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PROCION BROWN MX5-BR VE PROCION GREEN H-4G BAGLI pHEMA
SORBENTLERININ LiZOZiM ENZIMININ SAFLASTIRILMASINDA

KULLANILMASI VE SAFLIK DERECESININ YBSK’DE TAYINI

YILMAZ, Meltem
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisti
Biyoloji Anabilim Dals, Yiiksek Lisans Tezi
Damgman : Prof. Dr. M. Yakup ARICA

SUBAT 2003, 86 sayfa

Bu ¢ahsmada, yumurta beyazindan dogrudan lizozim enziminin
saflagtirilmasi icin, yeni bir boya ligand afinite kromatografisi yontemi gelistirildi.
Destek materyali olarak, pHEMA membranlar1 kullamldi. pHEMA destek materyali,
2-hidroksietilmetakrilat (HEMA) monomerinden, o-o -azoizobiitironitril (AIBN)
baslaticis1 varliginda, azot ortaminda, UV 1518inda fotopolimerizasyon yontemi ile
hazirlandi. Boya ligand olarak, reaktif triazin grubu bir boya olan Procion Brown
MX-5BR (Reactive Brown 10) ve Procion Green H-4G (Reactive Green 5) reaktif
boyalar, alkali ortamda niikleofilik yer degistirme reaksiyonuyla, pHEMA {izerine
kovalent olarak baglandi ve afinite sorbent olarak, lizozim enziminin
saflagtiriimasinda kullamldl'. Kesikli sistemde bu afinite adsorbentleri {izerine farkli

pH’larda farkli miktarda lizozim iceren sulu ortamdan lizozim adsorpsiyonu



davranis1 incelendi. Lizozimin afinite adsorbentlerine adsorpsiyonu igin optimal pH
degeri, 4,0-8,5 degerleri arasinda aragtmrildi. Sicaklik ve iyonik siddetin,
adsorbentlerin, adsorpsiyon kapasiteleri {izerindeki etkisi belirlendi. Reactive Brown
10 ve Reactive Green 5 bagli pHEMA membranlarinin lizozimi adsorpsiyon
kapasitesi, sirastyla 60,56 ve 80,21 mg/ml olarak belirlendi. pHEMA membraninin
lizozim adsorpsiyon kapasitesi 1,87 mg/ml olarak bulundu. Reactive Brown 10 ve
Reactive Green 5 boya ligand1 immobilize edilmis pHEMA membranlarinin lizozim
adsorpsiyonunun, pHEMA membranlarindan, sirastyla, yaklasik 32,4 ve 42,9 kat
fazla oldugu goriildii. Lizozim adsorpsiyonu i¢in optimum pH degerinin 7,0 oldugu
gbzlendi. Yumurta beyazindan dogrudan lizozim enziminin saflagtirilmas: sonuglari
YBSK ile tayin edildi. Procion Brown 10 ve Reactive Green 5 ligandi baglh
membranlarm, lizozim enziminin yumurta akindan  saflastirilmasinda
kullanilmasindan sonra, lizozim enziminin 0,5 M NaCl ile eliisyonlar1 yapildi.
Lizozimin yumurta akindan saflagtirma orani, Reactive Brown 10 bagli sorbentler

icin %63,4 ve Reactive Green 5 bagl sorbentler i¢in %77,2 olarak bulundu.

Anahtar Kelimeler : Boya-ligand, Yumurta beyazi, pHEMA, Membran, Lizozim
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ABSTRACT

THE USE OF PROCION BROWN MX5-BR AND PROCION GREEN H-4G
IMMOBILIZED pHEMA SORBENTS IN THE PURIFICATION OF THE
LYSOZYME ENZYME AND DETERMINATION OF PURITY DEGREE OF THE

LYSOZYME BY HPLC

YILMAZ, Meltem
Kirikkale University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor : Prof. Dr. M. Yakup ARICA

FEBRUARY 2003, 86 pages

In this study, for direct purification of lysozyme enzyme from egg white,
a new dye ligand affinity chromatography method was developed. pHEMA
membranes were used as support material. It was prepared from 2-hydroxyethyl
methacrylate (HEMA) via UV initiated photo-polymerization, in the presence of an
injtiator at-a’-azoisobutyronitrile (AIBN) in the nitrogen atmosphere. Procion Brown
MX-5BR (Reactive Brown 10) and Procion Green H-4G (Reactive Green 5) which
are reactive triazine dyes, were covalently attached onto pHEMA membrane by
nucleophilic substitution reaction in the base medium and were used in the
purification of lysozyme enzyme as affinity sorbents. Behaviour of lysozyme

adsorption onto these affinity adsorbents, from aqueous solutions containing
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different amounts of lysozyme at different pH, was investigated in a batch system.
The optimal pH values for adsorption of lysozyme on the affinity adsorbents, were
investigated in the pH range of 4,0-8,5. The effects of temperature and ionic strength,
on the adsorption capacities of the adsorbents, were determined. The lysozme
adsorpsion capacities of the Reactive Brown 10 and Reactive Green 5 immobilized
pHEMA membranes, were found as 60,56 and 80,21 mg/ml, respectively. The
adsorpstion of the lysozyme on the plain pHEMA membrane, was found as 1,87
mg/ml. Lysozyme adsorptions of Reactive Brown 10 and Reactive Green 5 dye
ligands immobilized pHEMA membranes, were greater than the lysozyme adsorption
of plain pHEMA membranes about 32,4 and 42,9 times, respectively. The optimum
pH value of the lysozyme adsorption, was observed as pH 7,0. The results of direct
lysozyme enzyme purification from egg white were determined by HPLC. After
usage of Reactive Brown 10 and Reactive Green 5 immobilized membranes in the
purification of the lysozyme enzyme from the egg white, lysozyme enzyme was
eluted by 0,5 M NaCl solution. The removal ratios for the Reactive Brown 10 and

Reactive Green 5 immobilized sorbents, were 63,4% and 77,2%, respectively.

Keywords: Dye-ligand, Egg white, pHEMA, Membrane, Lysozyme
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1. GIRIS

Son yirmi yil i¢inde, besin kimyasi, klinik kimya, biyokimya, farmosotik kimya,
noroloji, molekiiler biyoloji ve ¢evre kimyasi ile ilgili problemlerin ¢6ziimiinde,
kiigiik miktarlardaki analitlerin hizli, tekrarlanabilir ve dogru analiz edilebilmesi
gereginin artmasi, kromatografik tekniklere, klinik laboratuvarlarda genis bir

kullanim alam saglamigtir.

Bu baglamda afinite kromatografisi, ¢ok ¢esitli biyolojik molekiillerin
saflagtiriimasinda kullanilan en 6nemli yontemlerden biridir. Yaklagik otuz yildan
beri bir biyolojik ligand igin, bazi proteinlerin spesifik afinite gosterdigi
bilinmektedir. Proteinlerin kromatografik yolla ayrigtirilmas: i¢in, bazi kriterlerin

yerine getirilmesi ile bu spesifik afinite isletilmistir.

Afinite kromatografisi yOnteminin temel prensipleri, spesifik tamma
kapasitesine sahip bir ligand molekiliiniin, bir destek materyalinin {izerine
tutuklanmasindan sonra, ligand ile biyolojik molekiil arasinda oertaya ¢ikan kovalent
olmayan spesifik etkilesime dayanir. Uygun sartlar altinda, hedef biyolojik molekiil
adsorpsiyon ortamindan, matrikse tutuklanmis ligand tarafindan adsorplanir. Bu
islem, siirekli veya kesikli sistemlerde, hedef molekiil iceren ortamin, matrikse
tutuklanmg ligandla temas: ile saglanir. Daha sonra adsorplanan molekiil, farkli pH,
iyonik gii¢ veya uygun spesifik ellientler kullamlarak, biyolojik molekiil ve ligand

arasimdaki kovalent olmayan iliskinin bozulmas: ile desorbe edilir’".

Fonksiyonel molekiillerden enzimler, koenzimler, kofaktérler, antikorlar, amino
asitler, farkli sorbentlerin hazirlanmasinda ¢ogunlukla ligand olarak kullamlmugtir.

Fakat bu ligandlarin kararsizlii, yapidan sizmasi, desorpsiyon kosullart ve yiiksek



maliyeti gibi bazi unsurlar, farkli ligand molekiilleri arayigina yol agmis ve boya-

ligandlari, en 6nemli segeneklerden biri haline getirmistir.

Boya-ligandlar, biyospesifik ligandlara gére bazi istiinliiklere sahiptir. Bu
boyalarmn, ucuz olmasi, fiziksel ve kimyasal etkenlere kars: kararhliga sahip olmas:
ve protein adsorplama kapasitelerinin yiiksek olmasi, ligand olarak daha ¢ok tercih
edilmelerini saglamigtir. Kolay tutuklanmalar1 da, boya ligandlarin diger bir {istiin
yoniidiir. Boya ligandlarin en Snemli gruplarini olusturan reaktif triazin boyalar,

tasidiklar klor gruplari ile, matrikslerin OH gruplarina kolaylikla baglanirlar.

Boya ligand afinite sistemlerinde kullamlan boya ligandlar, reaktif bir gruba
baglanan bir kromofor igerirler. Kromofor grubunda bulunan siilfonik asit gruplan
pKa degerlerinin tizerinde negatif yiiklidiirler. Boya ligandlar karboksil, amin, klorid
veya metaller ile kompleks olusturabilen gruplar igerirler. Bu ligandlar proteinlere
spesifik veya non-spesifik olarak baglanirlar. Baglanma tipine gore farkli yontemler

kullanilarak eliisyonlar: yapilir®™”,

Destek materyalleri kiiresel, ¢ubuk veya membran formunda hazirlanabilir.
Membran formundaki destek materyalinin hazirlamiginda, polimerin baz1 &zelliklere
sahip olmas1 gerekmektedir. Polimerler dogal olabilir ya da deneye uygun 6zellikler
kazandirilarak sentetik olarak hazrlanabilir. Sentetik bir polimer olan
poli(hidroksietil metakrilat) (pHEMA), mekanik giicii yiiksek, biyolojik ve kimyasal
degredasyona karsi direngli bir materyaldir. pHEMA’nin yiizey yapisi, gozenekli
hazirlanmaya uygun oldugundan, genis bir yiizey alam elde etmek ve yliksek oranda
ligand baglamak miimkiindiir. Yiizeyinde hidroksil gruplarmin bulunmas, ligandlarin

baglanmasina olanak tammaktadir®%,



1.1. Kromatografi

Kromatografi, karigimi olugturan maddelerin, degisik ortam ya da fazlardaki
hareketlerinin farkhihgindan yararlamlarak, birbirlerinden ayrilmalarimi saglayan
analitik bir tekniktir. Bu 6zelligi dolayisiyla, hedef molekiillerin saflagtirilmasinda ve
karsilagtinnlmasinda kullanilmaktadir. Kromatografik tekniklerin, analitik biyokimya,
klinik biyokimya, farmosotik kimya, molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji alaninda
kullamm sahas1 ¢ok genistirr Kromatografi, &6zel olarak da, bitki
kemotaksonomisinde, plasmid DNA’ya dayali siniflandirma ¢ahigmalarinda, alttiir

tespitinde, genetik uzakhiklarn belirlenmesinde ve adli tipta kullamimaktadir® 19,

1.1.1. Kromatografinin Tanim:

Kromatografi terimi, Latince renk (chromo) ve sekil, yazmak (graphy)
kelimelerinden olugsmaktadir. Bu terim, bitkilerden renk pigmentlerinin ayrilmasi
isleminden kaynaklanmigtir. JUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) tarafindan yapilan kromatografi tamimi, kimyasal maddelerin biri duragan,
digeri ise hareketli olan iki ortam arasinda dagilmalan ile gergeklesen, fiziksel bir

ayirma teknigi seklindedir.

Kromatografi, farkli ortamlarda, maddelerin davramglarinin birbirlerinden
ayrilmalarma yol agmas: esasina dayamir. Maddelerin dagilma oranlan degisiktir.
Yeni gelistirilen ySntemlerle, molekiillerin izomerleri gibi ¢ok kiiglik farklihklara
dayanan ayirrmalar gerceklestirilebilmektedir. Bu ayrimlarda Slglimler, mikrogram
seviyesindedir ve gok hassastir. Kromatografik tekniklerle {iriin ayrmm ve {iriin elde

edilmesi, endiistriyel boyutlarda gergeklestirilebilinir ",



1.1.2. Kromatografinin Tarihsel Geligimi

Bilinen ilk kagit kromatografisi uygulamasi, Misir’da (M.0. 500) boyanm
papiriis lizerine damlatilmasiyla, renklerine ayristiriimasi olarak kabul edilmektedir.
Biyomolekiillerin ayrim da, olduk¢a eskiye dayanmaktadir. Ancak ilk yapilan {iriin
ayrimi i¢in bir kaytt yoktur. Suyun, kire¢li kayalardaki ve kil oram yiiksek
topraklardaki davramig farki sebebiyle, kiregli kayaclarm daha yiiksek kalmasi ve

suyun topraktan siiziilmesi gibi dogal olaylar, kromatografik dagilima Srnektir.

Martin ve Synge, 1941°de kromatografik kavrami, ayrilma kromatografisi
(partition chromatography) teorisini yaymlayarak tanimladilar ve bu galigmalariyla
Nobel Odiili’ne ldyik bulundular. Bunu, 1944'de Consten, Gordon ve Martin
tarafindan filtre kagidina uygulanan Ornek {izerinden, ¢6zgenin gegirilmesi ile
bilesenlerin ayrildig1 kagit kromatografisinin tammlanmasi izler. Kromatografik
calismalarda, 1950’lerde gaz kromatografisinin, 1960'larda, ince tabaka
kromatografisinin ve 1970'lerde, 6rnek ve ¢6zgenin, basing altinda adsorbanla dolu
dar bir kolondan gegirildigi, yiiksek basingl sivi kromatografisinin (YBSK) gelismesi

ile hiz kazamlmgtr'®,

1.1.3. Kromatografik Ayrilma Prensibi

Karisimi olugturan bilegenler, kromatografik sistemi olugturan iki faz arasinda
dagilir ve ayrilirlar. Bu ayrim, duragan fazla, hareketli faz arasindaki dagilma
farkindan kaynaklanir. Molekiillerin hareketi, hareketli fazn itici giicii ile duragan
fazin alikoyucu giicii arasindaki dengeye baghidir. Siv1 ya da gaz olabilen hareketli

faz, molekiilleri, siv1 ise ¢oziiniirliiklerine; gaz ise, uguculuklarma bagli olarak gelisen



afinite ile tagir. Duragan fazin alikoyma giicli, adsorpsiyon, ¢oziiniirlik, baglanma,
iyonik etkilegim gibi etkilere dayanmaktadir.

