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Tez kapsaminda vyuksek performansli sivi kromatografisi igin immobilize enzim
reaktorleri (Immobilized Enzyme Reactor, IMER) kolay baglanma ve glutaraldehit
aktivasyonu yontemleri ile geligtiriimis ve elde edilen kolonlarin kinetik
karakterizasyonu yapilmigtir. IMER sentezleri partikul bazli ve monolitik olmak Uzere
iki farkh sekilde gerceklestirilirken ylzey alani olgimleri BET sisteminde, morfolojik
yapi taramali elektron mikroskobunda (SEM), goézeneklilik civa porosimetrede
incelenmis; kromatografik calismalar partikil bazli kolonlar i¢in sirasiyla HPLC ve
MHPLC sistemlerinde, monolitik kolonlar igin yalnizca yHPLC sisteminde yapilmistir.

Kinetik verilerin Michaelis-Menten modeli ile uyumu incelenmis ve Kinetik

parametreler model yardimi ile bulunmustur.

Partikil bazli immobilize enzim reaktori (IMER), yuksek performansli sivi
kromatografisi igin a-kemotripsin enziminin monodispers makrogdzenekli poli(2,3-
dihidroksipropil metakrilat etilen dimetakrilat), poli(DHPM-EDM) partikillere kolay
baglanma yontemi ile baglanmasiyla elde edilmigtir. a-kemotripsin immobilize
partikiller daha sonra paslanmaz c¢elik HPLC kolonlarina (50x4.6 mm ID) yuksek
basing altinda doldurulurarak IMER elde edilmistir. Kolonun kinetik davranisi HPLC
sisteminde mobil faz akig hizi, substrat beslenme konsantrasyonu ve sicaklik
degistirilerek incelenmis, bunun yaninda tekrarlanabilirlik davranisi belirlenmigtir.
Takip eden bolimde, monodispers-makrogézenekli formda poli(glisidil metakrilat-co-
etilen dimetakrilat), poli(GMA-EDM) partiklllere glutaraldehit aktivasyonu ile a-
kemotripsin enzimi kovalent olarak baglanmistir. a-kemotripsin immobilize partikuller
paslanmaz c¢elik pHPLC kolonlarina (100x1.0 mm ID) yuksek basin¢ altinda
doldurulurak  elde edilen IMER’In kinetik davranigi pHPLC sisteminde ayni

degiskenler degigtirilerek incelenmistir.



Kapiler monolitik formda immobilize enzim reaktoérleri, a-kemotripsin’in poli(GMA-
EDM) monolite glutaraldehit aktivasyonu ile kovalent olarak baglanmasiyla elde
edilmistir. Bu amacla epoksi grubu iceren monolitik kolon (200 mm, 530 um ID),
amonyak c¢ozeltisi ile etklegtirilerek, monolit ylUzeyine  primer amin gruplar
baglanmistir. Amin gruplu monolitik yapinin  glutaraldehit ile aktivasyonunun
ardindan a-kemotripsin enziminin monolite kovalent olarak baglanmasi saglanmigtir.
Kapiler formda, monolitik immobilize  enzim reaktord (MHPLC-IMER), ayni
zamanda  a-kemotripsin enziminin poliDHPM-EDM) monolite kolay baglanma
yontemi ile baglanmasi ile elde edilmistir. Her iki formdaki IMER’In kinetik davranigi
MHPLC yardimi ile mobil faz akis hizi, substrat beslenme konsantrasyonu ve sicaklik
degistirilerek incelenmistir. Elde edilen partiktl bazli ve monolitik IMER’larin kinetik
davraniglart  karsilastirmali  olarak incelenmis ve kutle aktarim oOzellikleri

tanimlanmistir.

Anahtar Kelimeler: immobilize enzim reaktorleri (IMER), Yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC, yHPLC), Kolay baglanma (Click chemistry), Glutaraldehit
aktivasyonu,  BET, Taramal Elektron Mikroskobu (SEM), Civa porosimetre,

Michaelis-Menten modeli, Monolitik kolon, Partikil bazli kolon
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BEKIR GELEBI
ABSTRACT

In the scope of thesis, immobilized enzyme reactors (IMER) were developed for high
performance liquid chromatography by using the methods of click chemistry and
glutaraldehyde activation. Moreover, obtained columns were characterized
kinetically. IMER synthesis were made in two ways which based on particles and
monolith. The surface areas were measured by using BET system, morphological
structures were observed by using scanning electron microscope (SEM) and the
porosity was determined by using mercury porosimeter. Furthermore, the
chromatographic studies were conducted in both HPLC and yHPLC systems for the
particle based columns and in only yHPLC for the monolithic columns. In addition,
the consistency of kinetic data to Michaelis-Menten model was analyzed and the

kinetic parameters were obtained by the help of this model.

Particle based immobilized enzyme reactor (IMER) was developed by the attachment
of a-chymotrypsin to monodisperse-macroporous poly(2,3- dihydroxypropyl
methacrylate ethylene dimethacrylate), poly(DHPM-EDM) particles, using the method
of click chemistry. Then, stainless-stain HPLC columns (50x4.6 mm ID) were packed
with a-chymotrypsin immobilized particles under high pressure. The kinetic behavior
of column was analyzed in HPLC system by changing the variables of mobile phase
flow rate, substrate feed concentration and temperature. In addition to this, the
reproducibility was tested. In the following part, a-chymotrypsin was covalently
attached to monodisperse-macroporous poly(  glysidyl methacrylate-co-
dimethacrylate), poly(GMA-EDM) particles via glutaraldehyde activation. Then,
stainless-stain yHPLC columns (100x1.0 mm ID) were packed with a-chymotrypsin
immobilized particles under high pressure. The kinetic behavior was analyzed in
MHPLC system by changing the same variables.

Immobilized enzyme reactor in the capillary monolithic form, a-chymotrypsin was

covalently attached onto the poly(GMA-EDM) based monolithic structure via



glutaraldehyde activation. For this purpose, monolithic column including epoxy group
(200 mm, 530 um ID) was interacted with ammonia solution and the primary amine
groups were attached to the monolithic surface. Following to glutaraldehyde
activation of monolithic structure including amine groups, a-chymotrypsin was
covalently linked. The capillary monolithic immobilized enzyme reactor (WHPLC-
IMER) was also obtained by the attachment of a-chymotrypsin onto the poly (DHPM-
EDM) monolith via click chemistry. The kinetic behavior of IMER in both forms was
determined in yHPLC by changing the variables of mobile phase flow rate, substrate
feed concentration and temperature. The kinetic behaviors of the particle and
monolith based IMERs were determined and their mass transfer properties were

described.

KEY WORDS: Immobilized enzyme reactor (IMER), High Performance Liquid
Chromatography (uHPLC -HPLC), Click chemistry, Glutaraldehyde activation, BET,
Scanning Electron Microscopy (SEM), Mercury porosimeter, Michaelis-Menten

model, Particle based column, Monolithic column
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1. GIRIS

immobilize enzim reaktérleri giin gegtikce daha genis kullanim alanlari bulmakta
olan, biyospesifik tanimlama, biyokataliz ve c¢esitli biyolojik proseslerin uygulama
alani olarak goze carpti§i sistemlerdir. immobilize enzimler kesikli sistemlerde
kullanilabildigi gibi kolona doldurularak surekli sistemlerde immobilize enzim reaktoru
(Immobilized enzyme reactor-IMER) olarak da kullanilabilir. Bu tip sistemler asiri saf
enzim gerektirmedigi gibi prensip olarak isi, organik bilesikler ve pH’a karsi katalitik
aktivitesini kaybetmeden enzimatik kararliigini devam ettirebilir. Enzim reaktoru
olarak kullanildiginda ¢ok saf ve fazla miktarda enzim gerektirmemesi, katalitik
aktivitesini devam ettirebildigi muddetce defalarca kullanilabilmesi maliyeti ve analiz

suresini kisaltmaktadir.

immobilize enzim reaktdrii ile yiksek performansh sivi kromatografik metodun
birlesmesi secicilige, hiza kromatografik sistem vasitasiyla enzimatik reaksiyonun
spesifikligi ile hassasiyetinin birlesmesine imkan hazirlamistir. Bu sayede analiz
sisteminin hassasiyeti kayda deger bicimde artmis ve kompleks matrikslerin iginde
¢ok az miktarda bulunan bilesiklerin bile tespitine imkan saglanmigtir.

Yuksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), sivi fazda ¢6zinebilen bir kimyasal
karisiminin kolay ve hizli bir sekilde bilesenlerine ayrilabildigi olduk¢a hassas olan
kromatografik bir yontemdir. Mikro ve nano-sivi kromatografisi ise, mikrolitre ve
nanolitre mertebesinde mobil faz kullanimi ile kromatografik ayrim yapan ve son 5 yil
icerisinde gelistiriimis ileri kromatografik tekniktir. Genellikle monolitik formda ayirma
ortamlarinin kullanildigi bu sistemde, mekanik olarak olusturulan basing farki ile elde
edilen mobil faz akisi kapiler kolonlarda yuksek ayirma veriminin eldesini saglar.
Klasik HPLC sistemleri ile karsilastirildiginda ¢alisma prensibi olarak hemen hemen
ayni olmasina ragmen Nano-LC’de sistemin minyatur boyuta gelmesi bazi avantajlar
da beraberinde getirmistir. Minimal mobil faz kullanimi ile tiketilen solvent miktari ve
olusan zararli atik Grun azdir. Dolayisiyla toksik ¢ozicullerin gevreye olan etkisi
azalmaktadir. Kolon i¢ capinin kiglik olmasi duyarhli§i arttirmakta ve daha az
miktarda ornek kullanimini gerektirmektedir. Kolon dolgu malzemelerinin boyutlarinin
kUgulmesiyle pik genisligi azalmakta ve daha iyi ayirma verimi elde edilmektedir.

Sistem basinci diger sistemlere oranla daha duasuktir. Mikro boyutta analiz



yapildigindan 6lG hacim azdir ve band geniglemesi blyuk oranda engellenmektedir.
Ayrica kisa surede kromatografik ayrim gerceklestiriimektedir.

Nano-sivi kromatografisi i¢cin yeni ayirma ortamlarinin eldesi amaciyla ginimuzde
yogun bir arastirma surdurulmektedir. Nano-LC kolon fabrikasyonu igin partikdl
dolgulu kolonlar ve monolitik kolonlar olmak tzere iki farkli dolgu ¢esidi vardir.
Partikll dolgulu kolonlar, stabil ve tekrarlanabilirligin saglanmasi i¢in  gelismis
deneysel vasiflara ve tecribeye ihtiya¢ duyar. En buyuk zorluklarindan biri mobil faz
akisini engellemeyen ve partikulleri kolon igerisinde uygun sekilde tutabilecek
fritlerin fabrikasyonudur. Buna karsin monolitik kolonlar kendi kendilerini silika
kapiler kolon duvarina sabitlediginden frite ihtiyag duymazlar. Bu ylizden monolitik
kolonlar kararli, yeterli mobil faz gegirgenligine sahip ve kabarcik olusumunu

engelleyen bir yapiya sahiptirler.

GuUnumuzde monolitik kolonlar partikill dolgulu kolonlara oranla daha fazla ilgi
cekmektedir. Fabrikasyonlarinin kolay olmasi ve istenen kimyasal ozellikte elde
edilebilmeleri, monolitik kolonlarin en 6nemli avantajlarindandir. yHPLC ve Nano-
LC yeni ortaya c¢ikmakta olan bir tekniktir. GUnUmuzdeki uygulayicilari bu alana
HPLC’den girmistir. Bu arastirmalarin ¢ogu yeni kolon teknolojilerinin gelistiriimesi

Uzerinedir ve bu alanda da HPLC’den ornek alinmaktadir.

Tez calismasi kapsaminda yuksek performansli sivi kromatografisi i¢cin immobilize
enzim reaktorleri kolay baglanma ve glutaraldehit aktivasyonu yontemleri ile
gelistiriimis ve bunlarin kinetik karakterizasyonu yapilmistir. Sentezler partikil bazlh
ve monolitik olmak Uzere iki farkli sekilde gerceklestirilirken kromatografik ¢calismalar
partikil bazli kolonlar igin HPLC ve pHPLC, monolitik kolonlar igin pHPLC
sistemlerinde yapilmistir. Tez calismasi bes bdlimden olugsmaktadir.

Tez cgalismasinin birinci boliumunde, partikil bazli immobilize enzim reaktoru
(IMER), vyuksek performansli sivi kromatografisi i¢in a-kemotripsin enziminin
monodispers makro gdzenekli poli(2,3-dihidroksipropil metakrilat etilen dimetakrilat),
poli(DHPM-EDM) partikillerine  kovalent olarak baglanmasi  kolay baglanma
uygulamasi ile gergeklestirilip sentezlenmistir. Sentezin ilk basamaginda dispersiyon
polimerizasyonu yontemi ile monodispers polistiren lateksler Gretilmistir. Cikis lateksi
PVA ve SDS igeren sulu ortamda dispers edilen organik faz varliginda sisirilmis ikinci

asamada da polimerizasyon meydana gelerek ¢ok basamakl mikrosispansiyon
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polimerizasyonu ile poli (glisidil metakrilat —etilen dimetakrilat), poli(GMA-EDM)
partikilleri elde edilmigtir. Sonraki basamakta  poli(DHPM-EDM) partikilleri,
poli(GMA-EDM) partikullerinin asidik hidrolizi ile elde edilmistir. Olusan pargaciklarin
diol gruplari kloropropiltrimetoksisilan (CPTMS) ile partikal ylzeyine klor grubu
baglamak Uzere reaksiyona girerler. Yuzeyindeki klor gruplari ile sodyum azidin
tepkimeye girmesi ile partikil ylzeyine azid gruplari baglanmis olur. Diger taraftan
segilen enzim a-kemotripsin, alkin fonksiyonel gruplu ajan olan pentinoik asit ile
suda c¢oOzunebilen  karbodiimid varliginda tepkimeye girer. Daha sonra alkin
fonksiyonel gruplu enzim ile  azid fonksiyonel gruplu polimer partiktli ile klik
seklinde ciftlesir. a-kemotripsin immobilize partikiller daha sonra paslanmaz gelikten
uretilmis HPLC kolonlarina (50x4.6 mm ID) ylksek basing altinda doldurulur. IMER
kolonunun kinetik davranisi HPLC yardimi ile mobil faz akis hizi, substrat beslenme
konsantrasyonu ve sicaklik degistirilerek incelenmis, bunun yaninda

tekrarlanabilirlik ve stabilite performansi ortaya koyulmustur.

Tez g¢aligsmasinin ikinci boluminde, monolitik immobilize enzim reaktor
(MHPLC-IMER) kolonu, a-kemotripsin enziminin poli(GMA-EDM) monolitine kovalent
olarak baglanmasi glutaraldehit aktivasyonu metodu ile gerceklestirilip
sentezlenmistir. Oncelikle NaOH kullanilarak silika tipiin (200 mm, 530 ym ID) i¢
yuzeyinde hidroksil gruplari olusturulmaya c¢aligiimis ve olusan bu gruplar ile 3-
trimetoksisililpropilmetakrilatin ~ (TMSPM)  3-trimetoksisilil  gruplari arasinda
gerceklesen reaksiyon sonucu silika yuzeyinde kimyasal bagl ve polimerlesebilir
metakrilat gruplarinin yerlestirimesine olanak saglanmigtir. Sirasiyla polimer ve
¢capraz baglayici olarak GMA, EDM mikro ve makro gdzenek yapici butandiol ve
propanol ile birlikte baslatici igceren ¢ozelti, kapiler kolona doldurularak termal
baslaticili serbest radikal polimerizasyonu ile monolit olusumu igin polimerizasyon
islemine alinmistir. Epoksi grubu iceren monolite, amonyak ¢ozeltisi ile aminasyon
islemine tabi tutularak amin gruplar baglanmistir. Poli(GMA-EDM) monolitinin
glutaraldehit ile aktivasyonunun ardindan a-kemotripsin enziminin monolite kovalent
olarak baglanmasi saglanmistir. yHPLC-IMER monolitik kolonunun kinetik davranisi
MHPLC yardimi ile mobil faz akig hizi, substrat beslenme konsantrasyonu ve sicaklik

degistirilerek incelenmistir.



Tez calismasinin Uglincld boéliminde, monolitik  immobilize enzim reaktoru
(MHPLC-IMER), a-kemotripsin enziminin poli(DHPM-EDM) monolitine kovalent
olarak baglanmasi kolay baglanma uygulamasi ile gergeklestirilip sentezlenmigtir.
Sulfirik asit ile hidrolize edilip Uzerinde hidroksil gruplar olusturulan poli(DHPM-
EDM) monolitik kolonuna, kloropropiltrimetoksisilan (CPTMS) hidroksil ve
trimetoksisilan gruplari arasinda gerceklesen reaksiyon sonucu kovalent olarak
baglanip ve ylzeyde klor gruplari olusturulmustur. Yuzeydeki klor gruplari ile sodyum
azidin tepkimeye girmesi ile partikil ylzeyine azid gruplari baglanmis olur. Diger
taraftan secilen enzim a-kemotripsin, alkin fonksiyonel gruplu ajan olan pentinoik asit
ile suda ¢ozunebilen karbodiimid varliginda tepkimeye girer. Daha sonra alkin
fonksiyonel gruplu enzim ile azid fonksiyonel gruplu polimerik monolit ile birlesip a-
kemotripsin immobilize enzimini iceren poli(DHPM-EDM) monolitik kolonu elde
edilmistir. Yine IMER kolonunun kinetik davranisi yHPLC yardimi ile mobil faz akis
hizi, substrat beslenme konsantrasyonu ve sicaklik degistirilerek incelenmis, bunun
yaninda yapilan deneylerle tekrarlanabilirlik ve stabilite performansi belirlenmistir.
Sentezlenen ve kinetik calismalari yHPLC’de tamamlanan kolon, tez c¢aligsmasinin
birinci bélimunde yine click chemstry (kolay baglanma) ydontemi ile sentezlenen ve
kinetik calismalari HPLC sisteminde yapilan partikil bazli kolon ile mukayese edilmis

ve partikiler yapi ile monolitik yapi arasindaki farklar ortaya koyulmustur.

Tez galismasinin doérdincu boliminde, polistiren ¢ikis lateksi PVA ve SDS igeren
sulu ortamda dispers edilen organik faz varliginda sisirilmis ikinci asamada da
polimerizasyon meydana gelerek ¢ok basamakli mikrostispansiyon polimerizasyonu
ile poli(GMA-EDM) partikulleri elde edilmigtir. Epoksi grubu igeren poli(GMA-EDM)
partikulleri, amonyak ¢ozeltisi ile aminasyon iglemine tabi tutularak amin gruplari
poli(GMA-EDM) partikillerine baglanmigtir.  Partiklllerin glutaraldehit ile
aktivasyonunun ardindan a-kemotripsin enziminin partikillere kovalent olarak
baglanmasi saglanmistir. a-kemotripsin immobilize partikuller daha sonra paslanmaz
celikten Uretilmis pHPLC kolonlarina (100x1.0 mm ID) yuksek basing altinda
doldurulur. yHPLC-IMER partikl bazli kolonunun kinetik davranisi pyHPLC yardimi
ile  mobil faz akis hizi ve substrat beslenme konsantrasyonu degistirilerek
incelenmistir. Sentezlenen ve kinetik ¢calismalari ygHPLC’de tamamlanan partikil bazli
kolon, tez galismasinin ikinci bélumuinde yine glutaraldehit aktivasyonu yontemi ile

sentezlenen ve kinetik calismalari yHPLC sisteminde yapilan monolitik kolon ile
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mukayese edilmis ve partikiler yapi ile monolitik yapi ve enzim immobilizasyon

yontemi arasindaki iligki ortaya koyulmustur.

Tez c¢alismasinin son bdolumuinde kolay baglanma ydntemi ile sentezlenen ve
kromatografik c¢alismalarin HPLC sisteminde yurutildigu partikal bazh IMER ile
MHPLC’de kromatografik calismalari yarittlen glutaraldehit aktivasyonu yontemi ile
sentezlenen monolitik ve partikul bazli IMER ve yine kolay baglanma yontemi ile
sentezlenen monolitik IMER’lerin  davranislari incelenmistir. Akis hizi, substrat
derisimi, reaksiyon hizlari, sicaklik ve geri basing Ozellikleri itibari ile mukayese

edilmis ve farkhliklar ortaya koyulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1 Partikiil Sentezi

2.1.1 Dispersiyon polimerizasyonu

Dispersiyon polimerizasyon yontemi ile 1-10 ym araliginda monodispers polimerik
partikiller elde edilmektedir. Polimerizasyonda monomer fazi dagitma ortaminda
¢ozUnmekte ama polimerizasyon sonucu olusan polimer dagitma ortaminda
¢c6zinmemektedir. Baslatici, monomer fazi icinde ¢dzinebilme 6zelligine sahiptir.
Baslangigta tek fazli olan polimerizasyon sistemi, kati partikullerin olusumuyla birlikte
polimer ve dagitma ortamini iceren iki fazli yapiya ulasmaktadir. GUnUmuze kadar
degisik  baslaticilar, monomer ve dagitma sistemleri kullanilarak dispersiyon
polimerizasyonu uygulamalari yapilmistir. Bu gcalismalarda 6zellikle baslatici turt ve
derigiminin, dagitma ortami tarG ve derigiminin, stabilizor tard ve derigiminin
monomer/dagitma ortami oraninin, polimerizasyon sicakhginin, karistirma hizi ve
tarinan  partikil boy ve boy dagilimi, molekul agirligi ve monomer donusumu

uzerinde etkili oldugu gorulmasgtur.

