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POLI-N-VINILPIRROLIDONUN METAL KOMPLEKSLORINO TRiPSIiNiN
IMMOBILIZASIYASININ TODQIQi
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Orta molekul kiitlosi M,=4x10" olan poli-N-vinilpirrolidonun N,N-metilen-bis-
akrilamidla tikilmasindan alinan hidrogelin Cu(ll), Co(ll) va Ni (II) komplekslarina
tripsinin  immobilizasiyast tadqiq edilmisdir. Immobilizasiya olunmus tripsinin
polimer daswyicidan ayrilmasina miihitin pH-n tasiri dyranilmisdir. Bununla yanasi,
alinan komplekslorin qurulusu IQ-Furye va UB spektroskopik iisullarla identifikasiya

edilmisdir.

Acar sozlar: Poli-N-vinilpirrolidon, hidrogel, immobilizasiya, tripsin

Son illords makromolekulyar kimya
sahasindo  perspektiv istigamotlordon  Diri
bioloji aktiv birlogsmolorin (BAB) dasinmasi
tigtin polimer hidrogellorin alinmasidir. BAB-n
polimer dasiyicilara immobilizo  olunmasi
onlarin farmokoloji xiisusiyyatlorini yaxsilas-
dirr, tosir miiddatini vo aktivliyini artirr,
toksikliyini azaldir, zadoalonmis organlara tasir
qiivvasini ¢oxaldir vo hotta saxlanilma zamani
stabilliyini artirir [1,2].

Bununla yanasi, sintez olunmus
polimer hidrogellarin bioloji vacib metallarla
komplekslorinin alinmasi vo onlara BAB-n
immobiliza olunmasi istigamatinds aparilan
todqiqat islori do aktualdir vo bdyiik maraq
dogurur. Hom do, hesab etmok olar ki,
polimerlorin ~ metal  komplekslori  canli
organizm t¢iin defisit mikroelementlarin halli
problemina do tasir etmoaya gadirdirlor.

Etilendiamin, dietilentriamin ligandlar
saxlayan heteromasamali polistirolun Co(ll),
Ni(I), Cu(ll) va Fe(Il) ionlar1 ilo komplekslo-
rina pensillinamidihidrolaz fermentinin immo-
bilizasiya olunmasi prosesi Oyronilmis [3],
miioyyon edilmisdir ki, metal ionlari,
immobilizo  olunan fermentin miqdarin
artirmaqla barabor onun stabilliyino do miisbat
tosir gostorir. Digor bir isdo [4] Xitozan-
silikagel makromosamali gel ilo Cu(ll) ionun
kompleksina tripsinin immobilizasiyas: tadqiq
edilmis, bir hofta arzinds 4°C-ds tripsinin 80%
aktivliyinin  saxlanilmasi miiayyan olun-
musdur.

2-hidroksietil  metakrilat ilo  N-
metakriloil-(1)-sisteinin metil efiri oasasinda
alinan gelin Fe(lll) ionlar1 ilo kompleksi (12.7

mmol/qr) sintez olunmusdur. Alinan metal gel
komplekso katalaza fermentinin immobiliza-
siyasi tadqiq edilmis Vo miioyyon olunmusdur
ki, fermento goro gelin tutumu maksimum pH
5-do olub, 192 mq/qgr toskil edir. immobiliza
olunmus ferment pH-n 5.5-7.0 intervalinda 10
dofo tokrar istifado zamani 76% katalitik
aktivliyini saxlayir [5].

Polietilenglikol-dimetakrilat vo  N-
vinilimidazol ~ osasli  hidrogelin ~ Cu(Il)
kompleksina a-amilaza fermentinin immobili-
zasiyasi Oyronilmisdir [6]. GOstorilmisdir ki,
fermentin maksimum immobilizasiyas1 pH 4-
do olub 38.9 ma/qr taskil edir.

Digor bir isdo [7] qlutaraldehid ilo
jelatinin tikilmasindon alinan hidrogelin TiCl4
ilo  kompleksina gliikoamilaza fermentinin
immobilizasiyast  todqiq  olunmus  vo
immobilizasiyada metal ionunun korpi rolu
oynadig1 miiayyanlosdirilmisdir.

