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Abstract Keywords:

Metal gel complexes of Cu (II), Co (II) and Ni (II) ions of hydrogels obtained  Poly-n-vinylpyrrolidone;
by construction of poly-N-vinylpyrrolidone (PVPr) with N, N-methylene Biocomplex;
bisacrylamide (MBAA) with average molecular weight of 10 kDa and 40 kDa  Trypsin;

were synthesized. The capacity of the obtained biologically important complexes  Immobilization.

for metal ions was determined to be 3.3-3.6 mg/g. Immobilization of trypsin in
polymer-metal complexes was carried out, and for thrips of metal gel complexes,
the capacity was increased by 7-8 times, the degree of immobilization by 2 times,
and the specific activity of the enzyme from 38 to 92 ED/mg. It was found that
triple polymer-metal-trypsin systems have greater communication resistance
than polymer-trypsin binary systems, which is due to the binding of trypsin to
the polymer network by metal ions. In addition, the structure of the obtained

complexes was identified by IR-Fourier and UV spectroscopic methods.

Giris

Son illerds makromolekulyar kimyada
milasir ve perspektiv istiqamatlorden bioloji
aktiv birlesmalarin (BAB) dasinmasi f{igiin
hidrogellarin alinmas1 xiisusi yer tutur. BAB-in
polimer dasiyicilara immobilize olunmasi onlarin
formokoloji xiisusiyyatlerini yaxsilagdirir, tasir
miiddatinive aktivliyiniartirir, toksikliyiniazaldir
va hatta saxlanilma zaman stabilliyini yiiksaldir,
zadalonmis orqanlara tasir qiivvesini coxaldir.
Fermentlorin bu tip immobilizasiyasi metodun
sadaliyi ve son mahsulun xiisusiyystlarins gore
digorlarindan xeyli iistiinliiklors malikdir [1].

Etilendiamin, diietilentriamin liqandlar:
saxlayan heteromoasamsali polistirolun Co(Il),
Ni(II), Cu(Il) vo Fe(Il) ionlar1 ile komplekslorina
pensillinamidihidrolazi fermentinin
immobilizasiya olunmasi prosesi oyronilmis [2],
milayyon edilmisdir ki, metal ionu immobilize
olunan fermentin miqdarini artirmaqla barabar
onun stabilliyina de miisbat tesir gostarir. Digar
bir isds [3] xitozan-silikagel makromoesamsli
gel ile Cu(ll) ionun kompleksina tripsinin

E-mail: shamo.chem.az@gmail.com

immobilizasiyas1 tadqiq edilmis, bir hafts arzindas
4 °C-das tripsinin 80% aktivliyinin saxlanilmasi
miiayyon olunmusdur.

Qlutaraldehid ile modifikasiya olunmus
silikagel va seolit {izerina tripsinin immobilizasiyasi
apartlmisdir  [4]. immobilizasiyadan sonra
fermentin miqdar1 ilkin matrisalar ilo miiqayise
olunmusdur. Gostorilmisdir ki, sarbest silikagel
va seolit iizerine immobilizasiya olunan tripsinin
miqdar1 uygun olaraq 17.2 ve 11.5 mq/qr teskil edir.
Qlutaraldehid ile modifikasiya olunmus silikagelds
iss immobilizasiya olunan fermentin miqdar1 uygun
olaraq 39.1 vo 36.4 mq/qr toskil edir [5].

PVPr-nu ve tebii polisaxarid olan albali
moangali arabinoqgalaktana N-vinilpirrolidonu
calag etmoakls alinan calaq sopolimeri MBAA
ilo tikmokla gelomolagatirmo xassosine malik
hidrogellor sintez olunmusdur [6]. Alinan
niimunalars tripsinin immobilizasiyas: aparilmis,
milayyen olunmusdur ki, tripsinin dasinmasi
ticlin arabinoqalaktan daha alverislidir.
Arabinoqalaktan asasli dasiyiciya immobilizas
olunan tripsinin miqdar: 1.2 mq/qr tagkil edir. pH
8-ds immobilizs olunan tripsinin 40 saat arzinde
mohlula ayrilmasi ~98% tagskil edir.

Bu sahads coxlu sayda elmi-tadqiqat islarinin
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aparilmasina baxmayaraq hsle de BAB-in
dasinmas: {i¢lin yeni nov polimer hidrogellsrin
sintez olunmasi aktual problem kimi qalmaqdadr.
Bu mogqsadle tadqiqat isinde asagi molekul
kiitleli PVPr esasinda alinan hidrogellsrin
Co(Il), Ni(II) wve Cu(ll) komplekslarina
tripsinin immobilizasiyas:1 tedqiq olunmusdur.
Imoblizasiya olunan fermentin pH-in tasirinden
mohlula ayrilmasi,fermentin tesir miiddatinin
artirilmasi, bununla yanasi alinan komplekslarin
grulusu IQ-Furye vo UB spektroskopik iisullarla
Oyronilmisdir.