Bilesenler, ortamlarda farkli hizlarda ilerlediklerinden, kromatografik islemin
sonunda sistemi farkli zamanlarda terk ederler. Adsorpsiyon/desorpsiyon hareketi
devamlh surette tekrarlamir. Kromatografik islem sirasinda, adsorbent tarafindan
bilesene gésterilen afinite, bilegenin sistemden ¢ikig siiresini etkilediginden, ayrim

gerceklestirilmis olur*®.

1.1.4. Kromatografik Tekniklerin Smiflandinimas:

Kromatografi ile yapilan tiim ayirimlar, maddelerin yiik, biiyiikliik ya da sekil
ve yiizey karakteristigi gibi molekiiler &6zelliklerine dayamrr. Iyon degistirme
kromatografisi proteinin yiikline dayanir. Jel filtrasyonu ya da diglama kromatografisi
proteinleri ayirmak ve saflagtirmak i¢in proteinlerin biyiiklik, molekiiler agrlik ve
sekil Ozelliklerini kullanir. Hidrofobik artiklarin sabiteleri gibi protein yiizey
ozellikleri, hidrofobik etkilesim kromatografisi i¢in temel teskil eder. Tutuklanmg
metal iyon afinite kromatografisi, proteinlerin ayrnlmasi igin metal ve protein
etkilesimini kullamir. Dagilma Kromatografisi ise polariteye dayamr. Afinite
kromatografisi ayirimlar1 da, proteinlerin spesifik molekiil baglanma Szellikleri gibi
yiizey 6zelliklerine dayanir V.

Kromatografik tekniklerin smiflandiriimasi, hareketli ve duragan fazlarin yapisi
ve ayirma prensipleri dikkate alinarak, gesitli sekillerde yapilir. Cizelge 1.1°de

kromatografik smiflandirmalar gosterilmigtir™®.



Cizelge 1.1. Kromatografik tekniklerin siniflandiriimas:

Temel Prensiplere Dayali Yontemler | Frontal Kromatografi (FK)
Yerdegisim Kromatografisi
Zonal Kromatografi (ZK)
Kromatografik Yatagin Sekline Gore| Kolon Kromatografisi (KK)
Smiflandirma Diizlemsel Kromatografi (DK)
Hareketli Fazin Fiziksel Durumuna| Gaz Kromatografisi (GK)
Gore Simiflandirma Sivi Kromatografisi (SK)
Siiper Kritik S1vi Kromatografisi
Ayrilma Mekanizmasima Gore| Adsorpsiyon Kromatografisi
Yapilan Siniflandirma Dagilma Kromatografisi (DK)
Iyon Degisim Kromatografisi
Dislama Kromatografisi

Afinite Kromatografisi




1.1.Adsorpsiyon Kromategrafisi

Bu islemde genel olarak, kati duragan faz ylizeyine tutuklanmus, sivi ya da gaz
olabilen bir hareketli faz kullanilmaktadir. Hareketli ve duragan fazlar arasindaki
denge, farkh solutlarm ayrmm  belirler®™. $ekil 1.1°de adsorpsiyon

kromatografisinin ¢aligma prensibi gosterilmigtir.

Sekil 1.1. Adsorpsiyon kromatografisinin ¢aliyma prensibi



1.2.1. Adsorpsiyon Terminolojisi

Atom, iyon veya molekiillerin kati1 ylizeylerde tutunmasma “adsorpsiyon”,
tutunan taneciklerin ylizeyden ayrilmasma “desorpsiyon”, lizerinde ayrilacak bilesen
ile dipol-dipol etkilegimleri, hidrojen bag1 ve/veya Van der Waals etkilesimleri nedeni
ile adsorpsiyonun gergeklestigi g6zenekli katiya “adsorplayici ya da adsorbent” ve
kat1 yiizeyinde tutunan maddeye ise “adsorplanan” ad: verilir. Bu bilesikler bir

¢bzgen veya ¢dzgen sistemi yardimiyla adsorban katidan desorbe edilirler®?,

1.2.2. Adsorpsiyon Prensipleri

Adsorbent ile temas ettirilen molekiiller, adsorbentin bazi kimyasal gruplartyla
etkilesime girerler. Duragan fazda meydana gelen bu reaksiyonlar, dipol-dipol
etkilesimleri, hidrojen baf1 ve Van der Waals etkilesimleri gibi cesitli gekim
kuvvetleridir. Duraan faz, hareketli faz ile yikandifinda, adsorbe edilmeyen
molekiiller uzaklagir ve béylece adsorbe edilen hedef molekiillerden ayrilirlar. Bir kez
eliisyon yapildiktan sonra, hareketli faz degistirildiginde bu kez molekiiller yeni
hareketli faza gegme egilimi gosterirler. Tercihteki bu degisim, yeni hareketli fazin,
degismeden kalan duragan faza g6re, daha ¢ok olan ¢ekim kuvvetinden

kaynaklamr®?,

Adsorpsiyon olayr daima ekzotermiktir. Adsorpsiyon, molekiillerin
adsorplandiklar1 ylizeyle etkilesim bicimine bagh olarak, fiziksel ve kimyasal
adsorpsiyon geklinde ikiye aynlir. Adsorpsiyon 1sis1 da denilen adsorpsiyon
entalpisinin —20 kJmol” civarinda oldugu etkilesmeler sonunda meydana gelen
tutunmalara “fiziksel adsorpsiyon™ denir. Fiziksel adsorpsiyonda, adsorpsiyon

kuvveti diisiik oldugu icin adsorpsiyon enerjisi de diigiiktiir, Van der Waals gekim




kuvvetleri etkindir, adsorpsiyon ¢ok tabakali yani multimolekiiler olabilir ve tersinir
olarak yiiriiyebilir. Adsorpsiyon enerjisi -200 kJmol’ civarinda olan etkilesmeler
sonunda meydana gelen tutunmalara ise “kimyasal adsorpsiyon™ denir. Kimyasal
adsorpsiyonda molekiiller adsorbent yiizeyine kovalent bag biylikligiindeki
kuvvetlerle tutunurlar, adsorpsiyon yalnizca bir tabakali yani monomolekiiler olabilir,

tersinmezdir'*"23,

1.2.3. Adsorplayic: Katilar

Metaller ve plastikler de dahil olmak tizere, bir kristal yapiya sahip olsun ya da
olmasin tiim katilar, az veya ¢ok adsorplama giicline sahiptirler. Adsorplama giicti
yiiksek olan bazi katilar alumina, silika jel, aktif komiir, seliiloz, nigasta, kalsiyum
fosfat jeller, hidroksiapatit, sakkaroz, talk, kieselguhr, selit, killer, zeolitler ve

seramikler seklinde siralanabilir.

Adsorplama giicti yliksek olan ideal bir adsorban, su o&zelliklere sahip
olmahdir:
a) Adsorban, hareketli fazda ¢6ziinmemelidir.
b) Adsorban, gbzenekli yapiya sahip olmalidir. Genisligi 2 nm'den kiigiik olanlara
mikrogbézenek, 2 nm ile 50 nm arasinda olanlara mezogbzenek, 50 nm 'den biiyiik
olanlara ise makrog6zenek adi verilmigtir. Katinin bir graminda bulunan gézeneklerin
toplam hacmine “Gzgiil gézenek hacmi”, bu gbézeneklerin sahip oldugu duvarlarin
toplam ylizeyine ise “6zgiil ylizey alani” denir.
¢) Sistemdeki maddelerle kimyasal reaksiyona girmemelidir, inert olmalidir.

d) Pargacik biyiiklikleri esit bir dagilim gdstermelidir.




e) Ayrilacak olan maddelere ve hareketli faza bagli olarak aktivitesi istenen diizeyde
olmalidir. Eger adsorban ¢ok aktifse, maddelerin siiriiklenmesi ¢ok yavag olur, madde

adsorban yiizeyine ¢ok sikica tutunur. Az aktif adsorbanlarda ise tutunma ¢ok zayiftir.

1.2.4. Adsorpsiyon Izotermleri

Adsorplayic1 ve adsorplanan yaninda, sicaklik da sabit tutuldugunda; gaz
fazindan adsorpsiyon, yalnizca basinca; ¢6zeltiden adsorpsiyon ise, yalnizca derisime
baglidir. Bu durumda yiizeye adsorplanan madde miktarinin, basingla ya da derigimle

degisimini veren ¢izgilere “adsorpsiyon izotermi” denir.

Deneysel yoldan elde edilen adsorpsiyon izotermlerini degerlendirebilmek igin,
¢ok sayida teorik adsorpsiyon izoterm modeli gelistirilmigtir. Adsorplanan ve
adsorplayic1 maddelerin 6zeliklerine gore, bir adsorpsiyon i¢in bu esitliklerden biri ya

da birkagi daha uygun olmaktadir.

Afinite adsorpsiyonu tek tabakali bir adsorpsiyon islemidir. Bunun anlam,
biitiin ligand molekiilleri, hedef molekiillerle birlestigi zaman adsorpsiyon dengesine
ulagiimasidir. Bu fenomen, Langmuir ve Fruendlich esitlikleri denen, basit
adsorpsiyon dengesi ifadeleri ile agiklanabilir. Bu esitlikler afinite sorbentlerinin

adsorpsiyon kapasitelerini belirlemekte kullanulirlar 2%,

1.2.4.1. Langmuir Denklemi

Yiizey kimyas: alanindaki galismalarmdan dolayr 1932 yilinda Nobel Odiilti
alan Amerikali Bilim Adam Irving Langmuir (1881-1957) tarafindan 1916 yilinda

kimyasal adsorpsiyon i¢in gok basit bir izoterm denklemi tiiretilmistir. Tek tabakah
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fiziksel, homojen adsorpsiyon ve g¢dzeltiden adsorpsiyon i¢in de gegerli olan bu

esitlige “Langmuir denklemi™ denir.
q* =gu C*/ (Kq + C¥) (1)

Yukaridaki esitlik ile verilen Langmuir adsorpsiyon izoterm modelinde; qpm,
membranin maksimum adsorpsiyon kapasitesini (mg/g kati); C*, sulu ortamdaki solut
konsantrasyonunu (mg/ml); q*, membrana dengede adsorplanan solut miktarim (mg/g

kat1); ve K4 ise ayrilma sabitesini (mg/ml) gstermektedir.

Langmuir adsorpsiyon kuraminda, kat1 yiizeyinin her noktasimn aym &zellikte
oldugu, adsorbe olan molekiillerin kat1 yiizeyini monomolekiiler (tek molekiil
kalinliginda) orttiigii, kat1 ylizeyinde kapatiilmamig bdlgeler bulunabilecegi varsayilir.
Langmuir modeli, esit olarak ulasilabilir adsorpsiyon yerleri, tek tabakal ylizey
kaplamas1 ve adsorbe edilen tiirle etkilesim olmamasi gibi, homojen ylizey

adsorpsiyonuna dayamr‘zl’zz’zs’”).

1.2.4.2. Freundlich Denklemi

Alman Fizikokimyac1 Herbert Max Finlay Freundlich (1880-1941) tarafindan,
heterojen adsorpsiyonlar i¢in, Langmuir denkleminden tiiretilen, Freundlich

adsorpsiyon izotermi kullanilir.
q=Kr (O)" 2)

Burada q, dengedeki adsorbe edilen solut derigimini (mg/g kati); C’, dengedeki
sulu ortamdaki solut derisimini (mg/ml); K¢ ve n, sistemin karakteristifi olan

Freundlich sabiteleridir. Kr, Freundlich izoterm modelindeki kapasite parametresi
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(mg/g kat); n, Freundlich izoterm modelindeki adsorpsiyon yogunlugunu gdsteren

tissel parametredir.

Freundlich esitlii, bir proteinin, bir adsorbent {izerindeki bir yere
baglanmasinin adsorpsiyon enerjisinin, komsu yerlerin zaten iggal edilip
edilmemesine bagh olusunu belirten deneysel bir bagntidir. Freundlich modelinin bir
smirlamasi, soliisyondaki solutun konsantrasyonu ile tammlanmadan adsorbe edilen
solutun miktarinin artmasidir. log C’ye kars: log q grafigi, ¢izildiginde, kayma degeri

Kr ve egim de n’dir®12829)

1.2.4.3. Temkin Denklemi

Heterojen adsorpsiyonlar ig¢in tiiretilen bir diger adsorpsiyon izoterm modeli de
Temkin adsorpsiyon izotermidir. Temkin denklemi, kimyasal adsorpsiyon igin
tiiretilmistir ve agagidaki esitlik ile verilir.

q =qrIn (1+ KC) a3

Burada qr, protein adsorpsiyonu i¢in, baglanma enerjisi bagmna yiizey kapasitesi,

Kr, denge baglanma sabitesi ve C ise, denge derisimidir®".

1.3. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, hilen makromolekiillerin tanimlanmasi, saflagtiriimasi
ve ayrimi i¢in olugturulmus en iyi metottur ve yiiksek §zgiin molekiiler tammaya
dayanir. Bu yontemde, Sekil 1.2.°de gosterildigi gibi, 6zglin tamima yetenegine sahip
olan bir molekiil (ligand ya‘ da baglayict) uygun, ¢oziinmeyen, genellikle polimerik

malzemeden, kiiresel ya da membran formunda olan bir destek (matriks ya da

12



tastyici) iizerine tutuklanir. izole edilecek olan molekiil, analit ya da hedef olarak
isimlendirilir. Hedef molekiilii iceren ¢ozeltinin, kromatografik kolondan uygun
sartlar altinda gegirilmesi ile hedef molekiiller, matriks {izerine tutuklanmis olan,

tamamlayici ligand tarafindan, segici olarak yakalanir ve adsorbe edilir®®,

Cuatrecasas ve arkadaglari, ¢ok sayida degisik makromolekiilii (protein, RNA,

DNA, bakteri, virus ve ¢esitli hiicreler) afinite kromatografisi yontemi ile ayirdilar ve

saflastirdilar®>®,

2)

%9_42.. — 11D

S

Destege Saflastirilacak Uriin .

baglanmus ligand 0 futuklanmis Egr:;ldylkanarak
ligand tizerine ;) ekiitiinden
adsorplanir aynlir

Sekil 1.2. Afinite kromatografisinde baglanma ve eliisyon islemleri
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1.3.1. Afinite Kromatografisinin Prensipleri

Afinite kromatografisi ¢aligtirilan kromatografik yontemlerden en segicisidir.
Spesifik etkilesim, duragan faza tutuklanmis ligand molekiiliiyle, solut arasinda
gergeklesir. Ornegin immobilize edilmis molekiil belli bir protein igin 6zel koenzim,
inhibitér veya antibadi olabilir. Bir protein karigim igeren soliisyon, bu molekiil ile
temas ettirilince sadece liganda &zel olan protein tutuklamr. Bu protein iyonik
siddetin veya pH’in degisimi ile daha sonra ekstrakte edilir. Sekil 1.3.’de afinite

kromatografisinin ¢ahismasi sematize edilmistir®®.

