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Bu yiikksek lisans tez calismasinda, 5-(4-aminofenil)-10,15,20-
trifenilporfirin igeren hidrofobik karakterli polimer kiirecikler sentezlenmistir.
Sentezlenen bu hidrofobik polimerik kiirecikler lizerine lignin peroksidaz enzimi
(E.C 1.11.1.14) immobilizasyonu incelenmistir. LIP enzim immobilizasyon
iizerine farkl ortam kosullari1 (pH, enzim baslangi¢c derisimi, sicaklik ve temas
siiresi) kesikli sistemde incelenmistir. Immobilizasyon igin Langmuir ve
Freundlich adsorpsiyon izotermlerinin uygunlugu arastirilmis. Kinetik verilerin
degerlendirilmesi i¢in Lagergren-birinci-derece ve yalanci-ikinci-derece-kinetik
modellere uygunlugu incelenmistir. 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin
iceren polimerlerin karakterizasyonunda ylizey morfolojileri Taramali Elektron

Mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir.

Anahtar Kkelimeler: Enzim immobilizasyonu, Lignin peroksidaz, Porfirin
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In this study, hydrophobic polymer beads containing 5-(4-aminophenyl)-
10,15,20-triphenylporphyrin were synthesized. Lignin peroxidase (E.C 1.11.1.14)
immobilization onto these synthesized polymer beads was investigated. Different
LIP immobilization conditions (i.e. pH, lignin peroxidase enzyme initial
concentration, temperature and contact time) were investigated in batch system.
The suitabilities of Langmuir and Freundlich isotherms for the immobilization
were searched. Lagergren-first-order and pseduo-second-order kinetic models
were investigated to evaluate the kinetic data. In characterization of polymers
containing  5-(4-aminophenyl)-10,15,20-triphenylporphyrin,  the  surface
morphology measurement were investigated using Scanning Electron Microscope

(SEM).
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1. GIRiS

Glinlimiiz insanoglunun modern toplumunun en Onemli problem ve
endiselerinden biri siirekli biiyiiyen ¢evresel kirliliktir. Uretim sonucunda, ¢evrede
olusan atik maddelerin uygunsuz imhasi sonucu olusan toksik maddeler havayi,
topragr ve suyu kirletmektedir. Son yillarda cevresel iyilestirme metotlarmin
popiilerligi artmakta ve kalici ¢evresel kirliliklerin giderilmesinde etkili
olmaktadir. Bu metotlar, c¢evre dostu ve tehlikeli atik merkezlerinin
armdirilmasinda etkili ve ekonomiktir (Mayer 1997).

Enzimler biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlar1 katalizleyen, ¢ogu protein
yapisinda olan biyolojik katalizérlerdir. Dogal olarak sadece canlilar tarafindan
sentezlenirler. Uygun kosullar saglandiginda etkilerini dogal ortamlar1 disinda da
gosterebiliyor olmalar1 enzimlerin pek ¢ok alanda kullanilmalarmma olanak
saglamaktadir. Enzimler endiistriyel, analitiksel, tipta teshis, tedavi ve ilag¢ tasarim
amacl genis uygulama alaninda kullanilmaktadir (Wiseman 1986). Enzim
iretiminde hammadde mikrobiyal kaynaklar ile saglanmaktadir. Fakat mikrobiyal
kaynaklardan enzim saflastirmak zahmetli ve masrafli bir istir. Endiistriyel
uygulamalarda siklikla kullanilan enzim, suda c¢oziindiigliinden ortamdan geri
kazanilmasi olduk¢a zordur. Reaksiyonun kontrolii saglanamamakta ve enzim
aktif bir sekilde tekrar elde edilememektedir. Bu durum enzimlerin spesifiklikleri
yaninda o Olgiide pahali katalizorler olmalar1 nedeniyle maliyeti arttiran 6nemli
bir etmendir.

Onceleri sanayi uygulamalarinda ¢oziilebilir enzimlerde sadece ucuz
olanlar1 kullaniliyordu. Daha sonra gelistirilen uygulamalar sayesinde geri
kazanilmas1 ¢ok zor olan enzimlerin bile biiyiik miktarmin elde edilmesi saglandi.
Bu gibi zorluklarin tistesinden gelmek i¢in yapilan uygulamalardan en 6nemlisi
immobilizasyon yontemidir. immobilizasyon kati bir destek iizerine enzimin
tutuklanmasi olarak agiklanabilir. Coziinemez formda bir kati destek {lizerine
immobilize edilen enzim, yeniden kullanilabilir ve daha sonra geri kazanilabilir
ozellikte olmustur. Enzimler, suda ¢0zlinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya
kimyasal olarak baglanmasiyla, suda c¢oOziinmeyen {riin veren bir

kopolimerizasyona enzim molekiiliinlin monomer olarak katilmasiyla ve suda



coziinmeyen mikro kapsiillerde tutuklanmasiyla immobilize edilirler (Klibanov
1983). Serbest enzimlere gére immobilize enzimin, enzim kararliligma ek olarak
bircok avantaji vardir. Immobilize enzim reaksiyon ortamindan kolaylikla
ayrilabilir ve tekrar kullanilabilir. Deneylerde immobilize enzim kullanilarak daha
hizli gergeklestirilebilir. Ayrica enzimatik reaksiyonlarda, immobilize enzimin
basit bir sekilde ortamdan uzaklastirilmasi ile reaksiyon sonlandirilabilir ve bu
sayede bircok reaksiyonun kontroliine olanak saglanr (Mayer 1997). Bu
avantajlardan dolay1 bu calismada lignin peroksidaz enziminin farkl sartlarda
immobilizasyonu ele almmis, immobilize ve serbest enzimin 06zellikleri

karsilagtirilmistir.

1.1. Enzimlerin Ozellikleri

Enzimler, kimyasal katalizérlere gore birgok iistiinliikleri olan biyolojik
katalizorlerdir. Enzimler protein yapisinda olan ve yalniz canlilar tarafindan
sentezlenebilen maddelerdir. Enzimlerin katalitik etkinlikleri ¢ok yliksektir ve
degiskenlikleri sebebiyle ortam kosullarna uyum saglarlar. Enzimler
etkinliklerinin maksimum olabilmesi i¢in ortam kosullarinin (pH, sicaklik, iyon
siddeti vb.) optimum olmasi gereklidir. Enzimler kimyasal katalizorlerin aksine
kimyasal reaksiyonlarda yan iirlin meydana getirmezler ve etki ettikleri maddelere
substrat denir. Enzimler substratin %100’linii {iriine doniistiiriir ve ¢ok spesifiktir.
Biyokimyasal reaksiyonlar1 gerceklestirdikleri i¢in her maddenin kendine 6zgii bir
enzimi, her enziminde bir aktif merkezi vardir. Reaksiyonlar aktif merkeze

substrat baglanmasiyla gerceklesir.

1.1.1. Enzimatik reaksiyonlar iizerine pH etkisi

Enzimlerin aktiviteleri pH degisimlerinden etkilenir. Clinkii, enzimlerin ve
substratlarin aktif yerleri asidik ve bazik gruplar igerir. pH degisimi, enzimin aktif
merkezinin iyonizasyonunu bozar ya da substrat molekiiliiniin ¢oziiniirligtini
degistirerek enzim-substrat etkilesimini degistirir. Ayrica katalitik olarak aktif

olan enzimin aminoasit zincirindeki iyonik karakter degistigi icin enzim denatiire



olarak katalitik aktivitesini kaybedebilir. Enzimatik reaksiyon hizinin maksimum
oldugu ve her enzim icin degisik olan bir optimum pH degeri bulunmaktadir

(Altmisik 1999).

1.1.2. Enzimatik reaksiyonlar iizerine enzim derisiminin etkisi

Bir enzimatik reaksiyonun hizi, enzim derisimiyle orantili olarak tiim
substrat derisimleriyle degisir. Reaksiyon ortaminda yeterli miktarda substrat
derisimi bulunmasi halinde reaksiyon hizi, enzim derisimi ile artmaktadir (Sekil
1.1). Enzimler hiza etki etmekle birlikte hiz sabitlerini ve denge sabitlerini
degistirmezler. Denge halinde enzim derisiminin denge sabiti lizerine etkisi yoktur

(Altmigik 1999).

Reaksiyon Hiz1

v

Enzim Derigimi

Sekil 1.1. Enzim derisiminin reaksiyon hizina etkisi

1.1.3. Enzimatik reaksiyonlar iizerine sicakhgin etkisi

Enzimatik reaksiyonlarm hizi, sicaklik degismelerinden etkilenir. Genel
olarak sicaklikta her 1°C artis %10 daha yliksek bir enzim aktivitesi saglar.
Sicaklik artisiyla enzimatik reaksiyonun hizindaki artis sicaklik belli bir degere
yiikselinceye kadar devam eder. Maksimum hiza ulasildigindaki sicakliga

optimum sicaklik denir. Daha yiiksek sicakliklarda enzim protein yapisinda



oldugundan denatiire olarak aktivitesini kaybeder ve reaksiyon hizi azalir

(Altmigik 1999).

1.1.4. Enzimatik reaksiyonlar iizerine substrat derisiminin etkisi

Enzim derigsimi ve diger biitiin sartlarin sabit oldugu bir ortamda enzimatik
reaksiyon hizi, substrat derisiminin artirilmasiyla baslangicta dogrusal bir artis

gosterir; fakat substrat ilave edildik¢e hiz giderek daha az artar ve belirli bir V.

diizeyinde sabit kalir. Substrat derisimi artsa bile reaksiyon hizi degismez (Sekil

1.2).

Sekil 1.2. Substrat derisiminin reaksiyon hizina etkisi

Enzim-substrat (ES) kompleksine ait reaksiyon,

ki ks )
E+S =—=— ES —/~ E+U (1.1)
k.

Bu esitlikte; E= enzim, S= substrat, ES= enzim-substrat kompleksi, U=
iirlinli gosterir.

Enzimin reaksiyon hiz1 Michaelis-Menten esitligi ile verilir:



_ Vimak X [S]

=K, t 5] (1.2)

Michaelis-Menten esitliginin diizenlenmesi ile Lineweaver-Burk bagintisi

elde edilir.

1 K, 1 1
- X — +
4 Vmak [S] Vmak

(1.3)

Bu esitlikte; V' = baslangic hizi, V, = maksimum hiz, K,, = Michaelis
sabiti, S = substrat derisimi olarak belirtilir. Esitlik 1.3°de 1/V ile 1//S] arasinda
grafik cizildiginde elde edilen dogrunun egim ve kesim noktasindan V. ve K,

degerleri hesaplanabilir (Karaca 2006).

1.1.6. Enzim miktarini belirleme yontemleri

Bir protein ¢ozeltisindeki protein miktarinin belirlenmesi i¢in farkl
yontemler gelistirilmistir. Bu yOntemler arasinda en yaygin olarak kullanilani
protein ¢ozeltisinin UV absorpsiyonunun Olciilmesi yada proteinin bir boya ile
etkilesimi sonucu olusan renkli bilesigin UV-goriiniir bolgedeki absorpsiyonunun
Ol¢iilmesi sonucunda belirlenebilir. Ayrica bu yontemler disinda proteindeki azot
miktarmin tespitine dayali Kjeldahl yOntemi, tiirbidimetri, fluorimetri gibi
yontemler ile dogrudan protein miktar1 belirlenebilir.

Protein miktarinin belirlenmesine yonelik bazi yontemler asagida

verilmektedir:

1.1.6.1. Biiiret metodu

Bu yontem pratikligi nedeniyle yaygin kullanilmasina ragmen duyarlilig1
diistiktiir. Proteinleri olusturan aminoasitlerin arasindaki peptid baglarindaki azot
ile alkali ¢ozeltide Cu™ iyonlar1 arasindaki reaksiyon sonucu olusan renkli

cozeltinin kolorimetrik Ol¢limiine dayanir. Spektrofotometrik olarak 540-560



nm’deki absorbsiyon 6l¢iimleriyle belirlenir. Duyarliliginin diisiik olmasi (1-10

mg/ml) en biiyiik dezavantajidir.
1.1.6.2. Lowry metodu

En yaygin kullanilan protein tayin metotlarindan biridir. Proteinlerdeki
fenolik aminoasitlerle fosfomolibdik / fosfotungstik asit cozeltisinin (Folin-
Ciocalteau reaktifi) alkali kosullarda verdigi reaksiyona dayanmaktadir Yontem
duyarli olmasma (0,1-1 mg protein/ml) karsin pH’a bagimlidir. Koyu mavi renk
olusumu belirleyicidir. Spektrofotometrik dl¢iimler 500-750 nm’de yapilir.