Tacriibi hissa

Isde orta molekul kiitlasi (M) 10 vo 40 kDa
olan PVPr moalum metodika [8] t1izre sintez
olunmusdur. Mn viskozimetrik {isulla teyin
olunmusdur (halledici H,O, t=20 °C). Tikici
reagent kimi klassifikasiyas1 «kimyavi temiz»
(k.t) olan MBAA (Sigma) goétiiriilmiisdiir. PVPr-
nun MBAD vasitesi ile tikilmasi cive-kvars
lampasindan (PRK-4) manbs kimi istifade etmakla
8 saat miiddatinds 35-40 °C-do ultrabandvseyi
siia tasirile aparilmigdir.

Miihitin tursulugunu sabit saxlamaq tigiin
standart titrli fiksanallardan istifads olunmusdur:
0.05 M KH,C,0, x 2H,0O (pH 1.68), 0.01 N HCl
(pH 2), KC,H.O, (pH 4.01), 1 N CH,COOH va 1IN
NaOH (pH 6.7) H;BO, va 0.1 N HCI (pH 8.27 va
7.4), H;BO, va 0.1 N NaOH (pH 9.4, 10.5 va 11).
Miihitin pH-1 WATER QUALITY Cheeker V-10
cihazi ile (Japan) ol¢tilmiisdiir.

Alinmis PVPr asasli hidogellarin Co(II), Ni(II)
vo Cu(ll) ionlar1 ile komplekslorinin alinmasi
vo sorbsiya tutumlarinin miieyyen edilmasi [9]
isinde todqiq olunmusdur.

Tripsin (Biofarma) Ukraniya istehsalidir.
Mohlulda tripsinin qatihigi Specord UV-VIS
cihazinda (Carl Zeis) 280 nm-ds standart qatiliqlt
tripsin meahlullarinin (tripsinin molyar isiq
udma emsali E', =14) optiki sixligiqlar1 tayin
olunmus, dearacsli qrafik qurulmusdur (sok.1).
Fermentin kiivetde qatiligi C=1.1x10° M teskil

1.0

0.8 [

06 [

edir. Tripsinin molekul ¢akisi 21.000-dir. 224 amin
tursu qaliglarindan ibarstdir. 6 disulfid korpiisii
var. Katalitik aktivliyi pH 7.8 va 8.0-dir. Aktiv
morkazlari Serin-195, Qistidin-97, Aspargin-
102-dir. Sorbsiya hissesi Aspargin 189-dur. Turs
miihitde davamlidir. Suda yaxs1 hall olur [7].

Fermentin  immobilizasiyast asagidaki
metodikaya uygun aparilmisdir. Belo ki, hidrogel
niimunoaloeri sabit ¢okiye gedar qurudulmus,
xirdalanmis, olokden kecirilmis, immobilizasiya
ticin 0.02 mm fraksiyadan istifade edilmisdir.
0.1 qr hidrogel ve onlarin metal-polimer
niimunalarinin tizerine 5 ml tripsinin 0,001 N
HCI moahlulu slave edilib, otaq temperaturunda,
24 saat miiddastinds qarisdirilmaqla aparilmigdir.
Fermentin dasiyiciya imobilize olunan miqdar:
M (mq) ve Mf (mq/qr) asagidaki ifodalare asasen
toyin olunur:

M=(C,-C,)xV,; M :Mxv

f g i
Burada:
C, — ferment mahlulunun ilkin qatiligl, mq/l;
C, — immobilizasiyadan sonra moahluldak:

fermentin tarazliq qatiligl, mq/l;
V; —immobilizasiya gedon mahlulun hacmi, ml;
g - dasiyicinn kiitlasi, qr
Immobilize  olunmus tripsinin pH-in
tosirinden moahlula ayrilmasini dyreanmak ticiin
ferment immobilize olunmus niimunslar, hacmi
20 ml olan siise gaba tokiilmiis ve iizarine 5 ml
bufer mahlulu »slave edilmis, 24 saat oarzinda
moahlula kegen tripsinin optiki sixligini 6lgmakls
qatihigimin dayisilmasi tadqiq olunmusdur.
Dasiyiciya fermentin immobilize olunma
doracesi R (%) ve miihitin pH-nin tesirindan
moahlula ayrilmanin miqdar1 D (%) asagidak:
ifodalora asasen hesablanilir:
€ ), Do G
A —/x100; D 10xM._

X

M., — hor bir dasiyiciya immobilize olunan
fermentin maksimum miqdari, mq.

