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OZET

LizOZIM SAFLASTIRILMASI ISLEMINDE KULLANILMAK UZERE YENI
AFFINITE DESTEK MATERYALININ HAZIRLANMASI: DESTEK
MATERYALININ YUZEY OZELLIKLERININ, ADSORPSIYON

MEKANIZMASININ AYDINLATILMAS]

CIMEN, Hiilya Saribek
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Kimya Anabilim Dal1, Y Uksek Lisans Tezi
Damsman: Dog. Dr. Giillay BAYRAMOGLU

Mart 2006, 58 SAY FA

Afinite kromatografisinde, biyospesifik ligandlar yerine, boyalar, amino
aditler ve selatlanmis metal iyonlart gibi pseudo-spesifik ligandlar kullamimaktadhr.
Boya ligandlarin ekonomik ve kararli olmasimin, kolaylikla immobilize
edilebilmelerinin  ve proteinleri adsorplama  kapasitelerinin - yiksek  olmasinin,
biyolojik ligandlara gbre Onemli avantglar sagladigi bilinmektedir. Protein
adsorpsiyonu yizeyde bulunan fonksiyonel grup kompozisyonuna ve morfolojisine
bagli oldugundan, ytzey Ozelliklerindeki degisimin, ylzey ile ¢bzilmis madde
arasindaki  etkilesimin  de degismesine neden oldugu bilinmektedir. Protein
adsorpsiyon mekanizmasinin, sorbentin yizey kimyasal yapis, hidrofilisite ve

protein molekulliniin sorbent yilizeyi ve birbiri ile elektrostatik etkilesimi, ayrica
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protein molekdlinin yamsal kararlihgr gibi ¢cok sayida faktore bagli oldugu

bilinmektedir.

Calismamizda membran yapida poli(hidroksietil  metakrilat/kitosan)
kompozit afinite materyali UV fotopolimerizasyon yontemi ile sentezlendi ve
membran yuzeyine Cibacron Blue F3GA boya ligandi kovalent olarak bagland.
Boyarligand bagli afinite membranlarin karekterizasyonu elemental analiz, FTIR
spektroskopis, taramali elektron mikroskobu gibi teknikler kullailarak yapildh ve
lizozim adsorpsiyonu calismalarinda kullanildi. Lizozim adsorpsiyonu c¢alismasinda
farkli adsorpsiyon kosullarinda termodinamik parametreler belirlendi ve adsorpsiyon

ve desorpsiyon davranislar: arastirildi.

Sulu ortamdan boya-ligand bagli afinite membrana lizozim adsorpsiyonu
degisen pH, sicaklik, iyonik siddet ve farkli baslangic derisiminde calisildi. Boya-
ligand bagli afinite membranlarin maksimum lizozim adsorpsiyon kapasites, kinetigi
ve adsorpsiyon izoterm modeli yapilan bu adsorpsiyon calismalar: ile belirlendi.
Ayristirma ve saflastirma islemlerinde lizozim enziminin aktivites, substrat olarak
Micrococcus lysodeikticus bakteris  kullamlarak belirlendi. Yumurta akindan

lizozimin ayristiriimas: ve saflastiriimasi islemi YBSK ile takip edildi.

Anahtar Kelimeler: Membran, kinetik, termodinamik parametre, boya ligand,

kromatografi, adsorpsiyon, lizozim
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ABSTRACT

PREPARETION OF AFFINITY SUPPORT FOR SEPARATION OF
LYSOZYME: CHARACTERIZATION OF SURFACE PROPERTIES AND

ADSORPTION MECHANISM

CIMEN, Hiilya Saribek
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Chemistry, M. Sc. Thesis
Supervisor : Dog. Dr. Giilay BAYRAMOGLU

Mart 2006, 58 pages

In the affinity chromatography, pseudo-specific ligands, e.g., dyes,
amino acids and chelated metal ions have been used instead of biospecific ligands.
Dyes is to some advantages according to biological ligands in terms of economy,
ease of immobilization, ligand stability and adsorbent capacity. The change in
surface properties was found to affect the interaction of surface with the
surroundings. In particular, protein adsorption depends on the surface composition
and morphology of the membrane. There are many reports that adsorption of proteins
on the polymer membrane surface are quantitatively changed, depending on the type
of ligands immobilised. The adsorption of protein is a very complex process, which

can be determined by severa factors. Among these, the chemica structure, surface
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roughness, the degree of hydrophilicity of surface, electrostatic interactions of the
protein molecules with each other and with surface, and the structural stability of

protein molecules are the most important.

In this research, poly(hydroxyethyle methacrylate/chitosan) composite
affinity membrane was synthesized by UV initiated photopolymerization and a dye
ligand (i.e., Cibacron Blue F3GA) was covalently immobilized onto membrane. Dye-
ligand attached affinity membranes were characterized by FTIR, elemental analysis,

contact angle and scanning electron microscopy.

Lysozyme adsorption onto dye-lagand attached affinity membrane from
agueous solutions containing different amounts of lysozyme at various pH,
temperature and ionic strength was investigated by continuous monitoring of the
adsorption system. The maximum lysozyme adsorption capasities of the affinity
membrane, kinetic and adsorption isotherm model were determined from these
adsorption studies. Separation and purification were monitored by determining the
lysozyme activity using Micrococcus lysodeikticus as substrate. Purification and

separation of lysozyme from egg white were followed by YBSK.

Key Words: Membrane, kinetic, thermodynamic parameters, dye ligand,

chromatography, adsorption, lysozyme
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1. GIRIS

Biyoteknoloji basta olmak Gzere, tim bilim dallarinda, genis bir uygulama
alam bulan kromatografi teknikleri, arastiricillara, etkin ve hizli analiz imkam
tammaktadir. Kromatografik tekniklerin, basit ve gelistirilmeye agik olusu, cesitli
biyolojik sivilardan, hedef molekillleri ayirmak icin, gereksinime 6zgin sistemler
kurulmasina olanak vermektedir. Kromatografik alandaki calismalar, Ozellikle,
proteinler, enzimler, peptitler, nikleik asitler ve hormonlar gibi biyomolekullerin
ayristinlmast ve saflastirlmasinda, mevcut tekniklere gore, daha yiksek verimle,

daha guvenilir sonuclar saglamaktadhr.

Gelisen sanayi toplumlarinda, hizla artan ihtiyaclar, uygulanan tim
tekniklerin, hizli, basit ve disik maliyetli olmasimi gerektirmektedir. Bu dogrultuda,
¢esitli sanayi kollarinda uygulanan, ayirma ve saflastirma islemleri igin, yeni
gelistirilen kromatografik yontemlerle, endustriyel Olgekte ayrim

gerceklestirilebilmektedir.

Kromatografik yontemler arasinda, bahsedilen Gstunliklere sahip olan
afinite kromatografis, yuksek saflik derecelerinde ayrim yapilabilen, onemli bir
tekniktir. Afinite kromatografisinin, saflik derecesinin  yiuksek olmas, hedef
molekillin, adsorbent sistemi tarafindan 6zgul olarak tamnmasina dayanmaktadir.
Adsorbent sistemi, bir destek materyali ile destek Uzerine baglanan, hedef molekdille

non-kovalent olarak etkilesebilen bir ligand molekiltiinden olusur.

Afinite kromatografisinin prensibi, destek materyali ile hedef protein

arasindaki  0zgul etkilesime dayandigindan, yeni materyallerin dizaym oldukca
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Onemli bir parametredir. Bu bakimdan, calismalar afinite destek materyallerinin

secimi ve hazirlanma yontemleri (izerine yogunlasnmustir &

Kullamlan destek materyalleri, dogal velveya sentetik polimerlerden
Uretilmektedir ve kiresel, cubuk veya membran formunda hazirlanabilir. Dogal
polimerlerden, agaroz, dekstran, seliloz ve kitosan gibi makromolekdller, yiksek
afinite gosterir fakat, mekanik olarak zayif materyallerdir. Bu nedenle, bu
materyalleri kromatografi alaminda kullanmak (zere membran yapida hazirlama
zorluklart bulunmaktadir. Poliakrilatlar, polistiren, polietilen tirevleri gibi sentetik
polimerler ise, mekanik dayanikliliklar1 yiksek, kimyasal ve biyolojik degredasyona
direngli malzemelerdir. Farkli formlarda destek malzemes hazirlanmasinda, dogal ve

sentetik polimerler, birlikte kullanilarak, olumlu dzellikleri birlestirilebilmektedir.

Hidrojeller, hidrofilites yuksek, suda ¢oziinmeden dnemli dlciide sisebilen,
esnek ve mekanik kararliligi yuksek hidrofilik polimerlerdir. Hidrojeller, genellikle
Uc boyutlu, ag yapili ve capraz bagl polimerlerdir. Hidrojellerin yapisina nemli
Olclide su molekult alarak sismesini etkileyen butin faktorler, polimerizasyon
kosullart ve momomerlerin secimi ile kontrol edilebilmektedir. Bu sekilde degisik
gozenek capina sahip afinite hidrojelleri hazirlamak mimkinddr. Bunlardan en
onemlis yapiya hidrofilik ya da hidrofobik karakterde ikinci bir polimerin katilmas

ile IPN olarak ismlendirilen materyallerin hazirlanmasidir.

Farkli hedef molekillere, 6zgun baglanma 6zelligindeki ligand molekdlleri,
enzimler, koenzimler, antikorlar, aminoasitler gibi biyolojik molekillerden
hazirlanabilir. Biyolojik ligandlar, genellikle kimyasal ve biyolojik degredasyona
ugrarlar ve yuksek maliyetlidirler. Bu nedenle, biyolojik ligandlar yerine boya

ligandlarin kullarimu tercih edilmektedir. Boyaligand afinite kromatografis, tek
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basamakta yiksek safik  derecesne  ulasimi  sagladigindan,  arastirma
laboratuarlarinda, ¢esitli uygulamalarda ve ayrica genis olgekli protein saflastiriimas
calismalarinda sikhilikla kullamimaktadir. Reaktif boyalar, polar ve apolar gruplar
iceren ve proteinler ile hidrofobik ve elektrostatik etkilesimlere giren kompleks
molekillerdir. Triazin grubu boyalarin, ekonomik olmasi, immobilizasyon kolaylig;,
yuksek fiziksel ve kimyasa kararlihik ve yiksek adsorpsiyon kapasites gibi
Ozelliklerinden dolayr 6nemli avantglar sagladigi, ¢ok sayida arastirici tarafindan

rapor edilmistir ),

1.1. Kromatogr afi

Kromatografi, bir karigim iginde bulunan farkli fiziksel ve kimyasal
Ozelliklere sahip maddelerin, bir hareketli faz yardimiyla, sabit bir faz Gzerinden
yuritilmes esnasinda, maddelerin bu iki fazdaki dagiima katsayilarina bagli olarak
ayriimast yontemidir. Bu yontem, yirminci yuzyihn basinda Rus botanikgi Mikhail
Tswett tarafindan bulunmus ve ismlendirilmistir. Bir X bileseninin sabit faz (s) ile
hareketli faz (h) arasindaki dagilimi, X, = Xs dengesine gore olusur ve X bileseninin
iki fazdaki derisimlerinin oramna dagilma katsayisi ach verilir. Bu oramin degerinin
blytk olmasi, bilesenlerin sabit fazda iyi tutundugunu; kiclk olmasi ise bilesenin

hareketli faza olan ilgisinin fazla oldugunun gostergesidir.

Kromatografik tekniklerin kullamlarak yapildigi tum ayirimlar, maddelerin
yuk, buyUklik yada sekil ve yulzey karakteristigi gibi molekiler 6zelliklerine
dayanir. Kromatografik tekniklerin simflandiriimasi, hareketli ve duragan fazlarin

yapisi ve ayirma prensipleri dikkate alinarak cesitli sekillerde yapilir.
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1.1.1. Membran Kromatografis

Membran kromatografisinde kullamlan mikro veya makro gdzenekli
membranlar, gbzenek yulzeylerinin i¢ kisimlarinda fonksiyonel ligandlar igeren
adsorbentlerdir. Matriksin sahip oldugu gozenekler, boyaligand veya protein
arasindaki iliskinin saglanmasi igin yeterince genis olmalidir. lyi bir ayrrma isleminin
gerceklestirilebilmes icin, ideal bir membramn i) hizli akis icin mikro veya makro
gozenekli yapiya, ii) fonksiyonel ligandlarin baglanmas: icin erisilebilir reaktif
gruplara, iii) fiziksel ve kimyasal kararliliga, iv) spesfik olmayan baglanmanin
engellenmes icin  hidrofilik bir ylzeye sahip olmas, V) spesfik olmayan
adsorpsiyona yol agcmamasi ve vi) sistemdeki maddelerle kimyasal reaksiyona

girmemes, yani inert olmas gerekir.