1.1.6.3. Bradford (coomassie blue) yontemi

Proteinlerin asidik ve bazik gruplarmin organik boyalarla uygun kosullarda
etkileserek renkli bilesik olusturmasi prensibine dayanir. Farkli derisimdeki
protein ¢ozeltilerinde farkli siddette renk olusumu gozlenir. Bu yOntemde
Coomassie Brilliant Blue G-250 boyast kullanilir (Sekil 1.3). Bu boya sulu
ortamda kirmizi (A) ve mavi (B) olarak bulunur. Asidik ortamda kirmizi renkte ve
470 nm’de absorbsiyon gozlenir. Bazik ortamda ise mavi rengi, 595 nm’de

olusturur. Yontem olduk¢a duyarhdir (5-100 pg protein/ml).
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Sekil 1.3. Coomasie Brilliant Blue G-250 yapisi




1.1.7. Lignin peroksidaz enziminin yapisi ve ozellikleri

Peroksidazlar hem (heme) grubu igeren enzimlerdir. Lignin peroksidaz
(E.C. 1.11.1.14), ilk kez 1983 yilinda Phanerochaete chrysosporium’un kiiltiir
sivisinda kesfedilmistir (Karam ve Nicell 1997). Lignin peroksidaz (LIP), genel
olarak beyaz cliriik¢iil funguslar tarafindan, hiicre zarmin disinda
mikroorganizmalarin sekonder metabolizmalar1 sirasinda sentezlenir (Sekil 1.4).
LIP yaklasik 40 kDa molekiil agirhiginda, asidik izoelektrik nokta ve optimum pH
degerine sahip bir enzimdir. Enzimin optimum pH’1 (~2,5) olmasindan dolay1
elektron yoniinden zengin fenol igermeyen aromatik lignin modelli substratlari

okside edebilir (Schoemaker ve Piontek 1996).

Sekil 1.4. Lignin peroksidazin kristal yapisi (Pdb data bank)

Lignin peroksidaz, oksidasyon, hidroksilasyon ve aromatik halkadaki
baglarin koparilmasi gibi reaksiyonlar1 katalizler. Biitiin bu reaksiyonlar, lignin
bileseninin enzim tarafindan H,O, aracilig1 ile tek elektron oksidasyonu yoluyla
oksitlenmesi ile gerceklesmektedir (Karam ve Nicell 1997). Ligninazin aktivite
tayinlerinde, model bilesik olarak veratril alkol kullanilir (Sekil 1.4). Veratril
alkol bir sekonder metabolittir ve ligninaz tarafindan veratril aldehite doniistiiriiliir
(Leisola ve ark. 1987). LIP enziminin yiiksek redoks potansiyeline sahip olmasi

nedeniyle poliaromatik hidrokarbonlar i¢in iyi bir yiikseltgendir.
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Sekil 1.5. Veratril alkol oksidasyon mekanizmasi (Schmidt ve ark. 1998)

CHO

OCH;

Lignin peroksidaz (LiP), lignin ve benzeri bilesikleri oksitleyebilmek i¢in

hidrojen peroksite (H,O,) ihtiya¢ duyar.

Dogal enzimde (ferri formu) bulunan porfirin halkasindaki Fe oncelikle

H,0;’in 2e” vermesiyle oksitlenir, bu sekilde enzimin oksidasyon bdlgesinde 2e”

olusur. Enzimdeki prostatik grubun H,O, ile oksidasyonu ile Fe’" ve porfirin

halkasindan le~ ayrilarak, Fe*" ile porfirin katyon radikal olusur. Bilesik I uygun

indirgen substrat varliginda Fe*" ara triinii (Bilesik II) araciligiyla iki basamakta

tekrar dogal enzime indirgenir (Dizge 2007) (Sekil 1.6.). LIP enziminin katalitik

dongiisiindeki ilk iki reaksiyon hizli ger¢eklesirken Bilesik II’nin reaksiyonu daha

yavastir.

OCH,



Bilesik I

2 &%

Ferrik enzim Bilesik II

Sekil 1.6. Lignin peroksidaz enziminin katalitik dongiisii
1.2. Lignin

Lignin ¢ogu bitkide selillozdan sonra en bol bulunan aromatik
biopolimerdir. Odunlarin genellikle %20-30’unda bulunur ve Oncelikli olarak
bitki hiicreleri ve duvarlar1 arasinda lokallesmistir. Ligninin hiicre duvarlarima
yapisal dayaniklilik verdigine ve seliilozu mikrobik saldiridan koruduguna
inanilir. Bu nedenle lignin bozulma prosesleri, ¢evresel karbon dongiisiiniin hiz
sinirlayict basamagidir. Ligninin bozunmasi hiicre disindaki ¢evrede beyaz kok
mantardaki peroksidazlar ve hidrojen peroksitin mantar tarafindan serbest radikal
oksidasyonu ile gerceklesir boylece lignin depolimerizasyonu olur. Beyaz kok
mantarim lignin bozunmasindaki serbest radikal oksidasyon mekanizmasi, tehlikeli

cevresel kirliliklerin bozunmasinida gerceklestirir (Mayer 1997). Bu yenilenebilir



biopolimerin bollugundan ve dogal inertliginden dolayr biobozunma ve
bioteknolojik alanda yararlanilmaktadir.

Lignin bitkilerde p-hidroksisinnamil alkol onciilerinden p-kumaril alkol,
sinapil alkol ve en Onemlisi koniferil alkoliin peroksidaz-baslaticili radikal

polimerizasyonuyla sentezlenir (Sekil 1.7) (Sheng 1997).

CH,OH CH,OH CH,OH
'OCH, H,cO OCH,
OH OH OH
p-kumaril alkol koniferil alkol sinapil alkol
Peroksidaz -; .
CH,OH CH,0H
-~
R R' RV
O o
°
P R=H, OCH;
LiGNiN R=H, O CH,

Sekil 1.7. Bitkilerdeki p-hidroksisinnamil alkolden lignin sentezi
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Her monomerin ilgili miktar1 bitki tiirleri ile ¢esitlilik gostermektedir.
Ligninin altyapis1 farkindan dolay1 son iriin kimyasal olarak essizdir. Lignin
stereodiizensiz bir yapidadir (Sekil 1.8). Oldukca ¢oklu dagilimli ve fenilpropan
birimleri bulunduran kismen capraz bagli ve bununla baglantili ¢esitli karbon-

karbon ve eter baglar1 iceren bir polimerdir (Sheng 1997).

Sekil 1.8. Lignin model yapist (Adler 1977)

Fenilpropan baglar1 arasinda 10’dan fazla zincir tipi vardir. Ana zincir tipi
1,2; 4,5; 6,7; 7,8; 9,10 birimleri arasinda bulunan B-O-4 zincir tipidir. Sekil 1.9°da
goriildigli iizere lignin yapisinda hem fenolik hem de okside etmesi zor

nonfenolik yap1 birimleri bulunmaktadir (Sheng 1997).
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a B Y a B Y
HO c—C—cC HO C—C—C
H OCH;
H: Hidroksifenil {initesi G:Guasil iinitesi
OCH,4
a B Y
HO c—Cc—cC
OCH;

S:Siringil linitesi

Sekil 1.9. Lignin yapisinda bulunan fenilpropan tniteleri (a, B ve y C konumlarina aromatik

gruplar baglanabilir)

Lignin ayristirilmasinda bir¢ok enzim denenmesine ragmen 1980’lerin
oncesinde sadece lakkaz karakterize edilebilmistir. 1980°nin basinda iki énemli
peroksidaz olan lignin peroksidaz (LiPs, 1983) ve mangan peroksidazin (MnPs,
1984) kesfinden sonra bir dizi enzim mantardan izole edilmis ve uygulanmistir
(Kirk ve Farrell 1987).

Ligninin yapisi, bazi model bilesikler kullanilarak aydinlatilmaya
calisilmistir. Lignin model bilesikleri Sekil 1.10°da verilmis ve bunlar 3,4-

dimetoksibenzil alkol (veratril alkol), 4-hidroksi 3-metoksitoluen, 3,4-

dimetoksitoluendir.
CH,OH CH, CH,
OCH3 OCH3 (:)CH3
OCH; OH OCH;,
3,4 dimetoksibenzil alkol 4-hidroksi-3-metoksitoluen 3,4-dimetoksitoluen

Sekil 1.10. Lignin model bilesikleri
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Peroksidazlarin lignin bozunmasinda biiylik rol oynadiklar1 bilinmesine
ragmen, canli dis1 caligmalarda saf enzimlerin kullanilmasiyla fenolik bilesiklerin
polimerizasyonun gerceklestigi ve bir¢ok kimyasalin mantar ile bozunmasinin
imkansiz hale geldigi goriilmiistiir. Buna ek olarak LIP enzimi, yiiksek pH’da
etkisiz olmasina karsin pH azaldik¢a aktivitesi artmaktadir. Diger dezavantajlari
LIP enziminin yiiksek sicaklikta, diisiik veya yiiksek pH‘da, hidrojen peroksitin
asirisinda veya organik ¢oziicliniin derigimi arttirildiginda denatiire olmaktadir.
LIP enziminin fiziksel smirlamalarina ek olarak ¢oziiniir enzim kullanimi uygun
maliyette degildir. Bu gibi dezavantajlar ¢Oziiniir LIP enziminin atik su

arindirilmasi gibi potansiyel uygulamalarda kullanimini smirlandirmistir (Mayer

1997).

1.3. Enzim immobilizasyon Yéntemleri

Enzim immobilizasyonunda, fiziksel ve kimyasal baglanma olmak iizere
iki cesit baglanma yontemi gozlenir. Kimyasal yontemde, enzim ve destek
arasinda kovalent baglar olusurken, fiziksel yontemde enzimin destege daha zayif
baglarla baglandig1 (hidrojen bagi vb.) goriiliir. Sekil 1.11 ve 1.12°de enzim

immobilizasyon yontemleri tablo ve sematik olarak verilmistir.
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Enzim immobilizasyon
Yontemleri
Baglanma Tutuklama
| | 1
Enzim Capraz Jelde
kopolimerizasyonu Baglama Tutuklama
Taslyiclya
Baglama Mikro
Kapsulleme
Fiziksel Se]at
adsorpsiyon baglama Lipozom
Teknigi
Adsorpsiyon ve Kovalent
¢apraz baglama baglama
iyonik Biyospesifik
baglama baglama
Sekil 1.11. Enzim immobilizasyon yontemleri
Enzim
1
I
|
Polimer
— Polimer T Destek
Destek { s
B.Kovalent baglanma
A.Adsorpsiyon (Kopolimerizasyon)
Enzim

Polimer
Destek

Polimer
Destek

C.Tutuklama D.Kapsiilleme

Sekil 1.12. Enzim immobilizasyon yontemlerinin sematik gosterimi
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1.3.1. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon yontemiyle enzim immobilizasyonu, enzim immobilizasyon
metotlar1 arasinda ilk swrada yer alir. Adsorpsiyon bir katmin veya sivinin smir
ylizeyindeki derisiminin degismesi olayidwr. Derisim artmasma pozitif
adsorpsiyon azalmasina ise negatif adsorpsiyon denir. Adsorpsiyon metoduyla
immobilize edilen ilk enzim Nillson ve Griffin tarafindan 1916 yilinda rapor
edilmistir. Bu ¢alismada odun komiiriine immobilize edilmis invertazin katalitik
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Endiistride immobilize enzimin ilk kullanimi
aminoasit amidaz ‘i DEAE-seliiloz lizerine adsorpsiyonu ile gerceklestirilmistir .

Son yillarda, 6zgiin avantajlarindan dolay1 adsorbe enzim immobilizasyon

teknikleriyle yogun olarak calisilmaktadir.

e Tersinirlik, hem proteinlerin saflastirilmasma, hem de destek maddenin
tekrar kullanimina olanak saglar.

e Basitlik, 1liml1 kosullarda enzim immobilizasyonunu miimkiin kilar.

e Kimyasal bir degisiklik olmadig1 i¢in kovalent immobilizasyona gore

kalan aktivite yiiksektir.