Duragan faza
kovalent bagh

liganda
tutuklanan
molekiil

Diger
molekiiller
kolayca
yikanir

Sekil 1.3. Afinite kromatografisinin ¢aligma prensibi
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Spesifik etkilesimin giddetinin ¢ok yliksek ya da ¢ok zayif olmamas: gerekir.
Cok zayif bir etkilesim, ligandin, hedefi etkili bir gekilde tutuklayamamasma ve
Ozgiin olmayan kontaminantlarin yikama ile uzaklastirilmasi sirasinda, hedef
molekiiliin de ayrilmasina sebep olur. Ancak, ¢ok giiclii bir etkilesim de, hedef
molekiiliin eliisyonuna izin vermeyebilir. Etkilesim, eliientlerle uygun sartlar altinda

eliisyonuna izin verebilmelidir.

Afinite kromatografisi, kullamlan ligandlarin hedef molekiille girdigi etkilesime
gore, hidrofobik kromatografi, kovalent kromatografi, tutuklanmig metal selat
kromatografisi gibi gruplara ayrilir. Tekstil sanayinde kullanilan boyalar gibi dogal
ligandlar1 taklit eden sentetik molekiillerin, hedef molekiile baglanmasina dayanan~
psddobiyospesifik ligand kromatografisi, kldsik afinite kromatografisinin gok ilgi

gbren yeni bir ¢esididir®'?.

1.3.2. Ligand

Ligandlar, monospesifik ya da grup-spesifik ligandlar olarak smniflandirilirlar.
Bazi durumlarda diigiik molekiiler ya da makro-molekiiler ligandlar olarak da alt
boliimlere ayrilirlar. Mono spesifik terimi, tek bir proteine ya da ¢ok az sayida

proteine baglanan ligandlar i¢in kullamlir.

Grup spesifik terimi ise, bir ¢ok farkli proteine baglanma yerlerine sahip olan,
kofaktdr gibi ligandlar i¢in kullamlir. Hedef enzim, genellikle NAD ya da NADP
baglayan dehidrojenazlar gibi enzimlerdir. Grup-spesifik ligandlar 6rnek olarak,
amino asitleri ve vitaminleri icerir. Makro-molekiiler grup-spesifik ligandlardan

lektinler ve IgG bagh olan proteinler 5nemlidir 4%,
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Ligand, tutuklama ve eliisyon sartlar1 altinda kararh olmaldir. Kimyasal
tutuklama islemi i¢in uygun fonksiyonel gruplar igcermelidir. pH, iyonik siddet ve
yilksek konsantrasyondaki denatiire edici ajanlar, siklikla ellisyon igin

kullanildiklarindan, bu faktétlere direnebilmelidir“®.

1.3.3. Matriks

Matriks, ylizeyinde ligandlarm tutuklanmas: igin hidroksil, karboksil, amino
gibi fonksiyonel gruplara sahip olmalidir. Matriks, hidrofilik ve noétral davrams, iyi
bir kimyasal, mekanik, biyolojik kararhilik ve sicakhiga karsi dayamklilik gostermeli

ve kimyasal reaksiyonlarla tiirevlendirilmeye izin vermelidir.

Protein saflagtirmasi igin, biiyiikk gézenekli bir matriks tercih edilir. Matriksin
g6zenekli bir yapida olmasi, yiiksek miktarda ligand tutuklanmasina olanak saglar ve
bdylece hedef molekiil igin yliksek adsorpsiyon kapasitesi saglanmig olur. Ligandin
ve adsorbent molekiiliin, kolaylikla gtzenek yiizeyine baglanmasi i¢in matriksin

gbzenek yapisi yeterli boyutta olmalidir.

Agaroz, gbzeneklilik bakimindan en ¢ok tamnan matrikstir. Proteinlerin afinite
kromatografisi i¢in, ideal matriks Ozelliklerine sahiptir. Desteklerin bir sakincasi,
gbzeneklerin, dogal diflizyonal kiitle transferine engel olmasidir. Poliakril, polistiren
ve uygun monomerlerin, 6zel kopolimerlerine dayanan sentetik polimerler, ligand

tutuklanmasi i¢in ideale yakin matrislerin gelismesine yol agmgtir®",
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1.4. Boya Ligand Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi tekniginin tanitim, proteinlerin 6zel biyolojik
fonksiyonlarmnin saflagtirma igin ilk kez kullanilmasiyla yapilmigtir. Otuz yildir bu
gicli teknigin kullamim1 artarak devam etmektedir. Boya-ligand afinite
kromatografisi, fosfofriiktokinazlar ile Blue Dekstran (Cibacron Blue F3-GA)
arasindaki beklenilmeyen bir etkilegimin goriilmesi ile baglamistir ve boya ligand
afinite kromatografisi protein saflagtirmasinda ¢ok glicli bir teknik olarak kabul

edilmigtir*>*9,

Bu ydntem, proteinlerin saflagtirilmas: isleminde, pratikte ¢ok basarili sonuglar
veren, diizenli ve basit bir ydntemdir. Fakat, tiim iyi fikirler gibi, baz1 problemlere de
yol agmustir. Cogu durumda, ¢Oziilmesi zor sorunlar ortaya ¢ikarmistrr. Uygun
adsorbentlerin olugturulmasinin zorlugu, spesifik olmayan adsorpsiyon, diisiik
kapasite ve yiiksek maliyet gibi problemler, bir ¢ok afinite kromatografisi igleminin,

ise yaramaz hale gelmesine yol agrmgtir™),

Blue Dekstran ve gesitli kinazlar arasinda, beklenmedik etkilesimler yoluyla
tesadiifen kesfedilen; dikkate deger miktarda boya ligand vardir. Daha sonralari, genis
bir seri boya ve benzer bilesikler, diger afinite firsatlarmin olup olmadigmmn
belirlenmesi i¢in izlenmigtir. Biyospesifik duyarlilikta, gergekten afinite adsorbentleri

olmayan, pek ¢ok adsorbent bildirilmigtir*®?,

Boya-ligandlar, biyo-spesifik ligandlara 6nemli segeneklerden biridir. En

Snemli Ustiinliili gok yitksek derecedeki safligin, tek adimda elde edilebilmesidir?.
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1.4.1. Boya Ligand

Cibacron Blue F3-GA ve onun benzerleri olan Procion Blue H-B, Blue MX-R
ve MX-3G, NAD ve diger piirin niikleotitlere benzerlik gosterirler ve proteinlere 6zel

niikleotit baglanma yerlerinden baglamirlar®®*%,

Siyanurik kloriir (1,3,5-trikloro-sim-triazin) temel madde olarak, bu boyalarm
sentezinde kullamlir (Sekil 1.4). Kromofor molekiilleri, diklorotriazinil boya
molekiiliine kolayca baglanir. Procion MX serisi boyalar, bu gruba iyi bir 6rnek teskil
eder. Iyi bilinen kromoforlar kolayca sentezlenmigtir. Bir reaktif grup, bilesigin,
selillozdaki birincil hidroksil gruplar1 ile kovalent olarak baglanmas: igin
kullamlmigtir. Hidroksil gruplar1 ¢ok iyi reaktif degillerdir, fakat alkalin sartlar
altinda, ¢ok az iyonize olurlar (pK. yaklagik 14) ve boyalarmn seliiloz fiberlerinin
ylizeyine gii¢lii saldirisi, bolgesel yiiksek boya konsantrasyonuna sebep olur. Bdylece

reaksiyon, iyonize olmus hidroksillerle gerceklesir.

N\ N,

CI\F/ . AN
N, N N N

Cl Cl

(a) (b)

Sekil 1.4. Baz: reaktif boya molekiilerinin yapilari

(a) Siyanurik kloriir; (b) Procion MX serisi
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Protein saflagtiriimasinda ¢ok yaygin olarak kullamlan reaktif boyalar, triazinil
boyalardir. Orijinal olarak ¢ahsilan boyalar, hidroksil grubu tagiyan polimerler
tizerine kolayca tutuklanan, ticari tekstil klorotriazin polisiilfonath molekiillerdir.
Triazin reaktif boyalar, protein saflagtirmasinda ¢ok kullamgh olan gesitli kimyasal
yapilariyla, afinite ligandlarinin bir sinifidir. Rekombinant polipeptit hormonlarindan,
kan proteinlerine ve tiim enzim siniflarina kadar, protein izolasyonlar: serisinin bityiik
¢esitliligi icin, en az otuz farkli boya &rnegi kullanimdadwr. Giiniimiizde, boya-

ligandlar, bityiik ¢apta protein saflagtirilmasmda kullaniimaktadir®®,

1.4.2. Matriks

Destek matriksinin se¢imi afinite sistemlerindeki ilk dikkat edilecek noktadr.
Ideal bir membran tipi destek malzemesi baz1 &zelliklere sahip olmalidir. Destek
malzemeleri, ¢ok diisilk spesifik olmayan adsorpsiyon gostermelidir. Bu esas dikkat
edilecek husustur, ¢iinkii hedef molekiiliin, difer molekiillerden ayriminda, afinite
ortamindaki tutuklanmig ligand ile hedef molekiil arasindaki spesifik etkilesim temel

teskil eder.

Matriks materyalinin ylizeyine ligandin tutuklanmas: igin, baglanmay1
saflayacak fonksiyonel gruplar bulundurmahdir. Fazla miktarda ligand
tutuklanmasinin saglanabilmesi i¢in, yiizey alamni genigletmek agisindan yiiksek
derecede gozenekli bir yapida olmalidir. Gozenekler yeterli genislikte olmahdir,

¢linkii cogu durumda ligand ve hedef molekiil, biiylik molekiillerdir.

Matriks yliksek veya diisiik pH, iyonik siddet, sicaklik, organik ¢oziiciiler,
deterjanlar ve 6zellikle zor eliisyon ve rejenerasyon sartlarinda, hem fiziksel hem de

kimyasal kararlilifa sahip olmalidir. Destek materyali, kolondaki akis i¢in basinca

19



dayanikl: olmaly, sterilize edilebilmeli ve genis ¢apta kullanim i¢in de diisiik maliyetle

tiretilebilmelidir®®,

Membran kromatografisinde kullanilan mikrog6zenekli veya makrogdzenekli
membranlar, g6zenek yiizeylerinin i¢ kisimlarinda fonksiyonel ligandlar igerirler.
Kolon kromatografisinde kullanilan kiiglik kiireler ve sikigtirilmis yumusak jeller,
kolon igerisinde yiiksek basinca ve akis hizinin azalmasina neden olur. Membran tipi
destek malzemeleri ile diisiik basing, yliksek akis hizi ve yliksek verimlilik gibi
sonuglar elde edilir. Bunlarin yaninda kolay paketleme imkémi, biiyiik Olgekte
uygulanabilirligi, tikanma sorunun olmamasi gibi iistiinliikler de sayilabilir. Bu
yizden membran kromatografisi, protein ve enzimlerin geri kazamimasi,
saflagtirilmasi, izolasyonu igin biiylik Slgekli saflagtirma iglemlerinde umut vericidir.
Gozenek yapisi, kalinbk, ligand yogunludu ve gbzenek boyutu, membran

kromatografisinin verimliligini etkileyen faktorlerdir®".

1.4.3. Boyanin Membrana Tutuklanmas:

Boya ligandlarin matrikse baglanmasi igin pek ¢ok yontem vardir. Matriks,
ligandin baglanabilmesi i¢in gerekli olan reaktif gruplarla aktive edilir. Bu aktif

noktalardan bir uzatici kolun tutuklanmas: gergeklestirilir.

En yaygin olarak kullanilan aktivasyon ySntemlerinden olan siyanojen bromiir
(CNBr) aktivasyonu, Axen ve arkadaglan tarafindan tantimstr®. CNBr
aktivasyonu, basit bir yontemdir ancak giiclii karsinojenik etkisi oldugu bildirilmistir.

Diger bir aktivasyon yOntemi epoksit aktivasyonudur. Bu y6ntemde,

epiklorhidrin ya da epoksibromopropan kullamlarak, OH gruplarinin reaksiyonu ile
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destek oksiran gruplaryla aktive edilir®. Epoksit ajam, CNBr'e gore daha az
toksiktir ve kolay elde edilebilir. Basit bir ydntemdir ve ayrim teknolojilerinde gok

Onemli bir yer tutmaktadir.

Periyodat oksidasyonu ise, polisakkarit destek malzemelerinin oksidasyonuna
dayanan bir aktivasyon yontemidir®®. Matriks sodyum periyodat ile muamele
edilerek modifiye edilir. Triazin aktivasyonu, destek malzemelerinin, 2-amino-4,6-
trikloro-s-triazin ile aktivasyonuna dayamr®. Bu reaksiyon oda sicakhigmnda
gergeklestirilebilir.

Karbodiimid baglanmasi, ligand tizerindeki serbest karboksi grubuyla, destek
yiizeyindeki serbest amino gruplar: arasinda bir peptit bagimin olugmasma dayanmr®® 6,
Diger Onemli aktivasyon yOntemleri olarak, karbonilasyon(s"’, 2,2,2-
trifluoroethanesulfonil klorid, diglikolik anhidrat y6ntemi, glutarik dialdehit yontemi,

stilfonik asit klorid yontemi ve Woodward K yontemi sayilabilir®®.

Cizelge 1.2’de cesitli aktivasyon ajanlari gosterilmistit™. Matriksin aktive

edilmesini takiben, bir uzatica kolun matrikse tutuklanmas: yapilabilir®.