1.1.2. Afinite Kromatogr afis

Kromatografik teknikler arasinda en oOnemli yeri afinite kromatografis
amaktadir. Afinite kromatografi yontemi; 1968 de Cuetracasas ve arkadaslart
tarafindan ilk kez kullamldigindan beri, binlerce farkli molekilin (enzimlerin,
antikorlarin,  hormonlarin,  vitaminlerin, reseptorlerin - ¢ok sayida farkl
glikoproteinlerin, RNA'min, DNA'min) hatta bakterilerin, viriderin ve hicrelerin,

ayristirimasi ve saflagtiriimasinda kullanilir 9.

Makromolekullerin teshis ve saflastirilmast icin 6nemli bir metot olan ve
uzatma kolu takili &finite ligand bagli destek materyalinin kullamldigi afinite
kromatografisinin temel prensibini, Sekil 2.1’ de gosterilen, 6zgin tamma yetenegine
sahip olan bir molekiliin (ligand ya da baglayic) uygun, ¢ozinmeyen, genellikle

polimerik bir destek materyali tizerine tutuklanmasi olusturmaktadhr.
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Sekil 2.1 Afinite kromatografisinin sematik gosterimi

1.1.2.1 Afinite Kromatografis Uygulamalarinda Kullamlan Destek M ateryalleri

Afinite kromatografis uygulamalarinda performans: belirleyen en Gnemli
parametrelerden biris destek materyalinin segimidir. Destek materyali, yuzeyinde
ligandlarin tutuklanmast icin; i) hidroksil, karboksil, amino gibi fonksiyonel gruplara
sahip olmaly, i) hidrofilik ve notral davrarisa sahip olmaly, iii) kimyasal, mekanik ve
biyolojik kararliik ve sicakliga karst dayanklilik gostermeli ve iv) kimyasa
reaksiyonlarla tirevlendirmeye izin vermelidir. Ayrica, matriks ylzeyindeki yukli ya
da hidrofobik gruplar ile proteinler arasinda meydana gelebilecek non-spesifik
adsorpsiyon mimkin oldugunca dusik olmali, enzim ve protein immobilizasyonu
igin genis uygun bir yizey alam saglamali, toksk olmamali ve minimum diflizyon

direncine sahip olmahidir. Ayrica bu materyaller kontrol edilebilir buyUkltge ve
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gbzenek capina sahip olarak Uretilebilmelidir. Cogu ayirma ortamlarinda, membran

yapidaki destek materyalleri, sagladigi onemli avantajlardan dolay: tercih edilir.

Naylon, polistlfon, polietilen ve sentetik kopolimerler, polistiren velveya
kopolimerleri kromatografik alanda kullamlan sentetik kodkenli polimerlere 6rnek
olarak verilebilir. Selliloz asetat, sellloz nitrat ve rejenere seliloz membranlar
filtrasyon ve diyaiz amaglari icin kullanlan seliloz tirevleridir®®. Zou ve
arkadaslar1®, seliloz  asetat ve seliloz kompozit membranlarini  afinite

kromatografis alaninda basari ile kullandiklarim belirtmiglerdir.

Farkli polimer karigimlarinda hazirlanan 1PN hidrojeller, cevrelerinde
bulunan suyu, agirliklarimin birkag katina kadar absorplama kapasitesine sahip ¢apraz
bagli polimer aglarindan olusmaktadir. Hidrojeller, ilag saliim sistemlerinde 2,
yapay doku ve organlarda™ ve kontak lenderin tretiminde ™ yaygin olarak
kullaniimaktadir. Birgok ticari yumusak kontak lender, poli-2-hidroksietil metakrilat,
pHEMA, kokenlidir. Biyotip uygulamalarinda organik vel/veya inorganik yuzeyleri
iceren imlant yuzeyi ile biyoljik cevreyi olusturan proteinlerin ylizey adsorpsiyonu
biyouyumlulukta oldukga Onemlidir. Bu nedenle hidrojel yuzeylerine protein
adsopsiyonu, bir protein filminin, bazi durumlarda, hidrojel ylzeylerinin biyo
uyumlulugunu modifiye edebileceginden dolayi, 6nemli bir arastirma konusudur ™.
Calismalar, lizozimin, disuk molekiler agirlikli olmas: ve fizyolojik pH'ta pozitif
yukli olmasi nedeniyle, hidrojel kontak lender Uzerine adsorplanan en yaygin
protein oldugunu gostermistir **. Ayrica, lizozim, insan g6z yasinda en bol bulunan,

proteindir.
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1.1.2.1.1. Kitosan ve Polihidroksetil metakrilat (pHEMA)

Kitin ve kitosan: Deniz kabuklular: ve deniz Grlnleri endustris atiklari gibi
yenilenebilir kaynaklardan elde edilen biyopolimerlerdir. Biyolojik uyumlulugu,
biyolojik yolla pargalanmasi, toksik olmamasi, antimikrobiyal 6zellige sahip olmasi,
agir metal iyonlart ile selat olusturmas, jel olusturma oOzellikleri, kimyasal
modifikasyonunun kolay olmasi ve proteinlere karsi yiksek afiniteye sahip olmasi
gibi cok sayida avantglara sahiptir. Bu Ozelliklerinden dolay: kitin ve turevi olan
kitosanin, Ozellikle biyolojik cevre sistemleri basta olmak (zere yakin gelecekte

cevresel yilestirme uygulamalarinda yaygin olarak kullamlacagr 6ngorilmektedir

(16,17,18,19)

Kitin, kimyasal olarak p(1—4) bagiyla bagli 2-asetamido-2-deoksi-B-D-
glikoz birimlerinin (ya da N-asetilglikozamin) uzun zincirinden olusan diiz zincir bir
polimerdir. Suda ve birgok ¢dziicude ¢oziinmeyen kitin, hidrofilik, dayanikli ve inert

bir katidir.

Kitinin ilk tdrevi olan kitosan, N-deasetilasyon ile elde edilir ve
deasetilasyonun derecesiyle karakterize edilir. Asetilasyonun derecesi, %80-85 ya da
daha yuksek ¢ozunebilir bir Urin elde etmek icin dnemlidir. N-asetilglikozamin ve
glikozaminin bir kopolimeridir. Suda ¢odziinmeyen kitosan, molekildeki amino

gruplarinin varhigindan dolay: asidik ¢ozeltilerde kolayca ¢ozinr.

Kitosan, Mucorales strains gibi bazi fungudarin hicre duvarlarinda
bulunan asetillenmis glukozamin Unitelerinden olusan, biyolojik olarak uyumlu bir
biyopolimeridir ve yuksek hidrofiliteye ve anti bakteriyel 6zelliklere sahiptir. Bu
biyopolimer ayrica, kitosan zincirleri Uzerindeki amino (-NHy) ve hidroksl (-OH)

gruplarinin - varligindan dolay1 sirasiyla elektrostatik ve koordinatif baglanma
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bolgelerine sahip olmast nedeni ile iyi bir adsorbent olarak bilinmektedir. Bu
nedenle, Onemli ¢evre sorunlarindan birini  olusturan agir metal iyonlarimin
uzaklastirlmast ve cesitli  molekdllerin - adsorpsiyonunda  etkili  bir  sekilde
kullanimaktadir®.

Polianyonlarla agregasyonu ve asidik ¢ozeltide ¢ozinebilirligi, kitosanin iyi
bir jel olusturma kapasitesine sahip oldugunun gostergesidir. Kitosanin ¢ok sayida
hidroksil grubu sayesinde gosterdigi yuksek hidrofilite, tasidigi ¢ok sayida amin
grubu ile sundugu yiksek aktivite ve polimer zincirinin esnek yapisi sayesinde metal
iyonlar1 ile uygun konformasyon olusturabilmes gibi Ozellikleri, bu polimerin
kullandabilirligini artiran baglica 6zelliklerindendir. Kitosan zincirleri Gzerindeki bu
amin (-NH) ve hidroksil (-OH) gruplari, sirasiyla elektrostatik ve/veya koordinatif
baglanma bolgeleri sunar. Bu iki fonksiyonel grup ayrica destek materyaline istenilen
Ozellikleri kazandirmak igin aktivasyon ve/veya modifikasyon islemlerine olanak
saglamaktadir. Biyouyumlulugu, biyolojik olarak degrade edilebilmes, toksk
olmamasi, fizyolojik olarak inert olmasi, proteinlere karsi yiksek afiniteye sahip
olmasi, antibakteriyel, haemostatik, fungistatik, antitumoral ve antikolesteremik
Ozellikleri nedeni ile kitin ve kitosan, kontrollii salim sistemleri, doku mihendidligi,
gida mihendidligi, biyosensor uygulamalarinda ve cevresel sorunlarin giderilmes
islemlerinde genis bir uygulama potansiyeline sahiptir 22,

Polihidroksietil metakrilat (pHEMA): 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA)
monomerinin polimerizasyonu ile sentezlenen sentetik bir polimerdir. Membran
yapida hazirlanabilen bu materyalin, mekanik dayamminin yiksek olmasi, kimyasal
ve mikrobiyal degradasyona karsi dayanikli olmasi, bu destek materyainin afinite
kromatografis alamndaki kullamm amaci dogrultusunda vazgegilmez unsurlart

olusturmaktadir. pHEMA’'min yuzey vyapis, g0zenekli hazirlanmaya uygun
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oldugundan, genis bir ylzey alam elde etmek ve yuksek oranda ligand baglamak
mimkunddr. Y Uzeyinde hidroksil gruplarimin bulunmasi, ligandlarin baglanmasina
olanak tammaktadir. pHEMA, hidrofilik bir polimerdir. Cok fazla miktarda su
icerme kapasitesine sahiptir. Geometrik yapi olarak membran yapida hazirlanan
destek materyalleri proteinlerin hizli ve buytk miktarda saflastirilmast igin diftizyon
sinirlamalarina sahip olmadiklarindan ve kolon uygulamaarinda dusik basing,
yuksek akis hizi ve yiksek verimlilige sahip olmalarindan dolayr Ozellikle tercih

edilmektedir.

1.1.2.2. Ligand

Hedef molekile 6zgin baglanma yetenegi gosteren molekil ligand olarak
ismlendirilir. Hedef molekdl, uygun sartlar atinda matriks Uzerine tutuklannus
secici ligand ile kovalent olmayan spesifik etkilesime dayanan adsorpsiyon islemi ile
yuzeyde tutulur. Daha sonra adsorplanan molekdl farkl: pH, iyonik siddet ve uygun
spesifik ellentler kullamlarak biyolojik molekil ile matriks arasindaki non-kovalent
iliskinin bozulmas: ile desorbe edilir 782 Kromatografik ayirimda kullamlacak
destek materyaline baglanacak ligandin, hedef molekile spesifik ve tersinir olarak
baglanmasi ve destek materyaline de baglanmaya olanak verecek gruplar icermes
gerekir. Ligandin matris ylzeyine baglanmasimn herhangi bir aktivasyon islemi
gerektirdigi durumlarda, aktivasyon veya modifikasyon islemi ligandin spesifik
baglanma aktivitesini zayiflatmamali ve zarar vermemelidir ®®. Bu 6zeliklere sahip
afinite ligandi olarak kullamilan materyaller mono-spesifik ya da grup-spesifik

ligandlar olarak iki gruba ayrilabilirler.
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Mono-spesifik ligandlar, genel olarak proteinlere grup spesifik ligandlara
gore daha gucli bir sekilde baglanir. Bu tir ligandlarin ayrisma sabitleri genel olarak
10°-10° M araligindadir. Bu grupta yer aan biyolojik ligandlar arasinda reseptor,
antikor, protein A, lektin, niikleik asitler yaygin olarak kullamlanlardir ®>%. Ancak
bu ligandlarin yiksek maliyetli olmalari, yikama ve elisyon kosullarindaki

kararsizliklari, yapidan sizmasi gibi dezavantajlarindan dolayr uygulanmalar: guctur.

Biyomolekdillerin  ayrimu icin  kullamilan biyospesifik ligandlarin  yerine
daha ekonomik ve kiguk molekil olmalarinin yamnda yuksek fiziksel ve kimyasal
karalilik sunmalar1 gibi avantajlardan dolay: boyalar, amino asitler ve metal selat gibi

pseudo spesifik ligandlar kullanilmaktadir #2739,

1.1.3. Boya-ligand Afinite Kromatografis

Biyoafinitiye gore oOnemli Gstunltkleri olan boya ligand &finite
kromatografis ¢ok sayida proteinin saflastiriimast igin etkin bir teknik olarak
kullamlmaktadir. Boya ligandlar disik maliyet, kolay immobilizasyon sartlari,
yuksek oranda fiziksel ve kimyasal kararlilik, yiksek protein adsorplama kapasites,
metal ile selat olusturma kapasites ile hedef proteine karsi daha segicilik gbstermesi
gibi 6zelliklerinden dolay: diger ligandlara gore daha yaygin bir kullammm alamna

sahiptir.