C A, Optiki
sixliq

tripsin

mq/1

40 0.870

32 0.780

24 0.587

18 0.440

8 0.220

4 0.090

. . . . . 2 0.041

54 50 46 42 38 34 x10°sm™ 1 0.020

Sokil 1. Standart qatiligls tripsin mahlullarinin UB spektri va onlarin
uygun optiki sixliqlarinin qiymsati
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Alman hidrogellerin ve polimer-Me(II)-
ferment komplekslarinin qurulusu 1000-4000 sm™
oblastda IQ-Furye (Varian) ve UB spektroskopik
tisullarla identifikasiya edilmisdir.

Noticalor vo onlarin miizakirasi

Hidrogelloro immobilize olunan BAB-nin
dasiyicidan hansi siiratle ayrilmasi qarsiya
goyulan asas masalalorden biridir. Hamginin
BAB-in ayrilma siiratini tenzimlemak tiglin bir
sira sortlerin mas. hidrogelin sisma daracasini,
miihitin pH-n1, temperaturu ve yaxud kimyevi
torkibi dayismekls BAB-nin ayrilma siirstini
tonzimlamak olar. Bu baximdan teadqiq
olunan isde PVPr-nun hsm homopolimerins,
ham ds PVPr-Me(ll) komplekslarina tripsinin
immobilizasiya edilmaesi {iglin orta molekul
kiitlesi M,=10 ve 40 kDa olan PVPr-nun 10%
MBAA ile tikilmasinden alinan hidrogellarin
sisma deracasinin pH-dan asilli§1 dyrenilmis ve
naticalar soakil 2-da verilmisdir.

Ni(II) ionlarmmin bioloji vacib mikroelement
kimi tibbi tatbiqinds alverislidir. Hor {i¢ metal
ionunun vasitasile immobilize olunan tripsinin
miqdarinin terkibinde metal ionlar1 olmayan
hidrogel ile miiqayisede artmas: miisahida
olunur. Mis ionunun istiraki ile hidrogelin
tutumunun ve immobilize daracssinin digear
metal ionlar1 ilo miiqayisede artmasi bas verir.
Bu metal ionunun tebiati, ion radiusu vo elektron
konfiqurasiyas: ile slagadardir. Masslen, mis
ionlariin istiraki ile tripsinin immobilize
doracasi eyni miqdar hidrogel ilo miiqayisada 50%
artiq olur. Metal ionlarinin istiraki immobilize
olunan tripsinin aktivliyinin ve aktivliyinin
saxlanilma doroacesinin de artmasi bas verir.
PVPr ssasli gellars tripsinin immobilize olunmasi
makromolekulun karbonil qrupunun oksigen
atomu ilo ferment makromolekundaki peptid
qruplar1 ils, hamginin ziilal makromolekulunda
olan sarbast amin qruplari arasinda qarsiliqli
tosir naticesinds hidrogen rabitssinin yaranmasi

hesabina bas verir. Metal ionlarinin

200 immobilizasiyada rolu immobilizs

1801 deracasini artirmaqla barabar, metalgel-

3 160 tripsin kompleksinin davamliliginin

2 140] artmasina sobab olur [10]. Bu da 0z

S 120] novbesinds dasiyicidaki fermentin qeyd

S 100 olunan gdstoricilerinin yiikselmasina
) .. .

= o0 | gotirib ¢ixarir. Moalumdur ki, qanda

§ 60 Cu(ll)-n qatiligr 0.001 mgq/l, Co(Ill)-n

o giindalik gobulu 7-15 mkq vo Ni(Il)-nin

un 40 | . . .

orqanizmds miqdart 5-13.5 mq taskil

20 edir. Bu hamg¢inin Co(II), Ni(II) ve Cu(Il)

0 w w w w w * ionlarinin bioloji vacib mikroelement

0 2 4 6 8 10 12 kimi da tibbds istifadssinda alveriglidir.

pH

Sakil 2. PVPr asashi hidrogelin sisma daracasinin
pH-dan asillig1, @ - M, =10 kDa; m - M, = 40 kDa

Orta molekul kiitlesi 40 kDa olan
PVPr-nun metalkomplekslarins tripsinin
immobilizasiyasina aid bazi parametrlarin atrafli
giymatlari cadvel 1-de gosterilmisdir.