Bu sahodo ¢oxlu sayda  todgigat
islorinin  aparilmasina baxmayaraq halo do
BAB-n daginmasi {ii¢lin yeni ndv polimer
hidrogellorin sintez olunmasi1 aktual problem
kimi qalmaqdadir. Bu moagsadls tadgiqat isindo
asagl molekul ¢okili poli-N-vinilpirrolidon
(PVPr) osasinda alman hidrogelin ~ Cu(ll),
Co(ll) va Ni(ll) komplekslorino tripsinin
immobilizasiyasi tadqiq edilmisdir.
Immobilizasiya olunan fermentin miihitin pH-
n tosirindon mohlula ayrilmasi vo fermentin
tosir miiddotinin  artirilmast  dyronilmisdir.
Eyni zamanda, alinan komplekslorin qurulusu
IQ-Furye vo UB spektroskopik iisullarla todgig
edilmisdir.
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TOCRUBI HISSO

Isdo orta molekul kiitlosi M,=4x10" olan
PVPr molum metodika [8]  iizro sintez
olunmusdur. M, viskozimetrik {iisulla tayin
olunmusdur (halledici H,O, T=20°C ). Tikici
reagent kimi klassifikasiyasi “kimyavi tomiz”

(k.t) olan N,N —metilen-bis-akrilamid
(MBAD) (Sigma) gotiirilmisdir. PVPr-n
MBAD vasitesi ilo tikilmasi civa-kvars

lampasindan (PRK-4) monbo kimi istifado
etmoklo 8 saat middatinde 35-40°C-do
ultrabondvsoyi siia tosirilo aparilmisdir.

Miihitin tursulugunu sabit saxlamaq
iicin standart titrli fiksanallardan istifado
olunmugdur: 0.05 M KH3C,032H,0 (pH
1.68), 0.01 n HCI (pH 2), KC4Hs506 (pH 4.01),
1 n CH3COOH va 1n NaOH (pH 6.7) H3BO3
vo 0.1 n HCI (pH 8.27 vo 7.4), H3BO3v2 0.1 n
NaOH (pH 9.4, 10.5 vo 11). Miihitin pH-1
WATER QUALITY Cheeker V-10 cihazi ilo
(Japan) ol¢tilmiisdiir.

M =(C, —C)xV,

Almmis PVPr osasli hidogelin Cu(ll),
Co(Il) va Ni(ll) ionlart ilo komplekslarinin
alinmasi vo sorbsiya tutumlarmin Gyranilmasi
[9] isindo tadqiq olunmusdur.

Tripsin (Biofarma) Ukraniya
istehsalidir.  Mohlulda  tripsinin  qatilig1
Specord UV-VIS cihazinda (Carl Zeis) 280
nm-do standart qatilight tripsin mohlullarinin
(tripsinin molyar isiq udma smsali E**;4,=14)
optiki sixligiglarinin 6l¢iilmoasing asasan toyin
olunmus [10], doracali grafik qurulmusdur.
Fermentin kiivetdo gatihg C=1,1x10° M

toskil edir.
Fermentin immobilizasiyasi [11]
metodikasina uygun aparilmig, fermentin

dastyictya immobilizo olunan migdart M (mq)
Vo tripsina nozaron gelin tutumu Mg (mg/qr)
asagidaki ifadslors asason tayin olunur:

Co_Ct)><

Mfz( V,
g

Co — ferment moahlulunun ilkin gatiligi, mq/1
C: — immobilizasiyadan sonra mohluldaki fermentin tarazliq qatiligi, mq/1
V; — immobilizasiya gedon mahlulun hacmi, ml

g - dastyicinin kiitlasi, gr

Dasiyiciya fermentin immobilizasiya olunma daracasi R (%) vo miihitin pH-nin tasirindon
mohlula ayrilan miqdar1 D (%) iso [11] asagidaki ifadalora asasan hesablanilmigdir:

(Co _Ct)

0

R =

%100

_ CxV,
10xM,

M max —dastyictya immobilizo olunan fermentin maksimum miqdari, mq

Alman polimer-Me(ll)-ferment kom-
plekslorinin ~ qurulusu  1000-4000  sm™
intervalinda 1Q-Furye (Varian) vo UB

spektroskopik tisullarla (Carl Zeis, SPECORD
UV-VIS) identifikasiya edilmisdir.