Genellikle adsorpsiyon ile hazirlanan immobilize enzimler tasiyica zayif
baglanma egilimindedirler, bu enzim ile tasiyicit arasindaki zayif etkilesimden
dolayidir. Bu sorun desorpsiyon kuvvetleri (yiiksek iyonik siddet, pH vb. ) ile
ortadan kaldirilabilir. Bazen de enzim uygun tastyiciya cok giiclii adsorbe olabilir
veya adsorpsiyon uygulanan kosullarda yeterli uygunlukda gerceklesir.

Kimyasal degisimler olmadan tasiyiciya enzim adsorpsiyonu ilk
gelistirilen yontemdir. Buna ragmen bu tip enzim immobilizasyonu bir¢ok altsinifi
icinde barindirr.  Kovalent olmayan baglanma yoluyla bircok enzim
immobilizasyonu  smiflandirilabilir, 6rnegin  spesifik olmayan fiziksel
adsorpsiyon, iyonik baglanma, koordinasyon (metal selatlasma) ve affinite
adsorpsiyon. Non-kovalent tasiyici-bagli enzim immobilizasyonu metotsal

semayla Sekil 1.13°de verildigi sekilde gosterilebilir:
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Hidrofobik

Iyonik
baglanma

Biyospesifik

Kovalent
olmayan

Spesifik

Afinite
olmayan

adsorpsiyon

Sekil 1.13. Enzimlerin tasiyiciya baglanmasinda kovalent olmayan adsorpsiyon yontemleri

Non-spesifik fiziksel adsorpsiyon: Non-spesifik kuvvetlerin etkisiyle
enzim adsorbe olur (Van der Waals kuvvetleri, hidrojen bag1 ve hidrofilik
etkilesim).

Bio-spesifik adsorpsiyon: Enzim adsorpsiyonu i¢in genellikle immobilize
ligandlar kullanilir boylece biyospesifik olur.

Affinite adsorpsiyon: Immobilize boyalar veya immobilize metaller
icindir.

Elektrostatik etkilesimler (iyonik baglanma): Tasiyici ve enzim
arasinda ytik-yiik etkilesimine dayanir.

Hidrofobik etkilesim: Enzim ve tasiyicmin hidrofobik bolgeleri

etkilesimine dayanur.

Temel olarak, her cesit tasiyic1 (sentetik, dogal olusan veya ¢Oziinmez

organik veya inorganik) enzim adsorpsiyonu non-spesifik baglanmada (fiziksel

adsorpsiyon) kullanilabilir. Non-spesifik  fiziksel adsorpsiyondan

adsorpsiyon i¢in baglanma 0Ozelligi, Ornegin iyonik adsorpsiyon i¢in
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gruplar, hidrofobik etkilesim i¢in hidrofobik uglar, affinite adsorpsiyonu i¢in
immobilize ligandlar vb. tasiyicida bulunmalidir (Cao 2005).

1.3.2. Kovalent baglama

Uygun bir destege kovalent bagli enzim sistemleri enzim immobilizasyonu
icin gelistirilen ikinci metottur. 1950’lerden beri kovalent enzim immobilizasyonu
gelismekte ve giliniimiizde biiyiik 6nem kazanmaktadir. Cilinkii kovalent baglar,
enzim ve destek arasinda diger metotlarla kiyaslandiginda ¢ok gii¢lii bir baglanma
saglar. Boylece enzimin matrisinden sizma ihtimali kovalent bagli immobilize
enzimlerde minimuma iner.

Genel olarak tastyiciya enzimlerin kovalent baglanmasi enzim yiizeyinde
lokallesmis aktif amino asit kalintilar1 (A) ve tasiyici yiizeyine saldirmis aktif
fonksiyoneller (B) arasindaki kimyasal reaksiyona dayanir. Etkili bir baglanma
icin tasiyic1 ve/veya baglanilacak enzimler kulanilmadan Once fonksiyonlari

aktiflestirilir (Sekil 1.14). Bu islem genelde tasiyiciya uygulanir (Cao 2005).

B 4
+

~— | Tasma (C

oW »

Sekil 1.14. Tasiyiciya enzimin kovalent immobilizasyonu: (A) aktif aminoasit kalintilari; (B)

tastyicinin baglanma 6zelligi olan kismi; (C) tastyict; (D) bosluk (Cao 2005)
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1.3.3. Capraz baglama

Capraz baglama isleminde, enzimler arasinda kiigiik molekiillii iki veya
coklu fonksiyonel gruplari olan reaktifler kullanilir. Bu sekilde suda ¢oziinmeyen
kompleksler olusturulur. Capraz baglama ile enzim immobilizasyon yontemi
basitligine ragmen enzimlerdeki 6zel fonksiyonel gruplarin baglayici olarak
kullanilmasi i¢in gereken sartlarin se¢imi ve olusumu bakimindan zordur (Sanjay
ve Sugunan 2006). Bu yontemin en Onemli avantaji tek bir islemde enzim
immobilizasyonu i¢in ¢ok fonksiyonlu reaktiflerin kullanilabilmesi, dezavantaji

ise olusan reaksiyonlarin kontroliiniin zorlugudur.

Enzim immobilizasyonunda; 1,5-diflor-2-4-dinitro benzen, diazobenzidin,
glutaraldehit, klorformat, karbonildiimidazol, heterosiklik  halojeniirler,
bioksiranlar, divinilsiilfonlar, p-benzokinon, ge¢is metal iyonlari, epiklorhidrinler,
hekzametilen diizosiyanat, 2,4- diizotiyosiyanotoluen gibi ¢ok fonksiyonlu

maddeler capraz baglayici olarak kullanilirlar (Gtirsel ve ark. 2003).

1.3.4. Enzim tutuklanmasi

Adsorpsiyon ve kovalent immobilizasyon yonteminden sonra gelistirilen
iiclincli yontem tutuklama ile immobilizasyondur. Tutuklama teknigi biitiin enzim
immobilizasyon yontemlerinden ve hiicre temelli immobilize enzimlerden en
basitidir. Bu metot ayrica es zamanli birden fazla enzim immobilizasyonun

karakterizasyonuna olanak saglar (Cao 2005).
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Enzim

Jel Cozeltisi

Sekil 1.15. Biyokatalizorlerin hapsedilmesi (Cao 2005)

1.3.5. Enzim kapsiilleme

Enzim kapsiilleme, enzim preparatinin fiziksel bir bariyer gibi membran
tarafindan  sarilmasidir. Tutuklamanin kapsiillemeden farki, immobilize
enzimlerin kiiresel membran ile sinirlandirilmasidir. Diger kapsiilleme teknikler,
sol-jel prosesi gibi tutuklamaya dahil edilir ¢linkii enzim membran degil bir
matriks i¢inde smirlandirilmaktadir (Sekil 1.16). Buna ragmen olusan sol-jel
matriksindeki enzimin mikroskobik yapisma bakildiginda kapsiillenmis enzime
benzemektedir. Enzim kapsiilleme metotlar1 genellikle su sekilde kategorize
edilmistir:

e Enzim sivi damlaciklarinin etrafindaki kati kabuklarm olusumunun
araylizey proseslerine,

e Hazirlama i¢in faz inversiyon metotlarina,

e Kalip siizmesine,

e Hizh yiikleme kapsiillemesine goredir.

Diger enzim immobilizasyon teknikleri ile karsilastirildiginda, kapsiilleme
tekniginin  Ozellikleri birden ¢ok enzimin eszamanli olarak immobilize

edilebilmesi ve genelde 1liml1 kosullar kullanilmasidir.
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Siv1 dolgu

Enzim veya tiim

hiicreler Membran

Sekil 1.16. Yar1 gegirgen zarli membranda fiziksel sinirli kapsiillenmis enzim

Mikro-kapstilleme ¢6zlinmiis, liyofilize veya tam-hiicre katalizérler enzim
preparatlarin fiziksel veya kimyasal olarak 1-100 pum ¢aph kiire yari-gegirgen

polimer membranlarda smirlandirilma proseslerin de tercih edilir.

Kapsiil i¢indeki enzimler kimyasal olarak degistirilmemesine ragmen
enzim molekiillerinin sizmtisin1 6nlemek i¢in ¢éziinmez hale getirilmek istenir

(Cao 2005).
1.3.6. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorbentle temas ettirilen ¢oOzeltide hem ¢oziicii hem de ¢6ziinen
adsorpsiyonu gergeklestiginden toplam adsorpsiyon Olclilemez. Coziinenin bagil
veya goriinen adsorpsiyonu tayin edilir. Adsorbente adsorplanan madde miktari,
sicakliga ve adsorplanan maddenin derisimine gore degisir. Sabit sicaklikta
adsorplanan madde miktar1 derisimin fonksiyonu olarak hesaplanir (Ozyilmaz
2007). Sabit sicaklikta ve denge durumunda adsorplanan miktar ile ¢dzeltide
adsorplanmadan kalan arasindaki oran adsorpsiyon izotermleri ile belirlenir.
Literatiirde kullanilan bir¢cok adsorpsiyon izotermi vardir. Bunlardan en yaygin

olarak kullanilan izotermler Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermleridir.

1.3.6.1. Langmuir adsorpsiyon izotermi

Bu izoterm 1916°da Irving Langmuir tarafindan gelistirilen ve tek tabaka

adsorpsiyonun matematiksel olarak ifade eden bir modeldir. Langmuir, ylizey
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kimyas1 alanindaki kesifleri ve arastirmalariyla 1932 yilinda Nobel o6diiliinii

kazanmustir. Langmuir izotermi bazi varsayimlar ile agiklanmastir.

1. Adsorbanin yiizeyi, ylizeye gii¢lii ilgisi olan adsorplanacak maddeyi i¢eren
bir ¢ozelti ile temas etmektedir.

2. Kat1 yiizeyi ¢oziicii molekiillerinin adsorbe edilebilecegi, belirli sayida
adsorpsiyon bolgesi icerir. Homojen yiizeye sahip oldugu icin biitiin
adsorpsiyon ylizeyleri ayn1 aktiviteyi gosterir.

3. Adsorpsiyon tek tabaka halinde olusur (Sime 1990).

Langmuir adsorpsiyon izotermi adsorpsiyonu tanimlayan izotermler iginde

en 1yi bilinen izotermdir ve genellikle asagidaki esitlik ile ifade edilir:

— quL Ce
9 =11KC,

(1.4)
¢e: Coziinen maddenin denge derisimindeki adsorpsiyon yogunlugu (mg
adsorplanan madde / g adsorbent)

C.: Cozeltideki adsorplanan maddenin derisimi (mg/L)

gm: Tek tabakali tam kaplamaya iligkin maksimum adsorpsiyon kapasitesi (mg

adsorplanan madde / g adsorbent)
K;: Adsorpsiyon enerjisi ile ilgili Langmuir sabitidir (mg adsorplanan madde/ litre
adsorbent).

Esitlik (1.4) asagidaki gibi lineerlestirilirse;

1 + Ce (1.5)
qe quL dm .