Boya ligand afinite sistemlerinde kullamilan boya ligandlar reaktif bir gruba
baglanan bir kromofor igerirler. Kromofor grubunda bulunan sulfonik asit gruplart
pKa degerlerinin Uzerinde negatif yukludirler. Boya ligandlar karboksil, amin, klorit
veya metaller ile kompleks olusturabilen gruplar icerirler. Bu ligandlar proteine

spesifik veya non-spesifik olarak baglanirlar. Baglanma tipine gore farkli yontemler
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kullamlarak elsyonlar1 yapilir. Boya ligand ve proteinler arasindaki etkilesim,
elektrostatik, hidrofobik ve hidrojen baglarimin ortak bir kombinasyonu olarak
gerceklesebilir. Boyalar cok sayida proteinle 6nemli derecede yiksek secicilikle
etkilesmekte ve tasiyict matrikslere kolaylikla tutuklanabilmektedir. Ayrica,

biyoligandlara gére daha ekonomik ve kararlidirlar.

Boya ligand kromatografisi, laboratuvar oOlcekli ve genis Olgekli protein
saflastirma galismalarinda onemli bir yer amaktadir. Resktif boyalar, igerdikleri
polar ve apolar gruplarla, proteinler ile hidrofobik ve elektrostatik etkilesimlere
girerler. Bu nedenle, boya molekilleri ligand olarak kullamlarak biyolojik
karisimlardan belirli bir proteini spesifik olarak, yiksek saflikta ayristirma islemi tek

basamakta gerceklestirilmesine olanak saglarlar.

Tez caismamizda, boya ligand olarak kullandigimiz Cibacron Blue F3GA
triazin grubu bir boyadir, farkli proteinlerin saflastirilmast isleminde, arastirmacilar
tarafindan kullanilan bir tekstil boyasidir ®*3®. Bu calismadan sonra, cok sayida
farkli destek materyali Uzerine boya ligandi olarak baglanarak cesitli proteinlerin
saeflagtirimasinda kullanidmstir %, Bu boya ligandinin tizerinde tasidig stlfonat
gruplart ve antrokinon halkasi, bazi enzimler icin 6nemli bir baglanma bolges
olusturmaktadir. Cibacron Blue F3G-A ve NAD" molekiiliine benzerlik gosterdigi
icin, bu molekUlin yapisin taklit ederek, proteine spesifik afinite gosterebilmektedir.
Bu nedenle Cibacron Blue F3G-A ozellikle nikleotit baglanma bolgeleri olan
proteinlerin ayristirnlma ve saflastinimasinda kullamlan ideal bir boya ligandidir.
Cibacron Blue F3GA boya ligandi baglh destek materyalinin ayirim kapasites ve
etkinligine farkli uzatma kollarimin (polietilenimin, glutaraldehit, polivinilalkol gibi)

etkisi de arastirmacilar tarafindan calisilmus ve rapor edilmigtir 3435,
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1.1.4. Sivi Kromatografis

Kromatografik yontem kullanilarak, 6rnek madde bilesenlerinin anaizinin
yapimasinda, kullamilan hareketli fazin segiminde kullamlacak sabit faz ve
dedektorin ozellikleri gibi bircok parametreye dikkat edilmelidir. Kullamlacak
kromatografi tekniginin tirtine goére tasarlanmis, ¢ok sayida farklt materyalden imal
edilmis ve “kolon” olarak adlandirilmis sabit fazlar mevcuttur. Yiksek basing sivi
kromatografis (YBSK) uygulamalarinda, daha cok, iceris farkli yizey ozelliklerine
sahip destek materyalleri ile doldurulabilen, 30-300 mm uzunlugunda, yaklasik 5 pm
i¢ capinda, padanmaz celikten kolonlar kullamiimaktadir. Kromatografik islemde
hareketli faz, sabit fazdan basing altinda gecirilir. Burada molekillerin hareketi,
hareketli fazin itici gicl ve duragan fazin alikoyucu gucl arasindaki dengeye
baglidir. Bilesenler ortamda farkh hizlarda ilerlediklerinden kromatografik islemin
sonunda farkli zamanlarda sistemi terk ederler. Belirli kosullar atinda, her molekdil
icin parmak izi niteligi tasiyan alikonma zamam (retention time- tg) tammm
turetilmistir. Duragan fazin alikoyma gucl, adsorpsiyon, cozinurlik, baglanma,
iyonik etkilesim gibi etkilere dayanmaktadir. Bu sekilde sabit fazdan c¢ikan
bilesenlerin derisimleri uygun bir bicimde olcllir ve zamana veya hareketli fazin
kullamlan hacmine kars1 y-ekseninde isaretlenerek “kromatogram” denilen grafikler

elde edilir.

Y lUksek Basingli Sivi Kromatografis (YBSK) sistemi temel olarak pompa,
enjektor, kolon (sabit faz) ve dedektdr bilesenlerinden olusan bir donamma sahiptir.
Basing Oretimi, 0.1-10 ml/dakika araligindaki akis hizlar1 yiksek basin¢ pompa

sstemiyle saglanmaktadir. Pompa sSistemleri; akis hizina, pompanmin  yapiminda
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kullamlan malzemeye ve pompanin mobil fazi iletme mekanizmasina gore farkh
sekilde siniflandirilabilmektedir. Analitin mobil faza enjekte edilmes igin kullarmlan
enjektor, elle veya bilgisayar ile kumanda edilebilmektedir. Karmagik orneklerde
bilesenlerin birbirinden iyi ¢ozundrlukle ayirimindan sorumlu sabit faz kolondur.
Secilecek kolonun YBSK uygulamasinda kullamlacak akis hizi ve dolayisyla
olusacak basinca dayanikli olmasina dikkat edilmelidir. Kolonda dolgu maddes
olarak kullamilan polimerik partiklllerin caplari, 3-10 pum arasindadir. Partikiller
slis, aumina, polistiren-divinil benzen, sentetik regine veya bir iyon degistirici
recineden olusur. Sistemin dordincti bilesenini olusturan dedektor, kolonda ayrim
yapilan maddeye ait hilesenlerin alikonma zamanlarina gore sirayla icerisinden

gegerken kantitatif tayinlerinin yapildigi donanimair®?.

1.2. Model Protein Lizozim

Lizozim (EC 3.2.1.17) ticari Oneme sahip bir enzimdir. Soguk
pastorizasyonda, dondurulmus gidalarin  saklanmasinda, ambalg sanayinde
(pastorize edilmis gidalar1 paketleme isleminde), st Grinleri elde edilmes ve sarap
Uretim islemlerinde, antibakteriyel protein olarak gida endistrisinde, kontak lens
solUsyonlarinda, Ulser ve enfeksiyonlarin tedavisinde ilag olarak yuksek bir kullamm
potansiyeline sahiptir. Lizozimin bir antikanser ilaci olarak da kullamm potansiyeline
ayrica HIV enfeksiyonlarinda da 6nemli bir isleve sahip oldugu tartisiimaktadir 639,
Son zamanlarda, lizozimin boya ligand kromatografis kullamlarak yumurta

beyazindan dogrudan saflastiriimasi icin yeni birkag metot rapor edilmistir 7).

Lizozim 129 amino asitten olusmus bir enzimdir (Sekil 2.2). Zincirin U¢

kisa zinciri 5 ve 15, 24 ve 34, 88 ve 96, amino adtler arasinda bir o—heliks
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olusturmaktadir. Zincirin 41 ve 45 ile 50 ve 54 amino asitleri 3 tabakasim olusturur
ve 46 ile 49 amino asitleri sa¢ tokasi meydana getirirler. Lizozimin substrati, bakteri

hiicre duvaridir. Yalmzca N-asetilglukozamin birimlerinden yapilmis olan  bir

(39.40)

oligosakkarit Gizerine lizozimin etkis oldukga yavasti

Sekil 2.2 Lizozim enziminin aktif merkezi

1.3. Adsorpsiyon

Gaz ya da sivi ¢ozeltide ¢oziinen molekil ya da iyonlarin kati bir madde
yuzeyine tutularak birikmes olayina “adsorpsiyon”, tutunan taneciklerin yizeyden
geri alinmasina “desorpsiyon” denir. Uzerinde ayrilacak bilesen ile dipol-dipol
etkilesimleri, hidrojen bagi velveya van der Waas etkilesimleri nedeni ile
adsopsiyonun gerceklestigi gbzenekli katiya “adsorbent” ve kati ylzeyine tutunan

(41)

maddeye ise “adsorplanan” adi verilir Adsorplanan molekdl; farkli pH, iyonik
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siddet ve uygun eltentler kullanlarak, ligand ile arasindaki kovalent olmayan

iliskinin bozulmasi ile desorbe edilir.

1.4. Calismamn Amaci

Sunulan tez kapsaminda, yumurta akindan lizozim ayristirilmast ve
saflastiriimast isleminde kullanilmasi amaci ile, afinite kromatografis alamnda,
herhangi bir aktivasyon vel/veya modifikasyon islemi gerektirmeden boya ligandh
bagli afinite membran sorbentleri gelistirildi. pHEMA ve kitosamin olumlu 6zellikleri
bir araya getirilerek iki polimer karisimindan olusan (IPN) yeni bir destek
materyalinin - hazirlanmas:i  planlandi.  Hazirlanan IPN'nin yapisinda  bulunan,
hidroksil ve amino gruplarimin, Cibacron Blue F3GA boya ligand: icin fonksiyonel
baglanma bolgeleri  olusturdugu bilinmektedir. Bu dogrultuda, sentetik 2-
hidroksietilmetakrilat (HEMA) monomeri ve dogal kitosan polimer ¢Ozeltis
kullanilarak membran geometrisine sahip, pHEMA/kitosan IPN membranlari UV
fotopolimerizasyon yontemi ile hazirlandi. Reaktif bir tekstil boyasi olan Cibacron
Blue F3GA, IPN membran yuzeyine kovalent olarak baglandi. Boya ligandinin
afinite membrana ayrica iyon degistirici bir 0zellik kazandirdigi da disunuldu.
pHEMA/kitosan ve boya ligand bagli pHEMA/kitosan IPN membranlar: ile ticari
acidan buyuk 6neme sahip olan lizozim enziminin sulu ortamlardan adsorpsiyon yolu
ile uzaklastirlma calismalari yapildi. Yeni gelistirilen afinite membramin lizozimi
adsorplama egilimi farkli etkin degiskenler altinda test edildi. Adsorpsiyon ortam
kosullarinin afinite membranin performans: Uzerine etkis arastirildi ve belirlenen
optimum kosullarda biyolojik bir sivi karisimi olan yumurta akindan lizozimin boya

ligand bagli IPN membranlari ile ayristirilmas: ve saflastiriimast galisild.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada 2-hidroksietil metakrilat monomeri ve kitosan polimerinin
olumlu oOzelliklerini bir araya getirerek kromatografik alanda kullanilabilecek
membran yapida IPN kompozit matriks hazirlandi. Sunulan tez kapsminda
gerceklestirilen deneysel calismalars; i) afinite IPN membranlarin hazirlanmasi, boya
ligandimin kovalent olarak baglanmasi ve karakterizasyonu, ii) boya ligand bagh
membranlarin sulu ortamdan lizozim adsorpsiyonunda sorbent olarak kullamlarak
adsorpsiyon hizi, izotermi ve kapasitesinin belirlenmes ve iii) belirlenen optimum
deney kosullarinda boya ligand baglh afinite membran ile yumurta akindan lizozim
ayristinlmasi, saflastiriimas: ve saflik derecesinin belirlenmes olarak ¢ ana baglik

altinda toplamak mimkandar.

2.1. Kimyasal M alzemeler

Lizozim (tavuk yumurtas beyazindan EC 3.2.1.7) ve human serum albumin
Sigma Chem. Co. (St. Louis. MO, ABD) firmasindan alinci. 2-hidroksietil metakrilat
(HEMA) Fluka AG'den (isvicre) temin edildi ve 4°C'de saklandi. o,0'-
azobisizobutirilonitril (AIBN), kitosan ve Cibacron Blue F3GA Sigma Chem Co.
Firmasindan aindi. Diger tum kimyasalar analitik saflikta olup, Merck AG
(Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edildi. YBSK saflik derecesinde kullarilan
asetonitril, trifloroasetikasit, ultra saf su kimyasalart Merck firmasindan ve YBSK
calismalarinda kullamlan protein kolonu ve 6n kolon, 0.45 mm gbzenek ¢apina sahip

kartus filtreler ve siringalari, milipor filtre sistemleri SUPEL CO firmasindan alindh.
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Calismamizin her asamasinda kullamilan su, Barnstead (Dubuque, 1A, USA)
ROpure LP marka ters ozmoz, Barnstead D3804 NANOpure organik/colloidal
uzaklastiric1 yuksek akigli sellloz asetat membran (Barnstead D2731) Uniteleri ve
iyon-degisim kolonundan olusan ultra-saf su sisteminden elde edildi. Bu sistem

kullanilarak elde ettigimiz suyun iletkenligi 18 mS/cm dir.