Boya ligandlarin matrikse baglanmasi Sekil 1.5’de gorildigt tizere, bir
aktivasyon ajami kullanarak matriksin aktive edilmesi, bir uzatici kolun matrikse ve
daha sonra ligandin, uzatici kola baglanmasi veya difer yolda ise matriksin
aktivasyonu sonucunda ligandin ve uzatic1 kolun beraber olarak aktive olmus bdlgeye

baglanmasiyla olmaktadir. Sekil 1.6°da uzatici kol olarak kullanilan bazi molekiiller

gosterilmigtir.
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Cizelge 1.2. Afinite desteklerine ligand baglanmasi i¢in kullanilan ajanlar

Aktivasyon ajam1 | Kimyasal Yapisi Substratin | Reaktif Grup
fonksiyonel
gruplari
2,2, 2-trifluoroetan | C1ISO,CH>CF; -SH, -NH,,| -CF;
stilfonil klorid -OH
Glutarik dialdehit | HOC(CH;);COH -SH,-NH,, | -COH
-OH
Siilfinil klorid SOCL -SH, -NH, | -SOCl
Bioksiran CEZ\ O/CH-—R Q{?z -NH,, -OH _C\H\;,(}HZ
1,6-dimetoksi H;N.q‘\ /ﬁHz -NH; /;,ﬁ'Hz
hekzandiamin | 7 o TR )rc\omas ~oCE,
2,4-distilfonik asit OH -NH,, -OH | -SO,Cl
klorid QW"
sq,C1
Woodward K s0 01 -NH, ./
coon | TN
o
l
N'-CH, CH,
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Ligand-Uzatica kol
Lignd () Birlegimi
+

Tzain Kol — )
2 2 } —

Sekil 1.5. Boya ligandin destek materyali {izerine baglanmasi
A) Matrikse uzatici kol baglandiktan sonra ligand baglanmas:

B) Matrikse uzatici kol ve ligandin birlikte baglanmas:
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NH—(CH,), —NH

—(CH,)y — COOH

NH~CH;-

5 (lc.’}—NfE[—' C— ﬁ —NH-CH5—COOH

O

Sekil 1.6. Afinite kromatografisinde kullanilan bazi uzatic1 molekiilerin yapilar
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Reaktif triazin boyalar, genel olarak destek malzemelerine alkali ortamlarda
dogrudan baglanmaktadir. Reaksiyon, boya-ligand molekiillerinin reaktif klor veya
flor gruplar1 ile matriksin hidroksil veya amin gruplarinin, niikleofilik katiima
reaksiyonu ile bazik ortamda gergeklesmektedir. Sekil 1.7°de reaktif gruplarm, destek

yiizeyine tutuklanmalar1 gosterilmigtir.

(Keomefor ) & (Reomefor ) 4
pH~12
Yj R

N

x e
] b

Sekil 1.7. Triazin boyalarin matrikse baglanmasi

1.4.4. Boyanin Proteine Baglanmasi

Boya-ligandlar, substrat veya kofaktor yiizeylerini taklit ederler. Bu gekilde bir
¢ok proteinin aktif yerlerine uyum gosterirler. Tekstil boyalari, proteinlere baglanma
Ozelligine sahiptir. Boya-ligandlarin baglanmalari, geri doniigiimlii ve segici
oldugundan; proteinlerin adsorpsiyon ve desorpsiyonlarinda kullanilirlar. Boya-

ligandlarin yapisinda bulunan siilfonik asit gruplari, sulu ortamda, boya-ligand

25



molekiillerinin ¢éziinmesini saglar. Bu gruplar pH 4,0 degerinin {izerinde negatif yiik
tagrlar . Reaktif boyalar, heterosiklik triazin halkasi tizerindeki reaktif klor ile gesitli
substratlara kolayca tutuklanir. Boya-ligand ve protein arasinda polar, iyonik ve

hidrofobik etkilesimler gerceklesir®®.

Boya-ligandlar, ucuz ve ticari olarak kolayca elde edilebilir. Kolayca
tutuklanabilirler. Boya ligandlarin, ¢ok sayida protein ile dikkate deger bir segicilikte
etkilestigi gosterilmigtir. Boya-ligandlar tagiyici matrikslere ¢ok kolaylikla tutuklanir
ve biyolojik ligandlara gére daha ucuz ve kararhdirlar. Bu boyalarin diisik maliyetli
olmasi, kolay tutuklanabilmesi, biyolojik ve kimyasal degredasyona dayanikli olmasi

ve yitksek protein baglama kapasitesi, verimli bir afinite kromatografisi saglar®".

Reaktif boyalarin pek ¢ok tstiinliigii vardir. Reaktif boyalar pahali degildir,
birlesme iglemi hzhdir, basittir ve toksik kimyasallar icermezler. Ayrica, biyolojik
bozulmaya kars1 direngli olup, proteinlere yliksek baglanma kapasitesine sahiptirler.
Reaktif boyalar, tekstil boyalarin kararsizhigindan kaynaklanan yikama ile akip gitme
egilimi probleminin bertaraf edilmesi i¢in geligtirilmigtir. Cogu boyalar, bizim
anlayigimiza gore, afinite adsorbenti oldugunu belirler nitelikte davranir. Bu durum,
yiiksek dzgiinliikk anlamina gelmez. Pek ¢ok protein i¢in 6zgiin olmayan baglanma ve
bazi sartlar altinda, pratikte, tiim proteinlerin adsorblanmasi ger¢eklesebilir. Béylece
boya molekiillerinin yapilari, sadece dogal ligandlara benzemez, proteinlerin
yiizeyindeki diger kisimlarla bagka etkilesimler i¢in sayisiz firsatlar da saglar. Bir
protein i¢in, bir boya ligand adsorbentine, tek bir biyospesifik etkilesim yolu ile

baglanmis olmak nadirdir*?.

Her ne kadar tekstil boyalari, bazi durumlarda, proteinlerle dikkate deger

ozgiinlik derecesinde etkilesebiliyorsa da®®¥, bu etkilesimler, goriiniise gore pek
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¢ok ilgisiz proteinlerle kagmilmaz olarak ta baglamr. Tutuklanan boyalarin
Ozglinliigiiniin olmayisiyla baga ¢ikmak icin tek yol, hedef proteini en az safsizlikla
eliie eden 6zel eliientleri kullanmaktir. Bu yaklagim “afinite ellisyonu” olarak bilinir

ve tutuklanan boya ligandlariyla sayisiz afinite saflagtirmalarinda kullaniimistir.

Boya, hedef enzimin aktif yeri ile etkilesime giriyorsa, enzimin &6zel bir eliienti
olarak uygun yarigmali bir madde (ligand) kullanilmalidir. Bununla birlikte, boya ve
enzim arasmndaki etkilesimin modunda belirsizlik varsa, pek ¢cok madde, segici bir
rakip olarak hareket etmesi ve enzimin 6zgiin eliisyonunu saglamasi umuduyla
eliisyon ajani olarak denenebilir. Tekstil boyalarinin sorunlariyla bag edebilmek igin
diger bir strateji, hedef protein i¢in gelismis afinite ve 6zgiinliige sahip yeni boyé

ligandlar tasarlamaktir.

Prensipte, hedeflenen proteinin dogal biyolojik ligandlarmm baglamgm ve
yapisimi taklit eden sentetik boyalarin tasarlanmasi bagariimaktadir. Bu yeni tip

ligandlar, biyomimetik boya ligand olarak adlandirilir®",

Cogu proteinler elektrostatik, hidrofobik, hidrojen bag:, yik degisim
etkilegsimleri, boya yapilarmin miimkiin kildig:1 tiim etkilesimlerin karmagik bir
kombinasyonu olarak sadece biyospesifik olmayarak baglanmigtir. Bazi proteinler
bununla birlikte, dogal ligand baglanma yerleri yoluyla spesifik olarak etkilesime
girerler ve baz1 spesifik olmayan etkilesimlerle birlikte, toplam baglanma enerjisi,

kolonda proteini geciktirmek i¢in etkili olur.

Bu sinifta en yaygm olarak kullanilan boya, Cibacron Blue F3G-A’drr. Adenil
tasiyan kofaktorlerin bir analogu olarak, bagarili bir sekilde kinazlarin, fosfatazlarin

ve dehidrojenazlarin saflastirilmasinda kullamlmaktadir®®.
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Cibacron Blue F3G-A, ¢ok cesitli proteinlerin saflagtirilmasinda afinite ligand:
olarak kullanilmigtir. Boya ligand afinite kromatografisi, niikleotit baglanma bolgeleri
tastyan, kinazlar, dehidrojenazlar, serum albumin, lipoproteinler ve kan koagiilasyon
proteinleri gibi proteinler i¢in kullanilir®™, Boyanin kompleks aromatik halka
yapisi, hidrofobik etkilegimlerini, yiik degisim etkilesimlerini ve katyon degisim

mekanizmasimi miimkiin kilar.

Kinazlara ve dehidrojenazlara (bu smif proteinler, niikleotit kofaktorler, NAD+,
NADP+ ve ATP’yi kullanmir) boyanin baglanmasi, kofaktér baglanma yerlerinde
spesifik baglanma olanagin1 sunan bu kofaktSrlerin, diisiik konsantrasyonda
eklenmesi ile geri doniigebilir. Diger proteinlerin, boyadan salinabilmeleri i¢in yiiksek
derisimde i(ofaktﬁr ya da tuz gereklidir. Bu aym1 zamanda, tutuklanan boyamn katyon
degistiricisi olarak da islev gordiigiinii gosterir. Sekil 1.9°da bu ¢aligmada kullamilan
Reactive Brown 10 ve Sekil 1.10°da da Reactive Green 5 boyalarimn yapilar

gOsterilmistir.

1.4.5. pHEMA Membrann Ozellikleri

pHEMA, 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) monomerinin, polimerlestirilmesi
ile hazirlanan ve membran formunda kullanilabilen bir polimerdir. pHEMA hidrofilik
bir polimerdir, ¢cok fazla miktarda su igerme kapasitesine ve aym zamanda yiiksek bir
mekanik giice sahiptir. G6zenekliliginin yiiksek olmasi, yiizey alanim arttrmig ve bu
sayede ¢ok fazla miktarda boya ligand molekiiliini yiizeyine tutuklamak miimkiin

olmustur. Ayrica matriksin gozenekliligi diisiik diftizyon direnci saglamgtir™.
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Reactive Brown 10

Sekil 1.8. Reactive Brown 10 boyasinn yapist
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Ptcy = Phthalocyanine moiety HOzS—Aryl

Reactive Green 5

Sekil 1.9. Reactive Green 5 boyasinin yapisi
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1.5. Lizozim

Lizozim, ilk olarak Londra’da Bakteriyolog Alexander Fleming tarafindan
1922°de kesfedilen bir hidroliz enzimidir. Fleming soguk aldiginda, mukus
salgisindan birkag damlay: bakteriyel kiiltiire yerlestirmis ve bakterilerin bir siire
sonunda parcalandifim1 kegfetmigtir. Bakterileri pargalayan, mukustaki bu
antibakteriyel madde lizozimdi"®. Daha sonraki ¢aligmalarda, lizozimin viicut
salgilarinda, gbzyasinda, tiikriikte, rahim boynunda, bitkilerde ve yumurta beyazinda
bulundugu tespit edilmistir. Gozyagindaki lizozim, g&zdeki enfeksiyonlara kars:
savunma gorevi yapar. Mide salgilarindaki lizozim, eritme yetenedi sayesinde
koruma gorevi yapar. Yumurta beyazindaki lizozim ise, embriyoyu ve besin
maddelerini, bakteriyel etkilere kargi korur. Tavuk ile hindi, ve orangutan ile keseli

siganlarda var olan lizozim, amino asit dizisinde benzerlikler gésterir””.

Enzimin yapisi, 1965 yilinda David Phillips tarafindan, X iginlar1 kullanilarak
aciklanmistr. Tavuk yumurtas: lizozimi, elipsoidal sekildedir. Boyutlari yaklagik
olarak 45x30x30 Angstrom olan, 129 amino asit kalintisindan olugmus kiigiik bir
proteindir. Sekil 1.10°da lizozimin X-iginlar1 kullamlarak elde edilmis yapisi
goriilmektedir. Lizozimin bir birim agirhg yaklasik 14600 daltondur. Ug kisa zinciri
mevcuttur ve 4 distilfit bag1 icermektedir”®. Proteinin haritasmdaki, alfa heliks yapis
129 amino asit kalintisindan 52’si tarafindan (%42) olusturulmustur. 41 ve 45 ile 50
ve 54 amino asitleri, p tabakasini olugturur ve 46 ile 49 amino asitleri sag tokasi

meydana getirirler™,
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Sekil 1.10. Lizozimin {i¢ boyutlu yapisi

1.5.1. Lizozimin Fonksiyonu

Lizozimin &nemli bir 6zelligi, protein analizinde goriilebilen, hidrofobik
kisimlarmm hidrofilik kisimlardan ¢ok daha baskin olmasidir. Lizozim prostetik grup
icermez. Lizozim aym zamanda asidik virlislerle ¢Sziinmeyen bir kompleks
olugturarak cesitli virtisleri inaktive edebilme yetenegindedir. Lizozimin bakteri hiicre
duvarmin polisakkarit kismini pargalayarak bakterileri dldiiriir. Lizozimin aktif yeri,
peptidoglikanin  N-asetil muramik asit (NAM) ve N-asetilglukozamin (NAG)
arasmndaki bag1 ayirir. Goreceli olarak lizozimin hidrolitik aktivitesi yavagstir, fakat
yiiksek osmotik basing altinda hiicre duvarindaki sadece birka¢ ¢entik, ymﬂn;gya

neden olur®. Lizozimin aktif yeri alt1 seker kalintisma (ABCDEF) yer saglar ve D
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ve E sekerleri arasindaki bagi kirar. Bu bag Glu-35 ve Asp-52’nin yakininda bulunur.
Glu-35, D sekerinin birinci karbonuna bir proton verir ve pozitif bir yiik meydana
getirir. Bu pozitif ylik, Asp-52 tarafindan stabilize edilir. Bunun sonucunda C—O
bag1 ayrilr®’, E-F artiklarini igeren NAG dimeri enzimden uzaklagir. Karbonyum
iyonu, ¢oziiciideki ~-OH ile reaksiyona girer ve Glu-35 tekrar protone hale gelir ve
dort NAG (ABCD) enzimden uzaklagir. Sekil 1.11°de lizozimin hidrolitik aktivitesi

gOsterilmistir.