Coadval 1-don goriindiiyti kimi PVPr asash
hidrogelin metal ionlar1 ile komplekslari,
torkiblerinde metal ionlarimin miqdarinin az
olmasi ilo secilir. Bu miqdar, Cu(ll), Co(Il) vo

Tadqiq olunmusdur ki, har {i¢ metal ionu
vasitasile immobilize olunan tripsinin
miqdarinin artmas: ilk névbads metal
ionlarmin istirak: ils slagadardir. Gel ila
ferment makromolekulu arasinda korpii
rolunu oynayan metal ionu ferment ile
daha giiclii elektrostatik qarsiliqli tesirde
olur. Miiayyon olunmusdur ki, zaman fermentin
immobilize olunmasimin az bir hissasi metal
ionlarinin istiraki olmadan, daha ¢ox hissasi iso
metal ionlarinin vasitasi ile bas verir.

Naticalars asasen har iki gelo immobilizs olunan
tripsinin miqdar1 uygun olaraq 0.2 ve 0.45 mqg/q
toskil edir (codv.2) va tripsinin immobilize olunmasi
ti¢lin doyma tarazlig1 taqriban 580 dagiqaden sonra

Cadval 1

PVPr4T asash dasiyicinin metal ionlarina gors xarakteristikasi ve immobilizs olunmus

tripsinin miqdari gostericilari. C

Me(II), Me(II),

Otripsin

Metal

C, tripsin,

=40 mq/l, V,=5ml, T=20 °C, t = 24 saat

AC, M, M,

ionu mmol/q Y%-1o mq/l tripsin, mq/1 mq mq7q
Cu (I) 0.58 0.37 22.00 18.0 0.360 3.60 72.35
Co (II) 0.52 0.30 23.50 16.5 0.330 3.30 66.70
Ni (II) 0.54 0.35 22.80 17.2 0.344 3.44 68.80
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Coadval 2

Tabii vo sintetik asasl1 hidrogellar, elaca do PVPr-nun orta molekul kiitlasinin ve metal

Fermentin

Dasiyici-hidrogel miqdari,

mq/q

ionunu tabiatinin tripsinin immobilizs olunma miqdarina tasirinin naticalori*

Nisbi
aktivlik,
%

Immobiliza ;
. IOTSA, S,
dargcaSI, ED/mq %

Yo

PVPr 10 kDa, 10% MBAA 0.20 10.00 38 5.24 9.44
PVPr 40 kDa, 10% MBAA 0.45 22.50 51 7.42 11.68
PVPr 40 kDa,10%(t)-Cu(II) 3.60 72.35 92 12.8 20.60
PVPr40 kDa,10%(t)-Co(II) 3.30 66.70 76 9.40 15.36
PVPr40 kDa,10%(t)-Ni(II) 3.44 68.80 85 10.60 17.58
* — reaksiya miiddati 24 saat, sarbast tripsinin aktivliyi 5.50 ED/mq
basg verir. Basqa s6zls polimerin orta molekul kiitlesi makromolekulunun  lokal  oblastlarinda

artdigca immobilize olunan tripsinin miqdar1 da
artir. Bu makromolekul zancirinin uzunlugunun
vo tikilmis polimerdoki mesamslorin Olgiilorinin
boyiimasi ilo alagedardir [11].

Toabii ve sintetik esasli gellara va poli-N-
vinilpirrolidonun metal gelkomplekslorina
immobilize olunmusg tripsinin bezi gostaricilari
eksperimental olaraq miiayyan edilmis ve tacriibi
naticalar 2-ci cadvalda verilmisdir.

Burada, IOTSA-immobiliza olunmus tripsinin
spesifik aktivliyi, S-aktivliyinin saxlanilma
deracasidir. Cadval 2-don goriindiiytt kimi
orta molekul kiitlesinin kicik oldugu gel
niimunslerinde immobilize olunan fermentin
miqdarinda yaxin qiymsatler miigsahids olunur. Bu
onu gostorir ki, eyni bir homopolimerdan istifade
etdikds orta molekul kiitlasinin yaxin giymatlari
fermentin immobilizasiya gostaricilarindes kaskin
forq yaratmir. Lakin ciizi do olsa onun bioloji
aktivliyina tesir edir. Lakin orta molekul kiitlesi
40 kDa olan PVPr asasli metal-gel komplekslorda
iso  immobilizo olunan fermentin miqdar,
aktivliyi ve davamliligi metal ionu olmayan
gel ile miiqayisada dafalerle artir. Basqa sozls
metal jonu fermentin immobilize deracesini
artirmaqla yanasi onun bioloji aktivliyinin da
yiiksalmoasine sebob olur ki, bu da bu da gel
torkibinde fermentin metal ionu ile davamh
alaqods olmasinin tezahiirtidiir [12].