Yapilan ¢alismalarda baslatici miktarinin arttirlimasi ile partikil boy dagihminda ve
reaksiyon hizinda artis oldugu tespit edilmistir (Ober and Hair, 1987). Reaksiyon
hizindaki artisin sebebi daha fazla serbest baslatici radikalinin olusumuyla
aciklanmaktadir. Baglatici miktarinin artmasiyla olusan polimer molekul agirhdinda
belirgin azalma gdézlenmekte bunun sebebi olarak da daha fazla serbest radikalin
olugsmasi ile polimerizasyonun ¢ok merkezli olarak baslamasi ve ortalama zincir
uzunlugunun kisalmasi ile agiklanmaktadir (Ober and Hair, 1987;Tuncel at al.,1993).
Dispersiyon polimerizasyonunda kullanilan stabilizérlerin  dagitma ortaminda
¢ozllebilmesi gerekmektedir. Calismalarda genellikle polimerik yapidaki stabilizérler
kullanilmakta ve stabilizor derisimi arttirildikca elde edilen polimerik partikullerin

boylarinin azaldigi tespit edilmistir (Paine et al., 1990 Cawse, 1997).

Dispersiyon polimerizasyonunda temel amag¢ dar bir boy dagilimina sahip
partikillerin sentezlenmesidir. Dagitma ortaminin polaritesi ve dagitma ortamindaki

monomer ¢dzunurligu elde edilen partikilin boy dagilimini énemli dlgude etkiler.
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ideal bir sistemde monomer ¢oziinurliiginin yiiksek, Uriin olarak elde edilen polimer
¢Ozunurldlagunun ise duguk olmasi istenir. Kullanilan monomer hacminin dagitma
ortami hacmine orani arttik¢a ortalama partiktl boyutu genelde artma gosterir. Ancak
bu orandaki asirn artis ayni zamanda sonug partikullerde belirgin boy dagihmina
sebebiyet vermektedir (Lok and Ober, 1985).

Sicaklik etkisi ile ilgili olarak Ober ve Hair 1985 yilinda yaptigi ¢calismada 55-80 °C
araliginda polimerizasyon sicakhginin artisi ile boy dagilimin ve ortalama partikdl
boyutunun arttigini tespit etmigtir. Polimerin molekul agirhginin ise artan sicaklik ile

azaldigi tespit edilmigtir.

Dispersiyon polimerizasyonunda karistirma hizi énemli bir parametre olarak
karsimiza g¢ikmaktadir. Monodispers partikil eldesi igin ortamda homojen bir isi
transfer rejimi gerekmekte ve karistirma hizi buna goére ayarlanmaktadir. Genellikle
yuksek karigtirma hizlarinda olusabilecek ylUksek kayma gerilimi partiktllerde boy

dagilimi olugsmasina neden olmaktadir.

2.1.2 Monodispers go6zenekli partikillerin eldesi ve c¢ok basamakli

mikrosiispansiyon polimerizasyon yontemleri

Yuksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) uygulamalarinda, kolonlarda dolgu
materyali olarak silika veya polimerik mikropartikiller kullaniimaktadir. Onceki yillarda
silika bazli partikiller 6n planda iken son yillarda 6zellikle polimerik formdaki HPLC
kolon materyalleri Uzerindeki c¢alismalar artarak devam etmektedir. Polimerik
partikullerin silika bazli olanlara gére belirgin avantajlara sahip oldugu bilinmektedir.
Ozellikle polimerik partikillerin  kiiresel, gbzenekli ve monodispers formda
sentezlenmesinin silika bazli materyallere gore kolay olmasi, partikalin tirevlendirme
isleminin daha kolay yapilabilmesi, genis pH araliginda kimyasal kararlilik
gOstermesi, iyon degisim kromatografisi, buyuklik¢e ayirma kromatografisi ve afinite
kromatografisi ¢galismalari igcin daha uygun yapiya sahip olmasi yapilan g¢alismalarin

son ylllarda polimerik materyaller Uzerinde yogunlasmasina neden olmustur.

Ticari olarak Uretilen HPLC kolonlari genellikle belirli bir boy dagihimina sahip

polidispers gdzenekli partikiller icermektedir. Ozellikle 1990’h yillardan itibaren
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HPLC uygulamalarinda monodispers yapidaki partikillerin kullanimi gindeme gelmis
ve g¢alismalar bu eksende ilerlemeye baslamigtir. Kullanilan monodispers gozenekli
partikuller varhdinda, kolonda duzenli akig profili olugsmakta ve daha yuksek duzeyde
kromatografik ayirma yetenekleri elde edilmektedir. Literatirde monodispers
makrogdzenekli partiklllerin sentezi igin bir cok metod yer almaktadir (Elingsen et al.,
1990; Wang et al., 1994; Galia et al., 1994; Svec et al., 1996; Hossaya et al., 2001).

Bu Uretim yontemleri ‘cok basamakli polimerizasyon yontemleri’ adi altinda

toplanmaktadir. Bu ¢alismalarda 4 ana basamak s6zkonusudur.

1) Monodispers c¢ikis lateksinin sentezi:

Genellikle cikis partiklllerinin hazirlanmasinda dispersiyon polimerizasyonu
kullaniimaktadir. Bu yontemle 2-8 um boyutlarinda ¢ikis partikulleri elde edilir.
Cikis lateksinin uniform Ozellik tasimasi igin dispersiyon polimerizasyon
sartlari ¢cok dnemlidir. Cikis partikilleri emdilsiyon yapici madde icermeyen
emulsiyon polimerizasyonu yontemi ile de elde edilebilir. Bu yontem ile
sentezlene c¢ikis partikullerinin boyutlari polimerizasyon sartlarina bagh olarak
0.12-0.60 pym arasinda degismektedir (Smigol et al., 1992).

2) Cikis lateksinin organik ajanla sisiriimesi
Fonksiyonel gruplu monomerin ortama eklenmesi gisirme basamaginda
gerceklesmektedir. Bu basamakta oncelikle monomer, c¢apraz baglayici,
baslatici, inert bir seyreltici, ve emdlsifiyan iceren organik bir faz hazirlanir.
Organik faz su emdlsiyonunda redispers edilir. Organik faz lateks partikdllere

transfer olur ve organik faz ¢ikis lateksi ile sisirilmis olur.

3) Monomer karisiminin sismis partikullerde repolimerizasyonu
Dispers edilmis organik fazin c¢ikis partikillerine transferi sonrasinda
repolimerizasyon basamag@i baslatilir. Sisirme islemi tamamlandiktan sonra
surekli fazda monomer kalirsa genelde sonug Urunde genis bir boy dagilhmi
olusur. Ortamdaki tum monomeri absorblayacak miktarda c¢ikis lateksi
kullanilirsa es boy dagilimi elde edilebilir. Organik faz/cikis lateksi oraninin
yuksek tutulmasi yumusak, yapigkan, topaklanmig, yigin karakterde partikul

formuna sebebiyet verebilir. Makrogozenekli yapi repolimerizasyon
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asamasinda olusur (Cheng et al., 1992). Makrog6zenekli partikillerdeki
bloklagsmanin engellenmesi i¢in polimerizasyon oncesi ortama polimerik bir
stabilizor eklenebilir (Galia et al., 1994). Yine Galia ve arkadaslarinin
tespitlerine gore bu basamakta suda ¢dzunebilen inhibitér kullanilarak sisme
ortaminin surekli fazindaki fazla monomerin polimerleserek olusturdugu

oligomerlerin ¢cekirdeklesmesi ve daha kuguk partikul olusturmasi dnlenebilir.

4) Ekstraksiyon prosesi ile seyrelticinin uzaklastirimasi ve stabil gbézenek
yapisinin elde edilmesi
Repolimerizasyon basamagin sonucunda inert organik seyrelticiler ve lineer
polimer iceren makrogozenekli Gniform partikiller olusturulur. Kararl bir yapi
elde etmek icin sivi organik seyrelticiler ve lineer polimerin ortamdan
uzaklastiriimasi gerekmektedir. Bunun igin uygun bir ¢dziclt kullanilarak

polimer ve organik seyrelticiler capraz bagli yapidan ekstrakte edilir.

Yapilan galismalarda monomer tipi ve reaktivitesi, gapraz baglanma derecesi ve
seyreltici miktarinin  Uniform partikullerin gézenek yapisini kontrol eden en dnemli
parametreler oldugu bulunmustur. Gézenek olusumu ile ilgili bir mekanizma da
Cheng ve arkadaslari (1992) tarafindan ileri sUrtlmuastir. Cheng’e gbére makro
g6zenekli polimerik partikillerde gozenek olusumu iki basamakli bir prosestir. Birinci
basamak, partikil yapisindaki yluksek ¢apraz baghliktaki jel mikrokurelerin olusumu
ve bloklagsmasidir. Bu basamagin baslangicinda c¢apraz baglayici ile monomer
arasindaki kopolimerizasyon reaksiyonu sonucu pendant vinil gruplari ile lineer
kopolimer zincirler olusur. Kopolimerizasyonun ilerlemesiyle lineer zincirler gapraz
bagli yapilara donusur ve sismis partikullerde iki farkh faz goézlenir. Bu fazlar ¢capraz
bagli kopolimerce zengin faz ve diluentge zengin fazdir. Capraz baglh kopolimer
zincirler, ¢apraz bag yogunlugunun artmasiyla jel formunda mikrokireler halinde
ayrilirlar. Gozenek olusum prosesinin sonraki basamagi partikuller iginde jel
mikrokUrelerin bloklagarak sabitlenmesidir. Mikrokureler ve yiginlar arasindaki
bosluklar, lineer polimer ve nonsolvent iceren gozenek yapici ¢ozelti ile doldurulur.
Sonugta makrogdzenekli yapi diluentin ekstraksiyon prosesi ile uzaklastiriimasi

sonucu elde edilir.



2.2 Monolitik Kolon Sentezi

2.2.1 Monolitik kolonlarin gelistirilme sureci

Go6zenekli malzemeler olarak bilinen monolitler partikil dolgulu kolonlara alternatif
olarak gelistiriimis gozenekli tek partikll olarak dusunulebilir. Monolite benzeyen ilk
yap! 1950’lerde Nobel o0dulli Robert Synge tarafindan onerilmistir (Synge et al.,
1954). Ardindan 1967°de Kubin ve arkadaglari 2-hidroksietil metakrilat hidrojellerden
olusan c¢ok duslUk gecirgenlikte bir monolit Gretmigler ve basarih kromatografik
ayrimlar gerceklestirmiglerdir. Ama bu teknolojilerin hi¢ birisi  uzun soluklu
olmamigtir. Yine 1980 yilinda Belenkii ve arkadaslari gesitli kimyasal 6zellikte ve
geometride kolonlar Uretmisler ve ¢alismalarinda basarili olarak kisa ayrim ortamlari
denebilecek bir kavramin tohumlarini atmislardir. Bdylece yeni bir tlr dolgu
malzemesi “monolit” dogmustur. Yapilan ilk ¢alismalarda monomer, serbest radikal
baglatici ve gbozenek yapici sistemden olugan karisim, bir tipe veya diuz bir plaka
Uzerine dokulerek polimerizasyona sokulmustur. Elde edilen gézenekli monolitik

polimer kromatografik ayrimlarda kullaniimistir.

Monolitlerin herhangi bir igleme gerek kalmayacak sekilde kolon igerisinde direkt
polimerizasyon yoluyla eldesini Svec ve Frechet (1992) bagsarmistir. Bu grup
calismalarinda monomer olarak glisidil metakrilat ve c¢apraz baglayici olarak
etilenglikol  dimetakrilati  kullanirken, siklohekzanolu makro-gézenek yapici
dodekanolu ise mikro-gozenek yapici olarak kullanmigtir. Glisidil metakrilata ait
epoksi gruplari polimerizasyon sonrasi fonksiyonel grup baglanmasi igin
kullaniimistir. Monolitik kolonlar 6zellikle 1990’larin basinda, Uretimlerinin kolay
olmasi ve frite ihtiyag duymamalarindan dolayi popularite kazanmigtir (Smith et.al.,
2008).

Ayni tarihlerde Hjerten ve arkadaslari N,N’-metilen bisakrilamid ve akrilik asiti
amonyum sulfat tuzu varliginda polimerlestirerek sismis, capraz bagl, jel yapil bir
monolit elde etmislerdir (Hjerten, S. et al., 1989). Tanaka ve arkadaslari ise inorganik
bazli silika monolitleri elde etmiglerdir (Minakuchi, H. Et al., 1996).
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Son olarak da Soga ve Nakanishi ¢apraz bagli polimerlere paralel olarak gbézenekli
silika monolitlerin sentezi icin ¢alismalar yapmis ve mikro ve mezo goézenekli,
bimodal monolitik yapiyr bulmuslardir. Tanaka, Nakanishi monolitik kolon olarak
kullanilan silika gubuklarin dnemini fark etmis ve bu ¢alismalara onculik etmiglerdir.
Bu gelismelerin ardindan Merck firmasi 100 uym g¢apinda silika bazli monolitik

kolonlar Uretmistir (Unger et al., 2008).

2.2.2 Monolitik kolonlarin partikil dolgulu kolonlarla kiyaslanmasi

YUksek basingta iyi doldurulmus bir partikil dolgulu kolonda bile % 30 civarinda
partikuller arasi bogluk s6z konusudur. Bu ayni zamanda kolonun % 30’luk hacminin
kromatografik ayirma igin kullaniimadiginin ifadesidir. Partikil dolgulu kolonlarda
bagka problemler de s6z konusudur. Ornedin mobil faz dolgulu kolon icerisinde
akarken direncin minimum oldugu partiklller arasi bosluktan akmayi tercih ederken
g6zenekler arasinda kalan akiskan durgun olarak kalir. Mobil faza enjekte edilen
herhangi bir érnegin molekulleri, mobil faz araciligi ile gézeneklerin igerisine tasinir.
Difizyon, bosluklardan akan c¢ozelti ile gbzeneklerdeki durgun akigkan arasindaki
derisim gradienti sayesinde olur. Bu gradient farki ile 6rnek molekilleri gdzeneklerin
icerisine transfer olmus olur. Konsantrasyon sinyali partikil Gzerinden gecip gittiginde
ise gozenekler igerisindeki molekuller gozenekleri ¢evreleyen sivi igcerisine geri
difuzlenirler. Dolayisiyla durgun faz gézenekler icerisinde eski halini alir ve bu da

kitle transferinin kisittanmasina neden olur (Yurtsever, 2008).

GoOzenekli partikullerde kutle transferini hizlandirmanin yolu partikillerin gapinin
kUgultilmesi ve diflizyon yollarinin kisaltiimasidir. Partikll ¢apinin kiigilmesi de geri
basincin artmasina ve partiklller arasi boglugun azalmasina, dolayisiyla
gecirgenlikte dusmeye neden olmaktadir. Monolitik dolgu malzemesi gozenekli
partikullerin bir araya gelmesiyle olusmus surekli bir faza benzer ve difuzyon ile kutle
aktariminin gergeklestigi  kanallar ve gobzenek derinlikleri optimize edilmis olur.

Dolayisiyla kutle transferi ve kolon gegirgenligi maksimuma ulasmis olur.

Monolitlerde % 80’e c¢ikabilen bir gdzeneklilik s6z konusudur. Bu kolonun % 20’si
dolu demektir ve bu oran partikil dolgulu kolonda % 60 civarindadir. Monolitlerde

mobil faz buylk capli gézeneklerden akmakta bu da geri basinci blylk o6lgude
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dusurmektedir. Partiklil dolgulu kolonlarda klguk gbzeneklerde gerceklesen
difizyonla kutle aktarimi, monolitlerdeki buylk gobzeneklerde konveksiyonla
olmaktadir. Dolayisiyla monolitlerde analitler difizyonla degil konveksiyonla transfer
edilmektedir (Liapis et al., 1999).

2.2.3 Monolitik kolon tiirleri

2.2.3.1 Metakrilat bazli monolitler

Metakrilat bazli monolitler diger monolitik kolon tirlerine gére daha fazla gelisme
olanagi bulmuslardir. Metakrilat bazli monolitlerin yapimi olduk¢a kolaydir.
Silanizasyon igleminin ardindan bos bir kolon polimerizasyon ¢ozeltisi ile doldurulur
ve belirli bir sicaklikta polimerizasyon gergeklestirilir. Polimerizasyon tamamlandiktan
sonra gozenek yapici sistemindeki ¢ozuculer ve donigsmeyen monomerler ortamdan
uzaklastirihr.  Monolitin yapisma 0zelligi ¢ok olsun istenmiyorsa silanizasyon
yapillmadan da polimerizasyon yapilabilir. Polimerizasyon karisimi genelde monomer
olarak glisidil metakrilat (GMA) ve capraz baglayici olarak etilen dimetakrilatttan
(EDM) olusur. Yapilan gcalismalar, c¢apraz baglayici olarak kullanilan EDM miktari
arttikga polimerin  6zgul yuzey alaninin arttigini gostermektedir. Dolayisiyla EDM
miktari degistirilerek bir¢ok farkli turde polimerik monolit elde edilebilmektedir (Coufal
et al., 2002). Metakrilat bazli monolitlerin sentezinde gdzenek yapici sistem olarak
genellikle  siklohekzanol, dodekanol, propanol, metanol veya asetonitril
kullaniimaktadir. Radikal baglatici olarak 1si veya UV 1s1g1 ile aktive olan 2,2
azobisizobdutilonitril  kullaniimaktadir ~ (Quigley et al., 2003). Metakrilatin

polimerizasyonu igin reaksiyon mekanizmasi Sekil 2.1'de gdsterilmektedir.

a
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Sekil 2.1 Radikal olusumu ve polimer zincirin buyimesi A: Terminal grup
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2.2.3.2 Polistiren bazli monolitler

Svec ve Frechet vyaptiklari calismalar ile 1990’larin basinda, ters faz sivi
kromatografisinde proteinlerin ayriminda kullaniimak Gzere ¢ok gdzenekli stiren bazli
monolitik kolonlari sentezlemislerdir (Svec et. al., 1992). Stiren ve divinilbenzenin
sirasltyla monomer ve c¢apraz baglayici olarak kullanildigi bu calismalarda AIBN
baglatici, toluen de godzenek yapici olarak kullaniimigtir. Poli(stiren-divinibenzen)
polimerleri genis pH (1-14) araliginda kararlilik gosterirken, kiguk molekullerin
analizi icin yuzeyleri kolaylikla modifiye edilebilmektedir. Ters faz kromatografisinde
sabit faz olarak tlrevlendiriimeden direk olarak kullanilabilmektedirler. Alkil gruplarini
polimer yuzeyine baglamak igin iki metot vardir. Birinci metotta, alkilstiren gibi
g6zenek yapicl ortamda ¢dzunebilen bir monomer polimerizasyon karigsimina eklenir
ve polimer olustugunda yapiya gecer. ikinci metotta ise polimer olustuktan sonra
yuzeye katalizor yardimiyla alkil baglanmaktadir. Buna 6rnek olarak bu islem Friedel
Crafts katalizlemesi ile yapilabilmektedir. Sekil 2.2’de stirenin polimerizasyon

reaksiyonu gorulmektedir.

. oy U““ﬂ:\] Tl r‘,,:';_ _:":} | Ce
— i
| = =
- -

Sekil 2.2 Stirenin polimerizasyonu (radical step-wise polymerization) (Quigley et al.,
2003)

2.2.3.3 Poliakrilamid bazli monolitler

Poliakrilamid jeller yillardir elektroforez i¢in ayirma ortami olarak kullanilabilirken, su
gegirgenlikleri olmadigi igin sivi kromatografisi sistemlerinde kullanilamamiglardir
(Jrang et al., 2001). 1980’lerin sonuna dogru poliakrilamid bazli monolitik kolonlar
kromatografide ilk defa Hjerten ve arkadaslari (Hjerten et. al., 1989) tarafindan
ortaya ¢ikariimistir. Ayni grup 1996 yilinda CEC i¢in monolitik kolon sentezlemislerdir
(Quigley et al., 2003). Poliakrilamid kolonlar yUksek performanslarda

uretilebilmektedir. Monolitin ylzey fonksiyonlari kolaylikla degistirilebilmekte ve
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ayrica bu kolonlar iyon degisim, hidrofobik etkilesim, ters faz, normal faz ve kiral

kromatografide genis pH araliklarinda kararlilik goéstermektedir.