Sekil 1.11. Lizozimin hidroliz aktivitesi
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1.5.2. Lizozimin Kullanim Alanlan

Lizozimin kullanim alanlari, gida pazarmda oldugu kadar, eczacihikta da
fazladir. Lizozimin gii¢lii bir antibakteriyel aktiviteye sahip olmasi eczaciliktaki
ticari degerini arttiran Gnemli bir 6zelligidir. Bu enzim, klinik uygulamalarda
tilserlerin, enfeksiyonlarin, yaniklarin tedavisinde ve bazi antibiyotiklerin bir

destekleyicisi olarak muazzam bir potansiyele sahiptir®?.

Gida endiistrisinde ise, paketleme filmlerinin antiseptik duruma getirilmesi
i¢in kullamlir. Sosis, sucuk, diger etler ve siit tozu gibi yiyeceklere, koruyucu olarak
eklenebilir®. Lizozim, gidalarin konserve yapilmas: sirasindaki sterilizasyon igin
gerekli olan sicakligi diiglirmekte ve immobilize enzim kolonlarmin lizozim ile
birlikte immobilize edilerek otosterilizasyonunda da kullanilmaktadir®®). Lizozim
hilihazirda, peynir olgunlastirilmasi, mayalanmasi swrasmda biitirik  asit
fermantasyonuna sebep olan bakteriyel tiirlerin, bir inhibitdrii olarak mandira
teknolojisinde kullamiimaktadir. Lizozimin pihtilasma zamanim Kisaltmak ve {irtinii

arttirmak icin kullanilmas: da miimkiindiir®.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyaller
2.1.1. Kimyasal Malzemeler

Lizozim (tavuk yumurtasi beyazindan EC 3.2.1.7), Sigma Chem. Co. (St.
Louis.MO, ABD) firmasindan alindi 2- hidroksietil metakrilat (HEMA), Fluka
AG’den (Isvigre) temin edildi, kullamimadan once indirgenmis basing altinda
damitild: ve kullamlincaya kadar 4°C’de saklandi. o & Azoisobutironitril (AIBN) ve
Reactive Brown 10 (Procion Brown MX 5BR) ve Reactive Green 5 (Procion Green
H-4G) Sigma Chem Co.’dan satin alindi. Diger tiim analitik derecede safliktaki

kimyasallar, Merck AG (Darmstadt,Almanya) firmasindan alindi.

2.1.2. Cihazlar
2.1.2.1. UV-VIS Spektrofotometre

Sulu ¢dzeltiden lizozim adsorpsiyonu ¢aligmalarinda, lizozim miktarlars,
Shimadzu, Tokyo, Japonya, Model 1601, UV-VIS spektrofotometre ile 280 nm

dalga boyunda belirlenmistir.

2.1.2.2. FTIR Spektrofotometre

PHEMA membranlary, triazin boya bagli membranlar ve boya ligandlarm FTIR

spektrumlari, FTIR spektrofotometre (Mattson 1000 FTIR, Ingiltere) kullanilarak elde
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edildi. Burada kullanilacak tabletler, 0,1gram kuru membran pargasi ile 0,1 gram KBr

karistirilarak elde edildikten sonra spektrumlari alind1.

2.1.2.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Kurutulmus pHEMA membranlari, azaltilmig basing altinda altin ile kaplandi ve
membranlarin  elektron mikrograflar, JEOL (JSM 5600) taramali elektron

mikroskobu kullanilarak elde edildi.

2.1.2.4. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (YBSK)

YBSK ’ni olusturan finiteler:

a) Dionex Pompa serisi PS80A LPG (diisiik basing gradient pompasi),
b) Dionex UV-VIS diyot dizi dedektorii 3408,

¢) Dionex otomatik 6rnek enjeksiyon tinitesi ASI-100,

d) Dionex kolon firmi1 STH 585

Biitiin sistem, CHROMELLEON veri programi ile Windows isletim sistemi
altinda, otomatik olarak kontrol edildi. Protein karigimimin ayristirilmasinda
kullanilan kolon, VYDAC 259 VHP 5415 (i¢ ¢ap1 0,46 cm, uzunlugu 15 cm olan)

polimer polipeptit kolonudur.

2.1.2.5. Kullanilan Diger Cihazlar

Manyetik karistiric: (Velp Scientifica, Italya), vakum etiivii (Niive EV018,

Tiirkiye), ultrasantrifiij (SIGMA, 3K30, Almanya)
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2.2. Yontem
2.2.1. pHEMA Membranin Sentezi

pHEMA membranlarinin sentezi igin, UV fotopolimerizasyon yontemi
kullanildi. Baglatict olarak 20 mg AIBN igeren, 2-hidroksietil metakrilat (HEMA)
monomeri (2,0 ml) ile 3,0 ml fosfat tamponu (S0mM pH 7,0) karistirildi. Monomer
karisimi, 9 cm ¢apli daire seklindeki cam kap igine konuldu. Azot atmosferinde, UV
15181 altinda, 1 saat siireyle, oda sicakhginda fotopolimerizasyon yontemi ile
membranlar sentezlendi. Polimerizasyon sonucunda olugan iiriin damitik su ile
yikandi. Bu yolla hazirlanan membranlar 1 cm ¢aph perfarator ile disk halinde
kesilerek, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda + 4°C ‘da bekletildi. Mikrobiyal

bozunmaya karg1, saklama tamponuna %0,02 oraninda sodyum azid eklendi.

2.2.2. pHEMA Membranlarina Boya Ligandin Tutuklanmasi

HEMA’nin yapisinda bulunan hidroksil gruplan ile reaktif boyalarin triazin
halkasindaki klor arasinda, alkali ortamda, niikleofilik yer degistirme reaksiyonu ile

boyalar, kovalent olarak membran {izerine baglandi.

10 ml suda ¢dzillen 300 mg triazin boya, i¢erisinde membran diskler (6,0 g)
bulunan ortama aktarildi (60 ml, 1,0 M NaCl). Calkalamal1 su banyosunda 80 °C’de
1 saat siire ile inkiibe edildi. Bu siire sonunda, ortama, sodyum karbonat ¢6zeltisi (30
ml, 3,2 M Na,CQ;) ilave edilerek ayni sartlarda, boyama islemine 4 saat siire ile

devam edildi.

Boyama igleminden sonra, membranlar damitik su ile yikand: ve kullanilana

kadar fosfat tamponu (50 mM, pH 7,0) icerisinde +4°C ‘de saklandi. Membranlardan
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kullanilan adsorpsiyon ortamina, boya saliniminin, spektrofotometrik olarak kontrolii

yapildi

2.2.3. Membraniarim Karakterizasyonu
2.2.3.1. Membranlarm Su Igerigi

pHEMA membranlarm su igerigi, oda sicakliginda gravimetrik yntemle, fosfat
tamponu (50mM, pH 7,0) kullanilarak tayin edildi. pHEMA membranlarin denge su

igerikleri asagidaki formiile gére hesaplandi.
% Denge Su Igerigi (w/w) = [ (Wy— Wi) / Wy ] x 100 4)

Burada, Wy kuru membranin agirhgi, W ise denge su igerigine ulagmig

membranlarin agirhigidir.

2.2.3.2. Membranlarin Kalinhg:

pHEMA membranlarmm kahnligi, dijital kumpas yardimu ile belirlendi.

2.2.3.3. Membranlarin SEM Yiizey Analizleri

Vakum etiiviinde kurutulmus pHEMA membranlari, azaltilmig basing altinda
altin ile kapland1 ve membranlarin elektron mikrograflari, JEOL (JSM 5600) taramali

elektron mikroskobu kullanilarak elde edildi.

37



2.2.3.4. Membranlarin Elemental Analizi

pHEMA membranlarinin {izerine, kovalent olarak baglanmig triazin
boyalarin miktarlari, azot ve kikiirt sitokiyometrisi ile bir elemental analiz

cihaziyla (Leco, CHNS-932, ABD) tayin edildi.

2.2.3.5. Membranlarin FTIR Spektrasi

pHEMA membranlar1 {izerine, boyalarin tutuklandigmin goriilmesi igin,
FTIR spektrumlar: alindi. pHEMA membranlary, triazin boya bagli membranlar ve
boya ligandlarin FTIR spektrumlari, FTIR spektrofotometre (Mattson 1000 FTIR,
Ingiltere) kullamilarak elde edildi. Burada kullamlacak tabletler, 0,1 gram kuru
membran pargasi ve 0,1 gram KBr karistirilarak elde edildikten sonra spektrumlar
alindw

2.2.4. Lizozim Adsorpsiyon Cahsmalar:
2.2.4.1. Sulu Cézeltiden Adsorpsiyon Davramsinin Incelenmesi

Reactive Brown 10 ve Reactive Green S triazin boyalar1 tutuklanmig pHEMA
membranlarina, sulu ortamdan lizozimin adsorpsiyon davranis: incelendi. Lizozimin
adsorpsiyonuna; pH’mn, sicakligin, baslangi¢ lizozim konsantrasyonunun ve iyonik
siddetin etkisi aragtirnlldi. Adsorpsiyon deneyleri 280 nm’de UV-VIS
spektrofotometre kullanilarak gergeklestirildi. Toplam hacim 7,5 ml ve karigtirma

hiz1 100 rpm’dir.
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2.2.4.1.1. pH Etkisi

Adsorpsiyon ortamumin pH’sinin, lizozim adsorpsiyon kapasitesine etkisi, pH
4,0 ile 8,5 arasinda, farklhh tampon sistemleri kullanilarak ¢aligilmistir. pH 4,0-5,0
araliinda asetat tamponu (50 mM CH3;COONa / CH3COOH, 1 mg lizozim/ml, 7,5
ml) ve pH 6,0-8,5 araliginda fosfat tamponu (50 mM K,HPO, / KH,PO4, 1 mg
lizozim/ml, 7,5 ml) kullamlmugtir. Her deneyde, baslangic derigimi 1,0 mg/ml
olacak gekilde lizozim tartilarak, tampon i¢inde ¢6ziildii. Adsorpsiyon deneyleri
25°C’da gergeklestirildi ve 2 saat stireyle 100 rpm hizda, manyetik karistiric: ile
devamli karigtirilarak yapildi. pHEMA membranlar: {izerine adsorplanan lizozim
miktary; baglangic derisiminden, 2 saat sonunda adsorpsiyon ortaminda kalan
lizozimin farki almarak belirlendi. Kalibrasyon egrisi igin dort farkli derigimde
standart lizozim ¢ozeltileri (0,05-2,0 mg ml™) hazirlandi. Baslangigtaki ve deney
sonrasindaki  lizozim ¢Ozeltisinin  derigimi, ¢ift 151k demetli UV-VIS

spektrofotometresi kullanilarak 280 nm dalga boyunda Sl¢iildii.

2.2.4.1.2. Sicakhk Etkisi

Lizozim adsorpsiyonu davramgmin sicaklikla degisimi incelendi. Sicakhigin
lizozim adsorpsiyonuna etkisi, fosfat tamponunda (7,5 ml, 1 mg lizozim/ml, 50 mM,

pH 7,0) 5°C, 15°C, 25°C ve 35°C sicakliklarda gahgilmgtir.

2.2.4.1.3. lyonik Siddet Etkisi

Lizozim adsorpsiyonu {izerine iyonik siddetin etkisinin incelenmesi igin

adsorpsiyon sartlar1 7,5 ml, 1 mg lizozim/ml olan fosfat tamponunun, NaCl igerigi
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0,0 M, 0,1 M, 0,5M ve 1,0 M olacak sekilde degistirildi. Adsorpsiyon deneyleri

25°C’de gergeklestirildi.

2.2.4.1.4. Adsorpsiyon Izotermleri

Reactive Brown 10 ve Reactive Green 5 triazin boya ligandlar1 baglanmis
pHEMA membranlarnin adsorpsiyon Kkapasiteleri, 0,05-2,0 mg ml' lizozim
derisimlerinde arastirildi. Adsorpsiyon deneyleri 7,5 ml, 50 mM, pH 7,0 fosfat
tamponunda, 25°C’de, 2 saat siireyle, 100 rpm hizla devamli karigtirilarak yapildi.
Lizozimin baglangi¢ derigiminin artmas: ile adsorpsiyon miktarinda artig gézlendi.
Denge adsorpsiyonuna 90 dakikada ulagildi ve 120 dakikalik adsorpsiyon deneyi
boyunca sabit kaldigi gozlendi. Deney sonunda membran diskleri, lizozim
¢ozeltisinden uzaklastirildi ve adsorplanan lizozim miktari, asafidaki esitlikten

hesaplandi.
q =[(Co-C) Vi]/ Vi (5)

Bu esitlikte, g pHEMA membranlar1 {izerinde adsorblanan lizozim miktari
(mg/cm®), C,, lizozimin ¢bzeltideki baslangig derigimi (mg/ml), C, adsorpsiyon
sonrasy, sulu fazm lizozim derisimi (mg/ml), V,, ¢6zeltinin hacmi (ml) ve Vp

adsorpsiyon ortamindaki membranlarin hacmidir (ml).

Adsorbentler i¢in sulu ortamdan lizozim adsorpsiyon davramgnin, deneysel
olarak elde edilen adsorpsiyon izoterminin, teorik olarak tiiretilen Langmuir,

Freundlich ve Temkin adsorpsiyon izoterm modellerine uygunlugu aragtirildi.
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2.2.4.1.5. Adsorpsiyon Kinetikleri

Adsorbent ylizeyinde, boya tutuklanmasindan sonra gesitli fonksiyonel gruplar
olusgturulmugtur. Fonksiyonel gruplarla, lizozimin ¢ok sayida farkli etkilegimi
gergeklesebilir. Birinci derece hiz denklemi, sivi bir ¢dzeltiden, solutun adsorpsiyonu
icin en yaygin kullanilan esitliktir.

pHEMA membranlarimn lizozim adsorpsiyonunda elde edilen deney sonuglari,
birinci ve ikinci dereceden kinetik modellere uygulanarak, adsorpsiyon sisteminin
kinetigi aragtiritmagtir.