Har 3 metal ionun vasitasile immobilizasiya
olunan tripsinin miqdarinin artmas: miisahida
olunub. Mslumdur ki, PVPr-nun pirrolidon
hslqasindaki >C=0O qrupu sulu moehlulda
C=0--(H,O)n formasinda 1655 vo 1625 sm’!
oblastinda max udma verir. PVPr-nun Me(II)
ionlar1 ilo kompleksi [CuCl,-2L]n qurulusunda
1670 sm™ oblastina siirlisme verir [13], yoni
koordinasiyada karbonil qrupu istirak edir.
Pirrolidon halgasindaki iiglii N atomunun
spektrinde ise he¢ bir dayisiklik bas vermir.
Amin tursu qaliglarindan ibarat olan tripsinin
189-cu aspargin tursusundaki -NH, qrupu
immobilizasiyada istirak edir. Koordinasion
immobilizasiyanin kigik bir hissesi iss tripsin

yaranan yiik artighiginin metal ionlar1 il slave
koordinasiyasinin yaranmasi hesabina bas verir.
Bu zaman mosslon mis ionu 2-li koordinasiya
halindan 6-l1 koordinasiya halina kegir. Naticoda
fermentin metal ionu ile qarsiliqli tasirinin
quvvetlanmasi bas verir. Bunu model olaraq PVP-
Cu(Il) kompleksins tripsin immobilize olunmus
sistemds 1Q spektroskopiya ile &yronilmisdir.
PVP-Cu(Ill) kompleksine uygun zolagin 1670
sm-1 oblastindan yeniden serbast hidrogel tiglin
xarakterik olan zolaga — 1655 sm™ ke¢masila
spektrde bas veran dayisikliklor bunun aydin
izahin verir [14].

Tripsinin PVPr asasli hidrogels
immobilizasiyan1 daha atrafli dyrenmek iiciin
niimunalarin 50-600 sm™ oblastinda IQ-Furye
spektrlori ¢okilmisdir (sok.3). PVPr asash

I8 PVP+Cu

%Transmittance

431.710 766.343

00359 19947
W= 552619 0000

T T W e W N M el
550 500 450 40 350 300 20 200 150 100
Wavenumber

220- PVP+Cutrip

78.565 0.000

%Transmittance
5]

194,882 2514825
298538 792.041

420080 233.321 168,688 0.000

100.187 268,507

50 500 450 400 350 300 250 200 150 100
‘Wavenumber

Sakil 3. PVP-Cu(Il) kompleksinin va
PVP-Cu(I)-Tripsin ii¢lii kompleksin
600-50 sm™ oblastinda IQ Furye spektri
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hidrogelin IQ-Furye spektrinds asagidaki udma
zolaqlar1 miisahide olunur: 3415, 2955, 2130,
1655, 1291, 931, 648, 576 sm™. Onun Cu(ll) ils
kompleksinda ise 3419, 2132, 1659, 941, 658
sm-1 zolaglar1 miisyysn olunur. Tripsinin
immobilizasiyasindan sonra iss spektrin
xarakterik zolaqlarindaki dayisiklikler beladir:
3410, 2137, 1655, 1228, 1020, 651, 573 sm™.

PVPr-nin Cu(ll) ils kompleksinds 553,
431, 300, 200 sm™ udma zolaqlar1 miisahida
olunur. Ferment makromolekulu ilo amals goalon
kompleksds ise yuxaridaki udma zolaqlarinda
qisa dalga oblastina siirtismoe bas verir: 545, 420,
298, 194 sm™. Ugh‘i kompleksda 168, 100 va 78
sm™ oblastlarinda yeni udma zolaqlar1 amsala
golir [15].

Kompleksemalagalmani hamginin PVPr-nun
miixtalif pH-larda, model olaraq PVPr-nun sulu
moahlulunda Cu(Il), Co(II), Ni(II) komplekslarinin
va onlarin tripsin ile Ttglii komplekslarinin
UB spektrlarinin tadqiginds Oyranilmisdir.
Komplekslarin ve miiqayise fti¢iin PVPr-nun
miixtalif pH-larda A ,-nin qiymotlori cadvel
3-da verilmisdir.

UB spektroskopik tadqgiqatin naticelorinden
gorintir ki, PVPr-nun miixtelif pH-larda
maksimum dalga uzunluqlar1 miiayyen
siirligmalarls xarakterizs olunur. Bu polimerdaki
karbonil qrupu atrafinda istor su molekullarinin,
istarsade  bufer sistemi emale  gatiran
molekullarin hidrogen rabitasi ve ya elektrostatik
qarsiliqli tesir qiivvelari hesabina miixtalif
assosiatlar geklinde kompleks amsalagatirmasi
ils alagadardir. Miiayyen olunmusdur ki,
PVP-nin metal ionlar1 ils komplekslarinin
amoalagalmasi pikin intensivliyinin (udulmanin)

azalmasi — hipoxrom vea boytiik dalga uzunlugu
torafa slirlisme - batoxrom effektlo miisahida
olunur. Metal-polimer komplekslarin tripsin
ilo komplekslarinin emalagalmasi zamani isa
udulmanin artmasi — hiperxrom ve qisa dalga
uzunlugu terafe siirlismes - hipsoxrom effektls
miisahide olunur. Digar terafden spektrden aydin
gorliniir ki, kompleksomoloagolma 4200 — 3400
sm-1 araliginda, A-nin 240-300 nm oblastinda da
bas verir [16].