Capraz bagli poli akrilamidin sentezi tek basamakli bir prosestir. Kapiler kolon
oncelikle 3-trimetoksisilil propilmetakrilat (TFEM) ile muamele edilerek 6n islemden
gegirilir ~ ve duvarda cift bag olusturulmus olur. Serbest radikal zincir
polimerizasyonu ile  akrilamid monolit, katalizor-baglatici sistemi TEMED ve
amonyum persulfat kullanilarak elde edilmektedir. Polimer karisimindaki monomerler
akrilamid, piperazin diakrilamid, metakrilamid, c¢apraz bagdlayici ise N,N
metilenbisakrilamiddir (Quigley et al., 2003). Akrilamidin polimerizasyon reaksiyonu
Sekil.2.3’de gorulmektedir.

_\-\-\"'\."
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Sekil 2.3 Akrilamidin polimerizasyonu
2.2.4 Polimerik monolitlerin sentezi
Polimerik  monolitler sicaklik, UV ve gama-igsima, polikondenzasyon

(polycondensation), poliadisyon (polyaddition), ve canli polimerizasyon teknikleri
olmak Uzere bir ¢ok sentez yontemi kullanilarak elde edilmektedir. Bu yontemler
arasinda en ¢ok kullanilan sicaklik ile yapilan yani termal baslaticili serbest radikal

polimerizasyonudur.

2.2.4.1 Monolitik yapi ve polimerizasyon sicakligi

Monolitik yapi belli bir ortalama ¢apa sahip, birbirine bagli mikro-kureciklerden olusur.
Bu mikro-kureciklerin olusumu ise monolit sentezi sirasinda buyuyen ¢ekirdekgiklerin
kimyasal olarak birbirine baglanmasi ile gergeklesir. Cok sayida ve Kkuguk
cekirdekgik ile daha dar gdzenekler ve bu gdzenekler arasinda daha kiguk gézenek
hacimleri olusur. Polimerizasyon kinetigi Gzerindeki en énemli parametrelerden birisi

polimerizasyon sicakh@idir. Ozellikle yiiksek sicaklikla orantili olarak hizli bir baslatici
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dekompozisyonu daha fazla polimerik zincir olusmasi sonucunu dogurmaktadir.
Dolayisiyla daha fazla miktarda faz ayrim prosesi gerceklesmekte bu da daha fazla

blayuyen ¢ekirdek olusmasi demektir.

2.2.4.2 Gozenek yapici sistem

Go6zenek yapicli kompozisyonuna bagli olarak, faz ayrimi polimerizasyonun erken ya
da ge¢ herhangi basamaginda tetiklenebilir. Makro gbzenek yapici ve c¢apraz
baglayicinin  olmadigi durumlarda camsi, seffaf yapilar meydana gelir. Gézenek
yapicinin  se¢cimi  monomer ve c¢apraz bagdlayicinin polaritelerine baghdir.
Akrilamidden tlretilmis monolitler, dimetil silfoksit (mikro-gbzenek yapici) ve 2-
heptanol (makro-gbzenek yapici) ile hazirlanabilmektedir (Xie, S., 2000). Kalip olarak
cesitli polietilen glikoller kullanilarak ortalama goézenek c¢api arttirilabilir. Apolar butil
metakrilat, etilenglikol dimetakrilat bazli monolitler, genelde siklohekzanol (mikro-
gbzenek yapici) ve dodekanol (makro-gézenek yapici ) ile hazirlanir (Lee, D., 2004).

Ayrica alkol miktarinin artmasi da daha bluyuk gozenek olugsmasini saglar.

2.2.4.3 Yapinin olusumu

Monolit sentezinde gergeklesen polimerizasyon prosesinde, ¢okturict gorevi yapan
gbzenek  yapict varliginda polimerizasyon baglar. Ardindan olusan polimer
karisimdan ayrilir ve karisimda ¢ézinmeyen c¢ekirdekgikleri olustururlar. Bu gapraz
baglanma prosesinin ve polimerin gozenek vyapici karisimda ¢ozunurlugunun
olmamasinin bir sonucudur. Bu proses dispersiyon polimerizasyonu olarak
adlandirilir.  Polimerizasyon esnasinda (son safhalarinda bile) donusmemis
monomerlerin polimer zincirine ilgisi gézenek yapiciya olan ilgisinden daha yuksektir
ve monomerler polimer ¢ézlclu ajan olarak goérev vyaparlar. Sonug¢ olarak
polimerizasyon boyunca c¢ekirdekg¢ikler monomer ve c¢apraz baglayici ile siser.
Karisim igerisindeki belli bir yukseklige kadar olan dallanmis veya gapraz baglanmis
polimer zincirleri ¢gekirdekgik tarafindan daha da buyumek Uzere tekrar alikonurlar.
Batlin polimerizasyon prosesi sonunda kuguk agregatlar kimyasal olarak birbirine
bagli mikro-kireciklerden olusan strekli formda, birbirine bagh bir faz olusturmak igin
yeterli buyuklige sahip olurlar. Boylece genis capli mikro-kureciklerden olugan ve

blyuk bosluk hacmine sahip bir monolitik sistem olusur. Sistemde elde edilen toplam
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makro-gdzenek ve bosluk hacim kesri, yaklasik olarak gdézenek yapicinin hacim
kesrine esittir. Gozeneklilik ve gbézenek boyu dagihmi icin kesin bir teori ortaya

konulamamakta ve hala rastgele oldugu dusunulmektedir (Yurtsever, 2008).

2.2.4.4 Gozenek ozelliklerinin kontrolii

Termal basalticili serbest radikal polimerizasyonu ile elde edilen monolitlerin gdzenek
Ozelliklerinin kontrol edilmesinde en 6nemli faktdrlerden birisi sicakliktir. Genelde
polimerizasyon sicakliginin artmasi ile gdézenekler kugulur. Sicakhgin artmasi ile
buydyen polimerik zincirler artmakta ve sonugta ¢ozunmeyen cekirdekgikler
olusmaktadir. Cekirdekgik sayisindaki artis, cekirdekcik boyutlarinin daha kuglk
olmasini ve boylelikle bu cekirdekgiklerden olusan mikro-kureciklerdeki gdézenek
caplarinin  daha klguk olmasini saglar. Yine makro-gézenek yapici miktarinin
artmasi ile gdézenek capinin arttigi gértlmektedir (Yurtsever, 2008). Capraz baglayici
miktarinin artmasi da mikro-gézenek boyutunu arttiran bir diger faktordur. Burada
gerceklesen mekanizmada da polimerizasyonun erken safhalarinda c¢apraz
baglanma artmakta, faz ayrimi erken safhalarda gérinmekte, kicuk cekirdekgikler
fazla olusmakta ve olusan cekirdekgiklerin monomerle sisme 06zelligi azalmakta ve
sonu¢ olarak bu kuguk cekirdekgikler birleserek kuguk gozenekli mikro-kureleri

olusturmaktadirlar.

2.2.45 Fonksiyonel gruplarin baglanmasi

Fonksiyonel monolitleri sentezlemenin en basit yontemi, monomerlerin sentez
esnasinda kopolimerizasyonudur. Ikinci bir yol olarak da polimerizasyonun ardindan
fonksiyonel grup baglanmaktadir. Yine kopolimerizasyona altenatif olarak kullanilan
bir diger yontemde polimerizasyon esnasinda monolitin polaritesinde herhangi bir

degisiklige sebebiyet vermeyen asilama (grafting) uygulamasidir.

2.3 Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Bir karisimda bulunan iki ya da daha fazla maddenin, sabit faz ve hareketli faz
arasinda gercgeklesen kutle aktarimi ile birbirinden ayrilabilmesini saglayan ayirma

tekniklerine  kromatografik yontemler adi verilir. YUksek performansli sivi
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kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) ise sivi fazda
¢ozunebilen bir kimyasal karigimin kolay ve hizl bir bicimde bilegsenlerine ayrilabildigi

oldukca hassas bir kromatografik yontemdir.

2.3.1 HPLC sistemleri

HPLC sistemi temel olarak; pompa, enjektdr, kolon, dedektdr ve bilgisayar
birimlerinden olugmaktadir. Kromatografik analiz isleminde o6rnek enjektor yardimi
ile sisteme gonderilir. Ornek hareketli faz ile kolon boyunca geger ve kolon
icerisinde bilegsenlerine ayrilmaya baglar. Kolon ¢ikisinda ayrilan bilesenlerin
sinyallerini dedektor kaydeder. Dedektor tarafindan kaydedilen ve bilgisayara
aktarilan sinyallerin tamamina kromatogram adi verilir. Sekil.2.4’de HPLC sistemi

sematik olarak sunulmaktadir.

Pompa B Kolon

Dedektor

Eniekts
Hareketli faz njektor

rezervuari

Sekil 2.4 Yuksek performansli sivi  kromatografisi (HPLC) sisteminin sematik

gOsterimi (Guiochon et al., 2007).

Kolon igerisinde mobil fazin devamli olarak iginde aktigi, genis ylzey alanina sahip
hareketsiz dolgu materyaline sabit faz adi verilmektedir. Ornek bilesenlerini kolon
boyunca tasiyan sivi faza da hareketli (mobil) faz adi verilmektedir. Her bir HPLC
tirinde kullanilan mobil fazlarin farkli 6zellikleri s6z konusudur. lyon degisim, afinite
ve hidrofobik etkilesim kromatografisinde, farklhh pH degerlerine ayarlanmis sulu
tampon ¢ozeltiler mobil faz olarak kullanilirken; normal faz sivi kromatografisinde
apolar, ters faz sivi kromatografisinde su ve asetonitril gibi polar ¢ézicu karisimlari

mobil faz olarak kullaniimaktadir. Kullanilan mobil fazin dedektor ile uyumlu, ytuksek

17



derecede saf, dusuk vizikoziteli, kimyasal agidan inert ve érnegi ¢bzebilecek kimyasal

yapida olmasi gerekmektedir.

2.3.2 HPLC kullanim alanlar

HPLC sistemleri ginimuzde birgok alanda kullanilirken baslica kullanim alanlari
olarak ayirma, saflastirma, tanimlama ve derisim tayini sayilabilir.

Ayirma isleminde temel prensip, uygun ¢o6zicu kullanilarak c¢ozulen o6rnek
karisiminin kolondan gegcirilerek sabit faz ile etkilesimine dayali olarak bilesenlerine
ayrilmasidir. Yapilan ayirma isleminin derecesi ¢ogunlukla sabit faz ve mobil faz
secimine gore degisiklik gostermektedir. Saflastirma islemi, saflastiriimak istenen
maddenin atiklardan veya diger maddelerden ayrilmasidir. Bu iglem yapilirken
istenen madde kolon c¢ikisinda toplanmakta ve diger fraksiyonlar ortamdan izole
edilmektedir. Saflastirma yapabilmek i¢in dogru mobil faz secimi ve ayrilmak istenen
maddenin kolondan c¢ikig suresinin istenmeyen maddelerin ¢ikis suresinden kisa
olmasi gerekmektedir. HPLC sistemlerinde bilinmeyen maddelerin tanimlama islemi
de yapilabilmektedir. Bu iglem, tanimlanacak maddeye ait pik allkkonma siresinin
standarda ait allkkonma suresi ile g¢akistiriimasi ile mimkin olabilmektedir. Dogru
tanimlama igin, tanimlamaya calisilan maddenin segilen dedektor ve analiz
kosullarinda kabul edilebilir bir ¢ikis suresi ve belirgin bir piki olmasi gerekmektedir.
Tanimh bir maddenin, HPLC kullanilarak derisim tayinini yapmak da mumkuanddr.
Bu islem icin derigsimi tespit edilmek istenen maddenin dedisik derigsimlerdeki
cozeltileri sisteme enjekte edilmekte ve alinan seri piklerin altinda kalan alanlar
hesaplanarak derisime karsi grafige gecirilmektedir. Derigimi bilinmeyen maddenin
verdigi pikin altinda kalan alan hesaplanarak ve kalibrasyon egrisi kullanilarak

derisimi tespit etmek mumkuin olabilmektedir.

2.3.3 HPLC tirleri
Sivi kromatografisini siniflandirmanin pek ¢ok yolu vardir. Eger bu siniflandirma

ayirma prosesine ve sabit fazin yapisina gore olursa yuksek performansli sivi

kromatografisini 5 farkli tirde inceleyebiliriz:
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2.3.3.1 Iyon degisim kromatografisi (lon exchange chromatography, IEC)

Genellikle gida, cevre, metal endustrisi, ve biyolojik maddelerin saflastiriimasinda
kullanilan analitik bir ayirma teknigidir. Sabit fazin negatif yuk tasidigi katyon degisimi
ve sabit fazin pozitif yik tagidigr anyon degisimi olmak Uzere 2 sekli s6z konusudur.
Elektrostatik ¢cekime dayanan bu adsorpsiyon kromatografisinde o6rnekte bulunan
bilesenler yiiklii sabit faza olan afinitelerine gdre ayrilirlar. iyon degistirici ile mobil
fazin varliginda zayif bir etkilesime giren o6rnek iyonlari kolonda zayif bir sekilde
tutunup, kolonda en hizli elisyona ugrarlar. Daha kuvvetli etkilesime giren ornek ise
daha ge¢ surede kolondan cikar. Mobil faz olarak ise sulu tampon c¢ozeltileri
kullaniimaktadir (Unsal, 2006).

2.3.3.2 Buyikliikgce ayirma kromatoqgrafisi (Size exclusion chromatoqraphy,

SEQC)

Bu yonteme jel gecirgenlik kromatografisi de (Gel permeation chromatography,
GPC) denir. Kolon, gozenek boyutu ve hacmi kontrol edilebilen partikuller ile
doldurulur. Buyuk molekuller gozeneklerin igine giremediklerinden daha &nce
kolondan ayrilirken daha kuguk molekuller partikullerin  gbzeneklerine dogru
difzlenerek kolondan daha geg cikarlar. Bdylece degisik ¢aplardaki gézenekler

birer elek gibi davranarak maddeleri buyuklUklerine gore alikoymaktadir.

2.3.3.3 Normal faz kromatografisi (Normal phase chromatography, NPC)

Polar sabit faz (6rnegin silika jel) ylzeyi ile, n-hekzan ya da tetrahidrofuran gibi
apolar mobil faz turlerinin kullanildigi kromatografik ayirma teknigidir. Burada polar
olan kolon dolgu materyali ile etkilesen polar 6rneklerin alikonma sureleri daha
az polar olan oérneklere oranla daha fazladir. Bu nedenle 6rnek bilesenlerinden

daha polar olanlar, kolondan daha geg ¢ikarlar ve ayirma gergeklesir.

2.3.3.4 Ters faz kromatografisi (Reversed phase chromatoqgraphy, RPC)

Apolar (hidrofobik) sabit faz ylzeyi ile metanol, su-asetonitril karisimi gibi polar mobil

faz turlerinin kullanildid1 kromatografik ayirma teknigidir. Burada en polar yapidaki
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ornek bilesenleri sabit faz ile en az etkilesime girerek kolonu en hizli sekilde terk
eder. Daha apolar olanlar ise sabit faz ile arasindaki etkilesim siddetine gére kolonu
daha geg terk ederler (Unsal, 2006).

2.3.3.5 Afinite kromatografisi (Affinity chromatography, AC)

Hedeflenen molekili spesifik olarak taniyan bir ligand ile tutuklanmis destek
materyalinin sabit fazi olusturdugu kromatografik yontemlerden biridir. Genel olarak
yontem ligandlarla bir oOrnek igerisinde ¢6zinmis hedef madde arasindaki
etkilesimleri icerir. Cok etkili bir teknik olmasi nedeniyle bir defada saflagtirmanin
tamamlandigi tek yoéntemdir. Ylksek seciciligi fazla olmasi nedeniyle protein
saflagtirma yontemi olarak 0Ozellikle kullaniimaktadir (Durdu, 2004). Alikonma
mekanizmasi maddeye Ozgun olmakta ve anahtar-kilit modeline uygun biyolojik

materyaller dolgu malzemesi olarak kullaniimaktadir.

Afinite Kromatografisi, enzim, antikor vb. gibi spesifik baglanma 6zelligine sahip bir
maddenin polimerik partikil, monolit, dekstran, sellloz, agaroz veya cam kureler gibi
bir destek matriksine kovalent bagla baglandigi bir ayirma teknigidir. Dolgulu kolon
icerisinde kovalent bagla bagli madde bir ¢ozeltiden veya suspansiyondan gecgerek
kendi hedef molekull ile etkilesime girer. Afinite kromatografisi ligand ile ligandi
tamamlayici bir makromolekul arasindaki 6zgin ve donusturulebilir etkilesimleri

kullanmaktadir.

Afinite kromatografisinde Inert kati destek materyali ve bu destek materyale
kovalent baglarla baglanmig ligand sabit fazi olusturur. Hedef maddeyi iceren
cOzeltiden istenen madde sabit faz tarafindan secimli olarak tutulur. Ligand ve
hedef molekul arasinda olusan bag dontsumll bir karaktere sahip oldugu igin,
baglanmayan maddelerin kolondan uzaklastirlmasindan sonra sabit faz tarafindan
tutulan madde mobil fazin sicakhgi, iyonik kuvveti veya pH’i degistirilerek kolondan
tekrar geri alinabilir. Ure ve guanidin gibi ajanlar bu amagla kulaniimaktadir (Durdu,
2004). Destek matriksine kovalent bagla baglanmis enzim veya ligandin kolona bagh
kalabilme ve hedef molekil serbest birakildiktan sonra da biyolojik olarak aktif
olabilme kabiliyeti 6zellikle istenen durumdur. Enzim, inhibitor, antijen ve antikor gibi

molekuller i¢in yuksek tanima ve spesifiklik 6zelliklerine sahip olan ligandlar bir
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baska molekulu tantyamadiklari igin grup ligandlari gelistiriimistir (Kopperschlager et.
al., 1982).

Afinite kromatografisi enzim, antikor gibi buylik molekillerin saflastirimasinda veya
kiguk bilesiklerin kullanim 6ncesi eliminasyonunda kullanilir. Ayrica hiicre ayirma

islemleri de afinite kromatografisi teknikleri kullanilarak gercgeklestirilebilir.

2.4 Mikro ve Nano-Sivi Kromatografisi (Micro & Nano-Liquid Chromatography)

Mikro ve Nano-LC, nano veya mikrolitre mertebesinde mobil faz kullanimi ile ¢alisan
ve genelde 500 um veya daha klguk i¢ ¢ap degerine sahip monolitik kolonlarin
kullanildigi yeni geligtirilen bir sivi kromatografi sistemidir (Coufal et al, 2002).
Yuksek performansli sivi kromatografisinde ulasilmayacak analiz hizlarina Nano
veya PHPLC sistemleri ile ulagilabilmektedir. Nano veya yHPLC, ayni HPLC de
oldugu gibi pompa, enjektor, kolon, dedektdr ve bilgisayar  birimleri
bilesenlerinden olusmaktadir. Calisma prensibi olarak, hedef maddeler ilk 6énce bir
¢ozlcu igerisinde ¢ozinur ve kolona enjekte edilirler ardindan mobil faz vasitasiyla
yuksek basing altinda kromatografik kolondan akis saglanir ve kolon igerisinde
karisim bilesenlerine ayrilir. Kolon igerisindeki ¢6zinme Onemlidir ve ¢dzlnen
madde ile sabit faz arasindaki etkilesime baghdir (Moore et al., 1998). Sabit faz
kolon igerisindeki dolgu maddesi olarak tanimlanabilir. Farkh sabit faz ve c¢ozelti
kullanilarak ¢6zinen madde ile sabit ve mobil faz arasindaki etkilesim,
ayarlanabilir (Saz et al., 2007). Sekil 2.5°de Nano ve PHPLC sisteminin sematik

gOsterimi verilmistir.

Ornek dongisti

pompa

HO

Dedektor

ornek

COzicu rezervuari

Sekil 2.5 Nano ve mikro-LC sisteminin sematik gosterimi (Bayraktar, 2009)
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Mobil faz érnek bilesenlerini, kolon boyunca tasiyan, gesitli fiziksel ve kimyasal
Ozelliklere sahip ¢ozelti veya ¢ozicu karisimlardir. Nano-LC sisteminde kullanilacak
mobil faz secilirken 6zellikle yuksek derecedeki saflik cok onemlidir. Klasik HPLC
sistemleri ile karsilastirildiginda ¢alisma prensibi olarak hemen hemen ayni olmasina
ragmen Nano veya yHPLC’de sistemin minyatlr boyuta gelmesi bazi avantajlari da
beraberinde getirir. Minimal mobil faz kullanimi ile tiketilen solvent miktari ve olusan
zararh atik Urun azalir (Premsteller et al., 2001). Dolayisiyla toksik ¢ozuculerin
cevreye olan etkisi azalmaktadir. Kolon i¢ ¢apinin kigik olmasi duyarliigi arttirir ve
daha az miktarda ornek kullanimini gerektirir. Ayrica kolon ¢apinin kuguk olmasi
daha hassas analizlerin yapilmasina olanak saglar. Kolon dolgu malzemelerinin
boyutlarinin kigulmesiyle pik genigligi azalmakta ve daha iyi ayirma verimi elde
edilmektedir (Grafnetter et al., 2004).