Sulu ortamlardan adsorpsiyon i¢in kullamilan birinci dereceden kinetik esitlik
agagidaki esitlik ile verilir.

dqvdt =ki(qeq — q) (6

Bu esitlikte k;, birinci dereceden biyoadsorpsiyon hiz sabitesi (dak™), Qeq VE G
sirasi ile denge ve t aninda adsorplanan lizozim miktaridir (mg mlI™). Esitligin integre
edilmesi ile (t = 0 aminda q; = 0 ve t = t oldugunda ise q; = q,) agagidaki esitlik elde
edilir.

log (Qeq — Gt ) = 10g Geq — (ki - 1) / 2,303 7

Bu esitlik deneysel veriler kullamilarak t’ye kars1 log (qeq — q¢) grafige gegirilir.
Bu grafigin diiz bir dogru vermesi gerekmektedir. Elde edilen dogrunun egiminden k;

ve kaymadan da gq degerleri belirlenir.

Ikinci derece kinetik model ile elde edilen adsorpsiyon denge kapasitesi asagida

verilen egitlikten elde edilir.

dq/dt = ka(qeq — o)’ 8
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Burada k, (mlI' mg? dak) ikinci dereceden adsorpsiyon hiz sabitesidir.
Yukaridaki esitlik, smur kosullarda integre edilerek, ikinci dereceden dogru denklemi

elde edilir.

(t/@)=(1/kaq'eq) +(1/qeg)t ©)
Membranlarla elde deneysel veriler, ikinci dereceden kinetik denklemine
uygulanarak, hiz kinetigi belirlendi. Bu kinetik modelin uygulanmas: ile ¢izilen

grafigin (t-t/q, grafigi) egiminden qe, ve kaymasmdan da k; belirlenir®¢*7),

2.2.4.1.6. Lizozimin Desorpsiyonu

Adsorbentlere tutuklanan lizozimin, desorpsiyonu ¢ahlsildi. Desorpsiyon
deneyleri 1,0 M KSCN igeren ve pH 8,0 olan tampon ¢ozeltilerinde yapildi. Lizozim
adsorplamis olan adsorbentler, desorpsiyon ortamma yerlestirilerek 100 rpm’de
25°C’de, 2 saat siireyle devamli karigtirilarak desorpsiyon gergeklestirildi ve UV-VIS

spektrofotometre ile 280 nm’de Sl¢iim yapildi

Desorpsiyon ortamindaki lizozim miktari, spektrofotometre ile 280 nm’de tayin
edildi. Desorpsiyon oram, pHEMA membranlarinda adsorbe edilen lizozim
miktarindan, desorpsiyon sonucunda ortama gegen lizozimin ¢ikarilmas: ile

hesapland:.
Lizozimin desorpsiyon orani, agagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

Desorpsiyon oram1 = [Desorbe olan lizozim miktar1 x 100] / [Membranlar

lizerine adsorbe olan lizozim miktari]
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2.2.4.1.7. Tekrar Kullanilabilirlik Deneyleri

Boya-ligand tutuklanmiy pHEMA membranlarinin, tekrar kullanilabilirligine
karar vermek i¢in, adsorpsiyon ve desorpsiyon asamalari, ayn1 membranlarla sekiz

defa tekrarland1.

2.2.4.2. Yumurta Beyazindan Adsorpsiyon Davramisinin incelenmesi

" Yumurta beyazindan lizozimin adsorpsiyonu igin; kabu§u alkolle silinen
giinlik yumurtalardan, 100 ml yumurta beyaz:1 ayrilarak, 50 mM, pH 7,0 fosfat
tamponu ile 1:1 oraminda seyreltildi. Yumurta beyazi, buz banyosunda, mikserle
karigtirilarak homojenize edildi. Daha sonra ultrasantrifiij ile 4 °C’de, 12000 rpm’de,

10 dakika siireyle santrifiijlendi ve stipernatant alind1.

Yumurta beyazinin baglangigta igerdigi lizozimin miktari, yiiksek basmgli sivi

kromatografisi (YBSK) ile tayin edildi.

Adsorpsiyon deneyleri ise, yumurta beyazi i¢inde, pHEMA ve boya ligandi
bagli pHEMA membranlar: ile toplam 7,5 ml hacimde, 25°C’de, 5 saat siireyle 100
rpm hizda devaml kargtirilarak yapildi. Adsorpsiyondan sonra yumurta akinda
kalan lizozim miktarn yine YBSK ile belirlendi. pHEMA membranlan {izerinde
adsorbe edilen lizozimin eliisyonu pH 8,0, 1,0 M KSCN soliisyonu ve ayrica 0,5 M
NaCl ile yapildi. 2 saat siireyle, 100 rpm hizda devaml karistirilarak eliie edilen

lizozimin safligi, YBSK ile tespit edildi.
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2.2.4.3. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi Cahsmalan

Adsorpsiyon ¢6zeltilerinden, adsorpsiyon deneyi baglamadan 6nce ve deneyin
Sriekler, YBSK ile analiz edildi.

Cahsmada kullamilan YBSK’yi olugturan iiniteler:

a) Dionex Pompa serisi PS80A LPG (diisiik basing gradient pompasi),

b) Dionex UV-VIS diyot dizi dedektorii 3408,

c) Dionex otomatik 6rnek enjeksiyon iinitesi ASI-100,

d) Dionex kolon firin1 STH 585

Biitiin sistem CHROMELLEON veri programi ile Windows igletim sistemi
altinda otomatik olarak kontrol edildi. Protein karigimmin ayristirilmasinda
kullanilan kolon VYDAC 259 VHP 5415 (i¢ ¢ap1 0,46 cm, uzunlugu 15 cm) polimer

polipeptit kolonudur.

Proteinlerin ayristrilmasinda tasiyici faz olarak A hattinda; ultra saf su
icerisinde % 0,1 Trifluoroasetik asit (TFA) ve B hattinda ise % 95 asetonitril (AcN)
ve % 5 ultra saf su igerisinde % 0,1 oraninda TFA kullamldi. B hatt1 tasiyici fazi, A
fazina oranla 20 dakika igerisinde % 25°ten % 60°a ¢ikarildi. 4,5 dakika sonunda ise
% 60°tan % 25°¢ indirildi. Hareketli fazin akis luzi 1 ml dakika™ olarak segildi.
Kolon firin sicaklifi 25 °C’ye ayarlandi. Her bir rnekten 20 pl enjekte edildi.
Kolondan ayrilan proteinlerin derigimi, UV-VIS Diyot-dizi dedektérii ile 220 nm’de
tayin edildi. Her bir proteinin miktari, kalibrasyon egrilerinden CHROMELLEON

veri programu kullanilarak hesaplandi.



3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Boya Ligand Bagh Membranlarm Ozellikleri

3.1.1. pHEMA Membranlarinin Denge Su icerigi

pHEMA membranlarinin denge su igerigi % 58°dir. Sekil 3.1.°de goriildigii gibi
membranlar, denge su igerigine 60 dakikada ulagsmaktadir. pHEMA membranlari,
hidrofilik 6zellige sahiptirr HEMA’min yapisinda bulunan hidrofilik —OH gruplari,
membranin su emme Ozelligini arttrmigtir. Ayni zamanda pHEMA mekanik olarak
giicli bir polimerdir. Adsorpsiyon galigmalarinda destek malzemesinin hidrofilik

olmas1 6nemli bir avantajdir.

Sekil 3.1. pHEMA membranlarinin su igerigi

45



3.1.2. Taramah Elektron Mikroskobu ile Yiizey Analizleri

pHEMA membranlarimin yiizey morfolojisinin incelenmesi i¢in, membranlar
vakum etiiviinde kurutuldu. Membranlarin yiizey (Sekil 3.2) ve yan kesitinin (Sekil
3.3) SEM mikrograflar1 elde edildi. Membranlarin gézenekli bir yapiya sahip oldugu
gbzlendi. Membranlarin mikrogézenekli olmasi, adsorpsiyon alammi arttiran bir
6zelliktir. Genis ylizey alam sebebiyle, membranlara yliksek ligand tutuklanmasi ve
dolayistyla protein adsorpsiyon kapasitesinin artmasi miimkiin olmaktadir. Ayrica
matrikste, diisiik diftizyon direnci elde edilir. pHEMA membranlarinin kalinligi 600

um ve 1 ml islak pHEMA membraninin ylizey alan1 38,5 cmz olarak Ol¢iilmiigtiir.

3.1.3. Elemental Analiz

pHEMA ve triazin boya baglanmis mebranlarm, elemental analizleri yapildu
Reactive Brown 10 miktari, azot ve kiikiirt sitokiyometresinden, membran mililitresi
basgina 0,361 pumol olarak bulundu. Reactive Green 5 miktar1 ise 0,285 pumol olarak

bulundu.

3.14. FTIR Spektrasi

pHEMA’nin, triazin boyalarin ve boya-ligand1 bagh pHEMA FTIR spektrasi
elde edildi. Sekil 3.4. ve Sekil 3.5’te gosterildigi tizere, Reactive Brown 10 ve
Reaktive Green 5 boya ligandi bagli pHEMA membraninm FTIR spektrumu,

pHEMA’nin 1575 cm™ spektrumundan, degisik adsorpsiyon band1 gosterdi.



Buradaki titresim band1 membranin {izerindeki boya molekiiliiniin (C....C) aromatik

halkasindan kaynaklanmugtir.

Sekil 3.3. pHEMA membranlarinin yan ylizeyinin SEM fotografi
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Sekil 3.4. Reactive Brown 10 boyas: bagh sorbentler igin FTIR Spektrumu

A) Reactive Brown 10, B) pHEMA, C) Reactive Brown 10 bagh pHEMA
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Sekil 3.5. Reactive Green 5 boyasi bagh sorbentler igin FTIR Spektrumu

A) Reactive Green 5, B) pHEMA, C) Reactive Green 5 bagli pHEMA
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3.2, Sulu Cdzeltiden Lizozim Adsorpsiyonu
3.2.1. Lizozim Adsorpsiyonuna pH Etkisi

Boya ligandi baglanmis pHEMA membranlarinin lizozim adsorpsiyon
kapasitesine, pH’in etkisi, pH 4,0-8,5 aralifinda arastrildi. Sekil 3.6’da boya
tutuklanmis membranlarmn, farkh pH degerlerinde adsorpladigi, lizozim miktarlar:
gosterilmistir. Denenen tiim membranlar i¢in maksimum adsorpsiyon pH 7,0°de
elde edildi. Reactive Brown 10 ve Reactive Green 5 boya ligand1 bagli membranlar
icin adsorpsiyon kapasitesi siras1 ile 32,64 ve 45,0 mg lizozim ml™ olarak bulundu.
Diger pH’larda diigiik lizozim adsorpsiyonu gozlendi. Lizozimin pI degeri 11,2°dir

ve bu degerin altindaki pH degerlerinde katyonik 6zelliktedir.

20 - —e— pHEMA
15 - —s— pHEMA-RBrown 10
10 - —a— pHEMA-RGreen 5

Adsorplanan lizozim mg/ml
N W
wh O

|

N
S
[=)}
o
=

Sekil 3.6. Reactive Brown 10 ve Reactive Green 5 boya-ligand bagli pHEMA

membranlarmin lizozim adsorpsiyonuna, pH’nin etkisi
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3.2.2 Lizozim Adsorpsiyonuna Sicakhk Etkisi

Boya ligand ve lizozim arasindaki etkilesim, 5°C-35°C sicaklik arahiginda
arastirildi. Sicakhigin artmasi ile protein ve ligandin fonksiyonel gruplar: arasindaki
etkilesim alam artacaktir. Boya tutuklanmig membranlarin adsorpsiyon kapasitesi,
sicaklikla beraber artmaktadir. Sicakhigm, adsorpsiyona etkisi Sekil 3.7°de ve Sekil
3.8°de gosterilmigtir. Boya tutuklanmigs membranlarin, lizozim igin adsorpsiyon
kapasitesinin sicaklikla artmasi, lizozim molekiiliiniin ti¢ boyutlu konformasyonu ile
ilgili oldugu distintilmektedir. Lizozim molekiilii, d6rt aspartik asit, iki glutamik asit
ve iki tirozin zincirine sahiptir. Sicaklifin artmasi ile, proteinin ige doniik hidrofobik
yan gruplari, yilizeye ¢ikmakta ve boyanmn yapisinda bulunan hidrofobik gruplarla
etkilesimi artmaktadir. Lizozimin sistein artiklar1 ile Reactive Green 5 boyasmin

Cu(Il) iyonu arasinda, etkilesim olugmaktadr.

3.2.3. Lizozim Adsorpsiyonuna iyonik Siddetin Etkisi

Iyonik siddetin, lizozim adsorpsiyonu tizerine etkisi Sekil 3.9°da ve Sekil
3.10’da gosterilmigtir. Iyonik siddet etkisi, tamponun NaCl igerigi 0,0-1,0 M
arasinda  degistirilerek incelendi. Iyonik siddetin artmasiyla adsorpsiyon
kapasitesinin azaldig1 gézlendi. Adsorpsiyon ortaminda tuz derigimi arttirildiginda,
kuvvetli elektrolit olan NaCl’lin, membranlarla iyonik etkilesime girerek,

adsorpsiyon kapasitesini azalttig1 diistinildii.
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Adsorplanan lizozim mg/ml

150

Zaman (dak)

Sekil 3.7. Reactive Brown 10 boya ligand: bagli pHEMA membranlarmim lizozim

adsorpsiyonunda sicaklifn etkisi

50 -
= 45 -
Eo 40 -
£ 35 4
N 30 -
= 25 —e—50C
g f(s) | —=—150C
g 10 —A—250C
< 5 —e—350C

0 1 ! 1
0 50 100 150
Zaman (dak)

Sekil 3.8. Reactive Green 5 boya ligand1 bagli pHEMA membranlarinin lizozim

adsorpsiyonunda sicakliin etkisi
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210 -
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0 25 50 75 100 125
Zaman (dak)

Sekil 3.9. Reactive Brown 10 boya ligand: baghi pHEMA membranlarinin lizozim

adsorpsiyonunda iyonik siddetin etkisi

;?0 40 T —o— 0OM NaCl
g 35 —=—0,1M NaCl
S 30 —a—0,5M NaCl
3 25 _‘ —e— 1M NaCl
g 20{ I S ——1
8 15-
& 10
2 s
0 , :
0 50 100 150
Zaman (dak)

Sekil 3.10. Reactive Green 5 boya ligandi bagli pHEMA membranlarinin lizozim

adsorpsiyonunda iyonik siddetin etkisi
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3.24. Adsorpsiyon Hizx

Reactive Brown 10 ve Reactive Green 5 boya-ligandlan1 baglanmig pHEMA
membranlarina, lizozimin adsorpsiyon hizi Sekil 3.11 ve Sekil 3.12°de gosterildi.
Sekillerden de goriildiigii gibi, her iki boya ligand bagli membran i¢in, adsorpsiyon
isleminin baglangicinda hizh bir adsorpsiyon gozlendi. Adsorpsiyon hizi, yaklagik 60
dakikada plato degere ulagsmustir. Diger taraftan, adsorpsiyon ortamindaki lizozim
derisimindeki artiy, adsorpsiyon hizinda da artiga neden olmustur. Proteinin
ylizeyinde sistein dizilerinin smirh sayida olmasina kargin, yiizey histidin dizileri,
afinite bdlgelerini olusturur. Lizozim yiizeyinde etkilesime girecek bir histidin yan
grubunun, imidazol halkasi bulunmaktadir. Lizozimin, boya-ligand baglanmig
membranlara baglanmasi, bir iyon degisim etkilesimi ile ger¢eklesmektedir. Ayrica,
boya-ligand bagh membran ve lizozim arasindaki etkilesim aromatik yapilar

tarafindan da olusturulan, hidrofobik etkilesimlerle de desteklenmektedir.