Molumdur ki, fermentlorin immobiliza-
siyasindan sonra asas moaqsad onlarin miiayyen
soraitde dasiyicidan ayrilmasinin tadqiqidir.
Bu faktorlar arasinda Onemli olan miihitin
tursulugudur. Ciinki insan orqanizmda va yaxud
istonilen biokatalitik, fermentativ reaksiya pH-in
konkret giymatinds bas verir. Bu baxumdan PVPr
asasli hidrogel ve onun metalkomplekslarina
immobilizasiya olunmus tripsinin pH-1n miixtalif
gostoricilorinde yeniden meohlula ayrilmasinin
naticalari Oyrenilmis ve naticaler cadval 4-de
verilmisdir.

Miiayyon olunmusdur ki, metalpolimer
komplekslers immobilize olunmus tripsinin
mohlula ayrilmasina pH-1in tasiri, metal olmayan
dasiyict ile miiqayise etdikde tamam forglidir.
Gorilindiiyli kimi orta molekul kiitlasi 10 vo 40
kDa olan PVPr asashi hidrogellarden tripsinin
ayrilmasi pH artiqca artir. Buna sebab pH artiqca
hidrogelin sisma daracasinin artmasidir. Naticoda
hidrogelin masamsalarins zsif absorbsiya olunan
tripsinin dasiyiciile qarsiliqli tasiri zaiflayir. Qeyd
edak ki, bu tip fiziki immobilizasiyalar hidrogen
rabitasi, sath qiivvealeri, Vander-Vaals, hidrofob
vo zoaif elektrostatik garsiliqli tesir hesabina bas
verir. Bu sistemds tripsinin immobilizasiyasi

Cadval 3

PVPr, onun miixtalif pH-larda, metal ionlar1 va tripsin ilo komplekslarinin

Amax’

imunalar
A Niimunsls

Niimunsalar

A a0 qiymotlari. L kiivet=1 sm, C,,;=1.2x10" qr/l, Cy;.,~0.6 mM, C

=1.1x10° M

Amax’
nm

tripsin

/\max’

iimunsalar
i Niimunsals

PVPr 205.5 Tripsin 204 PVPr-Co(II) 206.2
PVPr-pH 1.68 207 PVPr-Trp-pH 6.7 205 PVPr-Co(Il)-Trp-pH3.56 206
PVPr-pH 3.56 205.3 PVPr-Trp-pH 7.4 205.5 | PVPr-Co(Ill)-Trp-pH4.01 205
PVPr-pH 4.01 206.7 PVPr-Trp-pH 8.2 205.5 PVPr-Co(Il)-Trp-pH5.5 208

PVPr-pH 5.5 206 PVPr-Trp-pH 9.4 205.7 PVPr-Co(Il)-Trp-pH6.7 207
PVPr-pH 6.7 205.6 PVPr-Trp-pH 10.5 205.5 PVPr-Co(Il)-Trp-pH7.4 206
PVPr-pH 7.4 206.7 PVPr-Trp-pH 11 205.8 PVPr-Co(Il)-Trp-pH8.2 207
PVPr-pH 8.2 205.4 PVPr-Cu(Il) 207 PVPr-Ni(II) 207
PVPr-pH 9.4 205.3 | PVPr-Cu(ll)-Trp-pH3.566 | 206.5 | PVPr-Ni(ll)-Trp-pH3.56 | 206.3
PVPr-pH 10.5 205.3 | PVPr-Cu(ll)-Trp-pH4.01 | 205.6 | PVPr-Ni(ll)-Trp-pH4.01 205
PVPr-pH 11 205 PVPr-Cu(Il)-Trp-pH5.5 207.8 PVPr-Ni(II)-Trp-pH5.5 204.6
PVPr-Trp-pH 3.56 | 207.7 PVPr-Cu(Il)-Trp-pH6.7 206.7 PVPr-Ni(Il)-Trp-pH6.7 205
PVPr-Trp-pH 4.01 | 206.7 PVPr-Cu(Il)-Trp-pH7 .4 206 PVPr-Ni(I)-Trp-pH7.4 205.3
PVPr-Trp-pH 5.5 | 204.8 PVPr-Cu(I)-Trp-pHS8.2 206.6 PVPr-Ni(Il)-Trp-pH8.2 205.7
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Cadval 4
PVP asash dasiyicilara immobilizs olunmus tripsinin mahlula ayrilmasinin
pH-dan asilliq naticalari. V., =5 ml, m4,q,i.,=0.1 qr, T=293 K, #=24 saat