2.2. Yontem

2.2.1. Afinite IPN M embranlarinin Sentezi

Membran yapidaki p(HEMA-kitosan) afinite destek materyaleri, UV
fotopolimerizasyon yontemi ile hazirlandi. AIBN (20 mg) baslaticisi igeren 2-HEMA
monomeri (2.5 ml) ile %1.0'lik kitosan ¢ozeltis (%10 asetik asit iginde) (2.0 ml) 6.0
ml’ye tamamlanarak karistirildi. Bu ¢Ozelti yuvarlak cam reaktor icerisinde (capr: 9.0
cm) 1 saat slresince, azot atmosferi altinda, oda sicakliginda, UV 1siginda
polarizasyona tabi tutuldu. Bu sirenin sonunda sentezlenen membran yapidaki
hidrojeller NaOH (%1.0'11k) ile nétralize edildi ve daha sonra damitik su ile yikandh.
Bu yolla hazirlanan membranlar perforator ile disk halinde (¢capi: 1.0 cm) kesildi ve

fosfat tamponu (50 mM, pH 7.0) icinde 4 °C’ de saklanch.

2.2.2. IPN Membranlara Boya Ligand Baglanmas

Alkali ortamda p(HEMA-kitosan) membranin yapisinda  bulunan
fonksiyonel hidroksil veya amino grubu ile Cibacron Blue F3GA’nin triazin
halkasindaki klor arasinda nikleofilik reaksiyon ile boya kovalent olarak membran
yuzeyine tutuklandi. Bu yontem igin, Cibacron Blue F3GA (300 mg) damitik su (10

ml) icerisnde c¢ozuldi ve 80 ml damitik su igerisinde dengeye getirilmis olan
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membran disklerinin (yaklasik 15 g) bulundugu ortama aktarildi. Bu c¢Ozeltiye,
sodyum hidroksit (1.0 M, pH~13, 10 ml) eklendi ve kapal1 reaktor icerisinde 4 saat
80 °C’'de manyetik olarak karstinlarak inkibe edildi. Bu reaksiyon sonunda, reaktor
oda sicakliginda sogutuldu. Komposit membran diskleri birkag kez damitik su,
%10’ luk metanol ve son olarak datekrar damitik su ile yikand.

Boyanin kovalent olarak yiizeye tutuklanmasindan sonra boya-ligand bagh
IPN afinite membran olarak tamimlandi. Boya ligand bagli afinite membran diskleri
tekrar ultra saf su ve fosfat tamponu ile yikandi ve kullanilana kadar sodium azid
iceren (mikrobiyal kontaminasyonu onlemek icin) fosfat tamponu (50 mM, pH 7.0)

icerisinde +4°C’ da saklandh.

2.2.3 Afinite Membranlarinin K arekterizasyonu

2.2.3.1 Elementdl Analiz

Afinite pHEMA/kitosan membranlara bagli boya ligand miktar1 elementel
analiz cihaz1 (Leco, CHNS-932, ABD) kullanmilarak, azot ve kukurt miktarlar: dikkate

anarak tayin edildi.

2.2.3.2 FTIR Spektrumlary

pHEMA, pHEMA/kitosan, Cibacron Blue F3GA bagli pHEMA/kitosan
membranlarimin FTIR spektrumlar;, FTIR spektrometres (Mattson 1000 FTIR,
Ingiltere) kullanilarak elde edildi. Tabletler 0.01 g kuru membran parcasi ve 0.1 g

KBr karistirilarak elde edildikten sonra spektrumlar: alindh.
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2.2.3.3 Taramal Elektron Mikroskopu

Kurutulmus afinite pHEMA/kitosan membranlart azaltilmis basing atinda
atin ile kaplandi ve elektron mikroskop fotograflart JEOL (JMS 5600) taramali

elektron mikroskobu kullanilarak elde edildi.

2.2.3.4. pHEMA/kitosan M embranlarimin Denge Su Icerigi

pHEMA/kitosan membranlarimin denge su igerikleri tuz ¢ozeltis (%0,85
NaCl) igerisnde oda sicakhiginda gravimetrik yontemle tayin edildi. Membranlarin

denge su icerikleri asagidaki esitlik kullamlarak hesapland.

Denge su icerigi(%)={ (WsWjy )/Wg=x100 Q)

W; ve Wy sirasiyla, denge su igerigine ulagsmis 1slak gozenekli hidrojel

yapinin ve kuru membranlarin agirliklarim ifade etmektedir.

2.2.3.5. IPN Membranin Ortam pH’sina Kars1 Davransi

Hidrojel yapidaki p(HEMA-kitosan) afinite membranmimin denge su icerigine
ortam pH'simin etkis pH 4.0-8.0 araiginda tampon sistemi igerisinde gravimetrik

yontem kullanilarak (3.1) esitligine gore arastirildi.
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2.2.3.6. Membran Kalinhg ve Y ogunlugu

IPN membranlarin 1slak durumdaki kalinhgi dijital kumpas yardim ile
belirlendi. Afinite IPN membramimin yogunlugu piknometre yardimiyla membranlar

i¢in ¢ozucu olmayan bir sivi (n-dekan) kullanilarak yapildi.

2.2.4. Afinite Membranlar ile Sulu Ortamdan Lizozim Adsorpsiyonu

Cahsmalan

2-hidroksietil metakrilat monomeri ve kitosan polimerinin polimerizasyonu
ile elde edilen p(HEMA-kitosan) IPN membranming, Cibacron Blue F3GA boya
ligandi kovalent olarak baglanarak olusturulan afinite membran ile sulu ortamdan
lizozim adsorpsiyonu keskli sistemde arastirildi. Boya-ligand bagli p(HEMA-
kitosan) afinite membramina, sulu ortamdan lizozim adsorpsiyonu, 0.5 mg/mi
baslangi¢ protein konsantrasyonu igeren, 50 mM, 5.0 ml fosfat tamponu ortaminda,
25 °C sicaklikta, 100 rpm karstirma hizinda gerceklestirildi. Destek materyaline
adsorplanan protein miktari, adsorpsiyon ortamindaki lizozimin baslangic ve
adsorpsiyon sonundaki bakiye protein konsantrasyonunun spektrofotometrik yontem
kullamlarak takip edilmes ile belirlendi. Bu dogrultuda, kalibrasyon egris
hazirlamak icin standart lizozim ¢ozeltis (0.05-3.00 mg mi™) kullanldi. Sulu
cozeltideki baslangic ve bakiye protein konsantrasyonu cift 11k demetli UV/Vis
spektrofotometress (Shimadzu, Tokyo, Japan, Model 1601) kullamlarak 280 nm
dalga boyunda o6lclldi. Her bir deneysel veri en az iki 6lgimin ortalamas: alinarak
belirlendi. Deney sonucunda afinite hidrojel adsorpsiyon ortamindan uzaklastirildh ve
adsorpsiyon denges kurulan afinite membranlarimin adsorsiyon kapasitelerini ifade

eden, adsorplanan protein miktar1 agagidaki formdl yardimiyla hesapland.
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q=[(Co- V¢ /m (2)

Burada q; afinite hidrojel Gizerine adsorplanan lizozim miktarlarim
(mg/ml), C, ve C sirasi ile baslangig ve adsorpsiyon isleminden sonra ortamda kalan
bakiye protein konsantrasyonlarim (mg/ml), Vs, adsorpsiyon ¢ozeltisinin hacmini

(ml) ve v; adsorpsiyon ortamindaki afinite membramn hacmini (ml) gostermektedir.

2.2.5. Adsorpsiyon Parametrelerinin Etkis

Boyaligand bagli p(HEMA-kitosan) afinite membrammn sulu ortamdan
lizozime karg1 adsorpsiyon davramsi ve etkinligi farkli ortam pH ve sicaklig,
adsorbent dozu, baslangic protein konsantrasyonu ve iyonik siddet gibi

parametrelerin etkis altinda arastirilarak belirlendi.

Adsorpsiyon ortam pH’simin, sulu ¢ozeltideki protein adsorpsiyonuna
etkis, pH 4.0 ile 9.0 araiginda farkli tampon sistemleri kullamlarak arastirildi. pH
4.0-5.0 araiginda asetat tamponu (0.1M CH3COON&CH3COOH), pH 6.0-7.0
araiginda fosfat tamponu (0.1 M K;HPO4/KH,PO,) ve pH 8.0-9.0 araliginda ise
TrissHCI tamponu  kullanmildi. Her pH'da, lizozim baslangi¢c konsantrasyonu 0.5 mg
mi™* olarak secildi. Adsorpsiyon deneyleri 25°C'de 4 saat siire ile 100 dev/dak
karistrma hizinda karstirillarak yapildi. Bu sirenin sonunda afinite membranlar
lizozim c¢ozeltisinden uzaklastirildi ve adsorplanan lizozim miktar1 Esitlik (2)

kullanilarak hesapland.

Afinite hidrojelin adsorpsiyon hizi ve kapasitesine, baslangic lizozim
miktarlarimin etkis, baslangi¢ lizozim konsantrasyonu 0.05-2.0 mg/ml araliginda

tutularak arastirildh.
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Destek materyali miktarimin protein adsorpsiyonuna etkisi, sorbent miktari
25-150 mg araiginda degistirilerek incelendi. Bu sekilde kati/sivi  oramnin

adsorpsiyon kapasitesine etkisi belirlendi.

Sicaklhigin  lizozim adsorpsiyonlarina etkis, 0.5 mg protein/ml igeren

tampon sisteminde dort farkl: sicaklikta (5, 15, 25 ve 35 °C) calisildh.

Boyaligand bagli p(HEMA-kitosan) afinite  membramna lizozim
adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkis, 0.0-1.0 M konsantrasyon araiginda NaCl
iceren ortamda arastinldi. Bu ama¢ dogrultusunda, 0.5 mg/ml baslangi¢ lizozim
konsantrasyonu sahip olan ¢ozelti ortaminda 0. 0.1, 0.5 ve 1.0 M NaCl iceren 5.0 ml

fosfat tamponu icerisinde iyonik siddet etkisi arastirild.

2.2.6. Lizozimin Desorpsiyonu ve Tekrar Kullamilabilirlik

Uygun kosullar altinda, matrikse tutuklanmus ligand tarafindan adsorplanan
hedef biyolojik molekdl farkli pH, iyonik siddet veya uygun spesifik elUentler
kullanilarak, desorbe edilir. Afinite membranlara adsorplanan lizozimin desorpsiyon
deneyleri, pH’st 8.0 olan 1.0 M KSCN igeren tampon ¢Ozeltis icerisinde yapild.
Lizozim adsorplanmus afinite membran diskleri, 25 °C'de 100 dev/dak karistrma
hizinda 4 saat sireyle karstirilan desorpsiyon ortaminda tutuldu. Afinite membran
disklerinden ayrilan ve desorpsiyon ortamina gegen lizozim  miktar
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Desorpsiyon oram (3) esitligi kullamlarak

hesapland.

DO. (%) = (desorbe edilen)x100/(afinite membrana adsorplanan) 3
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Sirekli sistem uygulamalarinda o6nemli bir parametre olan yeniden
kullammmi  belirlemek icin, adsorpsiyon-desorpsiyon islemi aym afinite  destek
materyali kullamlarak 8 kez tekrar edilerek afinite membranlarin tekrar kullamm

Ozellikleri test edildi.

2.2.7. Temas Agia Olglimleri ve Y lizey Enerjisinin Belirlenmesi

Membran ornekleri kurutulduktan sonra, farkl test sivilart (su, gliserol ve
diilyodometan) icin, temas agisi degerleri 25°C’'de tek damla distrme yontemiyle,
dijital optik temas agisi Olger cihazi CAM200 (KSV Instruments Ltd., Helsinki,
Finlandiya) kullamilarak olgildi. Membran ylzeyinde, manuel bir mikro siringa
kullamlarak yukaridan sivimin doldurulmasiyla bir damla olusturuldu. Sag ve sol
temas agilari ve damla boyut parametreleri dijital gortntiden, Windows 98 de
isletilen CAM 200 yazilimi kullamlarak otomatik olarak hesaplandi. Her damlanin,
iki kenari, substrat ve sivi arasinda yapilan ilk temas amindan baslayarak, 5 saniye
araliklarla zamanin bir fonksiyonu olarak olciildii. Olguimler, ¢ membran 6rnegi

Uzerinde alinan, en az 5 temas agisinin ortalamasichr.