NOTICOLOR VO ONLARIN MUZAKIROSI

Hidrogellora immobilizo olunan BAB-n
dastyicidan hansi siirotlo ayrilmasi qarsiya
goyulan osas masalolordon biridir. Bir sira
sortlori, mas. hidrogelin sismoa daracasini,
miihitin pH-n1, temperaturu vo yaxud kimyavi
torkibi doyismoklo BAB-n ayrilma siiratini
tonzimlomok olar. Bu baximdan tadgiq olunan

isdo  PVPr-Me(ll) komplekslorina tripsinin
immobilizasiya edilmosi tigiin orta molekul
kiitlosi M,=4x10* olan PVPr-n 10% MBAD
ilo tikilmasindon alinan hidrogelin sismo
doracosinin  pH-dan asilligt  Oyronilmis Vo
naticalor sokil 1-do verilmisdir.
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Sakil 1. PVPr asasl hidrogelin sisma doaracasinin miihitin pH-dan asililiq ayrisi.

Sokil 1-don goriintir ki, PVPr osash
hidrogelin maksimum sismo doracasi pH 8-da
olur. Hidrogelin pH 8-do yiiksok sismo
doracasino malik olmasi tripsinin katalitik

aktivlik gostordiyi miihito uygundur (pH=7.8-
8.0) [12]. Immobilizasiya olunan tripsinin
miqdarmm  metal ionlarmm  tobistindon
asililig1 codval 1-do verilmisdir.

Cadval 1. PVPr asash dastyicinin metal komplekslorinin xarakteristikas1 vo immobilizo olunmus

tripsinin miqdari gostoricilori. Co yipsin=40 ma/l, V=5 ml, T=293 K, t=24 saat, M,=4x10*

F, Dasyicidaki Ct AC M Mt R
mmol/qr | Me (II) ionu, | tripsin, | tripsin, Immobilize | Dastyicidaki | Immobilizasiya
Metal %-lo mq/1 mq/1 olunan fermentin Daracasi,
ionu tripsinin miqdari, %
miqdari, mq/qr
mq
Cu (I1) 0.58 0.37 22.00 18.0 0.360 3.60 72.35
Co (I1) 0.52 0.30 23.50 16.5 0.330 3.30 66.70
Ni (11) 0.54 0.35 22.80 17.2 0.344 3.44 68.80

"F-dastyicimin torkibindoki uygun metal ionunun miqdart

Codvol 1-don goriindiiyii kimi PVPr
asasl hidrogelin metal ionlar1 ilo komplekslori,
torkiblorindo metal ionlarinin miqdarnin az
olmasi ils segilir. Bu migdar, Cu(ll), Co(ll) va
Ni(ll) ionlarinin bioloji vacib mikroelement
kimi tibbi totbiginds olverislidir. Har ii¢ metal
jonunun  vasitasilo immobilizasiya olunan
tripsinin miqdarinin torkibinds metal ionlar
olmayan hidrogel ilo [13] miigayisads artmasi
miisahids olunur.

Molumdur ki, fermentlorin ayrilmasina
tosir edon faktorlardan biri do miihitin
tursulugudur. Bu baxumdan Mn:4><104 olan
PVPr osasli hidrogelin metal komplekslarino
immobilizasiya olunmus tripsinin  pH-n
mixtolif  giymatlorindo  yenidon moshlula
ayrilmasi todqiq edilmis vo alinan naticalor
cadval 2-ds verilmisdir.

Cadval 2. PVPr asashi hidrogelin metal komplekslarina immobilizo olunmus tripsinin mohlula
ayrilmasimin pH-dan asililiginin naticalori.Vpue=5 Ml, Myagiipsin=0.1 qr, T=293 K, 1=24 saat.