Y eksenindeki C.’ye kars1 C./ g. grafiginin ¢izilmesi ile elde edilen dogrunun
egiminden ¢, ve kesiminden Langmuir izoterm sabiti K; bulunabilir (Sekil

1.17)(Muhammad ve ark. 1998).
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C/q. A
(g/ml)

1/4,,

1/K q,,

C, (mg/ml)

Sekil 1.17. Langmuir adsorpsiyon izotermi

1.3.6.2. Freundlich adsorpsiyon izotermi

Freundlich adsorpsiyon izotermi heterojen yiizey yapisina sahip
adsorbentler icin gegerli bir izotermdir. Dengede adsorbentin grami basina
adsorplanan adsorbanin miktar1 ¢g. ve adsorbanin derisimi C, ile verilirse

Freundlich esitligi asagidaki gibi yazilabilir:
G = KpCJ" (1.6)

Burada Kr ve n Freundlich sabitleridir. Esitlik (1.6)’da her iki tarafinin

logaritmasinin alinmasi ile esitlik lineerlestirilebilir ve bu sabitler tayin edilebilir.
logq. = logKy +~logC, (1.7)

logg.’nin logC,’ye kars1 grafigi ¢izildiginde, egimi 1/n ve y eksinini kesim noktas1

logKr olan diiz bir dogru verecektir (Sekil 1.18) (Demirbag 2006).
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log g, A

1/n

log Kr

log C,

Sekil 1.18. Freundlich adsorpsiyon izotermi

1.4. Destek ve immobilizasyon Metodu Se¢imi

Coziinebilir enzim molekiilleri ¢ozeltide ¢oziilerek dagilmis diger
molekiiller gibi serbest harekette davranir. Enzim immobilizasyonu enzimin
serbest hareketini sinirlamak igin gelistirilen bir tekniktir. Cogu hiicre dogal
olarak genelde bir yiizeye tutunur, immobilizasyon bunun i¢in hiicrelere fiziksel
tastyict saglar. Oncelikle karar verilmesi gereken destek maddesi i¢in kullanima
ve uygulamaya yonelik immobilizasyon metodu se¢mektir. Destek malzemenin
secimi immobilize enzimin performansmi o6nemli 6lciide etkilediginden dolay1
cok Onemlidir. Her madde i¢cin ayni destek kullanilmamasma ragmen destek
malzemelerinde aranilan bazi ortak 6zellikler vardir (Bickerstaff 1997).

Destek adsorbentlerde aranan bazi ortak 6zellikler:
e Fonksiyonel gruplar

o  Gozenekli yap1 ve yiizey alani (>100 m*/g)

e Hidrofobisite

o (Oziinmezlik

e Mekanik kararlilik ve sertlik (rigitlik)

e Destegin sekli ve partikiil biiyiikligii

e Mikroorganizmalara kars1 diren¢li olma

e Yenilenebilirlik
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e Ucuzluk
e Zehirsizliktir (Tischer ve Wedekind 1999).

Cizelge 1.1. Enzim immobilizasyonunda kullanilan bazi destek materyalleri (Kaetsu ve ark. 1979)

Dogal Polimer Sentetik Polimer Anorganik
Seliiloz Stiren esasli polimer Kil

Nisasta Akrilamit esasli polimerler Cam

Aljinat Naylon Silikajel
Karragenan Vinil ve allil polimerler Ponza tasi
Kollagen Akrilat esasli polimerler Aktif karbon
Jelatin Iyon degistirici recineler Metaller
Alblimin Maleik anhidrit polimerleri Metal oksitler
Ipek Bentonit

1.5. Polimerler

Polimerler, ¢cok sayida ayn1 ya da farkli molekiiliin kimyasal baglarla az ya
da c¢ok diizenli bir sekilde baglanarak olusturduklari uzun zincirli, yiiksek molekiil
kiitleli bilesiklerdir. Polimer molekiillerini olusturmak iizere birbirleriyle kimyasal
baglarla baglanan kiigiik molekiillere ‘monomer’ denir. Monomer birimlerinden
baslayarak polimer molekiillerinin elde edilmesine yol agan reaksiyonlara ise
polimerizasyon reaksiyonlar1 denir. Bir polimer molekiiliinde yap1 birimlerinden
binlerce veya daha fazlasi birbirine baglanir. Monomer maddeler genel olarak
yapilarinda ¢ift bag, ticlii bag, iki veya daha fazla fonksiyonel grup bulundururlar
(Basan 2001, Tay 2004).

Polimerler; hafif, ucuz, mekanik 06zellikleri ¢ogu kez yeterli, kolay
sekillendirilebilen, degisik amaglarda kullanima uygun, kimyasal agidan inert ve
korozyona ugramayan maddelerdir. Bu iistlin 6zelliklerinden dolayr polimerler
makine, kimya, tekstil, endiistri, ve fizik miihendisligi gibi alanlarda da

calisanlarin ilgisini cekmektedir (Sagak 2008).
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1.5.1. Polimerizasyon yontemleri

Polimer tiiretim teknikleri Sekil 1.19 ’daki gibi ii¢ farkli kategoriye

ayrilabilir.

Polimer Sentezleme Teknikleri

Kiitle Islemleri
(Kiitle polimerizasyonu)
-S1v1 Hal
-Kat1 Hal

Cozelti Islemleri
(Cozelti polimerizasyonu)
-Sulu Cozeltiler
-Organik Cozeltiler

Dispersiyon Islemleri
(Heterojen polimerizasyon)
-Siispansiyon
-Emiilsiyon

Sekil 1.19. Polimer sentezleme teknikleri (Braun ve ark. 2005)

Kiitle ve ¢6zelti polimerizasyonlar1 homojen islemlerken, siispansiyon ve

emiilsiyon polimerizasyonlar1 heterojen islemlerdir (Odian 2004).

1.5.1.1. Kiitle (bulk) polimerizasyonu

Kiitle polimerizasyonunda ¢dziiciiler ve slispansiyon yapan sivilar yerine
sadece monomer bulunur. Polimerizasyon baslaticisi monomerde ¢oziiniir. Bu
proses, sadece monomer polimerizasyonuna dayandigi i¢in olduke¢a saf polimerler
elde edilmesi en 6nemli 6zelligidir. Polimerizasyondan sonra olugan iiriin ayirma,
saflagtirma gibi proseslere gerek duyulmadan dogrudan kullanima sunulabilir.

Kiitle polimerizasyonunda polimer derisimi ve molekiil agirhig arttikca
ortamin viskozitesi artar. Bu ylizden karistrma verimi ve 1s1 transfer hizi
azalmaktadir. Boylece yiliksek molekiil kiitleli polimerler olusturulmamakta,

viskozitesi diisiik polimerler kolaylikla karistiriimaktadir. Ozellikle kondenzasyon
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polimerizasyonuna uygundur. Bu gibi sorunlar monomerin reaksiyon ortamina
girmeyen kismini geri doniisiimii ve ortamdan ayrilmasiyla ve diisiik dontisiimlii

polimerizasyon yaparak giderilebilir (Odian 2004).

1.5.1.2. Cozelti polimerizasyonu

Cozelti polimerizasyonu endiistriyel polimerizasyon metodudur. Bu
prosediirde, monomer reaktif olmayan ve i¢inde katalizor bulunduran ¢oziici
icinde ¢Oziinmiistiir. Reaksiyon sonunda olusan polimer secilen c¢oziiciide
coziilebilir 6zelliktedir. Reaksiyonda olusan 1s1 ¢oziicli tarafindan emilir ve
boylece reaksiyon hizi azalir. Bu duruma ek olarak reaksiyon karisimimin
viskozitesi azalir, yliiksek monomer derisimlerinde hizlanmaya izin vermez. Tek
seferde maksimum veya istenilen doniistime ulasildiginda, ¢oziicliniin asiris1 saf
polimer elde etmek i¢in kaldirilmalidir. Bu yilizden ¢6zelti polimerizasyonu,
¢oOziicii istenilen uygulamalarda kullanilir. Bu metotla elde edilen iirlinlere
yapiskanlar ve parlaticilar Ornek olarak gosterilebilir. Kuru polimerlerin
iretiminde, tiim ¢ozeltinin ortamdan uzaklastirilmas: zorlastiracagindan dolay:
cozelti polimerizasyonu tercih edilmez. Bu proses tek kullanimlik bezdeki siiper
emici polimer sodyum poliakrilat tretiminde kullanilan islemlerden biridir.
Ayrica O6nemli polimerlerden poliakrilonitril (PAN) ve poliakrilikasit (PAA)
cozelti polimerizasyonu ile tiretilir (Smith ve Hashemi 2003).

(Cozelti polimerizasyonun avantajlart:

e (oOziicii inceltici olarak davranir ve polimerizasyon  1sisinin
uzaklastirilmasina yardime1 olur.

e (ozici viskoziteyi azaltir, prosesi kolaylastirir.

e Sicaklik kontrolii kiitle (bulk) polimerizasyonundan daha kolaydir.
Cozelti polimerizasyonun dezavantajlart:

e (oziciide olusan zincir transferleri diisiik molekiil kiitlelerine yol acar.

e Son halinden c¢oziiciiyli uzaklastrmak zordur, bu kiitle 6zelliklerinde
bozunmaya sebep olur.

e (oziicli salinimindan dolay1 ¢evresel kirlilige neden olur (Frank 2001).
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1.5.1.3. Dispersiyon polimerizasyonu

Cogu polimer reaksiyonlary, 6zellikle zincir polimerizasyonu heterojen
kosullarda gergeklesir. Burada sivi monomer kiigiik damlaciklar halinde dagilmis
durumda ¢6ziinmez ve polimerize olurlar. Reaksiyon sirasinda, makro molekiiller
katilagirken dagilmis faz yiginiminda degisiklikler olusur (Sekil 1.20). Boylece,
orjinal sivi/sivi dispersiyon (emiilsiyon), kati/sivi dispersiyon (siispansiyon) halini
alir. Eger polimer monomerde c¢oziinmezse, poliakrilonitrilde oldugu gibi
reaksiyonda degisim erken meydana gelir. Bir baska agidan eger monomerde
¢cOziiniir veya monomer tarafindan sariirsa, polistirende oldugu gibi
emiilsiyondaki degisim hali sadece yiiksek doniistimde olur. Bu gibi benzerlikler
disinda iki prosesdeki farkliliklar, olusan polimer parcaciklarinin boyutu ve

reaksiyon kinetigidir (Braun ve ark. 2005).

Baslangic

Sekil 1.20. Dispersiyon polimerizasyonu siireci (Kim 2007)
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1.5.1.4. Emiilsiyon polimerizasyonu

Radikal polimerizasyonun bir tipi olan emiilsiyon polimerizasyonu
genellikle su, monomer ve yiizey aktif maddenin birlesmesiyle olusan
emiilsiyondur. Emiilsiyon polimerizasyonun en sik kullanilan tipi olan su i¢inde
yag emiilsiyonudur. Bu tipte monomer damlaciklar1 (yag), siirekli su fazinda
ylizey aktif madde ile emiilsiyonlastirilmistir. Suda ¢6ziinen polimerlerden, belirli
polivinilalkoller veya hidroksietil seliilozlar emiilsiyonlastirict (stabilizor) olarak
da kullanilabilir. Polimerizasyon, emiilsiyon damlaciklarinda olusmasi yerine,
islemin ilk dakikalarinda kendiliginden lateks parcaciklarinda meydana gelir. Bu
lateks parcaciklar1 genellikle 100nm boyutta ve 0zgiin polimer zincirlerinden
yapilir (Sekil 1.21). Bu parcaciklar birbirleriyle topaklasarak dururlar ¢iinkii her
parcacik ylizey aktif madde ile ¢evrilidir ve yiizey aktif madde iizerindeki yiik
diger pargaciklar1 elektrostatik olarak iter (Odian 2004).

@ Yiizey aktif molekiil
® Bagslatict molekiil

A
e K

\
\
'6 / Misel olusumu

~ -

o
\ / Polimerizasyon
VRSN

Sekil 1.21. Emiilsiyon polimerizasyonu siireci (Kim 2007)

Monomer
damlaciklari
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Emiilsiyon polimerizasyonu ticari agidan 6nemli polimerlerin {iretiminde
kullanilr.  Bu  polimerlerin  ¢ogu kati malzemelerde kullanilir  ve
polimerizasyondan sonra sulu dispersiyondan izole edilmelidir. Aksi taktirde
kendini dispersiyon etmesiyle son iiriin olusur. Emiilsiyon polimerizasyonuyla
sonuglanan dispersiyona lateks veya emiilsiyon denir. Bu emiilsiyonlar
yapiskanlar, boyamalar, kagit kaplama ve tekstil kaplamalarda kullanilir. Bunlar
bazi uygulamalarda ¢oziicii bazli {irtinler i¢in tercih edilir. Ciinkii i¢inde ugucu
organik bilesikler bulundurmadiklar1 i¢in ¢evre dostu 6zelliktedirler. Emiilsiyon
polimerizasyonu kesikli, yari-kesikli, ve siirekli islemlerde kullanilir. Islemin
secimi istenilen son polimerin Ozelliklerine veya dispersiyonuna ve iiriiniin
ekonomisine baglidir. Modern proses kontrol semasi, kompleks reaksiyonun
prosesinin igerdigi baslatici, monomer, yiizey aktif maddenin eklenmesinin
reaksiyonun basinda, olusumunda veya sonunda gelistirilmesiyle olur (Odian

2004).
Emiilsiyon polimerizasyonun avantajlar:

e Sicaklik kontrolii kolaydir.

e Polimer uygun, kolay islenebilir, ve genellikle direkt kullanilabilir tiirde
elde edilir.

e Polimer yiiksek molekiil kiitleli sekilde elde edilebilir.

e Kiigiik pargaciklar toplasmaya direngli sekilde olusurlar. Boylece yapiskan
polimer hazirlanmasina izin verilir.

e Ters fazli (yag icinde su) emiilsiyonu olusabilir.
Emiilsiyon polimerizasyonun dezavantajlari,

e Reaktor hacmi basma diisiik verim elde edilir.

e Parcacik yiizeyine adsorbe olmus, askida tutan maddelerdeki atiklarin
olmas1 kaginilmaz oldugundan kiitle polimerizasyonundan biraz daha az
saf polimer elde edilir.

e Islemin siirekliligini siirdiirmek zordur.

e Kondenzasyon polimerizasyonu veya iyonik polimerizasyon i¢in

kullanilmazlar (Rzepa 2003).
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1.5.1.5. Siispansiyon polimerizasyonu

Siispansiyon polimerizasyon heterojen radikal polimerizasyon islemidir.
Sivi ortamda (genellikle su) monomer ¢Oziinmez halde bulunur. Iginde
¢Ozlinmemis siispansiyon araci bulunan sivi veya ¢0ziinmemis monomerler suda
asili halde bulunurlar. Polimerizasyon isleminde ¢6ziiniir baslaticilar kullanilir ve

polimerizasyon sicaklikla baglatilir (Gruber ve ark. 2012).