Duz ve plazma proteini kapli membranlarin serbest yuzey enerjis
parametreleri, arastirlan sivilarin temas agilar kullanarak hesaplandi. Temas agist
verilerinden ylzey enerjisnin (bazen kat1 ylzey gerilimi olarak tammlanir)
belirlenmes icin kararlastinlmis tek bir yaklasim yoktur. Bu sonuglar, en yaygin
olarak i) Zisman'in kritik yuzey gerilimi ii) Fowkes's geometrik ifade , iii) Wu'nun
harmonik ifade ve iv) Van Oss'un asit-bazi olmak Uzere dort yonteme gore andliz

edilirler 4249
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Kat1 bir yizeyin bir siviyla idatiimasi ve temas agist (0) kavram, ilk olarak

asagida verilen Y oung esitligi ile formiile edilmistir “©.

Y1 COSO =17s - V4 4

burada y; sivinin yilizey enerjis, vy kati/sivi araylizeyinin araylizey enerjisi

ve ys katinin yiizey enerjisidir.

Arastirilan test sivilarimin temas agisi verileri kullanilarak, yizey serbest
enerjis parametreleri hesaplandi. Sonuclar, van Oss, Good ve Chaudbury nin asit
baz metoduna gore andliz edildi “°. lgili esitlikler, asagida dzetlendi. Toplam yiizey
TOT

serbest enerjis, y ', iki bilesene ayrilmustir,

yTOT:yLW+yAB (5)

Burada, y-" ve y*® srrasiyla, serbest yiizey enerjisinin, dispersif ve asit-baz

bilesenleridir. Uygun ifadeler yerine konarak, Esitlik (6) elde edildi,
(1+cosB) v =2[(ys" v )2+ (vs" v )P+ (vs 1")Y] (6)

Burada, y* ve y, srasyla, asit-baz bilesenin, proton ve elektron veren

karakterlerini ifade etmektedir.

2.2.8. Yumurta Akindan Lizozim Ayristirilmas ve Saflastiriimas

2.2.8.1. Yumurta Akindan Lizozim Adsorpsiyonu

Yumurta beyazindan lizozimin adsorpsiyonu igin; kabugu alkolle silinen
gunlik yumurtalardan, 100 ml yumurta beyazi ayrilarak, 50 mM, pH 7,0 fosfat

tamponu ile 1:1 oramnda seyreltildi. Yumurta beyazi, buz banyosunda, mikserle
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karistirilarak homojenize edildi. Daha sonra ultrasantriftjj ile 4 °C’de, 12000 rpm'’ de,

10 dakika slireyle santrifijlendi ve slipernatant alind.

Yumurta beyazimn baslangigta igerdigi  lizozimin - miktar:, yuksek
performand: sivi kromatografis (YBSK) ile tayin edildi. Adsorpsiyon deneyleri ise,
yumurta beyazi iginde, boya-ligand bagli p(HEMA-kiosan) membranlar1 ile toplam
5.0 ml hacimde, keskli sistemde 25°C'de, 4 saat sireyle 100 rpm hizda devaml
karistinlarak yapildi. Adsorpsiyondan sonra yumurta akinda kalan lizozim miktari
yine YBSK analizi ile belirlendi. Boya-ligand bagli afinite IPN membranlar1 tzerine
adsorbe edilen lizozimin elisyonu pH'st 8.0, 2.0 M NaCl ile yapildi. 2 saat sireyle,
100 rpm hizda devamli karistirlarak eltie edilen lizozimin safligi, YBSK ile tespit
edildi. Yumurta aki 6rnegindeki toplam protein konsantrasyonu YBSK ve Bradford
Yontemi ile tayin edildi ve Coomassie Brillant Blue boyas kullamldi. Ayrica,
biyolojik bir sivi karisim olan yumurta akindaki albumine karsi hazirlanan afinite
membranin  adsorpsiyon egilimi spektrofotometrik olarak velveya YBSK ile de

arastirilds

2.2.8.2. YBSK Isletim Kosullar:

Caismamiz da kullandigimiz YBSK sistemi (Dionex Co., Germering,
Germany); vakum gaz gidericis sistem icinde bulunan dortli pompa (Mode
P580A), enjeksiyon kapasites 1'den 250 ul’ye degisebilen bir otosampler (Model
ASI-100), bir kolon firim (Model STH 585) ve bir UV-Vis dizi diyod dedekttr
(Model 340S) unitelerini icermektedir. Proteinlerin kromatografik ayrimi, 6n kolon
(20 mm, i¢ ¢capt 4.6 mm) ile korunan, SUPELCO C8 protein kolonu (150 mm X i¢

capt 4.6 mm) ile basarildi. Kromatografik galismalarda kullamlan bitin protein
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cOzeltileri, partikil ve blyuk agregatlart uzaklastirmak icin, membran filtres (0.2
um, millipor) ile 6nceden filtre edildi. Proteinlerin ayristirilmasinda tasiyici faz
olarak A hattinda; MiliQ saf su igerisinde % 0,1 Trifluoroasetik asit (TFA) ve B
hattinda ise % 95 asetonitril (AcN) ve % 5 ultra saf su igerisinde % 0,1 oraminda TFA
kullamldi. B hatti tasiyici fazi, A fazina oranla 20 dakika icerisinde % 25'ten % 60'a
cikarildi. 4,5 dakika sonunda ise % 60'tan % 25’ e indirildi. Hareketli fazin akis hizi 1
ml dakika® olarak segildi. Kolon firin sicakligi 25 °C'ye ayarlandi. Kromatografik
ayrim, 1.0 ml dak™ akis hizinda, bir gradiyent program kullanilarak ve otosamplerin
ornek enjeksiyon hacmi 20ul olarak gerceklestirildi. UV-Vis dedektor 220 nm'ye
ayarlandi ve sicaklik 25°C’'de sabit tutuldu. Dionex CHROMELLEON® yazilim
kullanildi ve bilgi elde edilmes ve entegrasyonu igin, Windows 98 isletim sistemi
altinda calistirldi. Bu veri program ile pik integrasyonlar: yapilarak her bir proteinin

pik alan elde edildi.

2.2.8.3. Yumurta Akindan Saflastirilan Lizozimin Aktivites

Saflastirma deneylerinde, lizozimin aktivites, 620 nm'de spektrofotometrik
olarak belirlendi, fosfat tamponunda (0.1 M, pH 7.0) sluspanse edilen M.
lysodeikticus hicrelerinin  kdltrintn  turbiditesindeki azalma, lizozimin velveya
elisyon sonucunun eklenmesinden sonra 6 dakika boyunca izlendi. Bir Unite
lizozimin aktivites, 25°C’de ve pH 7.0'de bir dakikada O.D. degerini 0.001 azaltan
enzim miktar1 olarak tammlandi. Saflastirilan 6rneklerdeki lizozimin safligi, YBSK

kullanarak analiz edildi.
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2.2.9. Birinci veikinci Derece Kinetik Esitlikleri

Boya ligand tutuklu pHEMA membranlarimin hazirlanmasi sirasinda, ¢ok
sayida ve farkli kimyasal gruplar (6r., -NHz, -NH, -SOsH, -OH, -COOH ve
hidrofobik gruplar) adsorbentlerin ylzeyinde olusturuldu, bu durum, lizozim boya-
meatriks etkilesimlerinin gok fazla tipi oldugunu isaret etmektedir. Kinetik modelleri
(birinci  derece ve ikinci derece ssitlikleri), Olcllen  konsantrasyonlarin,
adsorbentlerin  ylzey konsantrasyonlarina esit oldugu varsayilan durumlarda
kullanilabilir. Lagergren birinci derece hiz esitligi, sivi bir ¢Ozeltiden, katimin

adsorpsiyonu icin, en yaygin kullanilanlardan biridir. ®®. Asagidaki gibi sunulabilir:

dag: / dt = ki (Geq - ) (7)

Burada ki, birinci derece biyosorpsiyonun hiz sabiti (dak™) ve ge ve ¢ ,
denge ve t zamaminda adsorbe edilen lizozim miktarlarim gosterir. Simir sartlarin

uygulanmasiyla, integrasyondan sonra, t=0'da gt = 0 vet = t'de g =q: asagidaki

esitligi verir:
109 (Geq / (Geq - &) ) =kat/2.303 8
l0g (Geg - ) = 10g Geg - (ks t / 2.303) 9

Esitlik (9), dogrusal bir form elde etmek icin yeniden diizenlenebilir. log
(deg - qv'ye karst t'nin grafigi, kinetik modelin uygulanabilirliginin teyit edilmes
icin, duz bir gizgi vermelidir. Gergek bir birinci derece isleminde 109 Qe , 109 (Ceq -

O))’ye karsi t grafiginin kaymasina esit olmalidir.

Ritchie, kati1 Uzerine gazlarin adsorpsiyonunun kinetigi igin, bir ikinci

derece hiz esitligi dnermistir . ikinci derece eitlik, adsorbentler (izerine, solutlarin
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adsorpsiyonu icin uygulanabilir “”. Ikinci derece esitligi, adsorpsiyon kapasitesine

dayanir, su sekilde ifade edilebilir:
Om/ (Om- Q) =kat+1 (10)
Bu esitligin dogrusal sekli:
Vg =VkoOnt + 1/ On (1D

Esitlik 11'den, 1l/q: ‘ye karst 1/t grafigi, duz bir gizgi vermelidir ve
sorpsiyon kapasites On ve hiz sabiti ks, srasiyla, dogrusal ikinci derece esitligin

kayma ve egiminden hesaplanabilir.

2.2.10. Adsorpsiyon izoterm Modéelinin Belirlenmesi

Gendllikle, iki farkli teorik izoterm modeli, deneysel verilere uygunlugu
icin kullaniir: Langmuir ve Freundlich modelleri. Langmuir modeli, esit erisilebilir
adsorpsiyon yerleri, tek tabakali ylzey kaplamasi ve adsorplanan tirler arasinda
etkilesimin olmadigi gibi homojenite varsayimina dayamr. Langmuir modeli,
homojen adsorpsiyonlar icin formile edildiginden, Freundlich izoterm modeli,
genellikle heterojen adsorpsiyon icin uygulamir. Freundlich izotermi, siklikla
adsorpsiyonu tammlamak igin kullamilir. Adsorbe edilen konsantrasyonu, solut
konsantrasyonunun  bir  fonksiyon kuvveti olarak iliskilendirilir.  Freundlich
modelinin  bir simirlamasi, adsorplanan solutun miktarinin, ¢ozeltideki  solutun

konsantrasyonu ile tammlanamaz sekilde artmasidir. Bu ampirik esitlik su sekildedir:
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Oeq = Kr (Ceq)ﬂn (12)

Burada Keg ve n, sistemin karakteristik Freundlich sabitleridir. Kg ve n
srasiyla, adsorpsiyon kapasites ve adsorpsiyon yogunlugunu belirtir. Dogrusal

Freundlich esitliginin egim ve kaymasi sirasiyla, 1/n ve In K¢’ ye esittir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Son yillarda, membran yapida polimerik destek materyallerinin kullanildig:
boyaligand afinite kromatografisi, kolon tekniklerinin kullanildigi kromatografik
aynmlardaki difiizyon simirlamalarini  azalttigindan, alternatif olarak gelistirilmis
yeni bir tekniktir % Biyoteknolojik uygulamalarda kullamlmas: amaci ile,
modifiye edilen kompozit membranlara, ¢esitli boya ligandlart immobilize edilmistir
(2448) " Boyaligandlar, substrat veya kofaktor yiizeylerini taklit ederler. Bu sekilde
cok sayida enzimin aktif bolgelerine uyum gosterirler.  Boya-ligandlarin
baglanmalari, geri donisumli ve segici oldugundan; proteinlerin adsorpsiyon ve
desorpsiyonlarinda basari ile kullamlmaktadir. Boyarligand afinite kromatografis,
fosfofriktokinazlar ile Blue Dekstran (Cibacron Blue F3-GA) arasindaki
beklenilmeyen bir etkilesimin gorilmes ile baslamis ve boya ligand afinite
kromatografis protein saflastirmasinda ¢ok gucli bir teknik olarak ortaya cikmustir.
Cibacron Blue F3-GA ve onun benzerleri olan Procion Blue H-B, Blue MX-R ve
MX-3G, NAD ve diger purin nukleotitlere benzerlik gosterirler ve proteinlere ozel

nukleotit baglanma yerlerinden baglanirlar.

Bu caismada, p(HEMA-kitosan) membranlari, UV foto-polimerizasyon
yontemi kullanilarak hazirlandi. Bir triazin boyasi olan Cibacron Blue F3GA boya
ligandi; proteinlerle etkilesimler icin afinite ylzeylerini saglamak, membranlarin
tekrarlanan kullammmlarinda adsorpsiyon/eliisyon calismalart sirasinda kararli  bir
afinite boya-ligand sistemi kurmak, yeterli mekanik, kimyasal ve biyolojik kararlihiga
sahip afinite membran sistemleri gelistirmek ve genis bir ylzey alam saglamak amact

ile IPN membrana immobilize edildi.
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3.1. Boya Ligand Baglh Membranlarin Ozdlikleri

Boya ligand bagli afinite IPN p(HEMA-kitosan) membranlarimin, sulu
ortamdan ve biyolojik sivilardan protein ayristirnlmast ve saflastiriimas: isleminde
kullanilabilmes igin, bir araylizey olayr olan adsorpsiyon isleminin optimizasyonu
gereklidir. Protein ile membran yizeyindeki spesifik etkilesimlerin  destek
materyalinin  ylzey topografyass ve bazi fiziksel parametreler ile degistigi

bilinmektedir.