PVPr-Cu (II) PVPr-Co (II) PVPr-Ni (II)
H M,=4x10* My=4x104 My=4x104
P Ct, m, D, Ct, m, D, Ct, m, D,
mq/1| mq % mq/1| mq % mq/1| mq %
1 14.60 0.290 80.55 14.70 0.294 89.09 14.40 0.288 | 83.72
2 14.20 0.284 78.89 13.80 0.276 83.64 12.60 0.252 | 73.26
3 14.00 0.280 77.78 13.50 0.270 81.82 11.50 0.230 | 66.75
4 12.00 0.240 66.67 11.00 0.220 66.67 8.60 0.172 50.00
5 9.50 0.190 52.78 8.25 0.165 50.00 6.70 0.134 | 38.95
6 6.50 0.130 36.12 6.00 0.120 36.36 4.50 0.090 | 26.16
7 4.00 0.080 22.23 3.50 0.070 21.21 3.00 0.060 17.44
8 2.50 0.050 13.89 2.00 0.040 12.12 2.25 0.045 13.08
9 1.00 0.020 5.56 1.00 0.020 6.06 1.05 0.021 6.10
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Codval 2-don goriiniir ki, PVPr osash
hidrogelin metal komplekslorina immobiliza-
siya olunmus tripsinin mohlula ayrilmasi1 pH-n
1-4 giymatlorindo 90-60% toskil edir. Bu hal
pH-n asag1 qiymoatlorindo metal ionlarinin
desorbsiya olunmasi ilo slagodardir. Bununla
yanasi, pH artdigca tripsinin ayrilma faizi

eyl

T

—pr—gi
(g

Trp

Me?* + [F] —

asag1 distr. Bu iso pH-n 7-8 giymatlarinda
hidrogelin metal ionlar1 vasitasilo tripsin ilo
omolo gatirdiyi komplekslorin davamli olmasi
ilo izah oluna Dbilor. Metal ionlarinin
kompleksomagalmoda korpti rolunu
oynadigini bilorak [3,14] immobilizasiyanin
sxemini asagidaki kimi vermok olar.

o
AN

Me?* >

[ g=o

[F] —Q

o

F- tripsinin tarkibinda olan funksional gruplar: géstorir.

PVPr osaslit hidrogelin, onun Cu(Il) vo
tripsin ilo komplekslarinin qurulusu 1Q-Furye
spektroskopik tisulla yronilmisdir. Miioyyan
olunmusdur ki, hidrogelin 1Q spektrinda
asagidaki udma zolaqlar1 - 3415, 2955, 2130,
1655, 1291, 931, 648, 576 sm™, onun Cu(ll)
ilo kompleksinda iso 3419, 2132, 1659, 941,
658 sm™ zolaqglar1 miisahids olunur. Tripsinin

immobilizasiyasindan sonra iso  spektrin
xarakterik zolaglar1 asagidaki kimidir: 3410,
2137, 1655, 1228, 1020, 651, 573 sm™. PVPr
osaslt hidrogelin Cu(ll) kompleksino tripsinin
immobilizasiya olunmasin1  daha  otrafli
dyronmok tigiin niimunolerin  50-600 sm™
intervalinda  1Q-Furye  spektrlori  todgiq
olunmusdur (sokil 2).

Sakil 2. PVPr-Cu(ll) kompleksinin va PVPr-Cu(Il)-Tripsin iiclii kompleksin 50-600 sm™

intervalinda 1Q Furye spektri

Sokil 2-don goriiniir ki, PVPr-n Cu(ll)
ilo kompleksinds 553, 431, 300, 200 sm™
udma zolaglar1 miisahido olunur. Ferment
makromolekulu ilo amalo golon kompleksda
iso yuxaridaki udma zolaglarinda qisa dalga
sahasinda siirlismo bas verir: 545, 420, 298,
194 sm™. Eyni zamanda, iigli kompleksdo
168, 100 vo 78 sm™ yeni udma zolaglar
amoala galir.

IQ-Furye spektroskopik iisulla
hidrogelin  Co(Il), Ni(ll) wvo tripsin ilo
quruluslarinin  6yranilmasi alinan naticalorin
Cu(l1) kompleksi ils analoji oldugunu gostarir.

Kompleksamalagalmoa homginin
miixtalif pH-larda, model olaraq PVPr-n sulu
mohlulunda Cu(ll), Co(Il), Ni(Il) va tripsin ilo
ucli komplekslorinin qurulusu uB
spektroskopik iisulla Oyronilmisdir. PVPr-n
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metal ionlar1 va tripsin ilo komplekslarinin
miixtalif pH-larda Amax —n qiymatlori cadval 2-

do verilmisdir.