bufer

PVPr PVPr PVPr-Cu(II) PVPr-Co(II) PVPr-Ni(II)
H M,=10 kDa M,=40 kDa M,=40 kDa M,=40 kDa M,=40 kDa
- Ct, m, D, Ct, m, D, Ct, m, D, Ct, m, D, Ct, m,
mq/l mq % mq/l mq % mq/l mq % mq/l mq % mq/l mgq
1| 041|0.002]| 1025 | 1.80 | 0.009 |20.00| 14.6 | 0.290 [80.55| 14.70 | 0.294 | 89.09 | 14.40 |0.288 |83.72
2 | 0.67 [0.0034| 16.75 | 2.60 | 0.013 |28.89 | 14.2 | 0.284 |[78.89| 13.80 | 0.276 | 83.64 | 12.60 |0.252 |73.26
3 | 0.80 |0.004 | 20.00 | 3.70 |0.0185 | 41.12 | 14.0 | 0.280 |77.78| 13.50 | 0.270 | 81.82 | 11.50 |0.230 | 66.75
4 | 1.00 | 0.005 | 25.00 | 4.20 | 0.021 | 46.67 | 12.0 | 0.240 |66.67| 11.00 | 0.220 | 66.67 | 8.60 |0.172 |50.00
5 | 1.20 | 0.006 | 30.00 | 4.40 | 0.022 |48.89 | 9.50 | 0.190 |52.78| 825 | 0.165 | 50.0 | 6.70 |0.134|38.95
6 | 2.00 | 0.01 | 50.00 | 6.00 | 0.030 |66.67 | 650 | 0.130 |36.12| 6.00 | 0.120 |36.36 | 4.50 | 0.09 |26.16
7 | 320 |0.016 | 80.00 | 7.00 | 0.035 | 77.78 | 4.00 | 0.08 |22.23| 3.50 | 0.07 |21.21| 3.00 | 0.06 [17.44
8 | 3.80 [0.019 | 95.00 | 8.40 | 0.042 |93.34 | 250 | 0.05 |13.89| 2.00 | 0.04 |12.12| 225 |0.045|13.08
9 | 1.80 [ 0.009 | 45.00 | 7.60 | 0.038 |84.45| 1.00 | 0.02 | 556 | 1.00 | 0.02 | 6.06 | 1.05 |0.021| 6.10

hidrogen rabitesi vo elektrostatik qiivvelarin
tosirilo gedir. pH-in artmasi naticesinds Tripsin-
[NH3]+ClI- formasinda olan azotun miisbatliyinin
miihitin OH- ionlar1 ile neytrallasmasi bas verir.
Noaticados tripsinin yiiksiizlosmasi ve elektrostatik
qarsiliqh tesirin azalmasi bas verir. Tripsinin
immobilizasiyast onun yiiklanmis formasinda
bas verdiyindan, yiik neytrallagdigdan sonra
artiq rabites zaiflayir. Naticads tripsin dasiyicidan
ayrilir.

Metal ionu olan dasiyicilardan tripsinin
ayrilmasina pH-in tasiri ise tam aksinadir.
Gortintir ki, pH artiqca tripsinin ayrilma %-i
asag1 diisiir. pH-1n agag1 qiymatlarindas tripsinin
dasiyicidan 80-90% ayrilmasinin sebebi metal
ionlarinin desorbsiyas: ils slagadardir. pH-in
7-8 qiymoatlerinde metal ionlari ile PVPr-nun
kompleksi dayaniqliq sabitinin daha yiiksak
giymoati ils xarakterize olundugundan iicla
kompleks do stabil olur. Bu bir daha metal
ionlarinin kompleksomoagoalmoads korpii rolunu

Me* + [NH,] - Trp =

ﬁcl=o

oynadigini siibut edir. Metal ionunun istiraki ile
immobilizasiyanin sxemini asagidaki kimi tasvir
etmoak olar vo adebiyyat materiallar ils {ist-iista
diisiir [13].

Beloliklo tikilmis PVPr hidrogeline vo
onun Cu(ll), Co(Il) ve Ni(Il) komplekslarino
immobilize olunmus tripsin serbast tripsina
nisbaton daha davamlidir. Metal-polimer osaslh
dastyicilaraimmobilize olunan tripsinin pH-1n 6-8
giymatlarinds davamli kompleks amalagatirmasi
onun heterogen sistemlords, biofermentativ
reaksiyalarda tetbigine osas yaradir. Ciinki
tripsin makromolekulunun hidrolizds istirak
etmayan funksional qrupu ile immobilizasiyas:
aparilir, aktiv moerkezlor ise sorbestdir. Bu
formada fermenti uzun miiddat fermentativ
katalizdas ziilallarin hidrolizi {i¢iin islatmak olar.
PVPr ssash olduqda ise asag1 pH-larda tripsinin
stirotlo moahlula ayrilmasi onun tesir miiddatini
azaltmaqla yanasi, makromolekulun dagilmasina
sebab olur.