3.1.1. Taramah Elektron Mikroskobu ile Yilizey Analizleri

Afinite kromatografisnde kullamlan matrikserin ideal bir destek materyali
olarak kullarlabilmes igin caligmamizda kullamlan p(HEMA-kitosan) IPN
membraninda oldugu gibi gozenekli ve hidrofilik bir yapiya, yiksek kimyasal ve
mekanik dirence, uygun fonksiyonel gruplara sahip olmasi gerekmektedir.
Membranlarinin kalinhg: ve yogunlugu sirasiyla 600 mm ve 1,26 g/em®, 1 ml 1slak

membraninin dilz yiizey alan ise 38.5 cm? olarak belirlenmistir.

Membran yapida hazirlanan IPN materyalinin yizey morfolojis, taramal
elektron mikroskobu (SEM) ile belirlendi. Afinite membraminin elde edilen yizey ve
yan kesit mikrograflarindan diizgin bir ylzeye ve gozenekli yapiya sahip oldugu
gozlendi ve ylzey mikrografi Sekil 3.1'de verildi. Kromatografik destek
materyalinin gozenekli yapida olmasi, hedef molekdl icin yiksek oranda erisim
bolgeleri saglayacagindan, daha fazla afinite gbstermes yolu ile adsorpsiyon egilimi
ve kapasitesini arttirarak Onemli bir avanta] sagladigi bilinmektedir. Ayrica genis

yuzey aam, matrikste disuk diflizyon direnci saglarken, membranlara baglanan
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ligand yogunlugunun da daha fazla olmasim ve dolayisiyla protein adsorpsiyon

kapasitesinin artmasim mimkun kilacaktir.

Karisimdan hedeflenen biyolojik molekilin yizeye baglanan madde miktar:
tastyict materyalin kimyasal bilesimi ile dogrudan iliskilidir. Bu nedenle afinite
kromotografi alamnda kullanilacak materyallerin segiminde destek materyalinin
gbzenekliligi velveya toplam ylzey alam yamnda yapidaki hidrofilik ve hidrofobik
gruplarin yani polar gruplarin varhigi da Onemlidir. Destek materyalinin yapisina
hidrofilik ya da hidrofobik karakterde ikinci bir polimerin katimasi ile IPN olarak
ismlendirilen materyallerin  hazirlanmas;, kromatografik aanda kullamlacak
matriksin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin daha olumlu hale getirilmes agisindan

oldukca 6nem tasir.

Sekil 3.1. IPN membrammn ytzey SEM goruntileri
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3.1.2. p(HEM A/Kitosan) M embranlarinin Denge Su Igerigi

p(HEMA-kitosan) IPN membranlarimin denge su icerigi ve degisen ortam
pH’sina gére sisme davranisi incelendi. Membranlarin denge su igerigine 5 saatte
ulastigi belirlendi. pHEMA ag yapisinin icerisine kitosan eklenmes ile daha fazla
hidrofilik fonksiyonel gruplarin (-NH, ve —OH) membran yapida bulunmasi sagland:
ve bu dogrultuda denge su igeriginde artis gozlendi. Hidrojellerin gozenek boyutu,
ortamin pH’'sina gore degistiginden, IPN membramin denge su iceriginin pH
degerinin artmasi ile arttigi belirlendi (Sekil 3.2). Dustk pH ortamlarinda gozenek
boyutu veya capr kiculmekte ve hidrojelin ¢ boyutlu agsi yamsina aabildigi su
molekllti miktar1 azalmaktadir. Afinite membranlarin pH’'a karsi duyarliliginin,

kopolimerin  yamsinda bulunan iyonize olabilen gruplara bagli oldugu

distnulmektedir.
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Sekil 3.2. IPN membranin farkl: ortam pH’larindaki denge su igerigi

45

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

3.1.3. Elemental Analiz

Sekil 3.3.de kimyasal yapisi verilen Cibacron Blue F3GA boya ligandi,
alkali ortamda, IPN membrandaki HEMA'nin hidroksil gruplart ve kitosanin
hidroksil ve/veya amin gruplart ile boya ligandin triazin halkasindaki klor grubu
arasindaki nukleofilik stibstitlisyon reaksiyonu ile IPN membram tzerine immobilize
edilerek afinite membran hazirlandi. Cibacron Blue F3GA boya ligandi bagli
p(HEMA-kitosan) membranlarimin elemental analizi yapildi. Azot ve kukurt oranlart
dikkate alinarak yapilan elementa andiz sonu¢ degerlendiriimesinde 1.0 ml
membrana 197.6 pmol boya baglandigi bulundu. Bu calismada kullamlan, boya-

ligand bagli membranlarindan adsorpsiyon ortamlarina boyanin sizintisi gézlenmedi.

Reaktif boyalar c¢oOzelti icerisinde ¢esitli proteinler icin inhibitor, koenzim
veya proteinin aktivitesini arttiran 6zelliklere sahip olabilir ve genellikle etkilestikleri
proteinlere substatlarindan daha fazla ilgi gosterebilirler. Ornek olarak tek bir reaktif
boyanin polimerik destek materyali Uizerine baglanmas: bir afinite sistemi olusturur
ve ¢ok sayida proteinin saflastiriimasinda kullanilabilir. Cibacron Blue F3GA boya
ligandin aromatik yapisinda bir tane primer amin, U¢ tane sekonder amin, U¢ tane

stilfonil grubuna sahip bir tekstil boyasidir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Cibaron Blue F3GA boya ligandinin kimyasal yapisi

3.1.4. FTIR Spektras

Kitosan, pHEMA, Cibacron Blue F3GA boya ligand: ve boya ligand bagl
p(HEMA-kitosan) IPN membranlarimin  FTIR  spektrumlart  Sekil  3.4'de
sunulmustur. Boya ligandlar1 bagli pHEMA membranlarimin FT-IR spektrasi, 1575
cm™de, pHEMA'dan farkli adsorpsiyon bandina sahiptir. Bu, pHEMA (izerine
tutuklu boya molekullerinden kaynaklanan, aromatik halkalarin karakteristik (C....C)
gerilmes titresim bandidir. 3300, 1580, 1090, 1160 ve 1260 cm™deki bandlar,
pHEMA'ya bagli Cibacron Blue F3GA boyasindan gelen, sirasiyla, N-H gerilmes,
N-H bagi (makaslama), smetrik S=O gerilimi, asmetrik S=O gerilimi ve aromatik
C-N titresiminden dolayidir. Bu bandlar, bununla birlikte, pHEMA, aym bdlgede

bazi absorpsiyon bantlarina sahip oldugundan dolayr, gorinmezler. Aromatik
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halkanin bu karakteristik absorpsyon bandimin gdzlenmes: boyamin membran

yuzeyine kovalent olarak baglandigim gosterir.

ST

Sekil 3.4. FTIR spektrumlar: A)Kitosan, B) pHEMA, C) Cibacron Blue F3GA,

D) Cibacron Blue F3GAbagli p(HEMA-kitosan) membran:
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3.2.Afinite Membrana Sulu Cozeltiden Lizozim Adsorpsiyonu

3.2.1. pH Etkis

Boya ligand bagli p(HEMA-kitosan) afinite membranlar: ile sulu ¢ozeltiden
lizozim adsorpsyonu ve yumurta akindan lizozim ayristrma ve saflastirma
caismalart  gergeklestirildi. Boyaligand ile protein  molekilleri  arasindaki
etkilesimler Uzerinde etkis olan Onemli faktorler arasinda protein yizeyindeki
elektron verici gruplarin turt ve sayisi, ortamin pH’si, polimerik sorbentteki ligand

ylizey yogunlugu, ortamdaki tuzlar ve sicaklik sayilabilir9®%.

Proteinlerin G¢ boyutlu yapilarimin yizeyinde agiga ¢ikan amino asitlerin trd,
yukt ve yiUk dagilimi, ligand baglhh matriks ile protein arasindaki iyon degisimi
etkilesimlerinde 6nemli bir faktordir. Sulu ortamda, protein moleklllerinin polar ya
da iyonize amino asit kalintilar: yiizeyde olma egilimindedir. Bununla birlikte, amino
ast kalintilart proteinin  birincil yamsindan dolayr birbirinden bagimsiz olarak

dagilamaz ciinkii dagihm, bir proteinden digerine farklilik gosterir ©2.

Boya ligand bagli IPN membranlarinin adsorpsiyon kapasitesine pH'in etkis,
4.0-8.0 araliginda arastirildi ve maksimum lizozim adsorpsiyonuna pH 6.0 ile 7.0'da
ulagildi (Sekil 3.5). Membranlarin adsorpladig: lizozim miktar: 13.02 mg/ml olarak

bulundu ve sonuclar Sekil 3.5’ de verildi.
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Sekil 3.5. Boyaligand bagli IPN membranlara sulu ortamdan lizozim

adsorpsiyonunda pH’ 1n etkis

Asdik ve adkali pH degerlerinde boya bagli membranlara lizozim
adsorpsiyonunun belirgin bir sekilde daha az oldugu gozlendi. Bu sonuglar ortam
pH’ simin lizozim adsorpsiyon denges icin 6nemli oldugunu ve pH 6.0 ve 7.0
civarinda lizozim ve boya ligandi arasinda tercihli bir iliski oldugunu goésterdi.
[zoelektronik noktas: (pl) 11.0 olan lizozim pH 11.0'in atinda katyonik 6zellik
tasimalidir ®°. Proteinler amfoterik molekillerdir ve bu nedenle proteinlerin yiik
dagilim Ozellikleri ortamin pH'st ile degismektedir. Tutuklanan boya yuzeyinde
tasidigr asidik Ozellikteki stlfon ve hidroksil grubundan dolayr notr veya bazik
ortamlarda negatif yik tasimaktadir. Bunun yamnda kompozit matriksin bir tyes
olan kitosan, pH 5.8 ve 7.0 araliginda pozitif yuk tasimaktadir. pH 4.0 degerinde
lizozim adsorpsiyonunun gozlenmemesinin  nedeninin  asidik  stilfon  gruplarimn
protone ve —NH3z" gruplarmin deprotone olmasindan dolayr oldugu diistnGldi.

Y ukaridaki degerlendirmeler sonucunda pH 6.0 ve 7.0 civarinda lizozim molekdlt
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ile boya molekulti arasindaki ilginin iyon degistirici etkilesim sonucu meydana
geldigi dustnuldi. Bunun yaminda lizozim ile boya arasinda ikincil iligkilerde
Oonemlidir ve bunlar farkli mekanizmalar sonucu ortaya cikabilir, boya ve amino asit
molekdllerinin yapisinda bulunan aromatik gruplar arasinda hidrofobik iligkiler buna

ornek olarak verilehilir.

3.2.2. Afinite Sorbent Dozunun Etkis

0.5 mg/ml lizozim basglangic konsantrasyonunda, 5.0 ml toplam deney
hacminde farkli afinite membran bilesiminde kati/sivi (v/v) orammin adsorpsiyon
kapasitesine etkis arastirildi ve sulu ortamdan uzaklastirilan lizozim ytzdes Sekil
3.6'da verildi. Adsorbent olarak kullamlan boyaligand bagli IPN membran
miktarimin  artmast ile lizozim uzaklastirma etkinliginin - 6nemli  sekilde arttig:

belirlendi.

