster presentation at the above event. | am delighted to inform you your abstract has been selected
for inclusion in the poster session.

Each poster presenter will be provided with a poster board on which to display their poster. The board will be portrait and 2m high and 1m wide. This is suitable for an AD size poster. Please ensure your
printed poster will fit on this size board.

If you have not done so already please register online. You must be registered in order fo attend and give your presentation.

On behalf of the organising committee, we look forward to welcoming you fo Londaon.

If you have any questions please do not hesitate to confact us.

Kind Regards

Events Team

Royal Society of Chemistry

Thomas Graham House, Miton Road
Science Park, Cambridge, CB4 0WF
Tel: +44 (0)1223 432509

Cancellation of Chemical Biology Symposium  Gelen Kutusu x 8 0@
events@rsc.org 20 Mart Cum 1601 ¥ 4w
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Dear Miss Han

In light of developments regarding the coronavirus (COVID-19) and the latest UK Government announcements we have taken the decision to cancel this year's Chemical Biclogy
Symposium that was due to take place in London on 11 May.

If you have already paid your registration, this will be refunded in the same method you paid.

This is to ensure that we are supporting our community to follow advice of social distancing measures. Whilst the landscape and Public Health information is changing rapidly, we
wish to give certainty to our speakers and delegates and we do not wish 1o exclude those in our community who may need to self-isolate over this period.

The annual meeting will run again in 2021 and we hope you are able to join us for this.
Please contact us at events@rsc.org if you have any questions.

Thank you for your understanding and support.

With best wishes,

Events Team

Royal Society of Chemistry

Thomas Graham House, Milion Road
Science Park, Cambridge, CB4 0WF
Tel +44 (0)1223 432509
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