Sistem basinci diger sistemlere oranla daha dusiktir. Mikroboyutta analiz
yapildigindan olu hacim buyuk oranda azalir ve band geniglemesi engellenmis olur.
Benzer iglevi goren aletlerle kiyaslandiginda pHPLC sisteminin daha ucuz oldugu
soylenebilir. Sistemin kuguk ve parcalara ayrilabilir 6zelliginden dolayi taginmasi ve
montaji kolaydir. Ayrica kisa surede kromatografik ayrim gerceklestirimektedir (Zou
et al., 2002).

2.5 Enzim immobilizasyon Teknikleri

immobilizasyon tekniklerinin enzimin kararlihgi, katalitik aktivitesi, deaktivasyonu,
rejenerasyonu, yasam suresi ve analitik uygulamalari Gzerine ¢ok ciddi etkileri sz
konusudur. Fiziksel ve mekanik 6zellikleri birbirinden olduk¢a farklihk gosteren dogal
ve sentetik destek materyallerindeki artig, dogru destek materyalini segmeyi gitgide
daha kompleks hale getirmistir. Secilen destek materyalinin ve immobilizasyon
isleminin dusuk maliyetli olmasi, toksik olmamasi, maksimum aktiviteyi saglamasi,
katalitik aktivitesini uzun bir sure devam ettirebilmesi, ve immobilizasyon igleminin
kolayli§i gibi birden cok parametreyi saglamasi beklenmektedir. Ozellikle 1980’li
yillardan itibaren enzim immobilizasyonu Uzerinde en c¢ok durulan arastirma
konularindandir. Gunumuzde de enzim immobilizasyonu Uzerine aragtirmalar devam
etmekte olup, ticari olarak uygulama imkani olanlar patenti alinip ilgili sektorlerin

kullanimina sunulmaktadir. immobilize enzim sistemleri baglanma metoduna gére
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fiziksel baglanma yoluyla immobilize edilmis enzimler, tutuklanma ile immobilize
edilmis enzimler ve kimyasal (kovalent) baglanma yoluyla immobilize edilmis

enzimler olmak Uzere 3 kisimda incelenebilir:

2.5.1 Fiziksel baglanma yoluyla enzim immobilizasyonu

Fiziksel adsorpsiyon metodunun temel mantigi enzimin zayif ¢cekim kuvvetleri ile
inert tasiyiclya baglanmasidir (Messing, 1975). Immobilizasyon Van der Waals,
iyonik veya hidrojen baglarinin tasiyici ile enzim arasinda kurulmasi ile gergeklesir
(Mosbach, 1976). Basit ayni zamanda ekonomik olan bu yontemde enzim
immobilizasyonu belirli sicaklik, pH ve iyonik siddete sahip ¢ozelti ortaminda enzim
ve tastyicinin etkilegtiriimesi ile gergeklesir. Yontemde on islem olarak tasiciyicinin

tampon ile yikanmasi yeterlidir.

Uzerinde apolar yapilar tagiyan 6zellikle de aromatik gruplar iceren tasiyicilar enzim
Uzerinde yer alan tirosin, izoldsin ve triptofan gruplari ile etkileserek enzimi baglarlar.
immobilize edilmis enzimin stabilitesinin hidrofilik tasiyicillarda daha iyi oldugunu
disunen bazi arastirmacilar, hidrofobik tasiyicilari kullanmamiglardir. Fakat zaman
icinde yapilan baska calismalar bazi enzimlerin hidrofobik tasiyicilara basari ile
baglandigini gdstermistir. Uzerine hidrofobik gruplar takilarak hazirlanan tasiyici ile
enzim arasinda hidrofobik baglar olusarak immobilizasyon islemi gergeklesmektedir.

Fiziksel adsorpsiyon ile baglanma yontemi icin iyon degistirici recgineler gibi daha
basarili tasiyicillar kimyasal olarak uretiimektedir. Tasiyici materyal olarak
polisakkaritlerin alifatik ve aromatik eter turevleri 6zellikle triferilmetil agoroz fiziksel
adsorpsiyon yolu ile enzimlere ¢ok kolay baglanabilmektedir. Yine tasiyici olarak
aliminyum, titan, cam, kum ve silika gibi farkli inorganik malzemeler kullaniimakta
fakat bu tasiyicilar genellikle disuk miktarda enzim adsorplamakta ve enzimin surekli

olarak kaybi s6z konusu olmaktadir.

Fiziksel adsorpsiyon ile enzim baglama metodu kullanilarak yapilan c¢alismalarin
onemli kisminda tagiyicilardan surekli olarak enzim kagagi olustugu gozlenmektedir.
Bu kagaklari sicaklk, pH, iyonik siddet degerleri degistirilerek azaltmak mumkuanddar.
Bunun yaninda kacgaklari dnlemek ve stabiliteyi artirmak igin enzim adsorplanmis

tasiyici glutaraldehit gibi ¢ift fonksiyonlu bir ¢capraz baglayici ile muamele edilebilir.

23



Taslyici olarak inert bir malzeme kullaniimis ise ¢capraz baglayici enzim molekullerini
kovalent olarak birbirine baglar ve enzimin tasiyicidan ayrilmasi engellenmis olur
(Bilici, 2002).

Enzim rejenerasyonunun muidmkin olmasi belki de fiziksel adsorpsiyon ile
immobilizasyonun en 6nemli avantajidir. Bu islem tasiyicilarin taze enzim ¢ozeltisi ile
muamele edilmesiyle gergeklestiriimektedir (Tramper, 1982). immobilize enzimin
stabilitesi iyi ve tasiyicidan enzim kagisi kabul edilebilir dizeyde ise fiziksel

adsorpsiyon ile immobilizasyon endustriyel uygulamalar igin oldukga ¢ekicidir.

2.5.2 Fiziksel tutuklama yoluyla enzim immobilizasyonu

Tutuklama, enzimin fiziksel olarak ¢ok kiguk bir parganin igine disariya ¢ikmayacak
sekilde hapsedilmesidir. Matrisin igine tutuklama veya membran igine tutuklama
temel tutuklama metotlaridir. Tutuklama ile enzim immobilizasyonu igin kullanilan
matrisler genellikle ca-alginate, agar, k-carrageenin, poliakrilamid, ve kollajen gibi
polimerik materyallerdir. Bunun yaninda aktif karbon ve poroz seramiklerde kati
matris olarak kullaniimaktadir. Tutuklamanin yapilacagi matris partikul olabildigi gibi
membran veya fiber de olabilmektedir. Tutuklama &zellikle son yillarda hicre
immobilizasyonunda tercih edilen bir teknik haline gelmistir.

Hidrofilik jel olusumu yolu ile enzimlerin immobilizasyonu fiziksel tutuklama yolu ile
immobilizasyona iyi bir drnektir. Bu ydontemde akrilamid monomeri yaygin olarak
kullaniimaktadir. Ancak son zamanlarda bir ¢ok ¢alismada hidrofobik jeller kadar iyi
sonu¢ veren 2- hidroksietiimetakrilat (HEMA) monomeri matris sentezi igin
onerilmektedir (Kumakura, 1983). Polivinil alkol, kitosan ve dogal kokenli jelatin de jel
formu icin kullanilan polimerler arasindadir.

Tutuklamanin getirdigi belli bagh dezavantajlarda so6z konusudur. Enzimin
tutuklandigi yerden ¢ozeltiye sizmasi, diflizyon kisitlamalari, enzimin aktivitesinin ve
kararhliginin azalmasi ve mikro gevresel kosullarin kontrol altinda tutulamamasi bu

dezavantajlar arasinda sayilabilir.
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2.5.3 Kovalent baglanma yolu ile enzim immobilizasyonu

Kovalent baglanma yolu ile enzim immobilizasyonu Uzerine ¢alismalar uzun yillardan
beri devam etmektedir. Ancak kovalent olmayan enzim immobilizasyon yontemlerinin
de son yillarda Ozellikle endustriyel uygulamalar igin ¢ok tercih edildigi bilinmektedir.
Kovalent yontemler enzim ile tasiyici matris arasinda belirli reaktif gruplar araciligiyla

olan etkilesimler temel alinarak siniflandilabilir.

Kovalent baglanmanin pek ¢ok avantaji sozkonusudur. Bunlardan birincisi enzim ile
taslyici matris arasindaki bag stabilitesinin saglam olmasidir. Bag saglam olunca
enzim tasiyici matristen Grin akimina buyuk ol¢ide kagamamaktadir. Bu ylizden bag
turinUn tersinir ve kararsiz yapiya sahip olmamasi gerekir. Ayrica tasilyici matrisin
¢6zinmemesi ve pargalanmamasi da Urin akimina enzim kagaginin olugsmamasi igin
son derece Onemlidir. Kovalent baglanmadaki en 6nemli avantajlardan birisi de
taslyici materyal ve baglanma yoéntemi sec¢iminde cok alternatifin s6z konusu
olmasidir. Altenatif ¢coklugu hidrofobik/hidrofilik grup orani, yuk dagilimi, baglanma
icin uzanti kullanimi gibi fiziksel ve kimyasal bir kisim 06zellikleri géz 6nunde

bulundurarak sec¢im yapmaya imkan tanimaktadir (Bilici, 2004).

Kovalent baglanma yonteminde sdylenebilecek en blyuk dezavantajlar islemlerin
maliyeti ve ydntemlerin karmasikhgidir. Ayrica immobilizasyon islemi sirasinda
enzimin, toksik reaktifler ile ve sert kimyasal ortamlar ile karsilasmasi immobilize
enzim sisteminin aktivitesinin dusmesine neden olabilmektedir. Bahsedilen
Ozelliklerin hemen hemen hepsi kullanilan enzim-tagiyici kompleksine gore farklilik
gOsterebilir (Bilici, 2004). Bu yuzden uygun enzim-taslyici kombinasyonuna

genellikle deneme yanilma yolu ile ulagiimaktadir.

2.5.3.1 Karbodiimid aktivasyonu

Karbodiimidlerin hafif asidik (4,5-5) pH degerlerinde karboksil gruplari iceren
tasiyicilar ile reaksiyona girerek olusturduklari turevleri, aminler ile reaksiyona
girerek kararli amid baglar1 yaparlar. Bahsedilen igslem 4 °C sicaklikta pH 7’de 4-16
saat reaksiyon suresi ile gergeklestirilir. Cok sik kullanilmasa da bir diger aktivasyon

yontemi daha vardir. Bu yontemde, karbodiimid enzim ile kargilastirilarak enzim

25



Uzerindeki karboksil gruplari ile etkilesir ve olusan kompleks tasiyicinin amino
grubuna baglanir. En ¢ok kullanilan suda ¢ézlnebilir karbodiimidler 1-sikloheksil (3-2
morfolin-etil) karbodiimid meta-p-toluen sulfonat (CMC) ile 1-etil-3-dimetilaminopropil)
karbodimid (EDC)’ dir.

Enzim immobilizasyonunda iki yontem sodzkonusudur. Birinci yontemde enzim,
tasiyict ve karbodiimid ile birlikte reaksiyona sokularak reaksiyon gerceklegtirilir.
ikinci yontemde ise karbodiimid, tasiyici ile 6n aktivasyon islemine sokulur. Fazla
olan reaktifin yikama iglemi ile ortamdan uzaklastirimasindan sonra tasiyici enzim
¢cOzeltisi ile reaksiyona sokularak enzim immobizasyonu kovalent olarak

gerceklestiriimig olur (Bilici, 2002).

2.5.3.2 Siyonejen bromiir aktivasyonu

Siyonejen bromir (CNBr) aktivasyonu en yaygin olarak kullanilan kovalent
immobilizasyon yontemlerinden biridir. Ozellikle Gzerinde hidroksil gruplari bulunan
polisakkarit matrislere enzim baglanmasinda tercih edilmektedir. CNBr
aktivasyonunun gergeklestirilebilmesi igin kuvvetli bazik ortam gerekmektedir.
Kuvvetli bazik ortam CNBr ve tasiyiciya baglanan aktif siyanat esterlerinin hidrolizine
neden olur. Bu iglemin gerceklesmesi igin ayni zamanda toksik bir kimyasal olan
CNBruan asiri miktarda kullanilmasi gereklidir, bu durum tasiyicinin aktivasyon
veriminin dusmesine sebep olmaktadir. CNBr'in bazi organik c¢ozuculerdeki
cozeltileri belirli sartlarda patlayici 6zellik gosterdiginden CNBr aktivasyon yontemi
kullanilirken ¢ok dikkat edilmesi gerekmektedir.

CNBr aktivasyon yonteminin uygulanmasi iki sekilde olabilmektedir. Titrasyon teknigi
olarak adlandilan birinci ydontemde, ortam pH’i sisteme surekli baz eklenerek sabit
tutulur. Tampon ¢ozelti teknigi olarak adlandirilan ikinci yontemde ise ¢ok kuvvetli
tamponlanmis ortam kullaniimasina ve teknigin oldukga basit olmasina ragmen

dugsuk baglanma kapasitesi gosterdigi bilinmektedir (Wilhheck, 1984).

2.5.3.3 Glutaraldehit aktivasyonu

Glutaraldehit aktivasyonu, amino grubu tagiyan tasiyicilara enzimleri immobilize

etmek, ¢ozunur oligomerler veya ¢6zinmez membranlara enzimleri c¢apraz
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baglamak, adsorpsiyon isleminden sonra enzimi capraz baglamak amaciyla
kullaniimaktadir. Bu reaksiyonlarda glutaraldehit derisimi, pH, sicaklik ve reaksiyon

suresi arasinda karmasik bir iliski s6zkonusudur.

Glutaraldehitin proteinlerle olan reaksiyonu ortam pH’ina baglidir ve pH’in 4’ten 9’a
dogru artisi ile reaksiyon hizi artis gostermektedir (Reichlin, 1980). Capraz baglama
islemi genelde notral pH’larda gergeklestirilir. Tastyicinin - 6n aktivasyon islemi
genellikle oda sicakliginda ve maksimum % 10 gibi yluksek glutaraldehit
derisimlerinde yapilir ve ardindan iyi bir sekilde yikanir. Ortamda enzim bulundugu
durumlarda ise ¢ok disuUk glutaraldehit konsantrasyonlarinda (% 0.01-1) g¢aligiimasi
gerekmektedir. Glutaraldehitin derigimine bagl olarak reaksiyon siresi 1-60 dakika

arasinda degisebilmektedir.

Glutaraldehit aktivasyonunda optimum kosullar her bir enzim-tasiyici ¢iftine 6zel
olmak Uzere deneysel olarak belirlenmelidir. Polimerik tasiyicilar tarafindan
tutuklanmis veya adsorplanmis enzimler yuksek glutaraldehit derigimlerini tolere
edebilirken, serbest formdaki enzimlerin yuksek derisimleri ¢ok iyi tolere edebildigi
sdylenemez. immobilizasyon isleminden sonra enzim ve tasiyicisi genellikle seyreltik
lisin, glisin veya etanolamin ile etkileserek, tasiyici Uzerindeki serbest glutaraldehit

gruplarinin kapatilmasi saglanir (Wasserman,1980).
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Sekil 2.6. Glutaraldehit aktivasyon reaksiyonu
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2.5.3.4 Kolay baglanma (Click chemistry) ile enzim immobilizasyonu

Biyokimyada proteinler biribirini tekrar eden aminoasit Unitelerinden, sekerlerde
birbirini tekrar eden monosakkarit birimlerinden olusur. Uniteler karbon-karbon
bagindan ziyade karbon — hetero atom bagina dayali olarak birlesmektedir. Ek olarak
enzimler kimyasal proseslerin buyUuk enerji zorluklarinin Ustesinden gelmesini
reaksiyonlari kuguUk enerji adimlari igeren reaksiyon serilerine bolerek saglar. Kolay
baglanma c¢ok basamakli sentezleri hizli, etkili ve tahmin edilebilir olarak
gerceklesmesini saglamaktadir. Kolay baglanma reaksiyonlarinin 6zellikleri sunlardir
ve su avantajlar elde edilebilir:
v" Genis degisebilen uygulama alani
v' Yiksek verim eldesi
v" Yan Urindnin zararsiz veya higc olmamasi (Kromatografik olmayan metotlarla
uzaklastirilabilir olmasi)
v' Kolay reaksiyon kosullarinin séz konusu olmasi (ideal olarak prosesin su ve
oksijene duyarsiz olmasi)

v Stereospesifiklik (enantioselektif olmasi sart degil)

(\

Solvent icermemesi veya su gibi solventler kullaniimasi
v' Distilasyon veya kristalizasyon ile kolay Uriin izolasyonu veya saflastirmasi

(kromatografik ayrim gerektirmemesi) s6z konusudur.

2.6 immobilize Enzim Reaktorleri

immobilize enzim reaktorleri giin gegtikce daha genis kullanim alanlari bulmakta
olan, biyospesifik tanimlama, biyokataliz ve gesitli biyolojik prosesler uygulama alani
olarak gbdze carpan sistemlerdir. Immobilize enzimler kesikli sistemlerde
kullanilabildigi gibi kolona doldurularak surekli sistemlerde immobilize enzim reaktoru
(immobilized enzyme reactor-IMER) olarak da kullanilabilir. Bu tip sistemler agiri saf
enzim gerektirmedigi gibi prensip olarak isi, organik bilesikler ve pH’a karsi katalitik
aktivitesini kaybetmeden enzimatik kararliigini devam ettirebilir. Enzim reaktoru
olarak kullanildiginda ¢ok saf ve fazla miktarda enzim gerektirmemesi, katalitik
aktivitesini devam ettirebildigi middetce defalarca kullanilabilmesi maliyeti ve analiz

suresini kisaltmaktadir.
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immobilize enzim reaktérii ile yiksek performansh sivi kromatografik metodun
birlesmesi secicilige, hiza, kromatografik sistem vasitasiyla enzimatik reaksiyonun
spesifikligi ile hassasiyetinin birlesmesine imkan hazirlamistir. Bu sayede analiz
sisteminin hassasiyeti kayda deger bicimde artmis ve kompleks matrislerin iginde ¢ok
az miktarda bulunan bilegiklerin bile tespitine imkan saglanmigtir. Fakat enzimin
spesifik olmayan baglanmasindan kaynaklanan bant genislemesi, spesifik kitle
transfer rejiminde akis hizinin substrat donUsumine etkisi gibi bazi guglukler
immobilize enzim reaktorlerinin HPLC uygulamalarini kisitlamistir. Aslinda mikro-
partikul destek materyalleri kullanildiginda substratin katalitik kisimlara enzimatik
drin olusum hizindan daha yavas ulasmasindan dolayi sistem difizyon kisitlamali
kosullarda caligmaktadir (Belyaeve, 2004). Yapilan bazi c¢alismalarda monolitik
destek materyali kullaniimasiyla difizyon kisittamasi asilmis ve enzimatik kinetik

parametrelerin akistan etkilenmemesi saglanmistir.

immobilize enzim reaktorleri sivi kromatografi sisteminde analitik kolonun dncesinde
veya sonrasinda yerlestirilip kullanilabilir. Analitik kolondan sonra yerlestirildigi
durumlara  post-column  (kolon sonrasi  uygulama) analitik kolondan o&nce
yerlestirildigi durumlara pre-column (kolon 6ncesi uygulama) adi verilir (Sekil 2.7 ve
sekil 2.8). Analitik kolon sonrasi olan uygulamalarda da genellikle spesifik bir
tanimlama s6z konusu iken kolon dncesi uygulama calismalarinda genellikle temizlik,
enzimatik on igslem veya makromolekullerin pargalanmasi s6z konusudur (Girelli,
2005).

POMPA 2

POMPA 1 —@— IMER é ”:('g’l‘_[cm'( DEDEKTOR KAYIT EDICi

ENJEKTOR VANA

Sekil 2.7 Analitik kolon 6ncesi IMER uygulamasi; 2. pompa ile enzimatik reaksiyon

sonrasi mobil fazin degistirilmesi.
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POMPA 2

POMPA 1 ANALITIK IMER DEDEKTOR KAYIT EDiCi
KOLON

ENJEKTOR TBAGLANTISI

Sekil 2.8 Analitik kolon sonrasi IMER uygulamasi.

Kolon oncesi uygulama c¢alismalarinda imer Unitesi bir vana vasitasiyla herhangi bir
kromatografik sisteme rahatlikla baglanabilir. BOylece ikinci kromatografik sistemde
s6z konusu olan ayrim igin gerekli olan pH ve organik ¢6zlicunin enzim
denaturasyonuna yol agmasina engel olunmus olur.