3.2.5. Adsorpsiyon izotermleri

Reactive Brown 10 ve Reactive Green 5 boya ligandlar1 tutuklanmus pHEMA
membranlarimn, lizozimin adsorpsiyon izotermleri Sekil 3.13’de gOsterilmigtir.
Adsorpsiyon ortamindaki lizozim derigsiminin artmasi ile boya ligand tutuklanmg
membranlar tarafindan adsorplanan lizozim miktarinda artig gozlendi. 2.0 mg ml™’lik

lizozim baglangi¢ derisiminde maksimum lizozim adsorpsiyon kapasitesine ulagildi.

54



pHEMA membranlar: {izerine lizozimin adsorpsiyon miktars, 1,87 mg ml’
olarak bulunmustur. Reactive Brown 10 ve Reactive Green 5 bagh pHEMA’mn
lizozim adsorpsiyonu ise sirasiyla 60,56 ve 80,21 mg ml’ olarak bulunmustur.
pHEMA membranimin {izerine Reactive Brown 10 boya-ligandin tutuklanmasi
lizozimin adsorpsiyonunda, yaklagik olarak 32,4 katlik bir artis saglamigtir. Reactive
Green 5’in baglanmasi ise yaklagik 42,9 kathk bir artig saglamistir. pHEMA
membranlari tarafindan nonspesifik olarak adsorplanan lizozim miktari, ihmal
edilebilir diizeyde bulundu. Lizozim, yiizeyinde bir histidin dizisine sahiptir, Bu
ylizeyde agiga vurulan histidin amino asidinin yan imidazol halkas), afinite
bélgelerini olusturur. Lizozimin ylizeyinde tirozin, glutamik asit ve aspartik asitin
varlig1 baskin bir afinite bdlgesi saglamaktadir. Bylece protein tizerindeki baglanma

bolgelerinin sayisi, ligand-polimer yapisinin etkilesimine baglidir.

—&— | mg ml-1
50 7 —a—0,5 mg mi-1
45 - —¢0,3 mg mi-1
40 - —%—0,2 mg ml-1
35 A —o—0,1 mg ml-1

Adsorplanan lizozim mg/ml

0 25 50 75 100
Zaman (dak)

Sekil 3.11. Reactive Brown 10 bagli pHEMA membranlarinin adsorpsiyon hiz
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—s— 1 mgmi-1

—a—0,5 mgml-1
~%—0,3 mg ml-1
—%— (0,2 mg mt-1
—o—0,1 mg ml-1

150

Sekil 3.12. Reactive Green S bagli pHEMA membranlarimin adsorpsiyon hizi

90_1
80
70 -

—e—pHEMA

—&—pHEMA-RBrown 10

Adsorplanan lizozim mg/ml

—&— pHEMA-RGreen 5
—p— . ]

[

1 2
Lizozim baglangi¢ konsantrasyonu mg/ml

Sekil 3.13. Boya ligand: bagli pHEMA membranlarinin lizozim adsorpsiyonuna

baslangig lizozim derigiminin etkisi
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Lizozimin, boya ligand baglhi pHEMA membranlarima adsorpsiyonunun,
Langmuir, Freundlich ve Temkin izoterm modellerine uygunlugu arastmidi.
Langmuir adsorpsiyon izoterm modeli, homojen adsorpsiyonlar i¢in kullamilir. Bu
model, adsorplanan tiirler arasmnda etkilesimin olmadid), yiizey kaplamanin tek
tabakali oldugu ve esit dagiimli adsorpsiyon bolgeleri i¢in gegerlidir. Deneylerle
elde edilen sonuglar, Langmuir adsorpsiyon izoterm modeline uygulanarak, C/q’ya
karsi C grafigi ve Scatchard (q-q/C) grafidi ¢izildi ancak bir dogru elde edilemedi.
Dogru elde edilememesi, pHEMA memranlarinin lizozim adsorpsiyonunun, homojen
olmadifini, heterojen oldufunu gostermektedir. Heterojen, ¢ok tabakah
adsorpsiyonlar i¢in Freundlich ve Temkin adsorpsiyon izoterm modelleri kullanilir.
Deneysel sonuglarin, Freundlich (log C-log q grafigi ¢izilerek) modeline uygunlugu

arastinidi.

Reactive Brown 10 baghi pHEMA membranlar i¢in, 1mg/ml baslangig lizozim
derisiminde q = 32,64 mg ml”’ ve elde edilen Freundlich parametreleri ise, n=1,3 ve
Kr = 34,12 mg ml' olarak bulunmugtur. Reactive Green 5 baghi pHEMA
membranlart igin ise q = 45 mg mI” ve n= 1,01 ve Kf = 47,23 mg ml" olarak

bulunmustur (Cizelge 3.1). Freundlich grafigi Sekil 3.14°te verilmistir.

Deney sonuglarmin Temkin modeline uygunlugu, q-In C grafigi ¢izilerek ve
Temkin adsorpsiyon sabiteleri bulunarak belirlendi (Sekil 3.15). Cizilen grafikten
belirlenen Kr kullanilarak, AGmax, maksimum baglanma enerjisi (Kt = eXp(-AGinax
/RT)) belirlendi. AS’nin hesaplanmas: i¢in, denklem slii ifadeden kurtarilir. In
Kr’ye karsilik 1/T grafigi cizilir (Sekil 3.16). Bu grafigin egimi —AH / R’ye esittir.

Buradan AH bulunur ve AG = AH — TAS’den, AS hesaplamr. Aragtirilan dort farkh
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sicaklik i¢in elde edilen adsorpsiyon kapasitelerinin logC’ye gére degisimleri Sekil

3.17°de verilmistir. Hesaplanan bu degerler Cizelge 3.2°de sunulmustur.

log q

—&— pHEMA-RBrown 10

—&—pHEMA-RGreen 5
-0,5 + ; T ,

-2 -1 0 1
log C

Sekil 3.14. Freundlich izoterm modelinin sorbentlerle elde edilen,

deney sonuglarina uygulanigi
80 -
60 -
40 -

=20 -

0 - —&—pHEMA-RGreen 5
-20 j’ ~m— pHEMA-RBrown 10
-40 - ; z : —

-4 -3 -2 -1 0 1 2
InC

Sekil 3.15. Temkin adsorpsiyon izoterm modelinin sorbentlerle elde edilen

deney sonuglarna uygulanigi
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11,84 -
11,82 9
11,8 -

N 11,78 -

£ 11,76 -
11,74 -
11,72 -
11,7 - ‘ : : |

0 1 2 3 4

Sekil 3.16. Reactive Brown 10 bagh pHEMA membranlari i¢in ¢izilen (InK- 1/T) grafigi

Cizelge 3.1. Freundlich adsorpsiyon izoterm modelinin sabiteleri

Freundlich Parametreleri
Sorbentler < o R
(mg/ml)
pHEMA-Reactive Brown 10 34,12 1,3 0,984
pHEMA- Reactive Green 5 47,23 1,01 0,989
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—2¢350C

Sekil 3.17. Farkh sicakliklarda elde edilen adsorpsiyon kapasitelerinin

logC’ye gore degisimleri
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3.2.6. Adsorpsiyon Kinetikleri

Lizozimin boya ligand baglanmis olan pHEMA membranlar iizerine
adsorpsiyon Kkinetigi, birinci ve ikinci dereceden kinetik modeller uygulanarak
aragtirildi. Deney sonuglari, birinci dereceden kinetik modeline uygulanarak, Reactive
Brown 10 ve Reactive Green 5 boya ligandi bagh sorbentler i¢in, log(qgen - qr)
degerleri hesaplandi. log(qeen - qr)’ye kars: t grafigi ¢izildi ve lineer dogrular elde

edildi (Sekil 3.18).

—e— pHEMA-RGreen 5

—_ 1,5 1 ——pHEMA-RBrown 10
>
Ig 1 .
c
= 05 -
S

0 B

-0,5 1
0 50 100

t (dak)

Sekil 3.18. Reactive Brown 10 ve Reactive Green 5 bagh pHEMA

membranlari i¢in birinci derece kinetigi

Deney sonuglarindan hesaplanan q degerleri ile birinci dereceden kinetik
modelin uygulanmas: ile elde edilen teorik denge adsorpsiyon kapasiteleri (qgen)

kargilastirildi. Her iki boya ligandi bagh sorbentler igin teorik denge adsorpsiyon
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kapasitelerinin, deneysel adsorpsiyon kapasitelerinden daha diisiik oldugu goriildii.
Reactive Brown 10 ve Reactive Green 5 boya ligand1 bagli membranlarin korelasyon
katsayis1 sirastyla, 0,9928 ve 0,959 olarak bulunmustur. Korelasyon katsayis: yiiksek
olmakla birlikte, adsorpsiyon kapasitelerinin yakin g¢ikmamasi, adsorpsiyon

sisteminin birinci dereceden kinetik modeli ile agiklanamayacagim gostermistir.

Deney sonuglarindan hesaplanan adsorpsiyon kapasitelerinin, ikinci dereceden
kinetik modeliyle elde edilen, denge adsorpsiyon kapasitelerine uygunlugu arastirildi.
Teorik olarak belirlenen denge adsorpsiyon kapasitesi (qaen) ile deneysel verilerden
elde edilen denge adsorpsiyon kapasitesi (q) degerlerinin ¢ok yakmn oldugu
g6zlenmigtir. Birinci ve ikinci derece kinetik sabiteleri Cizelge 3.3’de gosterilmistir.
Sekil 3.19°da t/q’ya kars1 t grafigi gosterilmistir. Bu veriler dogrultusunda, lizozimin
adsorpsiyonunu, ikinci dereceden kinetik model ile agiklamanin uygun oldugu

dtistintilmigtir.

]
1,5 1
g 1
0,5 —e—pHEMA-RGreen 5
0 _—#—pHEMA-
0 50 100
t (dak)

Sekil 3.19. Reactive Brown 10 ve Reactive Green5S bagh pHEMA membranlarina

lizozim adsorpsiyonunun ikici derece kinetigine uygulanmasi
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3.2.7. Lizozimin Desorpsiyonu

Boya-ligand bagli pHEMA membranlarina, sulu ortamdan adsorbe edilen
lizozimin desorpsiyonu, kesikli sistemde ¢alisildi. Lizozim yiiklenmis membranlarin
desorpsiyonu igin, 1M KSCN, pH 8,0 ortaminda, 2 saat boyunca, 100 rpm’de devamh
karistinlarak yapildi. Reactive Green 5 bagh pHEMA membranlarma adsorbe edilen
lizozimin % 100°i ve Reactive Brown 10 bagh pHEMA membranlarma adsorbe
edilen lizozimin ise %98’1 geri kazamldi. $ekil 3.20’de sorbentlerin desorpsiyonu

gosterilmistir.

E 50 -
g |

40 -
£
g 30 -
=
= 20 -
3 ; —&—pHEMA-RBrown10
"% 10 —&—pHEMA-RGreen 5
g o [ \

0 50 100 150
Zaman (dak)

Sekil 3.20. Boya ligand bagli membranlara adsorplanan lizozimin desorpsiyonu

(1M, pH 8,0 KSCN, 2 saat, 100 rpm)
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3.2.8. Tekrar Kullanilabilirlik

KSCN adsorbentler i¢in uygun bir desorpsiyon ajamidrr ve tekrar kullanima
izin verir. Adsorpsiyon-desorpsiyon iglemi, sekiz kere, aynt membranlar kullanilarak
tekrarlandi. Boya tutuklanan membranlarin adsorpsiyon-desorpsiyon ¢aligmalar:

sirasinda, adsorpsiyon kapasitelerindeki degisim Sekil 3.21°de gosterilmistir.

50 1
L o o o o

s
=)
1

Lan o 2 = S

(V3]
[
I

—o— pHEMA-RBrown 10

[y
o
1

—&— pHEMA-RGreen 5

Adsorplanan lizozim mg mI”
)
S

(=]

T T 1

0 2 4 6 8 10
Tekrar kullanim sayis1

Sekil 3.21. Sorbentlerin adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisiinde

adsorpsiyon kapasitesindeki degisim
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3.3. Yumurta Akindan Lizozim Adsorpsiyonu

Yumurta beyazindan lizozimin adsorpsiyonu deneyleri i¢in, yumurta beyazi 50
mM, pH 7,0 fosfat tamponu ile 1:1 oraninda seyreltildi. Adsorpsiyon islemi yumurta
beyazi ¢6zeltisine, kontrol olarak pHEMA ve boya ligandi baghh pHEMA
membranlari ile yapildi. Deneyler toplam 7,5 ml hacimde, 25 °C’de ve 5 saat siireyle
100 rpm hizda devamh kangtmilarak gergeklestirildi. Baslangigtaki ve
adsorpsiyondan sonraki yumurta aki ¢bzeltisinde kalan lizozim miktar:, YBSK ile
belirlendi. Desorpsiyon ajani olarak, pH 8,0 , 1,0 M KSCN soliisyonu ve 0,5 M NaCl
kullanild. 2 saat siireyle, 100 rpm hizda devaml karigtirilarak eliie edilen lizozimin

saflif1 yine YBSK ile belirlendi.