100+

80+

60+

40-

% Adsorplanan lizozim

20+

9,42 1884 2826 3768 47,1

membran / sivi (v/v) x 10°

Sekil 3.6. Boya-ligand bagli IPN membranlar ile sulu ortamdan lizozim

uzaklastiriimasinda sorbent dozunun etkisi
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3.2.3 Adsorpsiyon Hizi ve Adsorpsiyon Kinetigi

Boya ligand bagli IPN membranlarla sulu ortamdan lizozim adsorpsiyonu
isleminde bir araylzey olayr olan adsorpsiyonun dengeye ulasmasi sires farkh
ortam pH'larinda arastirildt ve sonuglar Sekil 3.7'de gOsterildi. Adsorpsiyon
siiresinin baglangicinda yiksek adsorpsiyon hizi gozlendi ve adsorpsiyon dengesine
90 dakikada ulasilirken adsorpsiyon ortamindaki lizozim konsantrasyonunun
arttirlmast ile adsorpsiyon hizinin da arttigi belirlendi. Bu davranmsin sivi ve kati
fazdaki konsantrasyon farklihigindan kaynaklandigi distntldld. Sivi fazdaki lizozim
konsantrasyonundaki artis lizozim molekillerinin kat1 faza yonelmes  dogrultusunda

itici bir kuvvet olusturdugu distundldd.
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Sekil 3.7. Boya ligand bagli IPN membranlara lizozim adsorpsiyonunda

adsorpsiyon suresinin etkis
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Afinite membramin sentezinde ve/veya modifikasyonunda ylzeyde ¢ssitli
gruplar (amin, karboksil, karbonil, hidroksil ve hidrofobik gruplar) olusmaktadir. Bu
gruplar ligand molekilleri ve lizozim ile ©6nemli derecede etkilesim bolgeleri
olusturmaktadir. Boya ligand bagli IPN membram ile lizozim ayristirilmast
isleminde adsorpsiyon kinetigi, deneysel verilerin birinci ve ikinci dereceden kinetik
modellere uygulanmasi ile belirlendi. Deney sonuclari, birinci dereceden kinetik
modeline uygulandi ve birinci dereceden modeldeki disik korelasyon katsayisi ve
adsorpsiyon kapasitesini ifade eden teorik g degerlerinin disik olusu adsorpsiyon
isleminin bu model ile agiklanamayacagini gosterdi. Degisen ortam pH’larinda
adsorpsiyonun zamana bagliliginin incelenmesinden elde edilen deneysel verilerin
ikinci dereceden kinetik modeli ile ifade edilebilecegi ilgili kinetik esitlik
kullanilarak hesaplandi ve kinetik parametreler Cizelge 3.1'de gosterildi. Y lksek
korelasyon katsayilart ve maksimum adorpsiyon kapasitelerindeki uyumlu sonuclar,
afinite membranmin lizozim adsorpsiyonunun ikinci dereceden kinetik modeli ile

uyumlu oldugunu gosterdi.

Cizelge. 3.1. Frakli ortam pH'sinda boya ligand bagli IPN membran ile sulu

ortamdan lizozim adsorpsiyonu isleminde belirlenen ikinci derece

kinetik sabitleri

Clegex kox10* Ceq 2
PH (mgml)  (miimg/min)  (mg/mi) R
4.0 1.83 2.21 1.96 0.979
5.0 6.49 0.84 6.46 0.996
6.0 13.02 0.95 14.02 0.989
7.0 13.15 1.40 13.69 0.982
8.0 10.34 1.30 10.65 0.994
9.0 8.01 1.88 8.49 0.991
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3.2.4 Iyonik Siddetin Etkisi

Iyonik siddetin etkis fosfat tamponunun NaCl igerigi 0.0-1.0 M arasinda
degistirilerek incelendi. Iyonik siddetin artmasyyla, adsorpsiyon kapasitesinin
azaldigi gozlendi (Sekil 3.8.). Debye-Huickel’e gore, adsorpsiyon ortamindaki
elektrolitin konsantrasyonu arttirildiginda, molekdillerin gevresindeki elektriksel gift
tabaka kalinligr azalir. Van Oss ise, adsorpsiyon ortaminda elekrolit konsantrasyonu
arttikgca, protein yizey yukinin perdelendigini belirtmistir. Bu etkiler, molekiller
arasindaki  elektrostatik etkilesimin azalmasina sebep olur 2. Sonug olarak,
molekiller arasindaki toplam elektrostatik enerji azalir ve sistem agrage olmaya

baslar ve bu nedenle adsorpsiyon kapasitesinde 6nemli oranda azalma gorulmistr.

mg lyz / ml membran
oo

O I I I I I
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

NaCl (M)

Sekil 3.8. Boyaligand bagli IPN membranlara lizozim adsorpsiyonunda iyonik

siddetin etkis
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3.2.5. Baslangi¢ Lizozim K onsantrasyonunun Etkis

Boya ligand bagli IPN membranlarin adsorpsiyon hiz ve kapasitesine
baslangic lizozim konsantrasyonunun etkis 0.125-3.0 mg/ml araiginda calisilarak
belirlendi. Adsorpsiyon kapasitesinin, artan lizozim konsantrasyonu ile arttig
gozlendi (Sekil 3.9.). Bu sonuclar muhtemelen, lizozim ve kompozit membranmn
kitosanm arasindaki, ilave etkilesimlerden (6r, asit-baz ve elektrostatik etkilesimler ve
hidrojen baglari) dolayr olabilir. Bu sonug, iki olast mekanizma ile agiklanabilir: (@)
kitosanin protonlanms amin gruplar: (-NHs") ve lizozim arasinda ilave elektrostatik
etkilesimler kurulabilir. Cunkt kitosan polikatyonik dogal bir polimerdir ve
polikatyonik bir uzatict kol olarak davranir. Lizozim molekill, kitosanla etkilesime
girdiginde, lizozimin Uglncul konfigirasyonu degisebilir ve lizozimin bu yeni
konformasyonel konfiglrasyonu, diger protein tabakalarimin adsorpsiyonu igin
enerjetik olarak uygun baska bir tabaka olusturabilir. Genelde, sulu ortamdaki benzer
molekdller birbirlerini iterler, bundan sonra, ¢ok tabakali adsorpsiyon islemi, protein
molekdllerinin orijinal konformasyonel yapisini degistirebilir, (b) kitosan lizozimin
bir substrat analogudur, ve bu fenomen, kitosanmin lizozime karsi segiciligini ve
baglanma afinitesinin artmasina sebep olur. Batin bu fenomenler, boya ligand baglh
IPN membranin, lizozim ve artan lizozim konsanrtrasyonu icin adsorpsiyon
kapasitesnde bir atisla sonuglanabilir. 3.0 mg/ml  baslangic  lizozim
konsanrtasyonuna 25 °C sicakhiga sahip adsorpsiyon ortaminda boya ligand bagh
IPN membranmin maksimum adsorpsiyon kapasitess 61.53 mg/ml olarak belirlendi.
Degisen baslangi¢ lizozim konsantrasyonunda deneysel olarak belirlenen adsorsiyon
izotermleri farkli ortam iyonik siddet, sicaklik ve pH degerlerinde arastirilch ve

belirlenen sonuclar sirasi ile Sekil 3.9.-3.11." da verildi.
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Sekil 3.9. Iyonik siddet ile baslang:ig lizozim konsantrasyonunun adsorpsiyon

kapasitesine tekis
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Sekil 3.10. Sicaklik ile baslangi¢ lizozim konsantrasyonunun Adsorpsiyon

kapasitesine tekis
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Adsorpsiyon ortaminin sicaklhigi ligand ve proteinlerin etkilesiminde 6nemli
bir rol aabilir. Sicaklikla, protein ve ligandin fonksiyonel gruplari arasindaki
etkilesim alam artti ve dolayisiyla adsorpsiyon kapasitesnin de arttigi gozlendi
(Sekil 3.10). Sicakhgin 5 °C'den 35 °C'ye cikarnlmas: ile hirlikte boya bagh
membranlarin  adsorpsiyon kapasitesindeki bu artisin lizozim molekilintn  Gg
boyutlu yapisi ile ilgili oldugu dustinuldd. Y uksek sicakliklarda proteinin tg boyutlu
yapisinda degisiklikler meydana gelmesiyle proteinlerin ige doniik yapisinda bulunan
amino aditlerin yan hidrofobik gruplari dis ylzeye dogru c¢ikar. BOylece protein ile
matriksin yapisinda bulunan hidrofobik gruplar arasindaki temas aam artar ve

sorbent ile proteinlerin baglanma bolgelerinde sicakligin artmasiyla artis saglanir.

40 - ——pH4.0 —®W—pH50 —A—pH6.0 —*—pHBS.0

Adsorplanan lizozim miktar: (mg/ml)

O 1 1 1 1
0 0,5 1 1,5 2

Lizozim Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.11. pH ile baslangi¢ lizozim konsantrasyonunun adsorpsiyon

kapasitesine etkis
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3.2.6. Adsorpsiyon izoterm Modeli

Adsorpsiyon izotermi, her bir protein molekilinin matriks ile etkilesimini
karakterize etmek icin kullamlir. Bununla birlikte ¢Ozeltideki protein derisimi ile
meatrikse adsorplanmus protein arasindaki iliskiyi de agiklar, sulu ¢ozeltiden lizozim
adsorpsiyonu calismalarinda bu proteinin matriks ile olan iligkilerini agiklamak

amaciyla kesikli sistem deneyleri yapildi.

Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izoterm modeli, deneysel verilerin
teorik olarak tiretilen matematik modellemelere uygunlugu icin siklikla kullarmlan
modellerdir. Langmuir modeli, esit erisilebilir adsorpsiyon yerleri, tek tabakal yuzey
kaplamasi ve adsorplanan tirler arasinda etkilesimin olmadigi gibi homojenite
varsayimina dayanmir. Langmuir modeli, homojen adsorpsiyonlar icin formile
edildiginden, Freundlich izoterm modelleri, genellikle heterojen adsorpsiyon igin
uygulanir. Boya ligand bagli IPN membranlar icin elde edilen deneysel verilerle
semi resiprokal egriler ve Scatchard egrileri cizildiginde korelasyon katsayisi gok
yilksek olmayan bir egri elde edildi. Ozellikle diisiik sicakliklarda dogrusal olmayan
egri ve teorik olarak belirlenen adsorpsiyon kapasitelerin  deneysel olarak
belirlenenden diisik olmast adsorpsiyon heterojenitesine isaret etmektedir ©359.
Bundan dolayi, afinite membranlar1 Uzerine lizozimin adsorpsiyonu, Langmuir
modeliyle agiklanamaz. Freundlich modelinin K ve n degerlerinin buyukligl, boya

ligandh tutuklu 1PN membrarmimin yiiksek bir adsorpsiyon kapasites ile sulu ortamdan

lizozim aliminin kolay oldugunu gostermektedir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Boyaligand bagli IPN membrana lizozim adsorpsiyonunda farkl:

sicakliklarda belirlenen  Langmuir and Freundlich izoterm modeli

sabitleri
Langmuir sabitleri Freundlich sabitleri
Ortam Oex Omax Kq4x10’
(mg/ml)  (mg/ml) (M) R? N Ke R?
sicakligi

4°C 42.26 64.79 0.77 0.882 135 2943 0.994
15 °C 57.04 88.09 0.45 0.842 144  55.77 0.988
25°C 61.53 62.44 5.47 0969 248 7323 0.989
37°C 70.57 70.99 2.67 0951 267 9742 0.979

3.27. IPN membranlarin Temas Acilart ve YUzey Serbest Enerjis
Parametreleri

Ligand molekllU (sentetik veya dogal) kromatografik destek materyallerinin
yuzey modifikasyonunda kullamimak Uzere destek materyaline immobilize edilebilir.
Yapllan calismalarda ylzey Ozelliklerindeki degisimin, ylzey ile cevresnin
etkilesimini etkiledigi bulunmustur. Destek materyali Uzerine adsorbe edilmis hedef
makromolekdillerin miktarini, birincil olarak, immobilize ligandin tiirii belirler 5%,
Destek materyalinin hidrofobisites, yuzeye baglanan ligandin polaritesine bagh
olarak degistirilebilir. Bu nedenle adsorplayict membramin yizey Ozellikleri
proteinler ile etkilesimini agiklamak icgin karakterize edilmelidir. Kompozit
membranlarin hidrofobik ve polar karakterleri yizey gerilimi bilinen farkli test
svilarmin - kullamldign  kontak agi dlciimleri ile belirlenir®”. Bu dogrultuda,

sorbentlerin cevreleri ile etkilesimi hakkindaki 6nemli sonuglar ylzey enerjileri ve
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idanabilirlik  Ozellikleri  arastirilarak  belirlenebildiginden, calismamizda, afinite
membraminin  ylzey polaritesinin belirlenmes icin diz ylzey velveya plazma
proteinleri ile etkilesimden sonra temas agisi Olgimleri gergeklestirildi. Idatma
guctiniin degisimi, yiizey tabakas: kalinhgindaki (en az 10A) ve sivi fazla dogrudan
temasindaki, fonksiyonel gruplarin etkisini yansittigindan ytizey karakteristiklerine,
oldukca fazla hassastir ®®9. Su, gliserol ve diiyodometan (DIM) icin, p(HEMA-
kitosan), p(HEMA-kitosan)-boya-ligand afinite membram ve onlarin lizozim ve
albumin kapli eslenik IPN membranlarimin temas agisi degerleri, Cizelge 3.3'te
sunuldu. Young esitligine gore, daha kiucuk ylizey gerilimli deneme sivilar: ile
Olcllen temas agisi, daha kicuk olmalidir. p(HEMA-kitosan) ve yumurta aki
proteinleri olan, lizozim ve abumin kapli eslenigi membran ornekleri, fonksiyonel
gruplarin varligina bagl olarak, ¢ok farkli ylzey karakteristikleri vermektedir. Polar
bir sivi ile dlcllen temas agisinin, 1latilmayan hidrofobik yuzeyler icin, daha yuksek
olmasi beklenir ve bunun tersi de gecerlidir. Protein molekillerinin adsorpsiyonu ile
yuzeyin kaplanmasindan sonra, temas agisimin degisimi, kontrol amaci ile kullamlan
IPN ve boya-ligand bagli IPN membramna gore, ylzeyin hidrofilisitesinin azaldigim

gosterir (Cizege 3.3).