Polimer damlaciklari, polimerizasyon kosullarina bagli olarak 1pum-100pm
arasinda degisen boyutta gozenekli ya da gbzeneksiz partikiiller halinde elde
edilir. Polimerizasyon siiresi uzundur (10 saatten fazla). Monomeri veya sulu
fazdaki monomer karigimini polimerize etmek ve polimeri kiiresel elde etmek i¢in

mekanik karistirict kullanilir (Sekil 1.22).

A A
o <o
-

® @ ®
< o "
KO -
*® -
< \.\ ® *® ®,. ®
Organik faz Sulu faz Monomer damlas: Polimer pargacté:

Sekil 1.22. Siispansiyon polimerizasyonu siireci

Bu yontem polivinilkloriir (PVC) igeren birgok ticari recineler, yaygin
olarak kullanilan plastikler, stiren igeren polistiren regineler, genlesmis polistiren
ve yiiksek c¢arpma direngli polistiren, poli(stiren-akrilonitril) ve poli(metil
metakrilat) tiretiminde kullanilir (Vivaldo-Lima ve ark. 1997).

Reaksiyon karisimi sulu karisim ve monomer damlaciklaridan olusan iki
fazdan olusmaktadir. Monomer ve baslatict sulu fazda ¢6ziinmez haldedir,
boylece sulu matriksde damlalar olustururlar. Siispansiyon ajant monomer

damlaciklarin1 dengelemek i¢in eklenir ve monomer damlaciklarint bir araya

30



gelmelerini engeller. Reaksiyon karisimimda monomerin sulu faza hacimsel orani
0,1/0,5 seklindedir. Sulu faz 1s1 transfer aracisi olarak davranir bdylece
polimerizasyon ¢ozeltisindeki kiigiik sicaklik degisimlerinde bile yliksek oranda

polimerizasyon saglar (Arshady 1992).
Siispansiyon polimerizasyonun avantajlari:

e Sicaklik kontrolii kolaydir.
e Polimer uygun, kolay islenebilir, ve genellikle direkt kullanilabilir tiirde

elde edilir.

Siispansiyon polimerizasyonun dezavantajlari:

e Az sayida polimer suda ¢6zilinebilir niteliktedir (Rzepa 2003).

Cizelge 1.2. Emiilsiyon ve siispansiyon polimerizasyonunda kullanilan sulu ve organik faz tiirleri

Sulu faz Organik faz
Emiilsiyon Su Monomer
polimerizasyonu Yiizey aktif madde Yiizey aktif madde
Baslatici
Siispansiyon Su Monomer
polimerizasyonu Koruyucu kolloid Koruyucu kolloid
Baslatici
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1.6. Porfirin

Porfirinler birbirlerine dort metiliden (-CH=) kdopriisiiyle bagli dort pirol
halkasindan olusan, porfin halka sistemine sahip renkli molekiillerdir (Sekil 1.23).

Sekil 1.23. Porfinin yapisi

Porfirinlerin en kiiciik birimi piroldur (Sekil 1.24).

/

N
H

Sekil 1.24. Pirol

Porfirinler dogada porfin ¢ekirdegindeki hidrojenlerin yerine farkli yan
grup dizilimlerine gore ¢esitli tiplerde bulunurlar. Bunlar; yan gruplar simetrikse
Tip 1, asimetrikse Tip III seklindedir. En ¢ok bulunan hali Tip III izomeridir
(Sekil 1.25). Simetrik olmayan porfirinler polar ¢oziiciilerde simetrik olanlara

gore daha fazla ¢oziintirler ve saflagtirilmalar1 daha kolaydir (Sun ve ark. 1986).
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Tip I izomer Tip I1I izomer

Sekil 1.25. Porfirin izomerleri

Asetil (A) ve metil (M) kiiciik takilar; propiyonil (P), vinil (V), etil (E) ve
oksietil (EOH) biiyiik takilar olarak adlandirilirlar.

M : Metil -CHj3

E : Etil -C,H;s

E-OH : Hidroksi etil- CHOH-CHj;

V : Vinil -CH=CH,

A : Asetik asit -CH,-COOH

P : Propiyonik asit -CH,-CH,-COOH
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Cizelge 1.3. Porfirin siniflarinin dogada bulunan halleri

Porfirin simifi Dogada bulunan érnekler
Uroporfirinler A ® A P
Uroporfirinl Uroporfirin III
Koproporfinler m_p m_e
Koproporfirin I Koproporfirin III
Mezoporfirinler m_e
Mezoporfirin IX
Hematoporfirinler m__con
Hematoporfirin IX
Protoporfirinler M_v
Protoporfirin IX
Déteroporfirin m__
Déteroporfirin 1X
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Uroporfirin I, 111, koproporfirin I, I1I, protoporfirin IX, mezoporfirin IX ve
hematoporfirin IX dogada bulunan baslica porfirinlerdir. Uroporfirin I, III idrarda,
mezoporfirin diskida, koproporfirin I, III digkida, idrarda, safrada, eritrositlerde,
maya ve bakterilerde bulunan porfirinlerdir.

Porfirinler, yapilarinda icerdikleri ¢ift baglardan dolay1 goriiniir bolgede
15181 absorplarlar ve 400 nm’de, absorpsiyon bandi olustururlar. UV etkisi altinda
pembe kirmizimsi1 renk verirler bu durum porfirinlerin viicut sivilarinda
Ol¢iilmesini saglayan en dnemli 6zelligidir. Baz1 porfirin tiirevlerinin tiimér ve
hizli gelisen dokularda biriktigi ve kanserli hastalarda kanserli dokunun
belirlenmesinde floresans indikator olarak kullanilabilirligi bulunmustur (Badger
ve ark. 1964).

Porfirin halka sistemindeki pirol halkalarinin N atomlarma Fe, Mg, Co,
Zn, Ni, Cu gibi metallerin iyonlarmimn baglanmasiyla metalloporfirinler olarak
adlandirilan porfirinler olusur. Metalloporfirinlerdeki metal iyonlari, porfirin
halka sisteminin iki pirol halkasindaki disosiye olabilen H atomlarmin yerini alir
ve ayrica diger iki pirol halkasinin tersiyer azot atomlarina koordinasyon baglari
ile baglanur.

En yaygin olarak bulunan biyolojik metalloporfirinler demir ve
magnezyum i¢erenlerdir. Demir igeren metalloporfirinler, ya hem ya da hemin
seklinde olurlar. Hem, ferro seklinde demir (Feﬂ) icerir; hemin, ferri seklinde
demir (Fe™) igerir. Ornegin kanm kirmizi rengini veren hemoglobin, kaslarin
kirmiz1 rengini veren miyoglobin, sitokromlar, sitokrom oksidaz, katalaz ve
peroksidaz, demir-porfirin bilesikleridirler; bitkilerin yesil rengini veren klorofil
ise magnezyum-porfirin bilesigidir.

Canli dogasinda bir cok mekanizmada Onemli gorevleri bulunan
metaloporfirinlerin en Onemlileri, fotosentezde gorev alan klorofil, oksijen
taginmasinda birebir etkili olan hemoglobin-miyoglobin ve elektron tasmmasinda
gorev alan sitokromlardir. Porfirinlerin canli hayattaki 6nemi, biyoorganik agidan

incelenmesine 6nemli bir basamak olusturmustur (Tuncer 1999).
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1.6.1. Porfirin sentezi
1.6.1.1. Siibstitiie olmayan porfirin sentezi

Porfirin ilk olarak Sekil 1.26’da gosterildigi gibi pirol ve aldehitin formik

asitli ortamda kondenzasyonundan elde edilmistir (Fisher ve Gleim 1935).

N
H

Sekil 1.26. Porfirin sentezi (I) (Fisher ve Gleim 1935)

Ayrica Rothemund tarafindan Sekil 1.27°de gosterildigi gibi pirol ve
formaldehitin yiiksek sicaklik ve basing altindaki reaksiyonundan diisiik verimle

sentezlenmistir (Rothemund 1936).

Z/ \S + Hcno _MeOHPy
N

H

Sekil 1.27. Porfirin sentezi (II) (Rothemund 1936)

Daha sonra 2-hidroksimetilpirolden asetikasit ortaminda % 5 verimle
porfirin elde edilmistir (Sekil 1.28)(Krol 1959). Ayrica ¢oziicii olarak etilbenzen
kullanilarak ve ayni1 ¢ikis maddesi ile 100°C ‘ta 10 giin siireyle kaynatilarak % 8-

10 verimle porfirin sentezlenmistir (Longo ve ark. 1975).
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/ \ Etilbenzen
—>

N OH
H

Sekil 1.28. Porfirin sentezi (II) (Longo ve ark. 1975)

Porfirin sentezinde uygun bir diger yOontem olarak propiyonik asit
ortaminda piridin ilavesi ile formaldehit ve pirolden porfirin sentezi
gerceklestirilmistir (Sekil 1.29). Bu sentezin verimi diisiik olmasina ragmen,
uygulanmast ve ayirma, saflastirma islemlerinin kolay olmasi sebebiyle diger

yontemlere Uistiinliigii vardir (Neya ve ark. 1993).

// \\ +  Hcno CHsCOOH. Py
—_—
N

H

Sekil 1.29. Porfirin sentezi (IV) (Neya ve ark. 1993)

1.6.1.2. B-Siibstitiie porfirinler

Porfirin sentezlenmesinde uygulanan yOntemlerden bircogu [-siibstitiie
porfirinlerin sentezi i¢in de uygundur. Bu bilesiklerin sentezlenmesinde [-
siibstitiie piroller kullanilir. Sekil 1.30°da gosterildigi gibi 2,3,7,8,12,13,17,18-
oktametilporfirin (OMP) 3,4-dimetilpirol ve formik asitten elde edilmistir (Fischer
1926).
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/ \ +  HCHO HCOOH

N
H

Sekil 1.30. -Siibstitiie porfirin sentezi (I) (Fischer ve Gleim 1935)

Bundan baska Sekil 1.31°de gosterildigi gibi 3,4 dimetilpirol ve
formaldehitten yiiksek verimle OMP olustugu belirtilmistir (Treibs ve Haeberle
1968).