Cadval 2. PVP, osasl hidrogelin metal ionlar1 va tripsin ilo komplekslorinin miixtolif pH-larda Amax—n

qgiymotlori. | = 15m, Cpyp= 1.2x10" qr/l, Cyeqy=0.6 mM, Cipsin=1.1x10°M

Niimunslor Aumas, Niimunslor Az, Niimunslar Amas,
nm nm nm
PVPr-Cu(ll) 207.0 PVPr-Co(ll) 206.2 PVPr-Ni(I) 207.0
PVPr-Cu(ll)-Trp-pH3.56 | 2065 | PVPr-Co(Il)-Trp-pH3.56 | 206.0 | PVPr-Ni(Il)-Trp-pH3.56 | 206.3
PVPr-Cu(ll)-Trp-pH4.01 205.6 PVPr-Co(ll)-Trp-pH4.01 | 205.0 PVPr-Ni(I1)-Trp-pH4.01 205.0
PVPr-Cu(ll)-Trp-pH5.50 | 207.8 | PVPr-Co(Il)-Trp-pH5.50 | 208.0 | PVPr-Ni(ll)-Trp-pH5.50 | 204.6
PVPr-Cu(ll)-Trp-pH6.70 206.7 PVPr-Co(ll)-Trp-pH6.70 | 207.0 PVPr-Ni(Il)-Trp-pH6.70 205.0
PVPr-Cu(ll)-Trp-pH7.40 | 206.0 | PVPr-Co(Il)-Trp-pH7.40 | 206.0 | PVPr-Ni(Il)-Trp-pH7.40 | 205.3
PVPr-Cu(ll)-Trp-pH8.20 206.6 PVPr-Co(ll)-Trp-pH8.20 | 207.0 PVPr-Ni(Il)-Trp-pH8.20 205.7

Codval 2-don gériiniir ki, PVPr-n metal
ionlart ilo komplekslorinin amoalogalmasi pikin
intensivliyinin  azalmasi1 vo boylik dalga
uzunlugu torofo siirlismasi ilo  miisahido
olunur. Metal-polimer-tripsin komplekslarinin
omoalogalmasi zamani iso udulmanin artmasi
Vo qisa dalga uzunlugu torofo siiriismosi bas
Verir.

Belaliklo, miisyyan olunmusdur ki, PVPr
osasli hidrogelin Cu(ll), Co(Il) va Ni(ll)

komplekslorino immobilizo olunmus tripsin
sorbast tripsina nisbaton daha davamlidir.
Immobilize olunmus tripsinin 90-60%-n pH-n
asagl qiymotlorinds mohlula ayrilmasina
baxmayaraq, pH artiqca tripsinin ayrilma %-i
asagl disir vo eyni zamanda tripsinin
ayrilmasi middati artir. Bu iso tripsinin metal
ionlar1 ilo amalo gatirdiyi rabitonin daha giicli
olmast ilo slagadardir.
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HCCUIIE/JOBAHHE HMMOBH/TU3ALIUU TPUIICHHA HA KOMIIVIEKCBI METAJIVIOB
C IIOJIH-N-BUHUJITTUPPOJTH/]OHOM

111.3. Tanowizcoe, H A 3eiinanoe, U.J].Axmeoos, I'.I' Hypynnaee, C.I' Mamedoea

Hccnedoéana ummobunuzayus mpuncuna Ha 2uopozens, noayyennozo cuiusanuem NN -
Memunen-ouc-axpunramuoom noau-N-sununnupporudona co cpeoneil MONeKYIAPHOU MACCol
M, =4 x10* ¢ komnnexcamu Cu(ll), Co(l1) u Ni(Il). Hsyueno enusnue pH cpedvl na evidenenue
UMMOOUNUZ08AHHO20 MPUNCUHA ¢ noaumepa-Hocumens. Hapsaoy ¢ smum, udenmughuyuposanvi
CMPYKMYypbl NOJLYYEeHHbIX KoMNiekco8 memooamu UK-Dypve u Y D-cnexmpockonuu.

ANALYSIS OF TRYPSIN IMMOBILIZATION ON METAL COMPLEXES WITH
POLY-N-VINYLPYRROLIDONE

Sh.Z.Tapdigov, N.A.Zeynalov, 1.D.Ahmedov, Q.Q.Nurullaev, S.Q.Mamedova

The immobilization of trypsin on hydrogel obtained by crosslinking of N,N-methylen-bis-
acrylamide poly-N-vinylpyrrolidone with apparent molecular weight M,1:4><104 with Cu(ll),
Co(Il) and Ni(ll) complexes has been studied. Also the influence of pH environment on
extraction of immobilized trypsin from polymer supporter analysed. Along with this, the
structures of obtained complexes by IR-Furye and UF spectroscopy methods identified.
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