Cizelge 3.3. Boya-ligand bagli IPN membran: ve protein kapl: afinite

membranlarinin deneme sivilaryla temas agilar (Qeg: Test sivilarinin ytizey gerilimi)

Afinite membran Su Gliserol DIM
(Grg =71.3)  (Gg=64.0) (Gx=50.8)
p(HEMA-kitosan) 46.9 56.4 41.3
p(HEMA-kitosan)-boya-ligand 53.2 60.9 38.1
p(HEMA-kitosan)-lizozim 51.2 62.3 41.9
p(HEMA-kitosan)-albumin 74.1 64.8 39.1
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Membran Orneklerinin, Zisman'a gore, kritik ylzey enerjis degerleri

belirlendi ve Cizelge 3.4'de verildi. Zisman yontemiyle elde edilen kritik ytzey

enerjis degerleri,

Wu ve Fowkes yontemleriyle elde edilen serbest ylzey

enerjisinden daha az oldugu gozlendi (Cizelge 3.4). Sadece bir ampirik bir parametre

olan kritik ylzey enerjisi, serbest ylzey enerjis degildir, fakat bu degerle yakindan

ilgilidir.

Cizelge 3.4. Wu (harmonik ifade), Fowkes (Geometrik ifade) ve Zisman kritik yizey

gerilimine gdre membranlarinin ylizey serbest enerjileri

Membran Yaklasim vy (mN/m?)  y? (mN/m?)  y® (mN/nY) XP
Wu 53.85 18.95 34.90 0.352
PHEMAKitosar) ~ FOWKes 5105 17.51 33.54 0.343
Zisman yc
. -8.93
(mN/m”)
p(HEMA- Wu 53.82 17.07 36.75 0.317
kitosan)-boya: Fowkes 50.08 14.34 35.74 0.286
ligand Zisman ve 25.99
(mN/n)
Wu 51.55 17.61 33.93 0.342
P(HEMA- Fowkes 4832 16.01 32.30 0.331
kitosan)-lizozim .
Zisman vy
X 5.79
(mN/m")
Wu 46.41 8.38 38.04 46.41
P(HEMA- Fowkes 4245 4.82 37.63 0.113
kitosan)-albumin -
Zisman vy
, 41.18
(mN/m")
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3.2.8. Yumurta Beyazindan Lizozimin Saflastiriimas

Tavuk yumurtast beyazindaki lizozim igerigi, yaklasik %3.4'tur. Klask
lizozim saflastirma yontemleri, presipitasyon, santrifugasyon ve adsorpsiyon gibi,
cesitli adimlar gerektirmektedir. Calisma kapsaminda boya-ligand baglhi 1PN
membranlar1 ile sulu ortamdan lizozim adsorpsiyonu calismalarinda belirlenen
optimize kosullar, yumurta akindan lizozim saflastirilmast isleminde kesikli sisteme
uygulayarak calisildi. Bu dogrultuda, 1:5 oraminda tampon sistemi ile seyreltilen
yumurta aki ¢ozeltisindeki proteinlerin ve toplam protein miktarimin analizi YBSK
kullanilarak yapildi. Boya-ligand bagli IPN membranlarin bir diger yumurta aki
proteini olan albumine karsi adsorpsiyon egilimi arastinldiginda ihmal edilebilir
duzeyde oldugu ve lizozime kars1 spesifik oldugu belirlendi. Boya ligand tutuklu
afinite membranlarindan elte edilen lizozimin safligi, YBSK ile belirlendi. Boya-
ligand bagli IPN membranlardan elte edilen lizozimin saflik dereces %94.76 ve geri
kazarimlar1 %81 olarak belirlendi. Boyarligand bagli IPN membrant lizozim igin
yuksek baglanma kapasites ve yuksek secicilik gosteren, seyreltik yumurta
beyazindan lizozim saflastirilmast igin etkili bir tek adim yontemi saglamistir. Boya
ligand bagli p(HEMA-kitosan) membran ile saflastirilan lizozimin spesifik aktivites

40300 U mg™* olarak belirlendi.

3.2.9 Lizozim Desorpsiyonu ve Tekrar Kullamilabilirlik

Lizozim yUklU afinite membranlari, 1.0 M NaCl iceren, pH 8.0'deki ellisyon
ortamina yerlestirildi. NaCl adsorbentler igin siklikla kullarilan iyi bir desorpsiyon
gamdir ve tekrar kullamma izin verir. Eltsyon gam olarak 1.0 M NaCl kullanldig:
zaman, afinite membranlarinda, adsorbe edilen lizozimin % 89 undan fazlas: eltie

edildi. Eltsyon sonuglari, NaCl'nin, afinite membranlarindan, lizozim igin uygun bir
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desorpsiyon gan oldugunu gosterir. Afinite membranin yeniden kullanlabilirligini
gostermek igin, lizozimin  adsorpsiyon-desorpsiyon  dongusi, aym  afinite
membranlar1 kullanlarak on kez tekrarlandi ve boya-ligand bagli IPN membranlarin
adsorpsiyon kapasitesinin, tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon donguleri siiresince
degismedigi belirlendi. Afinite membranlarin rejenerasyonlar: sirasiyla, 0.1 M NaOH

ve 1.0 M NaCl ile 4 ve 2 saat yikanarak gergeklestirildi.
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4. SONUC

p(HEMA-kitosan) afinite destek materyalleri, UV fotopolimerizasyon
yontemi ile, membran formunda hazirlandi. Baglatici olarak AIBN kullanldi, 2-
HEMA monomeri ile kitosan ¢ozeltis karstirildi. Azot atmosferi altinda, oda
sicakhiginda, UV 1siginda polarizasyona tabi tutuldu. Sentezlenen membran yapidaki

hidrojeller NaOH (%1.0'11k) ile notralize edildi.

Hazirlanan p(HEMA/kitosan) IPN hidrojeli, mekanik dayanmkligi yiksek,
kimyasal ve mikrobiyal degradasyona karst dayanikli ve hidrofilik bir yapidadir.
Taramali elektron mikroskobu calismalariyla, gozenekli bir yizeye sahip oldugu
gorulmUstdr. Dolayisiyla, genis bir ylzey alamna sahiptir ve yiksek oranda ligand
baglamak mumkindur. Ligand olarak triazin grububir tekstil boyasi olan Cibacron
Blue F3GA kullamlmstir. Elemental analiz sonuclarindan, 1.0 ml membrana 197.6

pmol boya baglandigi bulunmustur.

Bu boya ligand afinite membranyla, sulu ortamdan ve yumurta beyazindan
lizozim enziminin adsorpsiyonu c¢alisilmistir. Boya ligand bagli 1PN membranlarimin

lizozim adsorpsiyon kapasites, pH 7.0'de, 13.15 mg/ml olarak bulundu.

Adsorpsyon hizi ve kinetikleri arastirildi.  Adsorpsiyon  siresinin
baslangicinda yiksek adsorpsiyon hizi gozlendi ve adsorpsiyon dengesine 90
dakikada ulasilirken, adsorpsiyon ortamindaki  lizozim  konsantrasyonunun
arttinlmas: ile adsorpsiyon hizimin da arttigi belirlendi. Adsorpsiyon kinetigi,
deneysel verilerin birinci ve ikinci dereceden kinetik modellere uygulanmas ile

belirlendi. YUksek korelasyon katsayilari ve maksimum adorpsiyon kapasitelerindeki
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uyumlu sonuglar, afinite membranmin lizozim adsorpsiyonunun ikinci dereceden

kinetik modeli ile uyumlu oldugunu gosterdi.

Literatirde yer aan boya ligand afinite kromatografis calismalarindan
bazilar, su sekildedir. Ratnayake ve Regnier ©, akrilat asilanmis silika
adsorbentlere, 12,2-21,6 ug cm? lizozim adsorbe etmislerdir. Finette ve arkadaslar:
(62) " Cibacron Blue F3GA tutuklanmis gozenekli silika tizerine, 30 pg cm? lizozim
adsorbe etmislerdir. Buijs ve Hlady ©® kuaterner aminopropil dimetilsilil
metillendirilmis ~ silika lzerine 4-25 pg cm?lik adsorpsiyon kapasitesine
ulasmuslardir. Champluvier ve Kula ®*, Cibacron Blue F3GA, Procion Blue MX 5B
ve Procion Red HE3B tutuklanmis ultipor membranlarla, 78-122 pg cm?lik bir

adsorpsiyon kapasitesine ulasmislardir. Arica ve arkadaslari ©°

, PHEMA (zerine,
Procion Green H-4EBD baglayarak, 13,33 mg mi™lik bir lizozim adsorpsiyonuna
ulasmuslardir. Li-Chan ve arkadaslar: ©®, Duolite C-464 adsorbentini kullanarak, 8,3
gl” lizozim adsorpsiyon kapasitesine ve 1,5 glI” lizozim ellisyonunu saglamslardir.

©) " Productiv™ CM kolonunu kullanmislar ve 45 g I*

Ming ve arkadaslar
adsorpsiyon kapasitesi elde etmislerdir. Grasselli ve arkadaslar®® Red HE-3B-
baglanmis hollow fiber kullanarak, 7,5 g I adsorpsiyon kapasitesine ve 1 gl” lizozim

elisyonuna ulasmglardir.

Cibacron Blue F3GA, boya ligandi, aromatik yapisinda bir tane primer amin,
Uc tane sekonder amin, U¢ tane stlfonil grubuna sahip bir tekstil boyasidir. Lizozimin
hidrofobik yan gruplar: ile boyamin aromatik gruplar: arasinda, hidrofobik etkilesim
gerceklesir. Kitosanin protonlanmis amin gruplar: (-NH3") ile lizozim arasinda ilave
elektrostatik etkilesimler kurulabilir. Lizozimin izoelektronik noktast (pl) 11.0'dir,

bu degerin altindaki pH degerlerinde, katyonik 6zellik tasimaktadir. Tutuklanan boya
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yuzeyinde tasidig1 asidik ozellikteki sllfon ve hidroksil grubundan dolay1 notr veya
bazik ortamlarda negatif yuk tasimaktadir ve bu nedenle, boyamin anyonik gruplar

ile elektrostatik etkilesim meydana gelir.

Adsorplanan lizozimin desorpsiyonu, pH 8.0'deki, 1.0 M NaCl ¢ozeltis ile
gerceklestirildi. NaCl adsorbentler icin siklikla kullamilan iyi bir desorpsiyon ajamdir
ve tekrar kullamima izin verir. Afinite membranlarindan, adsorbe edilen lizozimin %
89'undan fazlasi elle edildi. Yeniden kullanlabilirligini gostermek igin, lizozimin
adsorpsiyon-desorpsiyon dongusi, aym afinite membranlari kullamlarak on kez
tekrarland: ve boyaligand bagli IPN membranlarin adsorpsiyon kapasitesinin,

tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon donguleri siiresince degismedigi belirlendi.

Dogrudan yumurta beyazindan, lizozim adsorpsiyonu, keskli sisteme
uygulayarak calisildi. Bu dogrultuda, 1:5 oraminda tampon sistemi ile seyreltilen
yumurta aki ¢ozeltisindeki proteinlerin ve toplam protein miktarimin analizi YBSK
kullanlarak  yapildi. Boyaligand bagli IPN membranlarimin, albumine karst
adsorpsiyon egilimi arastirildiginda ihmal edilebilir dizeydedir ve lizozime karst
gpesifik oldugu belirlendi. Boyaligand bagli IPN membranlardan eliie edilen

lizozimin saflik dereces %94.76 ve geri kazammlar: %81 olarak belirlendi.

Lizozim, en bol bulundugu kaynak olan, yumurta beyazindan, iyon
degistirme kolon kromatografis  kullamlarak  tek  basamakli  islemlerle
saflastirilmustir. Fakat geleneksel olarak kullanilan yontemlerin gcogunun, pH 9,5'te,
%5'lik NaCl c¢ozeltisyle kristallendirme gibi, yumurta beyazini yikici, parcalayict
bir 6n muameleyi gerektirmesinden dolay:, uyguladigimiz boya ligand afinite
kromatografis teknigi, lizozimin tek basamakta yuksek saflikta, enzim aktivitesinin

korunarak saflastirlmasiyla, daha Gsttndur.
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