Asetilkolin analiz sistemi

Pre-reaktor
Kolin , H;0,, AH, —HRECK 5. H,O, A, Betain
Post- reaktor

ACh, Oz » H,0,, Betain
Os-HRP dedektér

H,0, : : H,O

HRPred (Fe2*) H HRPox (Fe*?)
0503 0.5 o2
~__
(A) ¢ °

i —
Pompa  Enjektér  Pre-reaktdr Ayirma Kolonu Post- reaktdr
(HRP/ChO) (AChE/ChO) 0s-HRP dedektdr
|
(B) Bilgisayar

Sekil 2.9 HPLC-yabanturp peroksidaz immobilize cam karbon elektrodu ile asetil kolin

analiz sistemi (Kolon oncesi ve kolon sonrasi uygulama beraber).
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immobilize enzim reaktorleri ile idrar analizinde veya bazi biyolojik dokularin
analizinde analitlerin hizh donugumunin daha dogru ve kolay bir sekilde
yapilabilmesi kromatografik kolonunun da yardimiyla mimkin olabilmektedir. Ornek
olarak, analitin direk enjeksiyonuyla beraber immobilize B-glucuronidase reaktoru ile
ekstraksiyon veya buhar distilasyonu gibi herhangi ekstra bir basamaga ihtiyag
duyulmadan idrardaki benzen metabolitlerinin belirlenmesi mimkun olabilmektedir
(Tsai, 1996). Yine ornek olarak hidrolitik enzimatik reaksiyonlardan gelen serbest
fenolUn idrar ile ilgili diger bilesenlerle hi¢ bir girisimi s6z konusu olmadan imer
sayesinde basarili bir sekilde kolayca ayrilmasi mimkuindar (Jen, 1994). Yine sekil
2.9da asetil kolon analiz sisteminde kolon oncesi ve kolon sonrasi uygulama

beraber gorulmektedir.

2.7 Kemotripsin Enzimi

2.7.1 a-kemotripsin yapisi ve protein hidrolizi

Kemotripsin peptid baglarini hidrolize eden bes ana pankreas proteazindan bir
tanesidir. Bu enzimlerin her birisi hassas peptid baglarina bitisik olan amino asit R
gruplarina karsi farkli 6zgunlige sahiptir. Polipeptidler, bu proteaz enzimlerinin
etkisiyle oligopeptid ve amino asit haline donustrler. Kemotripsin, triptofan (Trp),
tyrosin (Tyr), fenilalanin (Phe), metyonin (Met) ve |0sin (Leu) gibi aromatik veya
genis hidrofobik yan zinciri olan peptid baglarina kargi segicidir. Kemotripsin enzimi
ayrica ester (easter) baglarinin hidrolizini da katalizleyebilmektedir. Kemotripsin
enzimindeki ana surucu gug, batin serin proteaz ailesinde ortak olarak bulunan ve
katalitik triad olarak bilinen UgliU amino asit yapisidir. Bu amino asitler 195
pozisyonundaki serin (Ser), 102 pozisyonundaki aspartik asit (Asp) ve 57
pozisyonundaki histidin (his) dir.
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Sekil 2.10. a- kemotripsinin enziminin yapisinda bulunan katalik GglU yapi

KEMOTRIPSININ PROTEIN HIDROLIZI

GECIS DURUMU
@ Polipeptid substrat hidrofobik cebinyan @ H iyon(l;leSer‘ den His' e transfer

zincirine non-kovalent olarak baglanir. edilir: Substrat-enziin ile tetrahedial
gegig durumu olugturur.

s
H iyonu, C-N baginin bélinmesi ile
serbest kalan C terminaline transfer
edilir.N terminal peptidi agil
vasitasiyla Serin' e baglanir.

ACIL-ENZIM-SU iNCi
GECIS DURUMU

KOMPLEKST ENZIM
© Birsu molekiilii, aynlan © Su molekiilii kendi protonunu His 57'e © ikinci polipeptid kismi da serbest kalir:
polipeptidin yerine enzime -OH iyonunu substrata transfer eder. Agil bagi agilir, proton His'ten tekrar Ser'e
baglanir. Tekrar tetrahedral gegig durumu olusur.  transfer olur ve enzim ilk konumuna geri
doner.

Sekil 2.11. Kemotripsinin protein hidroliz basamaklari (Mathews and Van Holde,
Biochemistry, 2/e’ den uyarlanmigtir.)
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2.7.2 immobilize a-kemotripsin uygulama galismalari

a-Kemotripsin immobilizasyonu ile ilgili ilk calismalar Clark ve Bailey tarafindan
yapiimistir (Clark and Bailey, 1984). Calismalarinda 1 ile 10 ym boyutunda
poliakrolein graft edilmis polistiren ve polimetilmetakrilat mikrokUreleri  destek
materyali olarak kullanmiglardir. Calismalarinda Sepharose-4B ve esboyutlu-
g6zenekli ve magnetik 6zellikler kazandiriimis polistiren mikroklrelerde alternatif
materyal olarak kullaniimigtir. immobilize kemotripsinin kinetik davranigi ve partikil ici
difuzyon etkileri diferansiyel dolgulu kolon reaktér ve ona bagh UV spektrofotometre
kullanilarak tespit edilmigtir. Yine 100-1000 um boyutundaki buylk polidispers
kureler destek materyali olarak kullanilp sUspansiyon polimerizasyonu ile
kemotripsin  immobilizasyon calismalari yapilmistir. Bu ve benzeri ¢alismalarda
yeni destek materyallerinin gelistiriimesi, immobilize kemotripsinin kinetik davranigi
ve immobilize kemotripsin ile substrat arasindaki etkilesimin 6zellikle Uzerine
durulmustur (Da Silva,1990, Alcantara, 1995).

Kovalent bagl kemotripsin veya tripsin tasiyan agoroz bazh kolonlar, (Cogunlukla
Sepharose-4B gibi) afinite kromatografisi uygulamalarinda farkli ortamlardan proteaz
inhibitérlerinin izolasyonunu amagclayan galismalarda sabit faz olarak kullaniimistir.
Yine anti-CT antikorlarinin afinite kromatografisi ile izolasyonu, hidrolize edilmis
peptit veya pepsinlerin ters faz HPLC uygulamalari Turkova ve arkadaslarinin
kemotripsin ile ilgili uygulama c¢alismalari olarak dikkat ¢gekmektedir (Bilkova, 1997-
1999). GUnUmuzde ’afinite- HPLC’ nispeten yeni ve geleneksel afinite
kromatografisine alternatif bir kromatografik teknik olarak gdze c¢arpmaktadir.
Literatir taramalarinda, kemotripsin  immobilize kolonlarin geleneksel afinite
kromatografisinde kullanildi§i gézukarken, ‘afinite-HPLC’ uygulamalarina uygun
kemotripsin  immobilize kolon Uretimi ile ilgili bir c¢cahsma bulunamamistir.
Kemotripsinin silika bazli dolgu materyallerine kovalent immobilizasyonu ile elde
edilen ayirma ortaminda enantiyomerik ve stereoizomerik dipeptidlerin HPLC
sisteminde ayrimi saglanmistir. Ayrica HPLC ile yapilan g¢alismalarda, kemotripsin
immobilize kolonlarin aktif kisimlari ve davranig bicimlerinin kiral ayrimda énemli rol

oynadigi tespit edilmistir (Haginaka, 2001).

33



3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Partikiil Bazli HPLC-IMER igin Kolon Materyallerinin Uretimi

3.1.1 Partikil sentez yontemi

Partiktl bazli HPLC-IMER kolonu igin partikiller cok basamakli mikrosispansiyon
polimerizasyonu yontemi ile elde edilmistir. Sentezin ilk basamagi olan polistiren ¢ikis
lateksi dispersiyon polimerizasyonu yontemi ile Uretilmistir. Monodispersitesi korunan
polistiren ¢ikis lateksi monomer ve ¢apraz baglayicinin da iginde bulundugu organik
bir fazda sisirme islemine tabi tutulmustur. Monomer fazin polimerizasyonu sisirilen
polistiren lateks partikuller icerisinde gerceklestiriimistir. Polimerizasyon iglemi
bittikten sonra ekstraksiyon yapilmis ve gozenekli monodispers partikuller elde

edilmistir.

3.1.1.1 Cikis lateksinin uretimi

3.1.1.1.1 Materyal

Calismada kullanilan stiren monomeri (S, Yarpet, Kocaeli, Turkiye) vakumda distile
edilmis ve polimerizasyon iglemlerinde kullanilincaya kadar buzdolabinda
saklanmistir. Cikis lateksinin dispersiyon polimerizasyonu ile Uretiminde dagitma
ortami olarak mutlak etil alkol (Et-OH, Merck A.G., Almanya) kullaniimistir. Sentezde
sterik stabilizor olarak segilen polivinilpirolidon K-30 (Mr: 40.000, PVP K-30, Sigma
Chemical Co., ABD) alindigi sekliyle polimerizasyonlarda kullaniimistir. Baglatici
olarak etilalkolden kristalize edilen 2-2’-azobisizobutironitrii de (AIBN, BDH
Chemicals LTD., ingiltere) herhangi bir isleme tabi tutulmadan alindigi gibi

kullaniimistir.

3.1.1.1.2 Polimerizasyon yontemi

Polistiren c¢ikis lateksi dispersiyon polimerizasyonu yontemi kullanilarak elde
edilmistir. Sentez kosullari Cizelge 3.1'de gorulmektedir. Bu amagla ilk 6nce dagitma

ortami hazirlanmigtir. Polimerizasyon reaktori olarak 260 mL hacme sahip agzi
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sizdirmaz sekilde kapatilan cam rodajli erlen kullaniimaktadir. ilk olarak dagitma
ortami 1 g PVP K-30, 100 mL Et-OH igerisinde ¢oztinerek hazirlanmistir. Elde edilen
dagitma ortamina 10 mL stiren monomeri ve 0.14 g AIBN eklenmistir. Cozeltinin
homojen hale gelmesi ve AIBN’nin tam ¢ézinmesini saglayabilmek igin ortam 5
dakika siireyle 200 W giiciinde bir sonikatdérde (Bransonic 200, ingiltere), oda
sicakliginda tutulmustur. Homojen polimerizasyon ortamini igeren sizdirmaz cam
reaktor calkalamali su banyosuna (Gallenkamp, ABD) konulmug ve polimerizasyon
sicakhigi olan 70 °C degerine isitiimigtir. Polimerizasyon iglemi 100 cpm c¢alkalama

hizinda 24 saat sure gercgeklestirilmistir.

Cizelge 3.1 Polistiren ¢ikis lateks sentezi igin dispersiyon polimerizasyon kosullari

Fonksiyon Bilesen Miktar
Monomer Stiren 10 mL
Dagitma Ortami Etanol 100 mL
Sterik Stabilizor PVP K-30 1lg
Baglatici AIBN 0,14 g
Sicakhk 70 °C

Polimerizasyon Suresi 24 saat

Calkalama Hizi 100 cpm

Polimerizasyon sonrasinda, elde edilen Grin oda sicakligina soguduktan sonra, 5000
rom’de 5 dakika sureyle santrifUjlenmistir. Santriflj sonrasi sivi kisim atiimisg ve 10
mL’lik santrifij tlplerinde ¢oOken partiklllerin Uzerine ilk olarak etanol eklenerek,
partikiller bir baget yardimiyla ortamda dispers edilmistir. Elde edilen vyeni
dispersiyonla santrifujleme-dekantasyon islemi 3 kez yinelenmis ve ayni islem distile-
diyonize su ile 3 kez tekrarlanmistir. Son santriflij isleminden sonra ¢oken partiklller

yaklasik 100 mL su icerisinde 1-2 dakika slreyle sonikasyon ile dagitiimistir. Bu
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islem ile ortalama partikil boyutu yaklasik 2.4 uym olan monodispers polistiren ¢ikis

lateks partikulleri elde edilmigtir.

3.1.1.1.3 Cikis lateksinin karakterizasyonu

Cikis lateksinin ortalama boy ve boy dagilim 6zelliklerinin hesaplanabilmesi amaciyla
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM, Jeol JEM 1200EX, Tokyo, Japonya) ile elde
edilen fotograflar kullaniimistir. Cikis lateks dispersiyonunun polimerik partikdl igerigi
ise gravimetrik analiz yontemiyle belirlenmistir. Bu amagla belirli hacimde alinan
lateks iceren sulu faz 70 °C de 24 saat slre ile etlvde kurutulmus ve tartim

yaplilarak kati icerigi belirlenmistir.

3.1.1.2 Poli(GMA-EDM) mikrokiirelerin sentezi

Monodispers gozenekli GMA-EDM partikulleri “cok basamakli mikrostispansiyon

polimerizasyonu” yontemi ile sentezlenmigtir (Sekil 3.1).

POLIMERIZASYON YONTEMI

Dispersiyon Cok Basamakl
Polimerizasyonu Polimerizasyon Yontemi
| b |
Sisme Polimerizasyon

o — O

PS Cikis

MOROITEr Lateksi

Sekil 3.1 Monodispers ve gozenekli partikllerin sentezinin sematik gosterimi
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3.1.1.2.1 Materyal

Sentezde sisirme ajani olarak kullanilan organik ajan dibutilfitalat (DBP, Aldrich
Chemical Co.,ABD) organik ajan olarak siklohekzanol (Cyc-OH, Aldrich Chemical
Co., ABD) kullaniimistir. Monomer olarak glisidilmetakrilat (GMA, Aldrich Chemicals
Co., ABD) kullanilirken, capraz baglayici olarak etilen dimetakrilat (EDM, Aldrich
Chemicals Co., ABD) tercih edilmis ve alindigi gibi kullaniimistir. Anyonik emulsiyon
yapicl madde olarak sodyum dodesil sulfat , SDS, Sigma Chemicals. Co., baslatici
olarak etil alkolden kristalize edilen 2-2’-azobisizobutironitril, AIBN, Aldrich Chemicals
Co., stabilizér olarak da polivinilalkol PVA ( MA: 87000-146000, % 87 hidrolize)
Aldrich Chemicals Co., kullaniimistir. Ayrica yapilan butin deneylerde distile su

kullaniimistir.

3.1.1.2.2 Poli(GMA-EDM) mikrokiirelerin iiretim yontemi

Monodispers-gozenekli partikullerin sentezinde 6nce sisme islemi, ardindan da sisen
partiktller  icerisinde  polimerizasyon  gergeklestiriimistir.  Cizelge  3.2.de
polimerizasyon kosullari gértilmektedir. Sisme iglemi igin 7 mL Cyc-OH, 2.7 mL DBP,
3.2 mL GMA, 2.1 mL EDM ve 0.16 g AIBN karigtirilarak, homojen organik faz elde
edilmistir. Bu organik faz, 0.3 g lauril sulfat ve 1.4 g PVA igeren toplam 180 mL sulu
hacim igerisinde 30 dakika sureyle sonikasyon islemine maruz birakilip dispers
edilmistir. Elde edilen emllsiyona, 2.4 um boyutundaki monodispers polistiren lateks
partikillerden 0.35 g eklenmistir. Monomer ve diluent iceren organik fazin lateks
partikullere transferi amaciyla, olusan dispersiyon oda sicakhginda, 24 saat sureyle,
manyetik olarak 250 rpm hizda karistiriimigtir. Sisme islemi bittikten sonra sismis
partikiller icerisinde polimerizasyon, ¢alkalamali su banyosunda, 70 °C’ de 24 saat
sureyle, 120 cpm calkalama hizinda gergeklestiriimigtir. Bu islem sonunda

calkalamali su banyosundan alinan reaktoér oda sicakligina sogutulmustur.
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Cizelge 3.2 Poli(GMA-EDM) polimeri igin polimerizasyon sartlari

Fonksiyon Bilesen Miktar
Organik Ajan Siklohekzanol 7 mL
Sisirme Ajani DBP 2.7 mL
Monomer GMA 3.2mL
Capraz Baglayici EDM 2.1 mL
Baslatici AIBN 0.16 g
Emulsiyon Yapici SDS 0.3¢g
Stabilizor PVA 149
Lateks PS Lateks 0.35¢
Sisme Kosullan

Sicaklik 25°C

Sisme Sdresi 24 saat

Manyetik Karistirma Hizi 250 rpm
Polimerizasyon Kosullari

Sicaklik 70 °C

Polimerizasyon Siresi 24 saat

Calkalama Hizi 120 cpm

3.1.1.2.3 Poli(GMA-EDM) partikullerin yikanmasi ve ekstraksiyonu

Polimerizasyon iglemi sonrasinda, uniform makro gdézenekli monodispers partikuller
ana urln olarak elde edilmektedir. Bunun yaninda yan Urln olarak surekli fazda
kalan monomerin polimerlesmesi ile olusan kuaguk partikil fraksiyonunun
monodispers gozenekli partiktllerden ayrilmasi gerekmektedir. Bu partiklllerin
ortamdan uzaklastiriimasi igin santrifijleme ve dekantasyon iglemi yapilmalidir. Elde
edilen dispersiyon, reaktérden bu amagla 10 mL’lik santrifij tlplerine aktariimis ve
2000 rpm hizla 1 dakika boyunca santrifijlenerek, monodispers makropartikillerin

¢okmesi saglanmistir. Cokme islemi sonucu elde edilen sUpernatant dekantasyon
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yoluyla atilarak, ortamdan bu fazda asili halde bulunan kiguk boyutlu partikallerin
uzaklasmasi saglanmistir. Ayni islem her bir santriflj tlpu tekrar distile su ile
doldurulup bir baget yardimi ile karistirilmak suretiyle 3 kez uygulanmis ve distile su
ile yapilan santrifUjleme-dekantasyon islemi sona erdirilmistir. Ortamda bulunan

kUguk fraksiyonlu partiklllerin uzaklastirildigi optik mikroskop ile kontrol edilmistir.

Monodispers, makro gozenekli partikul dispersiyonunun suyla yilkama igleminin
ardindan etanol ile yikama iglemi baglamistir. Partikiller etanol igerisine dispers
edildikten sonra 5000 rpm hizda 2 dakika sureyle santriflj islemine tabi tutulmus,
supernatantta bulunan etanol dekantasyon yolu ile alinmis ve yeni iglemler taze

etanol kullanimiyla 3 kez tekrarlanmigtir.

Etanol ekstraksiyonu ardindan, partikiller yaklagsik 150 mL tetrahidrofuran (THF,
Aldrich Chemicals Co., ABD) igerisinde dispers edilmis ve 5000 rpm karistirma
hizinda 3 dakika boyunca santrifUjlenmistir. Bdylece slUpernatant ortamdan
uzaklastiriimak suretiyle ayni islem 2 kez tekrar edilmigtir. THF ile yikama igleminin
ardindan THF ile ekstraksiyon islemine gegcilmistir. THF ile ekstraksiyonun amaci
partikiller icerisinde kalan organik ajanin ve lineer polistirenin ortamdan
uzaklastiriimasidir. Bunun igin partikuller yaklasik 50 mL THF igerisine alinmis ve su
banyosunda 60 °C’ de 2 saat sureyle iki kez ekstrakte edilmigtir. Ardindan partikaller

oda sicakhgina sogutulmustur.

3.1.1.2.4 Poli(GMA-EDM) partikillerin suilfiirik asit ile hidrolizi

Monodispers gozenekli poli(GMA-EDM) partikulleri, Gzerinde —OH gruplari elde
edebilmek icin sulfurik asit (H.SO,4, Merck A.G., Almanya) ile hidroliz edilmistir.
Dispersiyon ¢ozeltisi 50 mL 0.5 M % 95’lik H,SO,4 iceren 500 mL’ lik pyrex bir erlen
icinde hazirlandiktan sonra, poli(GMA-EDM) partikulleri ¢Ozeltinin icine dispers
edilmistir. Hidroliz iglemi, 60 °C’ de 8 saat slreyle g¢alkalamali bir su banyosunda
gerceklestirilmistir. Hidroliz islemi ile partikillerdeki GMA Uzerinde bulunan epoksi
halkalar1 acilarak diol gruplari elde edilmigtir. Boylece GMA bazli yapi poli(2,3-
dihidroksipropilmetakrilat-co-etilendimetakrilat), poli(DHPM-EDM)) formuna
donustardlmustar (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Monodispers gozenekli poli(GMA-EDM) partikillerin asidik hidrolizi ile
poli(2,3-dihidroksipropilmetakrilat-co-etilendimetakrilat), poli(DHPM-EDM)

partikullerin eldesi

3.1.1.2.5 Poli(DHPM-EDM) partikiillerin karakterizasyonu

Monodispers ve gozenekli poli(DHPM-EDM) partikullerin ortalama partikul boyu ve
boy dagihmi taramali elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM)
(JEOL, JEM 1200EX, Japan) ile tayin edilmistir. Bu islem icin 50° C'de vakum
ortaminda 0.1 mL partikal dispersiyonu hazirlanarak disk Uzerine kurutulmustur.
Yaklagik 150 Angstrom kalinliginda altin ile kaplanan partikullerin fotograflari vakum
ortaminda 2000-8000X buyutme ile ¢ekilmistir. Bu fotograflar degerlendirilerek boy

dagihmi igin bagil standart sapma ve ortalama partikil boyu belirlenmigtir.