Me?  3[NH,] -Frp
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Iloaydyenme MeTaaao-reaeBbIX OMOKOMIIA€KCOB C MMIOHAMMN
Cu (II), Co (II) m Ni (II) moan-n-BMHNATIMPPOANAOHA U
uccaejAoBaHe MMMOOMAN3aN U TPUIICMHOB

I1.3.Tandvizos
HUIIN «Hedreras», SOCAR, Baky, Aszep0Oaiiaxan

Pedepar

Metaaaoreaessie komrraexcs nonos Cu (II), Co (II) m Ni (II) rmaporeaeri, ToAy4eHHBIX
IyTeM KOHCTpyuposaHus nmoaun-N-suananuppoangona (PVPr) ¢ N, N -mernaenbucakpu-
aamugoM (MBAA) co cpeaneit moaexkyaspaoit maccont 10 xJda n 40 xJda. EMkocTh 11oay-
YEeHHBIX OMOAOTMYECKM Ba’KHBIX KOMIIAEKCOB IO MOHAM MeTaAAO0B cocrasmaa 3.3-3.6 Mmr/r.
ITpoBeaena MMMOOMAM3an s TPUIICKHA B KOMIIA€KCaX ITIOAMMep-MeTaAaal, a AAsl TPUIICOB
MeTaAA0-TeAb KOMII1eKCOB eMKOCTh yBeAndeHa B 7-8 pas, CTelleHb MMMOOMAU3anu B 2
pasa, a yaeabHas akTUBHOCTL pepmenTa ¢ 38 40 92 EA./mr. Beiao oOHapyKeHO, 4TO TPOii-
HbIe CUCTEeMBI IIOAUMEep-MeTaAA-TPUIICKH 004a4ai0T OOABIIEl YCTOMYMBOCTBIO K CBA3M,
JeM ABOJIHBIE CUCTEeMBI ITOAMMEP-TPUIICKH, YTO OOyCAOBAEHO CBA3BIBaHMEM TPUIICHHA C
IIOAMMEPHO CeTKO MOHaMU MeTaaa0B. Kpome TOTo, CTpyKTypa IOAYy4YeHHBIX KOMIIAeK-
cos naentudunuposana merogamu VIK-Oypre n YO-crmeKTpocKkonmu.

Katouegvte caosa: 1moaAN-H-BUHUATIUPPOAUAOH; OMOKOMIIAEKC; TPUIICUH; UMMOONANU-
3arusl.

Poli-n-vinilpirrolidonun Cu(II), Co(II) vo Ni(II) ionlari ila
metal-gel biokomplekslarinin alinmasi va onlara tripsinin
immobilizasiyasinin tadqiqi

S$.Z.Tapdiqov
«Neftqazelmitadqiqatlayihe» Insitutu, SOCAR,
Baki, Azarbaycan

Xiilaso

Orta molekul kiitlesi 10 kDa ve 40 kDa olan poli-N-vinilpirrolidonun (PVPr) N,
N-metilenbisakrilamidle (MBAA) tikilmesinden alinan hidrogellarin Cu(Il), Co(Il) ve
Ni(II) ionlar1 metal gelkomplekslori sintez edilmisdir. Alinmis bioloji vacib komplekslarin
metal ionlarma gors tutumlar: 3.3-3.6 mq/qr olmasi miiayysn edilmisdir. Polimer-metal
komplekslarine tripsinin immobilize olunmas: aparilmis ve metal gelkomplekslarin
tripsine gors tutumun 7-8 dafs, immobilize daracesinin 2 dafeys, enzimin spesifik
aktivliyinin iss 38-den 92 ED/mgq-a qoedar artmasi miisahide olunmugdur. Miisyyen
olunmugdur ki, polimer-metal-tripsin {i¢lii sistemlari, polimer-tripsin ikili sistemlar ile
miiqayisoda onlarin rabite davamlilig1 boyiikdiir, bu ise tripsinin polimer toruna metal
ionlar1 hesabina birlosmasi ile izah olunur. Bununla yanas1 alinan komplekslarin qurulusu
[Q-Furye vo UB spektroskopik iisullarla identifikasiya edilmisdir.

Acgar sozlar: poli-n-vinilpirrolidon; biokompleks; tripsin; immobilizasiya.
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