HCOOH

/ \ + mHcon

N
H

Sekil 1.31. B-Siibstitiie porfirin sentezi (II) (Treibs ve Haeberle 1968)

Cesitli B-stibstitiie porfirinler formaldehit ve B-siibstitiie pirolden ¢ikilarak

sentezlenebilir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kimyasal Maddeler ve Reaktifler

Benzaldehit (Merck), pirol (Merck), NaNO, (Carlo Erba), metakriloil
kloriir (Merck), etilen glikoldimetakrilat (EGDMA, Merck), vinilbenzil kloriir
(Aldrich), divinilbenzen (Aldrich), polivinilalkol (PVA, Alfa Aesar), Lignin
peroksidaz (Sigma), 3,4 dimetoksibenzil alkol (veratril alkol, Aldrich), hidrojen
peroksit (%35°lik, Merck), 2,2-azobisizobiitironitril (AIBN, Fluka), Bradford
reaktifi (Merck), kalay kloriir dihidrat (Merck), propiyonik asit (Riedel), piridin
(Merck), HCl (%37’lik, Riedel), kloroform (Aldrich), metanol (Aldrich), etil
alkol (Pancreac), diklorometan (Sigma-Aldrich), akrilamid (Merck), NaOH
(Riedel), sodyum bikarbonat (Riedel) ve diger ¢oziiclilerle kimyasallar analitik
saflikta olup deneylerde kullanilmistir. Reaksiyon sonucu elde edilen iirtinlerin

saflagtirilmasi i¢in ince tabaka ve kolon kromatografisi kullanilmistir.

2.2. Analizler ve Aletli Analizler

Sentezlenen monomerlerin ve veratril alkoliin oksidasyonu sonucu olusan
veratril aldehit miktarlarmin belirlenmesi i¢in UV-goriiniir bdlge spektrumlari
Shimadzu (UV-2450) UV-goriiniir bolge taramali spektrometre cihazi ile elde
edilmistir. Hazirlanan tetrafenilporfirin igeren polimerik yapilarin fonksiyonel
grup karakterizasyonu icin Perkin Elmer spektrum 100-FT-IR spektrofotometre
cithaz1 ile spektrumlar1 alinmistir. Polimerik kiirelerin pH’a bagh yiizey zeta
potansiyel Ol¢iimleri Malvern Zetasizer Nano cihazi ile belirlenmistir. Yiizey
alanlar1 6l¢timleri Quantachrome Nova 2200e cihazi ile bulunmustur. Polimerik
kiirelerin yiizey gortintiileri i¢in Carl Zeiss marka Ultra Plus model taramali
elektron mikroskobu kullanilmistir. pH OGlglimleri Orion 420 A model pH ion
metre ile yapilmistir. Reaksiyonlar manyetik 1sitici karistict lkamag (Rct)
kullanilarak yiiriitiilmiistiir. Adsorpsiyon islemleri Edmund Biihler Gmbh (KS-15

Control) platform calkalayicida gerceklestirilmistir. Tartim islemleri ise Ohaus
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marka Analytical Plus model + 0,0001 hassasiyette analitik terazi ile yapilmstir.

Deneylerde ayrica laboratuarda bulunan arag¢ ve geregler kullanilmistir.

2.3. 5-(4-Metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin sentezi

2.3.1. 5,10,15,20-tetrafenilporfirin sentezi

Tetrafenil porfirin literatiirde verilen Adler yontemi izlenerek
sentezlenmistir. Bu yonteme gore iki boyunlu dibi yuvarlak 250 mL’lik bir deney
balonuna 100 mL propiyonik asit konulmus ve daha sonra balona benzaldehit
(2,10 g, 20,0 mmol) ilave edilmistir. Azot gazi basinci altinda reaksiyon balonu
kus yuvast yardimiyla 1sitilmaya baslanmis ve karisim refluks edilmistir.
Ardindan reaksiyon bolununa 10 mL propiyonik asit i¢inde ¢oziilmiis pirol (1,34
g, 20,0 mmol) damla damla ilave edilmistir. Karisim 3 saat refluks edildikten
sonra reaksiyon balonu bir gece kendi halinde birakilmistir. Daha sonra
karisimdan alinan Ornegin ince tabaka kromatografisi ile yapilan kontroliinde
5,10,15,20-tetrafenilporfirinin olustugu goriilmiistiir. Reaksiyon karisimidaki
¢oziicii kloroform rotary evaporatorde ucurulduktan sonra geriye kalan kati madde
az miktarda metanolde ¢oziilerek 4 numarali Gooch krozesinden siiziilmiistiir.
Krozede kalan madde sicak su ile li¢ kez yikanmis, tekrar kloroformda ¢oziilerek
Gooch krozesinden alinmistir. Bu sekilde metanol ve kloroformda ¢6ziinmeyen
safsizliklar {irtin porfirinlerden ayrilmistir. Kolon kromatografisi kullanilarak saf

5,10,15,20-tetrafenilporfirinler elde edilmistir.

2.3.2. 5-(4-Nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi

Kisim 2.3.1°de elde edilen yeterli miktardaki H,TPP’nin Luguya ve
arkadaslarinin (2004) yontemlerine benzer sekilde nitrolanmasi sonucu 5-(4-
nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi gergeklestirilmistir. Bu yonteme gore
iki boyunlu dibi yuvarlak 250 mL’lik bir deney balonuna azot gazi basinci altinda
¢oOziicii olarak trifloroasetik asit (15 ml) konulduktan sonra reaksiyon balonuna
sirayla H,TPP (1,088 g, 1,77 mmol) ve sodyum nitrit (NaNO,, 260 mg, 3,77

mmol) ilave edildikten sonra reaksiyon oda sicakliginda 3 dakika karistirilmis ve
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reaksiyon sonlandirilmistir. Karigim 250 mL saf su icine konulduktan sonra
notiirlestirilmis ve ardindan kloroform ile porfirin karisimi ortamdan ekstre
edilmistir. Daha sonra ¢ozeltideki kloroform rotary evaporatérde ucurulmus ve
geriye kalan kat1 madde az miktarda uygun ¢dziiciide ¢Oziinmiis ve ardindan
kolon kromatografisi ile 5-(4-nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin saflastirilmistir.
R degeri (silikajel, CHCl3) 0,8, UV (Amax, CHCl3) 422nm, 514nm, 553nm, 592nm
ve 649nm; IR (KBr, cm™) 3423 (NH gerilme), 3037-2921 (aromatik CH), 1720-
1579 (NO, asimetrik gerilme); 1471- 1328 (NO, simetrik gerilme); '"H NMR
(CDCls, & ppm) -2,7 (s, 2H, pirol NH), 7,8 (m, 9H, m/p-fenil), 8,26 (d, 6H, o-
fenil), 8,42 (d, 2H, nitrofenil), 8,66 (d, 2H, nitrofenil), 8,76 (d, 2H, B pirol, 3 ve 7
CH), 8,80 (s, 4H, B pirol, 12, 13, 17 ve 18 CH), 8,95 (d, 2H, B pirol, 2 ve 8 CH).

2.3.3. 5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi

5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi icin kisim 2.3.2.°de
sentezlenen 5-(4-nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin (100 mg, 0,152 mmol) iki
boyunlu 100 mL’lik bir deney balonuna konulmus ve ardindan oda sicakliginda
HCI (%20 lik, 25 mL) konulmustur. Daha sonra reaksiyon balonuna SnCl,.2H,O
(0,5 g) ilave edilmis ve karisim sicakligi su banyosunda 65°C’ye ¢ikarilmis ve
reaksiyon karistmi 25 dakika manyetik karigtirici ile karistirilmistir. Oda
sicakligma sogutulan karigima 100 mL saf su ilave edilmis ve ardindan seyreltik
amonyak cozeltisi ile notrallestirilmistir. Indirgenmis porfirin sulu ortamdan
kloroform ile ekstre edilmis ve ekstraksiyon islemi birka¢ kez tekrar edilmistir.
Ekstratin ¢oziiciisli olan kloroform rotary evaporatorde ugurulduktan sonra geriye
kalan kat1 seyreltik NH4OH ve su ile birka¢ kez yikanmistir. 5-(4-aminofenil)-
10,15,20-trifenilporfirinin ~ saflastirilmasi  kolon kromatografisi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Elde edilen 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin tartilmis
ve 80 mg geldigi bulunmustur. Yeteri kadar 5-(4-aminofenil)-10,15,20-
trifenilporfirin elde etmek i¢in indirgenme reaksiyonu birkac kez tekrar edilmistir.
R¢ degeri (silikajel, CHCl3) 0,45; UV (Amax, CHCl3) 421nm, 516nm, 553nm,
591nm, 644nm; IR (KBr, cm™) 3453 (NH gerilme, pirol), 3369, 3315 (NH,
gerilmesi), 3035, 2915 (aromatik CH gerilme), 1602 (NH, biikiilme); 'H NMR
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(CDCl; 6 ppm) -2,7 (s, 2H, pirol NH), 4,0 (s, 2H, NH>), 6,9 (d, 2H, aminofenil),
7,78 (m, 9H, m/p-fenil), 8,0 (m, 2H, aminofenil), 8,24 (d, 6H, o-fenil), 8,7 (m, 6H,
B pirol) ve 8,85 (m, 2H, B pirol).

2.4. Tetrafenilporfirin Ligand1 Baglanmis Polimer Sentezi

Tetrafenilporfirin iceren polimerik yapi sentezi birka¢ farkli yontem ile
yapilabilir. Bunlar; tetrafenilporfirin ligand1 polimere polimerizasyon sonrasi
kovalent olarak baglanabilir, polimerlesebilen yapiya sahip tetrafenilporfirin
(monomer) sentezlenip ve polimerlesme reaksiyonu sirasinda ortama konulabilir
ve tetrafenilporfirin ligand1 polimerik yapiya iyonik olarak baglanabilir. Bu
calismada tetrafenilporfirin iceren polimer sentezi i¢in polimer kiirecikler {izerine

tetrafenilporfirinin kovalent baglanmasi yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir.

2.4.1. Vinilbenzil kloriir iceren polimer sentezi

250 mL’lik iki boyunlu balona 200 mg PVA (poli(vinil)alkol) ve 50 mL
saf su konulmus balon, sicakligi 60°C’ye ¢ikarilmis ardindan oda sicakligma
kadar sogutulmustur. Reaksiyon balonuna azot gazi basinci altinda 2,7 mL
vinilbenzil kloriir (VBC, 0,02 mol), 5 mL ¢apraz baglayici divinilbenzen (0,035
mol), 10 mL toluen konulmus ve manyetik karistiric1 ile karigtirilmaya
baslanmistir. Ardindan balona 0,015 g baslatici olarak benzoil peroksit ilave
edilerek reaksiyon baglatilmistir. Kopolimerlesme reaksiyonu i¢in sicaklik su
banyosunda 60°C’ye ayarlanarak 3 saat karistirmaya devam edilmistir. Ardindan
reaksiyon sicakligi 90°C’ye ¢ikartilmig ve karistirma 4 saat daha siirdiiriilmistiir.
Reaksiyon tamamlandiktan sonra ortama metanol ve kloroform ilave edilerek
polimer ortamdan ayrigtirilmig, sicak su ile birka¢ defa yikanarak 60°C’da

kurutulmustur.
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2.4.2. Vinilbenzil Kkloriir iceren polimerik kiireciklere 5-(4-aminofenil)-

10,15,20-trifenilporfirin baglanmasi

Polimer kiirecikleri iizerine porfirin ligandim1 baglamak i¢in 100 mL’lik
dibi yuvarlak iki boyunlu bir deney balonuna ¢oziicli olarak 40 mL trietilamin
ilave edilmis, ardindan ortama 40 mg 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin
eklenmis ve azot gazi basinci altinda karistirilmistir. Daha sonra balona 3 g
polimerik kiirecik ilave edilmis ve reaksiyon ortami su banyosunda 60°C’de 4 saat
karigtirilmigtir. Reaksiyon ortaminin rengi zamanla agilmig ve 5-(4-aminofenil)-
10,15,20-trifenilporfirinin polimerik kiirelere baglandig1 goriilmiistiir. Reaksiyon
sonlandiktan sonra polimerler siizge¢ kagidiyla siiziilmiistiir. Tetrafenilporfirin
baglanmig polimer kiirecikleri sirasiyla kloroform, metanol ve su ile yikanmig
stizlintiiye porfirin gegmedigi goriilmiistiir. Polimerik kiirecikler vakum etiiviinde

60°C sicaklikta kurutulmustur.