3.3.1. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi Caliymalar

Adsorpsiyon soliisyonlarindan, adsorpsiyondan 6nce ve adsorpsiyonun besinci

saatinde alman &rnekler, YBSK ile analiz edildi.

Hareketli fazm akis luz1 1 ml dakika™ olarak segildi. Kolon firm sicakligi 25°C
ve enjeksiyon hacmi 20 pl olarak belirlendi. 220 nm’de tayin edilen proteinin

miktari, kalibrasyon egrilerinden Chromelleon veri programi kullanilarak hesaplandi.

Lizozimin alikonma zamanmin belirlenmesi i¢in; sistem, standart lizozim
gbzeltileri ile kalibre edildi. Standart lizozim ¢6zeltileri, derisimi 1-0,25 mg mI’
érasmda olacak sekilde, 50 mM, pH 7,0 fosfat tamponunda hazirlanmistir. Sekil
3.22’de 1mg mlI"lik standart lizozim sollisyonunun, YBSK ile elde edilen

kromatogramidir.
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Standart soliisyonlardan, lizozim i¢in dort deger kullanilarak kalibrasyon egrisi
elde edildi. Kalibrasyon egrisi kullanilarak, yumurta akindaki baslangic ve
adsorpsiyon sonrasi lizozim konsantrasyonlar: hesaplandi. Lizozimin alikonma

zamam 11,36 dakika olarak bulundu.

Yumurta beyazimin baslangicta icerdigi lizozim miktarinin belirlenmesi igin,
adsorpsiyon Oncesinde alinan 6rnek yiikklendi. Sekil 3.23°de yumurta akmnin
kromatogram gosterildi. Standart lizozim ¢6zeltilerindeki, allkonma zamani ile
kargilastirilarak, yumurta aki ¢ozeltisindeki lizozim piki tespit edildi. Elde edilen
lizozim pikinin integrasyonu yapilarak, pik alani hesaplandi ve lizozimin baslangig
miktari tayin edildi.

Yumurta beyazindan, dogrudan adsorpsiyon deneyinde, Reactive Brown 10 ve
Reactive Green 5 bagli membranlar i¢in, elde edilen adsorpsiyon sonuglari, Cizelge
3.4’te ve desorpsiyon sonuglar1 da Cizelge 3.5°te sunuldu. Sekil 3.24’te Reactive
Green 5 bagl sorbentlerle yapilan adsorpsiyon sonrasindaki eliisyon ¢dzeltisinin
kromatogram gosterildi. YBSK analizi ile, boya ligand baghh membranlara spesifik
olarak lizozimin adsorplandifi, nonspesifik bir adsorpsiyonun ger¢eklesmedigi

gorildii.
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4. TARTISMA VE SONUC

pHEMA membranlari, azot atmosferinde, UV 1giginda fotopolimerizasyon
yontemi® ile hazirlandi. Baslatic1 olarak AIBN kullanilan 2-hidroksietil metakrilat
monomeri ile karigtirildi. Azot atmosferinde, UV 15181 altinda, 1 saat siire ile oda

sicaklifinda membranlar sentezlendi.

pHEMA, hidrofilik yapidaki bir polimerdir. Yiiksek mekanik ve kimyasal
dayamklilia sahiptir. Destek malzemesi olarak kullanilan polimerlerin ¢ogu dogal
polisakkaritlerdir. Agaroz, dekstran ve seliiloz tiirevli destek malzemeleri, ucuz ve
kolay elde edilebilir olmakla birlikte, zayif bir mekanik giice sahiptirler®. pHEMA
membram go6zenekli ve hidrofilik bir yapr gostermektedir. Gozenekli yapi,

adsorpsiyon alani i¢in genis bir ylizey alani sunar.

Boya ligand olarak kullanilan Reactive Green 5 ve Reactive Brown 10 boyalar1
polimerizasyon isleminden sonra kovalent olarak membrana bagland1 ve membrana

baglanan boya ligand1 faz konsantrasyonun srrasiyla 0,361 pmolcm’® ve 0,285

pmol/em® oldugu bulundu.

Reactive Brown 10 ve Reactive Green 5 boya-ligand baglanmis membranlarin
lizozim adsorpsiyon kapasitesi, sirasiyla 60,56 ve 80,21 mg ml"! olarak belirlendi,
kontrol pHEMA membranlarina gore, sirasiyla 32,4 ile 42,9 kat civarnda bir artig

gorildi. Literatiirde boya-ligand afinite kromatografisi ¢aligmalar1 yapilmigtir.
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Denizli ve arkadaslari®”, Cibacron Blue F3GA tutuklanmig pHEMA membran
tistiindeki 135 pg cm? “lik lizozimin adsorbe edildigini rapor etmislerdir. Ratnayake
ve Regnier®"), akrilat agilannus silika membrana dayali, adsorbentlerin {istiine 12,2-
21,6 pg cm? ‘lik lizozimin adsorbe oldugunu sunmugtur. Finette ve arkadaglari®?,
Cibacron Blue F3GA tutuklanmis gozenekli silika ile 30 pg cm?lik lizozimin
adsorbe edildigini rapor etmislerdir. Buijs ve Hlady®” kuaterner aminopropil
dimethlsilyl metillendirilmis silika ile 4-25 pg cm™ “lik bir adsorpsiyon kapasitesine
ulagmay1 bagarmuglardir. Champluvier ve Kula®, yaptiklar1 deneylerde, pseudo-
afinite adsorbentleri olarak mikrofiltrasyon membran kullanmis ve Cibacron Blue
F3GA, Procion Blue MX 5B ve Procion Red HE3B gibi farkli boyalar i¢eren ultipor
membran ile 78-122 pg cm?lik adsorpsiyon kapasitelerine ulagmay1 basardilar.
Tennikova ve arkadaslari®?, siilfon ile modifiye edilmis poli(glisidil metakrilat-co-
etilen dimetakrilat) makro gozenekli polimerik membran ile 260 pg cm? “lik
lizozimin adsorbe edildigini rapor etmislerdir. Ruckenstein ve Zeng®®, lizozimin, bir
lizozim ve ovalbumin karigimindan ayrilmasi igin makrog6zenekli kitin afinite
membrani kullanmiglar ve 50 mg ml” ‘dlik bir adsorpsiyon kapasitesini saglamay:

basarmuslardrr. Nash ve Chase®”

, modifiye poli(stiren-divinil benzen) ve Procion
Yellow HE-3G ekli poli(vinil alkol)‘lin lizozim adsorpsiyon kapasitesinin, 0,01-0,02
pg cm” mertebesinde oldugunu rapor etmislerdir. Arica ve arkadaslari®®, Procion
Green H-4EBD bagli pHEMA membran {izerine lizozim adsorpsiyon kapasitesini,

13,33 mg/ml olarak bildirdiler.

Literatiirdeki yumurta beyazindan dogrudan lizozim adsorpsiyonu
¢alismalarindan, Ahvenainen ve arkadaslari®, Duolite C-464 kullanarak, yumurta

akmdan % 95-98 verimle, lizozim adsorbe etmigtir. Li-Chan ve arkadaglari'®,
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Duolite C-464 adsorbentini kullanarak 8,3 g I” lizozim adsorpsiyon kapasitesini ve
1,5 g I'' lizozim eliisyonunu saglamuslardir. Ming ve arkadaglari*®), Productivi™
CM kolonu kullanmislar ve 45 g 1" adsorpsiyon kapasitesi elde etmislerdir. Grasselli
ve arkadaslan’®®, Red HE-3B baglanmis hollow fiber kullanarak, 7,5 g I’
adsorpsiyon kapasitesine ve 1 g I'' lizozim eliisyonuna ulagmuglardir. Owen ve
Chase"®, polivinilalkol ile kaplanmis bir perfluorokarbon matrise baglanmis Red

HE-7B kullanmuglar ve % 90,5 verimle lizozim elde etmislerdir.

Reactive Green S boyasi, kromofor fitalosiyanin grubu ve yedi asidik siilfon
grubu ve fi¢ sekonder amino grubuna (oram 7:3) sahip bir boyadir. Ayrica
yapisindaki fitalosiyanin grubunda, Cu(Il) iyonu tagimaktadir. Lizozimin, histidin
kalintisindaki imidazol halkasindaki azot ile sistein kalintismdaki —SH gruplarinin,
yumugak Lewis asiti olan Cu(Il) iyonu ile etkilesime girdiZi diisliniilmektedir.
Adsorpsiyonda ayrica lizézimin hidrofobik yan gruplarinin, boyanin aromatik

gruplariyla, hidrofobik etkilesimin de rolii oldugu diistintilmiisttir.

Procion Brown MX 5 BR boyasi, siilfon, karboksil, hidroksil ve iki sekonder
amino grubuna sahiptir. Ayrica Cr(II) iyonu da gelatlanmugtir. Lizozim molekiiliiniin
ylizey erisilebilir yan gruplari, bir histidin, dort aspartik asit, iki glutamik asit, iki
tirozin, sekiz sistein artifidir. Bu amino asit artiklar1 aym1 zamanda Cr(Il) iyonuyla
etkilegebilir. Metal koordinasyonu ve iyon degisim etkilesimleri, lizozimin

adsorpsiyonunda rol oynamaktadirlar.

Membranlara adsorplanan lizozim pH 8,0 , 1 M KSCN desorpsiyon ajani
kullamlarak % 98 oraninda geri kazanilabildi. Membranlarin, hedef bir proteini,

biyolojik sivilardan, yiiksek bir kapasite ile ayirma giiciine sahip oldugunu gosterdi.
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Sulu soliisyondan lizozim adsorpsiyonu ¢aliymalarmdan sonra, yumurta
beyazindan, dogrudan lizozim adsorpsiyon davranmigi incelendi. Yumurta beyazinin
viskozitesi yliksektir. Bundan dolay1, kiitle transfer direnci yiiksektir ve dolayisiyla
etkili lizozim adsorpsiyonu igin uzun temas siireleri gerekmektedir®®. Bu sebeple,
adsorpsiyon deneyinde, yumurta beyazi % 25 oraninda fosfat tamponu ile

seyreltilerek kullamlmagtir.

Yumurta beyazindan adsorbe edilen lizozim miktari ve sorbentlerden desorbe

edilen lizozim miktarlari, YBSK analizi ile tespit edildi.

Tavuk yumurtas1 beyazi, lizozim igin esas kaynaktr®?, Yumurta beyazi
proteinleri arasinda lizozim, % 3,5’luk bir orami tegkil etmektedir. Yumurta
beyazindaki protein kompozisyonunda avidin, ovalbumin ve konalbumin yer
almaktadir.

Literatlirde yumurta beyazindan, boya-ligand afinite kromatografisi yaninda
farkl tekniklerle de lizozim adsorpsiyonu ¢alisilmistir. Klasik lizozim hazirlanmasi,
yumurta beyazindan, pH 9,5’ta % 5°lik NaCl ¢6zeltisinin eklenmesiyle dogrudan
kristallendirme yontemini icerir. Bu sekilde lizozim kazamimi % 60-80 civarinda
olmaktadwr. Bununla birlikte, muamele géren yumurta akinin islevselligi de hasara
ugramaktadir. Bu sakincay: bertaraf etmek i¢in, yumurta akindan lizozim ayrima,

ultrafiltrasyonla, iyon degistiricilerle ya da afinite kromatografisi ile yapilmaktadir.

Lizozim, ovalbumin ve konalbumin, iyon degistirme kolon kromatografisi
kullanilarak, tek basamakli iglemle saflagtirilmigtir. Fakat yontemlerin gogunun,
yumurta beyazim yikici, pargalayici bir 6n muameleyi gerektirdigi, kolon

kirlenmesinden ve engellemesinden kagmmak igin de seyreltmeye ihtiyag

duyuldugu rapor edilmigtir"'**'%),
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Yumurta beyazindan, kolon iyon degistirme kromatografisi ile dogrudan
lizozim geri kazanimim igeren, sadece bir kag yontem yaymlanmustr*®”'%®, Yiiksek
derisimlerde ve geleneksel belirli materyallerden daha yiiksek akis hizlarinda
kullanilabilen, isletilebilen yeni bir regine, son zamanlarda, distile suyla % 25’e

kadar seyreltilmis yumurta beyazina basarihi sekilde uygulanmgtir'®”,

Boya afinite kromatografisi, iyon degistirme kromatografisine alternatif bir
tekniktir. Bu yontem, protein pseudobiyospesifik etkilesimin tistiinltijiine sahiptir ve
aym1 zamanda genis Olgekli islemler icin, geleneksel afinite ve immiinoafinite
kromatografisi a¢isindan; diisiik maliyet ve reaktif boyalarin erigilebilirligi, biyolojik
ve kimyasal degredasyona dayamiklilik ve kolay tutuklanma gibi sayisiz {istiinliikler

sunmaktadyr(! %1V

Eczacilikta ve besin endiistrisinde, lizozimin uygulamalar: igin artan bir
potansiyel, lizozim {iretimi i¢in basit ve etkili bir ydntemin ivedilikle gelistirilmesini
gerektirmigtir. Lizozimle ilgili devam eden arastirmalar, bu enzimin genis dlgeklerde
izolasyonu ic¢in ticarl metotlarm gelisimini tesvik edecektir. Lizozim icermesi
yaninda, yumurta beyazi, sekerleme imalati igin ticari olarak ¢ok 6nemlidir. Bundan
dolayl, lizozim ayrimmm, yumurta beyazinin fonksiyonel o6zelliklerine geri
donfisiimiine izin vermesi 6nemlidir.

Bu ¢aligmada elde edilen sonuglar incelendiginde, lizozimin ayrilmasi igin,
boya-ligand kromatografisinin kullanilmasinin, diger yontemlere kiyasla, daha
diisiik maliyet ve daha az zaman aldif1 gériilmektedir. Destek materyali olarak
membran formunun tercih edilmesi, difiizyon direncini diiglirdigti gibi, genis ylizey

alam saflamasi bakimindan da adsorpsiyon kapasitesini arttirmigtir. Boya ligand
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afinite kromatografisi, lizozimin eliisyon kolayligi, eliie edilen lizozim miktar,

lizozimin saflif1 gibi 6zellikler bakimmdan, olumlu sonuglar saglamustir.

Bu ¢aligma ile yumurta beyazi gibi viskozitesi yiiksek besin maddelerinden
proteinlerin dogrudan ayrimi i¢in, boya afinite membranlarinin kullanimmin uygun

oldugu gosterilmisgtir.
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