Brunauer-Emmet-Teller (BET) cihazi (Quantachrome, Nova 2200E, ingiltere)
kullanilarak yuzey alani ve ortalama gozenek boyutu ve dagilimini tespit etmek igin
cesitli Olcimler yapilmistir. Bunun igin partikiller 90 °C‘ de 10 saat sure ile vakum
altinda etuvde kurutulmaktadir. Partikuller cihaz hlcresine yerlegtirilerek, BET
sisteminde 90° C’ de 3 saat sure ile vakumlanmaktadir. Her bir analizde yaklagik 0.1
g kuru partikiil kullanilmistir.  Olclmler sivi azot icerisine yerlestirilen 6rnek
hlcrelerinde gercgeklestiriimektedir. Yapilan analizlerde temel prensip, partiklllerin
Uzerinden gegirilen azot gazinin partikuller Gzerine adsorplanmasi ve adsorplanan
miktarin azot gaz basinci kullanilarak hesaplanmasidir. Yuzey alani olgimlerinde

BET adsorpsiyon izoterm yontemi kullaniimistir.
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3.1.2 Poli(DHPM-EDM) partikiillerine kolay baglanma yoéntemi ile enzim

immobilizasyonu

3.1.2.1 Poli(DHPM-EDM) partikul yiizeyinin klorlanmasi

Kloropropiltrimetoksisilan (CPTMS), poli(DHPM-EDM) partikullerinin  yuzeyine,
hidroksil ve trimetoksisilan gruplari arasinda gergeklesen reaksiyon sonucu kovalent
olarak baglanmistir. CPTMS’ nin partikillere baglanma reaksiyonu ve sonugcta elde
edilen yapi Sekil 3.3’ de gorulmektedir. Reaksiyon dncesi partikuller toluen ile 3 defa
yikanmistir. Ardindan bahsedilen reaksiyon i¢in 0,25 mL CPTMS ve 10 mL toluen
iceren homojen bir c¢ozelti hazirlanmigtir. Poli(DHPM-EDM) partikilleri (1 g)
hazirlanan bu ¢ozeltinin icinde dispers edilmis ardindan, 24 saat sure ile 25 °C’ de
calkalayicili su banyosunda 250 rpm hizda karistinimistir. Reaksiyonun ardindan
poli(DHPM-EDM) partikuller 3 defa dimetilformamid (DMF) ile yikanmis bdylece

partikul ylizeyinin Kklorlanmasi iglemi gergeklestirilmistir.

H CH,—OH o \o
7 PN
CH,—CH S\
\OH O\ 7H2
CH; CH,
\

Sekil 3.3 Poli(DHPM-EDM) partikullerin CPTMS ile reaksiyona girerek klorlanmasi
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3.1.2.2 Poli(DHPM-EDM) partikiillerine azid baglanmasi

Poli(DHPM-EDM)  partiklllerin ylzeyine azid baglanma islemi yer degistirme
reaksiyonu ile gergeklestirilmigtir. Bu reaksiyon icin 0,5 g sodyum azid (NaN3), 5 mg
tetrabutilamonyumiodat (TBAI), 10 mL dimetilformamid (DMF) igerisinde
¢ozinmustar. Klorlanmis poli(DHPM-EDM) partikdlleri (1 g) hazirlanan ¢ozelti
icerisine dispers edilir. Reaksiyon 80 °C sicaklikta 16 saat sire ile 250 rpm karistirma
hizinda gergeklestirilir. Reaksiyonun ardindan partiktller 3 defa DMF c¢ozeltisi ile
yikanmistir. Yer degistirme reaksiyonu ve elde edilen yapi  Sekil 3.4° de

gorulmektedir.

CH
- / TCH,
2
/ -9 + NaN; ——» o
AN i

Sekil 3.4 Poli(DHPM-EDM) partikullerin sodyum azid ile tepkimeye girip azidlenmesi

3.1.2.3 Diyaliz membrani aktiflestirme

Aktiflestirme igleminde ilk olarak diyaliz membrani 15 dakika sureyle saf suyun igine
birakilmaktadir. 80 °C’ de 100 mL saf suda 0.3 g sodyum sulfit ¢oztulmektedir.
Hazirlanan bu ¢ozelti membran igerisinden ¢ozeltinin tamami bitene kadar

gegcirilmigtir. Daha sonra 60 °C’ de 100 mL sicak su gegirilir. 0.2 mL sulfirik asit 100
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mL suda ¢dzunUr ve hazirlanan ¢ozelti bitene kadar membrandan gegirilmektedir. 60
°C’ de 100 mL sicak su membrandan gegcirilerek tekrar sicak su ile yikama iglemi
yapillmaktadir. Bu islemler bittikten sonra membranin  i¢cinde kalan  asidin
uzaklagsmasi igin membran bir glin sureyle saf suda bekletilmis ve i¢cinde kalan asidin

tamami diflzyon yolu ile membranin iginden uzaklastiriimistir.

3.1.2.4 a-Kemotripsin enzimine alkin fonksiyonel grubu baglanmasi

Enzim immobilizasyonunun kolay baglanma yontemi ile gerceklestirmek icin
partikuldeki azid grubu ile tepkimeye girecek alkin grubunun enzim Uzerinde
olusturulmasi gerekmektedir. Bunun igin 24 mg suda ¢ozunebilen karbodiimid (N-(3
dimetilaminopropil)-N-etil-karbodiimid hidroklorar), (EDC), 50 mg a-kemotripsin
enzimi ve 25 mg pentionik asit karistiriimistir. Cézinme problemi oldugu igin 0.15 mi
THF ortama eklenmis ve karisimin ¢déztinmesi saglanmistir. Cézinme isleminden
sonra ortamdaki THF’ in uzaklagsmasi icin 12 saat sure ile beklenmis ve bodylelikle
THF ortamdan ugurulmustur. Reaksiyon 24 saat sure ile +4 °C’de 200 rpm

karistirma hizinda manyetik karistiricida yurataimastar.

o)
o)
[ wsc e o
2
G S _CH — /S ens” ~NF
E —NH, + oH cHy >c¥  SwTHF. E ——NH

Sekil 3.5 a-Kemotripsin enzimine alkin baglanmasi

3.1.2.5 Diyaliz islemi

Daha o6nce aktiflestirme islemlerine baglanan membran bir gun icerisinde hazir
duruma gelmistir. Alkin fonksiyonel grubu bagladigimiz a- kemotripsin enzimi (1.35
mL) bulundugu ortamdan alinip diyaliz membraninin igine yerlestiriimigtir. Diyaliz
membrani  Sekil 3.6’ da goruldigu sekliyle iki ucu beherin kenarlarina sabitlenerek
20 mM pH 7 fosfat tamponu iceren beherin igine yerlestiriimistir. Kemotripsin iceren

diyaliz membraninda 20 saat sure ile fosfat tamponunun icinde manyetik karistirici
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ile kanstirllarak diyaliz iglemi gergeklestiriimistir. Boylece enzime baglanmamis

pentinoik asit diyalizle ortamdan uzaklastiriimistir.

Diyaliz Membrani

——  a- Kemotripsin

—— pH7.20mM
Fosfat
Tamponu

Sekil 3.6 Diyaliz iglemi

3.1.2.6 a-kemotripsin enziminin monodispers-gozenekli partikiillere “klik-

baglanma’” ile baglanmasi

Bu iglemler ile poli(DHPM-EDM) partikullerde azid fonksiyonel grubu , a-kemotripsin
enzimine de alkin fonksiyonel grubu olusturulmus yani iki bilesen kolay baglanma
yontemi ile reaksiyona girmek igin uygun forma getirilmistir. Oncelikle 10 mL, 20 mM
fosfat tamponu (pH 7) icerisinde, 10 mM CuSO,.5H,0, 50 mM askorbik asit
¢ozunmustur. Ortama diyaliz membranindan alinan enzim g¢ozeltisi ile azid
baglanmis poli(DHPM-EDM) partikuller eklenmistir. Baglanma reaksiyonu 48 saat

sure ile oda sicakliginda manyetik bir karistiricida gergeklestirilmistir (Sekil 3.7.).
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Sekil 3.7 Enzim ve partikil arasinda gerceklesen klik reaksiyonu

3.1.3 Kromatografik calismalar

Partikil bazli gelistirilen P-CC immobilize enzim reaktori igin kromatografik
calismalar yuksek performansli sivi kromatografisinde yapilmistir. Bu amagla
hazirlanan monodispers-makro gozenekli mikrokureler, HPLC kolonlarina (50x4.6
mm ID) yUksek basin¢ altinda doldurulmus ve HPLC sisteminde izokratik moda,
substrat iceren uygun mobil faz varliginda deneyler gergeklestirilmistir. Bu yontemle
enzim-substrat reaksiyonu degiskin ve yatigskin durumda surekli olarak izlenmigtir.
Kromatografik c¢alismalarda akis hizi, substrat derisimi, sicakhdin substrat

donusumune etkisi incelenmigtir.

3.1.3.1 HPLC-IMER kolonlarinin doldurulmasi

Sentezlenen enzim immobilize  poli(DHPM-EDM) mikrokireleri pH 7.8 borat
tamponunda dispers edilip +4 °C’ de saklanmigtir. MikrokUreleri doldurma iglemi icin
standart paslanmaz c¢elikten 50x4.6 mm GPC kolonlari  (Shimadzu, Japonya)
kullaniimisgtir.  Dolum islemi HPLC siteminde 120 atm basing altinda
gerceklestiriimistir. Dolum esnasinda kolonun bir ucu frit ile kapatilip sikilmig, agik
olan ucundan tamponda dispers edilmis partikiller pipet yardimi ile kolona
doldurulmustur. Bu iglemin ardindan HPLC kolonunun diger ucu da frit ile kapatilip

HPLC sistemine baglanmistir. Sistemden mobil faz olarak pH 7.8 borat tamponu
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gegcirilmigtir. Basing 120 atm oluncaya kadar akis hizi arttirilmis ve istenilen basinca
ulasildigl andan itibaren 20 dakika sureyle deney surdurulmustur. Boylece kolon
icindeki partikullerin kolon igerisine yerlesmesi ve sikismasi saglanmigtir. Bu igslemler
sayesinde kolonun Ust kisminda meydana gelen bosluk, kolonun ust kismi agilip
yeni partikul ilavesi ile doldurulmustur. Bu iglem hi¢ bosluk kalmayincaya kadar
tekrarlanmistir. Son basamakta kolon HPLC cihazina ters yonden baglanarak akis
ters yonde uygulanmis ve her iki yonden yuksek basinca maruz birakilan

partikullerin kolon iginde tamamen yerlesmeleri saglanmigtir.

3.1.3.2 HPLC-IMER sistemi

Bu calismada kullanilan HPLC sistemi (Shimadzu, Japonya), bir manuel enjeksiyon
unitesi (Rheodyne, Shimadzu, Japonya), bir gradient pompa (FCV-10AL, Shimadzu,
Japonya), bir dortld gradient mikser (LC-10AD, Shimadzu, Japonya), gaz
uzaklastirma Unitesi (DGU-14A, Shimadzu, Japonya) ve bir UV dedektérden (SPD-
10AV, Shimadzu, Japonya ) olusmaktadir.

3.1.3.3 Enzimatik reaksiyon analizleri

Kromatografik analiz asamasinda ilk 6énce akis hizi deneyleri yapilmistir. HPLC
sistemi izokratik mod ile UV-Vis dedektor varliginda gahstiriimistir. Mobil faz olarak
400 uM BTEE iceren pH 7.8, % 5 etil alkol igceren % 95 borat tamponu kullaniimigtir.
Analizler oda sicakhginda yapilmis ve kolon substrat icermeyen tampon ile
sartlandirildiktan sonra deneylere baslanmistir. Sartlanma islemi kolonunun
durumuna goére 30-100 dakika arasinda surdurdlmustir. Kolon tamamen
sartlandiktan sonra 1 mL/dakika akis hizinda substrat iceren mobil faz geciriimeye
baslanmis ve ¢ikis akiminin voltaj degeri UV dedektor ile 258 nm dalga boyunda
surekli olarak kaydedilmistir. Kromatografik analiz ¢ikis akimi voltaj dederi platoya
ulastiktan itibaren belli bir sure daha gozlemlendikten sonra sona erdirilmistir. Akis
hizi olarak 1, 0.5, 0.25 ve 0.1 degerlerinde deneyler yapiimigtir. Her analiz bitiminde
kolon substrat icermeyen mobil faz ile tekrar sartlandiriimistir. Substrat dontsumanu
hesaplayabilmek igin ayni sartlarda bos bir kolondan substrat gecirilmis ve elde

edilen voltaj degeri dedektor yardimi ile kaydedilmistir.
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Kullanilan a-kemotripsin enziminin aktivitesi sentetik bir substrat olan N-Benzoil-L-
Tirosin Etil Ester’i (BTEE), Benzoil-L-Tirosin’e (BT) donustirmesi ile incelenmigtir.
immobilize enzim aktivitesi Clark ve Bailey (Clark, 1983) tarafindan 6nerilen
spektrofotometrik yontem ile Olglilmustir. Bu yonteme goére reaksiyon ortaminda
artan Benzoil-L-Tirosin (BT) derisimi ile orantili sekilde reaksiyon ortaminin voltaj
degeri artmaktadir. Bos kolonla kiyaslandiginda BT derisiminden kaynakli elde edilen
bu voltaj artisi kesikli sitemde her bir derigsim degeri igin elde edilen voltaj artiglarina

boélinerek enzim aktivitesi tespit edilmistir.

_ (Ar — Ao)HPLC
~ (Ar — Ao)KR

Bu ifadede X: BTEE doénusimi (% mol), (Ar — A0)wec, HPLC sisteminde enzim
immobilize kolon varken gozlenen plato voltaj degeri ile bos kolondan substrat
¢cozeltisi  gecirildiginde  okunan voltaj degeri arasindaki fark olarak
tanimlanmistir. (Ar — Ao)« ise kolonda immobilize edilen miktara kiyasla oldukga
yuksek miktarda serbest enzim iceren kesikli reaktér sisteminde, sonsuz reaksiyon
suresi (2 saat) ile elde edilen voltaj degeri ile baslangi¢ substrat ¢dzeltisinin voltaj

degeri farkidir.

3.1.3.4 Kesikli reaktorde serbest enzim deneyleri

Kesikli reaktorde serbest enzim deneyleri her bir substrat derisimi igin, substratin
tam donusumu sagladigi durumda elde edilen voltaj degeri ile baslangi¢c substrat
¢Ozeltisinin voltaj degeri arasindaki farkin belirlenmesine yonelik 6énceden yapilmigtir
(Bilici, 2002). Serbest enzim reaksiyon ortaminin hacmi 40 mL olup hacimce % 95
borat tamponu ve % 5 etil alkol icermektedir. Bu deneyler 25 °C sicaklikta ve 200
cpm calkalama hizinda yapilmistir. Serbest enzim derigsimi 0,025 mg/mL olarak
secilmistir. Serbest enzim iceren kesikli reaktdr ortaminda enzim-substrat reaksiyonu
50, 100, 200, 400, 600 uM derisimindeki BTEE ¢ozeltileri ile yapiimigtir. Reaksiyon
baslangi¢ ortami ve reaksiyonun sonunda elde edilen ortam, HPLC sistemine 25 °C

‘de 1 mL/dakika akis hiziyla ayri ayri beslenerek, her iki ortamin voltajlari UV
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dedektorde 258 nm’de okunmustur. Elde edilen sonuclar her bir substrat derisimi icin

(Ar-Ao)kr  degerinin tayininde kullaniimistir.

3.2 Monolitik pMHPLC-IMER igin Kolon Materyallerinin Uretimi

3.2.1 Monolit Sentez Yontemi

3.2.1.1 Materyal

Bu gruptaki kolonlarin sentezinde monomer olarak glisidil metakrilat (GMA) (Aldrich.
Chem. Co. WI, A.B.D.) ve capraz baglayici olarak etilen dimetakrilat (EDM) (Aldrich.
Chem. Co. WI, A.B.D.) alindigi sekliyle kullaniimigtir. GMA bazli monolitlerin
sentezinde makro-gozenek yapici olarak n-propanol ve mikro-gézenek yapici olarak
1-4 butandiol kullaniimistir. Bu sistemlerin bilesenleri Aldrich. Chem. Co. WI,
A.B.D.’den temin edilmistir. Monolit sentezinde baslatici olarak 2,2,-
azobisizobutironitril kullaniimigtir. Monolitlerin sentez sonrasi yikanmasi amaciyla
mobil faz olarak mutlak etanol (Riedel de Haen, Almanya) kullaniimigtir. Butun
calismalarda distile-deiyonize su kullaniimigtir. Monolitlerin hazirlanmasinda i¢ ¢api

530 um olan silika kapiler kolonlar (Polymicrotechnologies Inc. A.B.D.) kullaniimistir.

3.2.1.2 Kapiler tupiin silanlanmasi

Oncelikle silika tliptn i¢c ylzeyinde hidroksil gruplari olusturuimaya calisiimis ve
bunun icin 20 cm uzunlugundaki 530 pm i¢ capindaki silika tip, 1 M NaOH
¢cozeltisi ile  siringa pompasi kullaniimak suretiyle 4 saat sdreyle yikanmistir.
Baglanmamis molekullerin ortamdan uzaklastiriimasi amaci ile silika kapiler kolon,
distile deiyonize su ile ayni yontem kullanilarak 1 saat sure ile yikanmistir. Daha
sonra kolondan 2-3 dakika slre ile 0.225 g asetikasit, 1.25 mL metanol ve 0.5 mL
TMSPM (3-trimetoksisilil propilmetakrilt) iceren silanizasyon ¢ozeltisi gegirilmigtir.
Kolonun her iki ucu septum ile kapatilarak 60 °C’ de su banyosuna beher iginde
yerlestiriimis ve 20 saat slreyle burada bekletiimisti. TMSPM’nin 3-trimetoksisilil
gruplar ile daha 6nce kapilerin ylzeyinde olusturulan hidroksil gruplari arasinda
gerceklesen reaksiyon sonucu silika yluzeyinde kimyasal bagli ve polimerlesebilir

metakrilat gruplarinin yerlestiriimesine olanak saglanmigtir.
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3.2.1.3 Monolit sentezi ve karakterizasyonu

Monolit sentezinin yapilabilmesi amaciyla siringa pompasi kullaniimigtir. Monomer,
¢capraz baglayici, gbzenek yapici bilesenler ve basglaticiyl iceren ¢ozelti, siringa
pompasi yardimi ile kapiler kolondan 5 dakika sureyle gecirilerek kapiler kolon
doldurulmus ve iki ucu GC septumlari ile kapatilarak, monolit olusumu igin
polimerizasyon islemine alinmistir. Termal basalticili serbest radikal polimerizasyonu
sicaklik kontrollu bir su banyosu igerisinde 50 °C sicaklikta, 24 saat slre ile
yapillmistir. Sentez sonrasinda monolitten porojen karisiminin ve donlismeyen
monomerlerin uzaklastiriimasi i¢cin hizi ayarlanabilir bir sirlnga pompasi kullanilarak

monolitik kolon etanol ile 5 yL/dak akis hizinda 6 saat sureyle yikanmistir.

Cizelge 3.3 Monolit Polimerizasyon Kosullari

Fonksiyon Bilesen Miktar
Monomer GMA 0.75mL
Capraz Baglayici EDM 0.25 mL
Mikro-gbzenek yapici Batan Diol 1.2mL
Makro- gdzenek yapici Propanol 1.5mL
Tampon 0.3 mL
Baglatici AIBN 0.01g

Polimerizasyon Kosullari

Sicaklik 50°C
Polimerizasyon Suresi 24 saat
Calkalama Hizi Yok

3.2.2 Monolite glutaraldehit aktivasyonu ile enzim immobilizasyonu

3.2.2.1 Aminasyon islemi

Poli(GMA-EDM) monolitinin aminasyon islemi icin énce % 25’lik amonyak ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Hazirlanan amonyak ¢ozeltisi siringa pompasi vasitasiyla kolondan 1

saat sure ile gecirilmis ardindan kolon sicak su banyosuna alinmistir. Sicak su
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banyosunda kolon 50 °C’de 6 saat sure ile bekletilimistir. Aminasyon sonrasi kolon

oda sicakhgina sogutulmus ardindan distile deiyonize su ile 2 saat sure ile

yikanmistir.
0 —
.. . ; M CH,—NH,
M CH |
Pos | CH,—CH
CH,~CH \
\O OH

Sekil 3.8. Poli (GMA-EDM) monolitinin aminasyon reaksiyonu

3.2.2.2 Glutaraldehit aktivasyonu

Aminasyon sonrasi kolon 0.05 M pH 7.8 borat tamponu ile yikanmistir. Ardindan 1
mL 0.05 M pH 8.0 borat tamponu hazirlanir. Hazirlanan bu ¢ozeltinin igerisine 0.25

mL mL agirlikga % 50 glutaraldehit eklenmistir.

Sekil 3.9 Poli (GMA-EDM) monolitin glutaraldehit aktivasyon reaksiyonu
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Glutaraldehit aktivasyonu icin hazirlanan bu karisim siringa pompasi vasitasiyla 2
saat sure ile kolondan gegirilir. Ardindan monolitik kolon a 24 saat 25 °C su
banyosunda bekletilir. Aktivasyon sonrasi monolitik kolon borat tamponu ile tekrar

yikanmistir.