2.4.3. Metakriloil kloriir iceren polimer sentezi

Metakriloil  kloriir monomeri igeren polimer sentezi emiilsiyon
polimerizasyonu yOntemiyle gerceklestirilmistir. 500 mL’lik dibi yuvarlak iki
boyunlu bir deney balonuna 40 mL saf su igerisinden ¢oziilmiis 600 mg PVA
konulmus ve azot gazi basinci altinda karistirilmaya baglanmistir. Ardindan
reaksiyon ortamma c¢apraz baglayict olarak 1 mL etilenglikol dimetakrilat
(EGDMA) ilave edilmis ve reaksiyon hacmi 300 mL’ye tamamlanmistir. Daha
sonra reaksiyon ortamina 4,1 mL metakriloil kloriir monomeri (0,04 mol) ilave
edilmistir. Deney balonu su banyosunda 40°C sicaklikta lsaat karistirilmis ve
ardindan baslatic1 olarak 2,2-azobisizobiitironitril (AIBN, 0,1 g) ilave edilerek
polimerlesme reaksiyonu baslatilmistir. Bu sicaklikta deney balonu 2 saat
karistirma islemine devam edilmis ve ardindan sicaklik 90°C’ye yiikseltilerek 3
saat devam edilmistir. Reaksiyon sonunda olusan polimerik kiirecikler siiziilmiis
ve swrastyla sicak su ve metanol ile yikanmistir. Vakum etiiviinde 60°C’de

kurutulmustur.
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2.4.4. Metakriloil kloriir iceren polimerik kiireciklere 5-(4-aminofenil)-

10,15,20-trifenil porfirin baglanmasi

Kisim 2.4.3’de verilmis yonteme benzer sekilde metakriloil kloriir iceren
polimerik  kiireciklere  5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin ~ baglanma
reaksiyonu ger¢eklestirilmistir. 100 ml’lik dibi yuvarlak iki boyunlu bir deney
balonuna ¢oziicii olarak 40 ml trietilamin ilave edilmis, ardindan ortama 40 mg 5-
(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin eklenmis ve azot gazi basinci altinda
karistirilmistir. Daha sonra balona 3 g metakriloil kloriir igeren polimerik kiirecik
ilave edilmis ve reaksiyon ortami su banyosunda 60°C’de 4 saat karigtirilmistir.
Reaksiyon ortaminin renginin zamanla agilmasiyla polimerik kiirelerin porfirine
baglandig1 belirlenmistir. Reaksiyon sonlandiktan sonra polimerler silizgeg
kagidiyla stiziilmistiir. Tetrafenilporfirin baglanmis polimer kiirecikleri sirasiyla
kloroform, metanol ve su ile yikanmis slizlintiiye porfirin gegmedigi goriilmiistiir.

Polimerik kiirecikler vakum etiiviinde 60°C sicaklikta kurutulmustur.

2.4.5. Stiren iceren polimer sentezi

250 mL’lik boyunlu balonda 200 mg PVA, 50mL 60°C’de 1sitilmug distile
suda ¢oziilerek oda sicakligina kadar sogutulmustur. Stirenden polimerlesmeden
kalan monomerleri engellemek icin %5’lik NaOH ile ekstrakte edildikten sonra
reaksiyonda kullanilmistir. 2,7 mL stiren, 5 mL divinilbenzen ve 10 mL toluen
ilave edilmis ve karisim karistirilmaya baslamistir. Ardindan balona 0,015 g
baslatict olarak benzoil peroksit ilave edilerek reaksiyon baslatilmistir.
Kopolimerlesme reaksiyonu igin sicaklik su banyosunda 60°C’ye ayarlanarak 3
saat karistrmaya devam edilmistir. Ardindan reaksiyon sicakligi 90°C’ye
cikartilmis ve karistirma 4 saat daha siirdiiriilmiistiir. Reaksiyon tamamlandiktan
sonra ortama metanol ve kloroform ilave edilerek polimer ortamdan ayristirilmis,

sicak su ile birkag defa yikanarak 60°C’da kurutulmustur.
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2.4.6. Divinilbenzen iceren polimer sentezi

250 mL’lik boyunlu bir deney balonuna 200 mg PVA, 50 mL 60°C’de
isitilmig  distile suda coziilerek oda sicakligma kadar sogutulmustur. 5 mL
divinilbenzen ve 10 mL toluen ilave edilmis ve karigim karistirilmaya baslamistir.
Ardindan balona 0,015 g baslatici olarak benzoil peroksit ilave edilerek reaksiyon
baglatilmistir. Kopolimerlesme reaksiyonu igin sicaklik su banyosunda 60°C’ye
ayarlanarak 3 saat karistirmaya devam edilmistir. Ardindan reaksiyon sicakligi
90°C’ye c¢ikartilmis ve karistrma 4 saat daha siirdiiriilmiistiir. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra ortama metanol ve kloroform ilave edilerek polimer

ortamdan ayristirilmus, sicak su ile birkag¢ defa yikanarak 60°C’da kurutulmustur.

2.5. Polimer Kiirecikleri Uzerine Lignin Peroksidaz Enzim Adsorpsiyon

Kosullarinin incelenmesi

Adsorpsiyon deneyleri i¢in model enzim olarak lignin peroksidaz enzimi
(LIP) segilmistir Polimerik kiirecikler {izerine enzim adsorpsiyon deneyleri i¢in
pH, sicaklik, LIP baslangi¢ derisim ve adsorpsiyon siiresinin etkisi incelenmistir.
Tiim deneyler deney tiiplinde ve 5 mg adsorbent kullanilmistir. Karisim platform
calkalayicida 2 saat siirekli karistirilmistir. Karistirma sonunda deney tiipl
santrifiij edilerek adsorbent ¢Oktiiriilmiis ve adsorbente baglanmamis enzim
miktar1 Bradford yontemine gore Sigma (St. Louis, Mo., USA)’dan temin edilmis
Bradford ¢ozeltisi kullanilarak tayin edilmistir. Standart kalibrasyon egrileri lignin
peroksidaz enzimi kullanilarak yapilmistir. Protein miktari li¢ 6l¢limiin ortalamasi
almarak hesaplanmistir. Adsorplanan enzim miktarmi bulmak icin baslangi¢
enzim derisiminden kalan enzim derisimi ¢ikarilarak bulunmustur.

Protein tayini Bradford yontemiyle yapilmistir. Bu yontemde Coomassie
brilliant blue G-250 boyasmin proteine baglanabilme 6zelliginden
yararlanilmistir. Boyanin farkli derisimdeki proteinlere farkli absorbans siddetinde
mavi renkli cozeltiler olusturmasit yontemi kullanilmistir. Ortamdaki protein
boyaya baglandiginda 595 nm ‘de maksimum absorbsiyon vermesiyle

absorbsiyon siddetinden baglanan protein miktar1 bulunmustur (Sekil 2.1).
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Cizelge 2.1. Bradford metoduyla kalibrasyon egrisi prosediirii

Bilesikler 1 2 3 4 5
Img/ml LIP (uL) - 20 40 60 80
H,O(nL) 100 80 60 40 20
%0,9 NaCl(mL) 5,9 5,9 5,9 5,9 5,9
Bradford ¢ozeltisi(mL) 1 1 1 1 1
Toplam Hacim(mL) 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0
0,03

0,015 -

Abs

y = 0,0003x+ 0,0001
R? = 0,9706

C (mg/L)

Sekil 2.1. Bradford assay yontemine gore ¢izilmis LIP proteinin kalibrasyon egrisi
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada lignin peroksidaz enzim immobilizasyonu i¢in hidrofobik
karakterli 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin ligand1 igeren polimerler

sentezlenmistir.

3.1. 5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin Sentezi

3.1.1. 5,10,15,20-Tetrafenilporfirin sentezi ve karakterizasyonu

5,10,15,20-tetrafenilporfirin (H,TPP) sentezi Adler yontemi izlenerek

yapilmistir. Karisimdan alman O6rnegin ince tabaka kromatografisi ile yapilan

kontroliinde 5,10,15,20-tetrafenilporfirinin olustugu goriilmistiir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Adler yontemine gore 5,10,15,20-tetrafenilporfirin (H,TPP) sentezi
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3.1.2. 5-(4-Nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi ve

karakterizasyonu

Luguya ve arkadaslarinin (2004) sentezledigi yonteme benzer sekilde
5,10,15,20-tetrafenilporfirinin ~ nitrolanma  reaksiyonu  gergeklestirilmistir.
Reaksiyon sonlandirildiktan sonra ¢o6zeltideki kloroform rotary evaporatdrde
ucurulmus ve geriye kalan kat1 madde az miktarda uygun ¢o6ziiciide ¢oziinmiis
ince tabaka kromatografisi kullanilarak reaksiyon sonunda 5,10,15,20-
tetrafenilporfirin yogun olarak 5-(4-nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin olarak
sentezlendigi, ancak bunun yaninda 5,10-(4-dinitrofenil)-15,20-difenilporfirin,
5,15-(4-dinitrofenil)-15,20-difenilporfirin ve 5,10,15-(4-trinitrofenil)-20-
fenilporfirinler olugsmustur. Bu porfirinleri birbirinden ayirmak i¢in kolon
kromatografisi kullanilmig ve 5-(4-nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin
saflagtirilmistir (Sekil 3.4).
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CF;CO,H
NaNO,
3 dakika

Sekil 3.4. 5-(4-Nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi
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Sekil 3.6. 5-(4-Nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin FTIR spektrumu



3.1.3. 5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi ve

karakterizasyonu

Literatlirde verilen yOonteme benzer sekilde 5-(4-nitrofenil)-10,15,20-
trifenilporfirinin indirgenme reaksiyonu gergeklestirilmistir. 5-(4-Aminofenil)-
10,15,20-trifenilporfirinin  saflastirilmasi kolon kromatografisi kullanilarak

gerceklestirilmistir (Sekil 3.7).
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%20 lik HCI (25 ml)
SHC122H20 (0,5 g)

65°C, 25 dk

Sekil. 3.7. 5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi
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Sekil 3.9. 5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin FTIR spektrumu



3.2. Polimerik Kiirelerin Sentezi
3.2.1. Vinilbenzil kloriir iceren polimer sentezi ve karakterizasyonu

Vinilbenzil kloriir iceren polimer sentezinde reaksiyon Sekil 3.10’daki gibi

gerceklestirilmis ve reaksiyon sonunda yeteri kadar polimer elde edilmistir.

= 7

F

Cl

4-Vinilbenzil klorir Divinilbenzen

PVA
Toluen
Benzoil peroksit

Cl

Poli(stiren) Poli(stiren)

Sekil 3.10. Vinilbenzil kloriir polimerinin sentezi
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3.2.2. Vinilbenzil kloriir iceren polimerik kiireciklere 5-(4-aminofenil)-

10,15,20-trifenil porfirin baglanmasi

Porfirin igeren polimerik kiirecik sentezi birkag¢ yoldan yapilabilir. ilk
olarak polimer sentezi sirasinda ortama porfirin igeren monomer ilavesiyle
yapilabilir. ikinci olarak polimer yiizeyine porfirin fiziksel ve kimyasal olarak
baglanabilir.

Vinilbenzil kloriir igeren polimerik kiireciklere 5-(4aminofenil)-10,15,20-
trifenil baglanmasi kisim 2.4.3’deki sekilde gerceklestirilmistir. Reaksiyon
ortamimin rengi zamanla acilmis ve polimerik kiirelerin porfirine baglandigi
goriilmiistiir. Reaksiyon sonlandiktan sonra polimerler slizge¢ kagidiyla siiziilmiis
ve reaksiyona girmeyen porfirinlerin miktarim1 bulmak ic¢in ¢ozeltinin ¢oziiciisii
ucurulmus kalan kismin 13 mg geldigi hesaplanmistir (Sekil 3.14). Sentezlenen,

porfirin bagli polimerik kiireciklerin SEM goriintiileri almmastir. (Sekil 3.11)

59



=100.00 K X

ULTRA PLUS

Sekil 3.11. Porfirin bagl vinilbenzil kloriir polimerinin SEM fotograflar
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3.2.3. Metakriloil kloriir iceren polimer sentezi ve karakterizasyonu

Metakriloil kloriir monomerinin kopolimerizasyon reaksiyonu Sekil

3.12’deki gibi gergeklestirilmistir.