3.2.2.3 Enzim immobilizasyonu

5 mg a-kemotripsin ve 2 mL borat tamponu karistiriimistir. Karisim — +4 °C’ de
poli(GMA-EDM) monolitik kolonundan 2 saat sure ile gegiriimis ve ardindan son

olarak kolon borat tamponu ile yikanmigtir.
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Sekil 3.10 Enzimin Poli(GMA-EDM) monolitine glutaraldehit aktivasyonu ile

immobilize edilmesi
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3.2.3 Monolite kolay baglanma ile enzim immobilizasyonu

3.2.3.1 Monolitin siilfirik asit ile hidrolizi

Hidroliz dncesi poli(GMA-EDM) monolitik kolonu 2 saat etanol ardinda 1 saat su ile
sartlandiriimigtir. Daha sonra 0.1 M sillfirik asit ve 5 mL saf su karistirilarak homojen
bir ¢ozelti olusturulur. Hazirlanan asitli ¢ozelti kolondan en az 1 saat sure ile
gegciriimigtir (En az kolon icinden 1 mL c¢ozelti gececek sekilde). Kolonun ucu
septumlarla kapatilir ve 60 °C, 6 saat sicak c¢alkalama olmadan su banyosunda

bekletilir. Hidroliz asamasindan sonra kolon 1 saat saf su ile yilkanmistir.
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Sekil 3.11 Poli(GMA-EDM) monolitinin sulfirik asit ile hidroliz reaksiyonu ve
poli(DHPM-EDM) monolitinin elde edilmesi

3.2.3.2 Poli(DHPM-EDM) monolit yuizeyinde CIl qrubu olusturulmasi

Poli(DHPM-EDM) monolitik kolonunun yuzeyine, kloropropiltrimetoksisilan (CPTMS)
hidroksil ve trimetoksisilan gruplari arasinda gergeklesen reaksiyon sonucu kovalent
olarak baglanmigtir. CPTMS’ nin partiklllere baglanma reaksiyonu ve sonugta elde

edilen yapi da Sekil 3.12'de goérulmektedir.

Bu islem igin kolon 6ncelikle 30 dakika etanol ardindan 30 dakika toluen ile yikanarak
sartlandiriimistir. Daha sonra kolon 0.4 mL CPTMS (kloropropil trimetoksi silan) 2 mL
toluen iceren homojen ¢ozelti ile 2 saat yikanmigtir. Yikama igleminin ardindan
kolon septumlarla kapatiimig ve 24 saat sure ile 25 °C sicaklikta su banyosunda

bekletilmistir. Boylece monolit ylzeyi klorlama islemi gergceklesmis olmaktadir.

52



O ":}HS CHy CHy ©
—4 CH, —OH 0 o)
M / + N . CH__ )
CH,—CH 5'\ f |
N o) CH, 0 o)
on \ N
CHy CH; e I\
N S cH,
CH, \ /
CHs cH,
CH
cl

Sekil 3.12 Poli(DHPM-EDM) monolitik kolonunun kloropropiltrimetoksisilan (CPTMS)
ile reaksiyonu

3.2.3.3 Poli(DHPM-EDM) monolit yiizeyine azid baglanmasi

Poli(DHPM-EDM) monolitik kolonunun yuzeyine azid baglama iglemi yerdegistirme
reaksiyonu ile gerceklestiriimistir. Bu amacla monolitik kolon DMF ile 30 dakika sure

yikanarak sartlandiriimigtir.

Bu iglem igin 0.125 g sodyum azid, 2.5 mL DMF, 1.25 mg TBAI (tetrabutil amonyum
iodad) 1.5 mL su igeren azid ¢dzeltisi hazirlanmis ve poli(DHPM-EDM) kolonundan
azidli c¢ozelti 2 saat sure ile gecirilmistir. Yikama isleminin ardindan kolon
septumlarla kapatilmis ve 24 saat slire ile 80 °C sicaklikta su banyosunda
bekletilmistir. Boylece monolit ylzeyi azidleme iglemi gergeklesmis olmaktadir (Sekil
3.13). Ertesi gln iglemin bitiminde ortamda bulunan baglanmamis azidlerin

ortamdan uzaklastiriimasi igin kolon 30 dakika sure ile DMF ile yikanmistir.
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Sekil 3.13 Poli(DHPM-EDM) monolitik kolonun sodyum azid ile reaksiyonu

3.2.3.4 Diyaliz membrani aktiflestirme

Diyaliz iglemini yapabilmek igcin 6nce diyaliz membraninin aktiflestiriimesi
gerekmektedir. Bunun icin oncelikle diyaliz membrani 15 dakika sureyle saf suyun
icine birakilir. 80 °C’ de 100 mL saf suda 0.3 g sodyum stilfit cozultr. Hazirlanan bu
¢Ozelti membran igerisinde ¢ozeltinin tamami bitene kadar gecirilmistir. Daha sonra
60 °C’ de 100 mL sicak su gegirilir. 0.2 mL sulfirik asit 100 mL suda ¢dzunur ve
hazirlanan ¢ozelti bitene kadar membrandan gegirilir. Son olarak 60 °C’ de 100 mL
sicak su membrandan gegirilerek tekrar sicak su ile yikama iglemi yapilmis olur. Bu
islemler sonunda membran iginde kalan asidin uzaklagsmasi icin membran bir gun
sureyle icinde saf suda bekletiimis ve iginde kalan asidin tamami difizyon yolu ile

uzaklagtiriimistir.
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3.2.3.5 a-Kemotripsin enzimine alkin fonksiyonel grubu baglanmasi

16 mg WSC (EDC), 8mL 10 mM pH 7 fosfat tamponu, 40 mg kemotripsin, 8 mg
pentionik asit sirasiyla ¢ézunmagstir. Daha sonra ortam pH 7’ye ayarlanip
buzdolabinda (+4 °C sicaklikta) 6 saat manyetik karistiricida karistiriimistir. Daha
sonra 6nceden aktiflestiriimis membranin icine yerlestirilir ve 20 saat slre ile alkin
bagli kemotripsin  membranin iginde tutulur. Enzime baglanmamig alkin gruplari

ortamdan uzaklastiriimis olur.
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|| L o o
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A e CH — e ~cZ
E —NH: + oH CH; ¢ SwTHFL B ——NH

Sekil 3.14. Enzim - pentionik asit reaksiyonu

3.2.3.6 Kataliz islemi

Kataliz reaksiyonu, azid bagl poli(DHPM-EDM) monoliti ile alkin bagl a-kemotripsin
enzimini birbirine baglayan ve literatirde kolay baglanma olarak bilinen reaksiyondur.
Bakir katalizli olarak gergeklesir. Oncelikle 10 mM CuS04.5H20, 50 mM askorbik
asit, 5 mL, 20 mM fosfat tamponu (pH 7) icerisinde ¢oOzulerek kataliz ¢ozeltisi
hazirlanir. Ardindan 2 mL enzim iceren ¢ozelti ile 0.2 mL kataliz ¢ozeltisi olmak
Uzere kataliz ¢Ozeltisi ile membrandan ¢ikan a-kemotripsin ¢ozeltisi karigtirilir.
Poli(DHPM-EDM) monolitik kolonun igerisinde 6 saat slre ile gegiriimek suretiyle
reaksiyona sokulur. Bdylece enzim immobilize edilmis poli(DHPM-EDM) monolitik

kolonu elde edilmis olur.
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Sekil 3.15 Azid bagli Poli(DHPM-EDM) monoliti ile alkin bagl a-kemotripsin enzimi

arasinda gercgeklesen bakir katalizli Kklik reaksiyonu

3.2.4 Kromatografik caligmalar

Glutaraldehit aktivasyonu ve kolay baglanma metodu ile sentezlenen M-GA ve M-CC
monolitik  kolonlarinin  kromatografik calismalari yHPLC’de  (mikro-yuksek
performansli sivi kromatografisi) yapilmistir. Bu amagcla hazirlanan monolitik
kolonlar (200mmx530 ym ID) pHPLC sisteminde izokratik moda, substrat iceren
uygun mobil faz varliginda deneyler gercgeklestirilmistir. Bu yontemle enzim-substrat
reaksiyonu degiskin ve yatiskin durumda surekli olarak izlenmistir. Kromatografik
calismalarda akis hizi, substrat derisimi, sicakligin substrat dontsimune etkisi

incelenmigtir

3.2.4.1 yHPLC-IMER sistemi

Bu calismada kullanilan sistem Dionex Ultimate 3000 (Dionex, A.B.D.) yHPLC ve
Nano-LC sistemidir. Bu sistem enjeksiyon unitesi olarak kullanilan Ultimate 3000
Autosampler (Dionex, A.B.D.), pompa olarak kulllanilan Ultimate 3000 Pump

(Dionex, A.B.D.), sicakhk kontrolu ic¢in kullanilan Ultimate 300 Flow Manager
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(Dionex, A.B.D.) ve UV dedektor olarak kullanilan Ultimate 3000 Variable
Wavelenght Detector ( Dionex, A.B.D.) olusmaktadir.

3.3 Partikiil Bazli ygHPLC-IMER igin Kolon Materyallerinin Uretimi
3.3.1 Aminasyon reaksiyonu

Tez calismasinin ilk béliminde sentezlenmis olan epoksi fonksiyonel grubu tasiyan
makro gozenekli partikiller poli(GMA-EDM) (1.5 g) 20 mL % 25 lik amonyak
¢ozeltisine alinmistir. Hazirlanan karisim sizdirmaz kapakli pyrex reaktoére alinip oda
sicakhiginda bulunan calkalamali su banyosuna koyulmustur. Calkalama hizi 100
cpm hiza ayarlanip reaksiyon sicakligi da 50 ‘C ye ayarlanmistir. Aminasyon islemi
bu sicaklikta 24 saat surdurtlmustur. Reaksiyon sonunda reaktor oda sicakligina

sogutulup PH degeri 7 oluncaya kadar distile deiyonize su ile yikanmigtir.

AL H CHz—NH,

CH,—CH

\

OH

Sekil 3.16 Poli(GMA-EDM) partikillerin aminasyon reaksiyonu

3.3.2 Glutaraldehit aktivasyonu

Aminasyon sonrasi partikiller (1.5 g) 5 kez 0.05 M pH 7.8 borat tamponu ile
yikanmistir. Ardindan yikanan partikiller yine 50 mL pH 7.8, 0.05 M borat tamponu
icerisinde dispers edilmigtir. Hazirlanan bu karisimin igine 3 mL glutaraldehit gozeltisi
(agirhikeca % 50) glutaraldehit eklenmistir. Glutaraldehit aktivasyonu oda sicakhgimda
manyetik karistirici 30 dakika sure ile yuratilmastir. Aktivasyon reaksiyonundan

sonra partikuller borat tamponu ile 5-6 kez yikanmistir.
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Sekil 3.17 Poli(GMA-EDM) partiklllerin glutaraldehit aktivasyonu

3.3.3 Enzim immobilizasyonu

immobilizasyon islemi icin pH 7.8 borat tamponunda olan 1.5 g partikil 50 mL

tamponda dispers edildikten sonra Uzerine 3 mg a-kemotripsin eklenmigtir.
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Sekil 3.18 Partikullere enzim immobilizasyonu
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immobilizasyon islemi +4 °C de 300 rpm de 24 saat sire ile yuritilmistir.
immobilizasyon isleminin ardindan serbest kalan enzimin tamamini uzaklastirmak
icin 5 kez pH 7.8 borat tamponu ile yikanmistir. Son olarak yine borat tamponunda

dispers edilerek buzdolabinda saklanmistir.

3.3.4 Kromatografik caligsmalar

Glutaraldehit aktivasyonu ile partikll bazl gelistirilen P-GA immobilize enzim reaktori
icin kromatografik c¢alismalar mikro-yliksek performansh sivi kromatografisinde
yapilmistir. Bu amagla hazirlanan monodispers-makro goézenekli mikrokureler,
MHPLC kolonlarina (100x1.0 mm ID) yuksek basing altinda doldurulmus ve pHPLC
sisteminde izokratik moda, substrat iceren uygun mobil faz varliginda deneyler
gerceklestiriimistir. Bu yontemle enzim-substrat reaksiyonu degiskin ve yatiskin
durumda surekli olarak izlenmigtir. Kromatografik ¢alismalarda akis hizi ve substrat

derisiminin substrat dontsimune etkisi incelenmistir.

3.3.4.1 yHPLC-IMER kolonlarinin doldurulmasi

Sentezlenen enzim immobilize poli(GMA-EDM) mikrokureleri pH 7.8 borat
tamponunda dispers edilip +4 °C’ de saklanmistir. Tez kapsaminda mikrokureleri
doldurma islemi icin standart paslanmaz c¢elikten 100x1.0 mm GPC uHPLC kolonu
kendi imkanlarimizla dretilmigtir. Dolum igslemi normal HPLC sisteminde 220 atm
basing altinda gergeklestirilmistir. Dolum esnasinda kolonun bir ucu frit ile kapatilip
sikilmig, agik olan ucundan tamponda dispers edilmis partiklller siringa yardimi ile
kolona doldurulmustur. Bu islemin ardindan HPLC kolonunun diger ucu da frit ile
kapatihp HPLC sistemine baglanmistir. Sistemden mobil faz olarak pH 7.8 borat
tamponu gegirilmigtir. Basing 220 atm oluncaya kadar akis hizi arttirilmis ve istenilen
basinca ulasildigi andan itibaren 20 dakika sureyle deney surdurtlmastir. Boylece
kolon igindeki partikullerin kolon igerisine yerlesmesi ve sikismasi saglanmistir. Bu
islemler sayesinde kolonun uUst kisminda meydana gelen bosluk, kolonun dst kismi
acihp yeni partikdl ilavesi ile doldurulmustur. Bu islem hi¢ bosluk kalmayincaya kadar

tekrarlanmigtir. Son basamakta kolon HPLC cihazina ters ydnden baglanarak akis
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ters yonde uygulanmis ve her iki yonden ylksek basinca maruz birakilan

partikullerin kolon i¢cinde tamamen yerlesmeleri saglanmigtir.

3.3.4.2 yHPLC-IMER sistemi

Bu calismada kullanilan sistem Dionex Ultimate 3000 (Dionex, A.B.D.) yHPLC ve
Nano-LC sistemidir. Bu sistem enjeksiyon Unitesi olarak kullanilan Ultimate 3000
Autosampler (Dionex, A.B.D.), pompa olarak kulllanilan Ultimate 3000 Pump
(Dionex, A.B.D.), sicaklk kontrolu igin kullanilan Ultimate 300 Flow Manager
(Dionex, A.B.D.) ve UV dedektor olarak kullanilan Ultimate 3000 Variable
Wavelenght Detector ( Dionex, A.B.D.) olugsmaktadir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda kolay baglanma ve glutaraldehit aktivasyon ydntemleri ile
monodispers-gozenekli partikil bazli ve monolitik immobilize enzim reaktorleri
(Immobilized Enzyme Reactor, IMER) gelistirilmis bu reaktorlerin HPLC ve yHPLC

sistemlerinde kinetik davranigi tanimlanmigtir.

4.1. Kolay baglanma ile Partikiil Bazli HPLC-IMER Gelistirilmesi Ve Kinetik

Karakterizasyonu

4.1.1 Poli(DHPM-EDM) partikiillerin karakterizasyonu

Monodispers-gozenekli partikillerin sentezinde c¢ikis lateksi olarak dispersiyon
polimerizasyonu yodntemi ile elde edilen polistiren lateks kullaniimistir. Polistiren
lateksin boy dagilimini gosteren SEM fotografi Sekil 4.1’de verilmistir. Buradan
goruldagu gibi IMER sentezinde kullanilan ¢ikis partikilleri monodispers formdadir.
SEM fotografi kullanilarak, lateksin boy dagilimi icin dedisim katsayisi % 2.4
ortalama partikul capida 2.4 uym olarak tayin edilmistir. IMER sentezinde kullanilacak

partiktllerin monodispers olmasi i¢in kullanilacak ¢ikis partikillerinin de monodispers

olmasi gerekmektedir.

Sekil 4.1 Polistiren ¢ikis lateksinin boy dagilimini gésteren SEM fotografi
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Sekil 4.2 Poli(DHPM-EDM) partikillerinin morfolojisi ve boy dagilimini gésteren SEM
fotograflari, Baylitme: 891X

IMER icin sentezlenen poli(DHPM-EDM) partikullerine ait boy dagilimini gosteren
taramali elektron mikroskop fotografi Sekil 4.2’de verilmektedir.

Sekil 4.3 Poli(DHPM-EDM) partikillerinin morfolojisi ylzey morfolojisini gdsteren
SEM fotograflari, Buyutme: 11300 X
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Partikullerin ylUzey morfolojisini gosteren SEM fotografi da Sekil 4.3’de verilmigtir.
Partikillerin ylksek buylatme orani ile alinan SEM fotografindan yuzeylerinin
makrogozenekli yapida oldugu agikga gorulmektedir. Bu fotograf kullanilarak

ortalama partikul capi 7.5 ym hesaplanmistir.

Partikullerin gdzenek ozelliklerinin bulunmasi icin c¢esitli dlcumler yapilmistir. Bu
Olcumlerde gozenek boyutu civa porozimetresi ile 6zgul yuzey alani BET yontemi ile
bulunmustur. Partikullerin 6zgul ylzey alani degerine en buyuk katkiyi kiiglik boyutlu
g6zenekler saglamaktadir. BET yonteminde de dusik molekdl agirlikh bir élgim
araci (azot gazi) kullaniimakta ve mikro-gdézenek fraksiyonuna duyarli olmasi
sebebiyle tim godzeneklerin 6zgul yuzey alanina katkisi saglikli bir sekilde tespit
edilebilmektedir. Yapilan BET analizinde 6zgul yuzey alani 28.54 m?qg olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.4 Civa porozimetre ile elde edilen poli(DHPM-EDM) partikillerine ait gbzenek
dagilim grafigi.

Civa porozimetresi kullanilarak elde edilen gozenek dagihm grafigi sekil 4.4’de
gorulmektedir. Gozeneklerin ¢ogu 60-220 nm araliginda toplanirken ortalama

g6zenek boyutu 95 nm olarak bulunmustur.
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4.1.2 Kromatografik ¢aligmalar

Oncelikle kesikli sistemde serbest enzim deneyleri yapilmistir. Serbest enzim
deneyleri her bir substrat derigsimi igin kesikli reaktorde gergeklestirilmigtir.
Deneylerde 0.025 mg/mL derisime sahip serbest enzim kullaniimistir. Serbest enzim
deneylerinde reaksiyon hacmi 40 mL olup, % 95 borat tamponu ve % 5 etanol
icermektedir. Burada ama¢ BTEE’nin tamami a-kemotripsin tarafindan BT’e
donudsturaldigunde UV dedektorden okunacak voltaj degeri ile sadece BTEE'nin
olusturdugu voltaj degeri arasindaki farkin belirlenmesidir. Bu fark daha sonra
immobilize enzim ile BTEE donidsimunin belirlenmesi igin referans olarak
kullaniimistir. Bu nedenle serbest kemotripsin ile farkli BTEE baslangi¢c derisimleri
kullanilarak, herbir BTEE derisimi icin deney oncesinde ve sonrasinda HPLC’nin UV-
dedektdru ile 258 nm’ de voltaj degeri belirlenmistir. Bu amagla reaksiyon ortaminin
kendisi mobil faz olarak kullaniimistir. Enzim-substrat reaksiyonu 50, 100, 200, 400
ve 600 pM substrat konsantrasyonlarinda gergeklestiriimis ve BTEE baslangic
derisimi ile tam substrat donisumunde elde edilen voltaj farkinin degisimi sekil 4.5'de
verilmigtir. Grafige gore UV dedektorde okunan voltaj farki BTEE baglangi¢ derigimi

ile dogrusal bir sekilde artmaktadir.
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UV Dedektérde Voltaj Farki (mvolt)

Sekil 4.5 Serbest enzim igin voltaj farkinin BTEE baslangi¢ derigimi ile degigimi
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Tez kapsaminda ilk olarak kolay baglanma metodu ile sentezlenen partikil bazli
immobilize enzim reaktéri P-CC kodu ile tanimlanmistir. P-CC kodlu partikil bazl
kolonda, immobilize enzimin performansinin belirlenebilmesi amaciyla mobil faz akis
hizi, substrat besleme derigsimi ve sicakligin substrat dontstimune etkisi incelenmis,

ve P-CC kolonunun kullanim kararlihidi ve gegirgenlik davranisi tanimlanmistir.

4.1.2.1 Akis hizi etkisi

Kolay baglanma yontemi ile enzim immobilize edilmig partikiller kolonlara
doldurulmus ve oncelikle reaktortin kinetik davranisina mobil faz akis hizinin etkisi
incelenmistir. Bu amacgla HPLC sisteminde 20 °C sicaklikta, 400 uM BTEE baslangi¢
derigimi kullanilarak akig hizi 0.1- 1.0 mL/dakika araliginda degistiriimistir. Elde
edilen kromatogramlar Sekil 4.6’da gorulmektedir.
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Sekil 4.6. Poli(DHPM-EDM) partikulleri iceren kolonda farkli akis hizlarinda dedektor
voltaj degerinin zamanla degisimi. HPLC sistemi, Substrat derisimi 400 uM, Sicaklk
20 °C, Kolon boyutlari: 50x4.6 mm ID. Akis hizi (mL/dakika) 1) 0.10, 2) 0.25, 3) 0.50,
4) 1.00

Sekil 4.6’da verilen voltaj-zaman egrilerinde iki ayri faz gértlmektedir. Gortlen birinci

faz voltaj degerinin zamanla surekli artis gosterdigi degiskin durum periyodudur. Bu
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fazda cikis akiminin voltaj degeri ve bu degerin orantili oldugu substrat donusimu
surekli artmaktadir. ikinci fazda ¢ikis akiminin voltaj degeri ve dolayisiyla substrat
donusumu zamanla sabit kalmaktadir. Bu faz immobilize enzim reaktoru igin yatiskin
durum periyodunu ifade etmekte ve yatiskin durumla sabit bir dontsim ile elde
edilen sabit voltaj degeri ¢ikis akimi i¢cin okunmaktadir. Akis hizi arttikga ikinci faza

yani substat dénisimuntn sabit kaldi§i faza daha kisa stirede ulasiimaktadir.
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Sekil 4.7 Poli (DHPM-EDM) partikdller i¢cin UV dedektdrdeki voltaj farkinin akis hizi

ile degisimi.