(@)
(@) + %
Cl (@)
PVA 02\.:
AIBN
Toluen

Sekil 3.12. Metakriloil kloriir polimerinin sentezi

3.2.4. Metakriloil kloriir iceren polimerik kiireciklere 5-(4-aminofenil)-

10,15,20-trifenil porfirin baglanmasi

Bir onceki boliimde yapilan islemlerin aynist metakriloil kloriir iceren
polimerik kiireciklere 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin baglanmasi i¢inde
tekrarlanmistir. Reaksiyon ortamimin renginin zamanla acilmasiyla polimerik
kiirelerin porfirine baglandig1 belirlenmistir. Reaksiyona girmeyen porfirinlerin
miktarimi bulmak i¢in ¢dzeltinin ¢odziiciisii ucurulmus kalan kistmin 10 mg geldigi
bulunmugstur (Sekil 3.14). Olusan porfirin bagl polimerik kiireciklerin SEM
gortintiileri alimmustir. (Sekil 3.13)
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WD=80mm Mag= 50.00KX  EHT=10.00kV  Anadolu University
Signal A = SE2 Faculty of Science

WD= 80mm Mag=100.00KX EHT=10.00kV  Anadolu University ZE
Signal A = SE2 Faculty of Science  ULTRA PLL

Sekil 3.13. Porfirin bagl metakriloil kloriir polimerinin SEM fotograflar
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Sekil 3.14. Vinilbenzil kloriir ve metakriloil kloriir igeren polimerik yapilara 5-(4-aminofenil)-

10,15,20-trifenilporfirin baglanmasinin gésterimi

3.3. 5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin iceren Polimer Kiireciklere

Lignin Peroksidaz immobilizasyonun Incelenmesi

Bu tez calismasinda hidrofobik karakterli polimerik yapilarin sentezlenmesi
icin Oncelikle destek matriksler sentezlenmis ve ardindan bu matrikslerin uygun
sartlar ve ortamda 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin polimer matriksleri
kovalent baglanmasi ile hidrofobik karakterli matriksler elde edilmistir. Matriks
iizerine enzim immobilizasyonu icin model bilesik olarak lignin peroksidaz
enzimi kullanilmistir. Immobilizasyon iizerine ortam kosullar1 ve destek matriksin
etkisi fazla oldugundan ortam kosullarin1 degistirerek immobilizasyon ¢aligmalari
yapilmistir. immobilizasyon icin pH, sicaklik, enzim baslangi¢ derisimi ve temas
siiresi etkisine bakilmigtir. Diger paremetrelerin enzim immobilizasyonuna
etkisini minimuma diisiirmek icin sabit tutulmustur. Cizelge 3.2°de farkli
adsorbentler iizerine LIP enzimi immobilizasyon sonuglar1 verilmistir. Bu
sonuglar kapsaminda immobilizasyon ¢alismalarinda kisim 3.2.3’de elde edilmis

polimerik kiirecikler kullanilmistir.
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Cizelge 3.1. Farkh destek maddeleri iizerine immobilize edilmis LIP miktarlar1

Immobilize LIP
Destek malzemesi '
(mg/g polimer)
Metakriloil kloriir iceren polimer 1,70
Vinilbenzil kloriir iceren polimer 0,04
Porfirin igeren Vinilbenzil kloriir polimer 8,33
Porfirin igeren Metakriloil kloriir polimer 5,36

3.3.1. LIP immobilizasyonuna pH’1n etkisi

Enzim immobilizasyona pH’in etkisinin incelenmesi i¢in farkli pH
araliklar1 ¢alisilmistir. Enzim immobilizasyon ¢aligsmalarinda literatiirde verildigi
gibi pH’1n etkisi bulunmaktadir. Immobilizasyon ¢alismasinda pH degeri, enzim
ve destek malzemenin yiizeyinde bulunan fonksiyonel gruplarin protonlanmasi
veya deprotonlanmasi sonucunda immobilize miktarlarini etkilemektedir. Destek
malzemesi hidrofobik karakterli porfirin halkasma sahip oldugundan dolay1
hidrofobik etkilesimin maksimum oldugu pH degeri arastirilmistir. pH degerleri
2,5-7,0 arasinda calisgilmistir. Lignin peroksidaz enziminin izoelektrik noktasi
olan pH 3,5 degerinde immobilizasyon miktarmin en yliksek degerde ¢iktig1
gorilmistiir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Lignin peroksidaz enzim immobilizasyonuna pH etkisi. Temas siiresi: 2 saat, Adsorban

=5 mg, =0,5 mL, Sicaklik: +4°C, C;= 0,4 mg/mL
3.3.2. LIP immobilizasyonuna sicakhgn etkisi

Polimer kiirelere LIP adsorpsiyonu, 4 ve 25°C’deki sicakliklarda
gerceklestirilmistir.  4°C i¢in buz banyosu diger sicaklik i¢cin su banyosu
kullanmilmistir. pH 3,5 sitrat tamponunda ve lignin peroksidaz enzimi belirtilen
sicakliklarda polimer ¢dzeltisi ile 2 saat boyunca platform calkayicida muamele
edilerek adsorplanan LIP miktarlar1 hesaplanmis ve en iyi sicakligin +4°C oldugu

belirlenmistir.

3.3.3. LiP enzimi baslangi¢c derisiminin immobilizasyona etKkisi

Baslangic LIP derisiminin porfirin iceren destek malzemesi iizerine
immobilizasyon etkisi pH 3,5 ve +4°C’de incelenmistir. Immobilizasyon
calismalar1 igin 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,75; 1,0; mg/mL derisimlerinde LiP
¢ozeltileri hazirlanmustir. Her bir derisimde adsorplanan LIP miktar1 hesaplanarak

LIP derisimine karsi, adsorplanan LIP miktar1 grafigi cizilmis ve polimerin
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maksimum adsorpsiyon kapasitesi bulunmustur. Baslangic LIP derisiminin
artmastyla belirli bir derisime kadar immobilizasyon miktarlarinda artma
goriilmiis ve sonradan derisimin artmasiyla sabit kalmis ve tekrardan artma
olmustur. Sekil 3.16’da lignin peroksidaz baslangi¢ derisiminin adsorpsiyona olan
etkisi gosterilmistir. Cozeltideki lignin peroksidaz derigimi arttikga gram polimer
basina adsorplanan lignin peroksidaz miktar1 artmaktadir. En uygun enzim

derigimi 4°C’de 0,4mg olarak belirlenmistir.

90

60

q (mg/g)

30

0 300 600 900 1200
Cy (ppm)

Sekil 3.16. Lignin peroksidaz enziminin baglangi¢ derisiminin immobilizasyona etkisi. Temas

siiresi:2 saat, Adsorban =5 mg, /'=0,5 mL, pH=3,5, Sicaklik: +4°C

3.3.4. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermlerinden Langmuir izotermi bir yiizeydeki tek tabaka
adsorpsiyonu i¢in tanimlanmistir. Deneysel verilerin Langmuir izotermine uygun
olmas1 yiizeyin homojen oldugunu gosterir. Freundlich izoterminde ise heterojen
sistemler siklikla goriliir. Freundlich izotermindeki “n” sabiti yiizeyin

heterojenliginin bir Olcilisii olmakla birlikte //n olarak sifira yaklastikca

heterojenlik artmaktadir.
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Sekil 3.17°de 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin iceren polimerik
kiirelere lignin peroksidaz adsorpsiyonun Langmuir adsorpsiyon izotermi
gosterilmistir. Grafigin egim ve kesiminden maksimum lignin peroksidaz
kapasitesi (gmax) 43,86 (mg/g), Langmuir sabiti 0,1526 (ml/mg) olarak

belirlenmistir

2.5

1,5

C./q,

0,5 L 2

C, (mg/L)

Sekil 3.17. Langmuir adsorpsiyon izotermi. Temas siiresi: 2 saat, pH=3,5, sicaklik: +4°C

Sekil 3.18’de 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenil porfirin iceren polimer
kiirelerine lignin peroksidaz adsorpsiyonun Freundlich izotermi gosterilmistir.
Grafigin egiminden 1/n degeri 0,3615 ve kesiminden Ky degeri 4,6057 (mg/g)

olarak bulunmustur.
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Sekil 3.18. Freundlich adsorpsiyon izotermi. Temas siiresi: 2 saat, pH=3,5, sicaklik: 4°C

Cizelge 3.2. Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermi verileri

Langmuir izoterm sabitleri Freundlich izoterm sabitleri
Imar(Mg/g) 43,86 n 2,77
K (ml/mg) 0,1526 Kr(mg/g) 4,61
R’ 0,99 R 0,88

3.3.5. Adsorpsiyon Kinetigi

Hidrofobik polimer kiirecikleri iizerine LIP enzimi immobilizasyonuna
iligkin temas siiresi etkisi Sekil 3.19’da verilmistir. Grafikten goriildiigii gibi
adsorpsiyon kapasitesi, zamana baglh olarak artmis, 120. dakikanm sonunda

doygunluga ulagsmistir.
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Sekil 3.19. Enzim immobilizasyonuna temas siiresinin etkisi. LIP derigimi: 0,4mg/ml, pH=3,5,

sicaklik: 4°C

Sekil 3.20 ve 3.21’de hidrofobik polimer Kkiireleri tizerine lignin
peroksidaz enziminin adsorpsiyon hizini belirlemek icin Lagergren-birinci-
dereceden ve yalanci-ikinci-dereceden kinetik modellerine ait grafikler

goriilmektedir.
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Sekil 3.20. Lagergren-birinci-dereceden kinetik modelin incelenmesi
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Sekil 3.21. Yalanci-ikinci-dereceden kinetik modelin incelenmesi

Cizelge 3.4’de goriildiigii iizere yalanci-ikinci-dereceden kinetik model
icin belirlenen korelasyon katsayisinin, Lagergren-birinci-dereceden kinetik

model i¢in bulunan korelasyon katsayisindan daha yiliksek oldugu goriilmektedir.
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Bu durum 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin iceren polimer kiirelerine
lignin peroksidaz enzim adsorpsiyonun yalanci-ikinci-dereceden kinetik modele

uygun oldugu bulunmustur.

Cizelge 3.3. Polimer iizerine LIP enzimi adsorpsiyonun kinetik verileri

Lagergren-birinci-dereceden Yalanci-ikinci-dereceden
ki (1/dk) 0,01243 k> (g/mgdk) 0,000318
q:(mg/g) 33,66 q2(mg/g) 52,35
R’ 0,955 R 0,987
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3.4. Sonuclar

Bu yiiksek lisans tez ¢calismasinda elde edilen sonuglar asagida verilmistir:

Bu ¢aligmada, lignin peroksidaz enziminin immobilizasyonu i¢in destek
maddesi olarak 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin iceren polimer
kiireleri emiilsiyon polimerizasyonu teknigi ile sentezlenmistir. 5-(4-
Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi ii¢ asamada gergeklesmis ve
elde edilen tetrafenilporfirin emiilsiyon polimerizasyonu ile sentezlenen

polimerik kiireciklere kovalent bagla baglanmistir.

Metakriloilkloriir igeren porfirin yapilipolimerin SEM goriintiileri
incelendiginde polimerlerin kiiresel ve gdzenekli bir yapiya sahip oldugu

gozlenmistir.

5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin ~ igeren  polimere  lignin
peroksidaz adsorpsiyonu farkli pH ¢ozeltilerinde (pH 2,5-7) incelenmis ve
maksimum LIP enzim immobilizasyonu enzimin izoelektrik noktasi olan
pH 3,5 degerinde gergeklestigi bulunmustur. Bu pH degerinde maksimum

immobilizasyon miktar1 43,86 mg/g polimer olarak bulunmustur.

Polimer kiirecikler iizerine LIP enzim immobilizasyonuna sicakligin etkisi
incelenmis immobilizasyon i¢cin en uygun sicakligim +4°C oldugu

belirlenmistir.

5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin ~ igceren  polimere  lignin
peroksidaz adsorpsiyonuna iligkin adsorpsiyon izotermleri olan Langmuir
ve Freundlich izoterm modelleri incelendiginde, Langmuir adsorpsiyon
izotermi i¢in lineer bir dogru verdigi goriilmiistir ve bu dogrunun

korelasyon sabiti (R?) 0,99 olarak hesaplanmuistir.

Sentezlenen polimer {izerine enzim immobilizasyon ¢alismalarinda
yaklagik 120 dakika sonunda dengeye ulasilmaktadir. Elde edilen sonuglar

yalanci-ikinci-dereceden kinetik modele uydugunu gostermistir.
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