Sekil 4.7°de ¢ikis akimi voltaj degeri ile donismemis substrat ¢ozeltisinin voltaj degeri
arasindaki fark akis hizina karsi grafige alinmigtir. Bu fark degeri HPLC-IMER
reaktorinde olusan donusumle orantilidir. Herbir BTEE baslangi¢ derigimi igin elde
edilen voltaj farki serbest enzim ile tam donlisime karsli gelen voltaj farkina
oranlanarak karsgi gelen BTEE doénusimi hesaplanmigtir. 400 um BTEE besleme

derisimi icin BTEE dondsimunun akis hizi ile degisimi Sekil 4.8'de verilmektedir.

Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 incelendiginde akis hizi degeri arttikga daha dusik voltaj farki
ve dolayisiyla daha dusik BTEE donusumunuan elde edildigi goralmektedir. Bunun
nedeni akis hizinin artmasiyla substratin kolon igerisindeki alilkonma suresinin

azalmasidir. Alikonma siresinin azalmasiyla BTEE’nin immobilize enzimle etkilesim
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suresi azalmakta, enzim-BTEE etkilesimi zorlasmakta ve BTEE doénusuimi

dusmektedir.
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Sekil 4.8 Poli (DHPM-EDM) partikiller icin BTEE donlGsumdnin akis hizi ile
degisimi

En ylksek BTEE donusimine en disuk mobil faz akis hizi olan 0.1 mL/dakika
degerinde ulasilirken elde edilen donusim % 90 olarak tespit edilmistir. Akis hizi 1
mL/dakika degerine kadar arttirildiginda donisumin % 28 degerine kadar dustugu
goOrulmektedir. Yatigkin duruma ulasma suresinin artan substrat besleme hiziyla
azaldigi gorulmektedir. HPLC-IMER reaktérinin ¢aligsma prensibinin blyuk olasilikla
asagida tanimlandigi gibi oldugu dusunulmektedir. Proses baslangicinda kolon
materyali Uzerine substrat adsorbe olmakta ve immobilize enzim ile etkilegim
baglamaktadir. Destek materyali beslemenin yapildigi alt ugtan baslayarak, substrat
ile doymaya devam etmekte ve substrat ile doymus kolon fraksiyonu zamanla
artmaktadir. Kolon materyali substrat ile tamamen doyduktan sonra destek materyali
Uzerinde olusan urun, kolondan desorbe olmaya baglamaktadir. Bu nokta voltajin
artis gostermeye basladigi zaman degeridir. Kolon igerisinde Urdn olusum hizinin
artmasiyla birlikte ¢ikis akiminin voltaj degeri artis gostermektedir. Yatiskin durum
periyodunda substratin dolgu materyali Gzerine mobil fazdan adsorpsiyon hizi, kolon

materyali Uzerindeki substrat donusum hiziyla dengelenmis durumdadir. Bu nedenle
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cikis akimindaki drin (BT) ve substrat (BTEE) derisimleri ve dolayisiyla c¢ikis

akiminin voltaj degeri sabit kalmaktadir.

4.1.2.2 Substrat konsantrasyonu etkisi

Partikil bazli P-CC kolonunda, substrat olarak kullanilan Benzoil-L-tirosinetil ester

(BTEE) baslangi¢ derisiminin dontsume etkisi, 0.5 mL/dakika mobil faz akis hizi

kullanilarak 20 °C sicaklkta incelenmistir. Deneylerde % 95 borat tamponu, % 5

etanol iceren pH 7.8 dederine sahip BTEE ¢o6zeltisi mobil faz olarak kullaniimistir.
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Sekil 4.9 Poli(DHPM-EDM) partiktlleri igeren kolonda farkli substrat besleme
voltaj-zaman egrileri. HPLC sistemi, Akis hizi 0,5

derisimlerinde elde edilen
mL/dakika, Sicakhk 20 °C, Kolon boyutlari: 50x4.6 mm ID. BTEE derigimi (uM) :
1) 50, 2) 100, 3) 200, 4) 400, 5) 600.
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BTEE derisiminin dénustime etkisini incelemek amaciyla 50, 100, 200, 400 ve 600
MM BTEE c¢ozeltileri kullanilmistir. Sekil 4.9 da goértlduga Gzere BTEE derigimi
arttikga UV dedektorde elde edilen yatigkin durum voltaj sinyali de artis gostermistir.
Akis hizi her bir konsantrasyon degerinde ayni oldugu igin voltaj degeri her bir
konsantrayon degeri icin yaklagik olarak ayni sUrede artis egilimine baslamigtir.
Fakat her egri icin kullanilan BTEE baglangi¢ derigimi ile dogru orantili olarak artan

farkl bir voltaj degerinde yatiskin duruma ulasgilimistir.
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Sekil 4.10 Farkhh BTEE besleme konsantrasyonlarina kargi elde edilen UV dedektor

voltaj farki degerleri.

Her bir BTEE besleme konsantrasyonu igin kolon icermeyen, kapali devre HPLC
sistemine yine 0.5 mL/dakika akis hizi ile substrat ¢ozeltisi gonderilerek donismeyen
substrat ¢ozeltileri icin ulasilan voltaj plato degerleri kaydedilmis ve Sekil 4.9 daki
yatiskin durum voltaj plato degerlerinden c¢ikarilarak BTEE besleme derisimine karsi
grafige alinmig ve Sekil 4.10 elde edilmistir. Sekil 4.10’da BTEE baslangi¢ derigiminin
artmasiyla UV dedektorde elde edilen voltaj farki degerinin arttigi gézlemlenmektedir.
Voltaj farki degerleri kullanilarak hesaplanan BTEE donusumleri Sekil 4.11°de

verilmektedir.
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Sekil 4.11 Farkh BTEE besleme derisimlerinde karsi elde edilen BTEE donisim

degerleri

Sekil 4.11 incelendiginde diustik BTEE besleme derisimlerinde déndsimin tam
olarak gerceklestigi gorulmektedir. BTEE besleme derisimi arttikga donugum
azalmakta ve 600 uM degerinde % 58e kadar dusmektedir. YUksek BTEE
derisimlerinde tam donlusimin elde edilememesinin nedeni BTEE’'nin kolon
icerisindeki allkonma stresinin BTEE'nin partikll ici diftizyon tarafindan kontrol edilen

prosesle tamamiyle donusturilmesi icin yeterli olmamasidir.

Gergeklesen enzim substrat reaksiyonunun Vm ve Km deg@erlerinin bulunmasi igin

Michaelis- Menten esitliginden faydalaniimigtir.

Yatigskin durumda, kemotripsin immobilize edilmis HPLC kolonunda AW diferansiyel
katlesinde BTEE icin kitle denkligi su sekilde yazilabilir:

Fs|w - Fs|wsaaw - AW(=V) =0 1)
Denklemlerde Fs substrat molar akis hizi, (V) (WM [/ g.partikil.dakika) diferansiyel
kUtledeki substrat tiketim hizi olarak ifade edilmistir.

Fs=QS 2)

S = Sp(1-X) (3)
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Bu denklikte S kolon igerisinde herhangi bir uzunlukta substrat konsantrasyonunu, So
baslangi¢ substrat derisimini ifade ederken Q hacimsel akis hizini ifade etmektedir.

Esitlik 2 ve 3 esitlik 1 icerisinde ¢ozulup diferansiyel katle boyunca integral alinirsa

QSoX
== (4)
reaksiyon hizini veren denklem elde edilmis olur.
- VmS
V=Km+s ®)

Yatiskin durum igin Michaelis-Menten ifadesi esgitlik 5’ de verilmektedir Michaelis-
Menten esitligi bir hiperbolik egrinin denklemidir. Buna goére 1/V, 1/S’ye karsi gizilecek
olursa dogrusal bir degisim elde edilir. Bu sekilde elde edilen Lineweavar-Burke
grafigi ile Km ve Vm degerleri bulunabilir.
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Sekil 4.12 Kolay baglanma yontemi ile immobilize edilen enzimin substrat

konsantrasyonu ile reaksiyon hizi degisimi ( Michaelis-Menten grafigi).

Sekil 4.12’de immobilize enzimi karakterize etmek amaciyla 50- 600 uM araliginda
BTEE derigsimi iceren substrat ¢ozeltileri kullanilarak reaksiyon hizlari bulunmus ve

bu derisim degerlerine karsilik gelen reaksiyon hiz degerleri grafige gegirilmistir.
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Sekil 4.13 Kolay baglanma ydéntemi ile immobilize edilen enzimin substrat ile

iliskisinin Lineweaver-Burke grafigi

Elde edilen hiperbolik egrinin Michaelis-Menten grafigi ile uyumlu oldugu gorulmastar.
Bu grafikteki veriler kullanilarak 1/S’e kargi 1/V grafige gegiriimis ve Sekil 4.13'de
Lineweaver-Burke grafigi elde edilmistir. Bu grafigin y eksenini kestigi nokta 1/V,
degerini vermektedir. Yapilan hesaplamalarda maksimum reaksiyon hizi (Vp) 1,2
mmol/dak.g.partikul olarak bulunmustur. Grafigin egimi yardimiyla K, degeri 953 yM
olarak hesaplanmistir. Serbest enzim ile yapilan ¢alismalarda K., degeri 63,1 uM
bulunmustur. Kolay baglanma ile immobilize edilen enzim iceren IMER’de serbest

enzime kiyasla yaklasik 15 kat daha yuksek bir K., degeri elde edilmistir.
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4.1.2.3 Sicaklik etkisi

Sicakligin substrat donlisimune etkisini incelemek amaciyla ortam sicakhgr 15, 20,

25, 30 ve 35 °C degerinde tutularak immobilize enzimin davranigi incelenmistir.

14007

1200- 1,

1EIEIEI—; 1

Pl

200 3

500 3

400

L dedektdrde elde edilen voltaj (mvolt)

o 50 100 150 200 250

Laman (dakika)

Sekil 4.14 Poli (DHPM-EDM) partikllleri iceren kolonda farkli sicakliklarda elde edilen
voltaj-zaman egrileri. HPLC sistemi, Substrat derisimi 400 uM, Akis hizi 0,5
mL/dakika, Kolon boyutlari: 50x4.6 mm ID. Sicaklik (°C): 1)15, 2) 20, 3) 25, 4) 30,
5) 35

Deneylerde akis hizi 0.5 mL/dakika, substrat besleme derisimi 400 uM de@erinde
sabit tutulmustur. Sekil 4.14’de gorildigu gibi ortam sicakliginin artmasiyla birlikte
reaksiyonun yatiskin duruma ulastigi voltaj plato degerlerinin arttig1 saptanmigtir. Her
bir sicaklik degderi igin donismemis BTEE c¢ozeltisi kullanilarak HPLC kapali devre
sistemi ile elde edilen voltaj plato degerlerinin, Sekil 4.14'de verilen plato voltaj
degerlerinden ¢ikarilmasi ile voltaj farklari elde edilmis ve Sekil 4.15’de gosterildigi
gibi sicakhga kargi grafige alinmistir. Buradan goéruldugu gibi voltaj farki degerleri

artan sicaklik ile artis gostermektedir.
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Sekil 4.15 Farkli sicakliklarda UV dedektdrde elde edilen voltaj farki degerlerinin

degisimi

Voltaj farklari

kullanilarak elde edilen donusum-sicaklik grafigi Sekil 4.16’da

verilmigtir. Sicakhdin 20-35 °C araliginda artmasiyla BTEE dénusima % 80’den %

98 degerine kadar artmaktadir.
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Sekil 4.16 BTEE donugumunun IMER sicaklhik degeri ile degigimi
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immobilize enzim kullanilarak doniisim degerinde sicaklikla elde edilen artisin
serbest enzime kiyasla daha az oldugu gorulmektedir. Bu davranis IMER’in kinetik

davranisinin partikdl i¢i difuzyon tarafindan kontrol edildiginin bir bagka gostergesidir.

4.1.2.4 HPLC-IMER tekrarlanabilirlik davranisi

Tekrarlanabilirlik davranisini goérebilmek icin P-CC partiklil bazli immobilize enzim
reaktoru test edilmistir. Deneyler farkli zamanlarda yapilmis ve 5 ayri ardisik kullanim
icin sonuglar elde edilmigtir. Deneylerde akis hizi 0.5 mL/dakika, BTEE
konsantrasyonu 400 uM, pH 7.8 ve sicaklik 20°C olarak ayarlanmistir.
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Sekil 4.17 Ardisik kullanim ile BTEE donusuma

Elde edilen sonuglar Sekil 4.17°de gorulmektedir. Buradan goéruldugu gibi ardigik
kullanim ile BTEE donusum degerinde herhangi bir dustus s6z konusu dedgildir. Bu
davranig sentezlenen immobilize enzim sisteminin kararl ve tekrarlanabilir bir kinetik

davranisa sahip oldugunu gostermektedir.
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4.1.2.5 HPLC-IMER geri - basing akis hizi davranisi

HPLC sisteminde kullanilan kolonlarda, geri basincin akis hiziyla degisiminin
dogrusal olmasi ve kolon materyalinin disuk geri basing Uretecek Ozelliklere sahip

olmasi istenir.

Geri Basing (kgf/cm?)
.
<

0 0.2 0.4 0,6 0.8 1 1.2 14 1.6

Akis Hizi (ml/dakika)

Sekil 4.18 HPLC-IMER reaktéru igin geri basing degerinin mobil fazi akis hizi ile
degisimi.

P-CC partikil bazlh HPLC-IMER reaktorl igin geri basing degerinin 400 uM BTEE
iceren mobil faz (%95 borat tamponu, %5 etanol, pH:7,8 ) akis hizi ile degisimi Sekil
4.18’de gosterilmigtir. Buradan goruldugu gibi geri basincin akis hiziyla degigimi
tamamen dogrusal Ozellik godstermektedir. Korelasyon katsayisi 0.993 olarak

bulunmustur.
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4.2 Glutaraldehit Aktivasyonu ile Monolitik pHPLC- IMER Gelistirilmesi ve

Kinetik Karakterizasyonu

Tez calismasinin bu bolimunde glutatraldehit aktivasyonu metodu ile monolitik
immobilize enzim reaktdri sentezlenmis ve deneysel ¢alismalar yHPLC sisteminde

yaratalmastar.

4.2.1 Poli(GMA-EDM) monolitlerin karakterizasyonu

Calismalarin bu boélumunde poli(GMA-EDM) monolitlerin dncelikle gozeneklilik
Ozelliklerinin belirlenmesi yoluna gidilmistir. Poli(GMA-EDM) monolitlerinin gézenek
yapisini gosteren SEM fotografi Sekil 4.19'da sunulmaktadir. Buradan goéruldigu
gibi monolitik yapi boyutlari yaklasik 5-20 um araliginda degisen agregatlardan

olusmaktadir.

Sekil 4.19 Poli(GMA-EDM) monolitlerin SEM fotografi Blyiitme 1) 450X 2) 2600X
3) 6000X 4) 12000X 5) 30000X 6) 50000X

Monolitin BET sistemi ile elde edilen azot adsorpsiyon egrisi yardimiyla 6zgul yuzey
alani 9.33 m?%g olarak bulunmustur. Bu deger poli(GMA-EDM) monolitin 6zgill yiizey
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alaninin kromatografik ayirma amagli sentezlenen akrilat bazli monolitler ile yaklasik
ayni blyuklikte oldugunu ortaya koymaktadir. Sekil 4.20’de poli(GMA-EDM)
monolitine ait civa porozimetre ile elde edilen gozenek dagilim grafigi gorulmektedir.
Grafik incelendiginde  gdzenek c¢apinin 1500-2500 nm arahdinda  degistigi
gorulurken 2000 nm ortalama gbzenek boyutu olarak tespit edilmistir. Bu deger
monolitik yapiy! olusturan agregatlar arasinda ¢ok genis caplara sahip gézenekler

oldugunu ifade etmektedir.
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Sekil 4.20 Civa porozimetresi ile elde edilen poli(GMA-EDM) monolitine ait gézenek
dagilim grafigi

4.2.2 Kromatografik caligmalar

Tez kapsaminda glutaraldehit aktivasyonu metodu ile sentezlenen monolitik formdaki
immobilize enzim reaktori M-GA kodu ile tanimlanmistir. M-GA kodlu monolitik
kolonda, immobilize enzim reaktérinin performansinin belirlenebilmesi amaciyla
mobil faz akis hizi, substrat besleme derisimi ve sicakhdin substrat donlisimuine
etkisi incelenmig, ve monolitin kullanim kararliigi ve gegirgenlik davranisi

tanimlanmistir.
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4221 Akis hizi etkisi

Poli(GMA-EDM) monolitik kolonda ilk olarak olarak mobil faz akis hizi deneyleri
yapilmistir. Deneyler 400 uM substrat c¢ozeltisi kullanilarak 25 °C sicaklikta
gerceklestiriimistir. Akis hizi taramasinda dusuk akis hizlar ve yluksek akis hizlari
arasindaki belirgin farkin daha iyi anlasilabilmesi icin dontsum akis hizi iligkisi iki ayri
grafik halinde Sekil 4.21 ve 4.22’de sunulmaktadir.

Sekil 4.21 ve 4.22'de gorulen grafikler her bir akis hizi icin UV dedektorde 258
nm’de M-GA monolitik kolonu ve referans (bos) kolon igin elde edilen voltaj

degerlerini zamana kargi gostermektedir.

Akis Hizi (uL/dakika)
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Sekil 4.21 Dlsuk akis hizlarinda bos kolon ve monolitik M-GA kolonu igin elde
edilen substrat donisim egrileri. yHPLC sistemi, Substrat derisimi 400 uM, Sicaklik
25 °C, Kolon boyutlari: 200mmx530 um ID. Akis hizi (uL/dakika) A) 5, B) 10, C) 25,
D) 40, E) 50, F) 70.

Absorbansdaki yukselme UV dedektorde voltaj sinyali olarak gorilmektedir. Butin
grafikler “S” seklindedir. Enzim ile BTEE substratinin tepkimeye girip arin BT'yi

olusturmasi ile absorbans degerinde artis gergeklesmektedir. Monolitik kolonun
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yatiskin durumda c¢alismaya baslamasi ile immobilize enzim reaktérinde sabit BTEE
donusumu gozlenmekte ve her bir akig hizi igin belirli bir voltaj degerinde platoya

ulasmaktadir.

Akis Hizi (uL/dakika)
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Sekil 4.22 Yuksek akis hizlarinda bos kolon ve monolitik M-GA kolonu igin elde
edilen substrat donusim egrileri. yHPLC sistemi, Substrat derisimi 400 uM, Sicaklik
25 °C, Kolon boyutlari: 200mmx530 ym ID. Akis hizi (uL/dakika) A) 90,B) 100,C)
150, D) 200, E) 250.

Buradan goruldugu gibi Sekil 4.21’de dusuk akis hizlari igin akis hizinin artisi ile plato
voltaj degerinde bir artisin olustugu gorulmektedir. Yuksek akis hizlari igin olusturulan
Sekil 4.22’ye bakildiginda ise ylksek akis hizlarina ulasildiginda plato voltaj
degerinin akis hizi ile 6nemli bir degisim gostermedigi gorulmektedir.

Sekil 4.23 ve 4.24'de akis hizi arttikga BTEE substratinin BT ye donisme zamani
kisalmaktadir. Akis hizi 5 pL/ dakika iken reaksiyonun tamamlanmasi 150 dakika
surerken akis hizi 250 uL/ dakikaya ulastiginda reaksiyonun tamamlanmasi 8 dakika

surmektedir.
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Sekil 4.23 M-GA monolitik kolonunda elde edilen substrat dontsum egrilerinin disuk
akis hizlari i¢in karsilastirmali olarak gosterimi: yHPLC sistemi, Substrat derisimi 400
MM, Sicaklik 25 °C, Kolon boyutlari: 200mmx530 pm ID. Siyah: 5 ulL/dakika,
Turkuaz: 10 pL/dakika, Mavi:25 pL/dakika,Kirmizi: 40 pyL/dakika, Kahverengi: 50
pL/dakika ,Yesil : 70 pL/dakika.

Sekil 4.21 ve sekil 4.22’ deki her bir akis hizinda referans kolon igin elde edilen plato
voltaj degerleri kullanilarak, her bir akis hizi igin yatiskin durum voltaj farklari
hesaplanmis ve Sekil 4.25 ’de akis hizina karsi grafige alinmistir. Bu grafik yardimi
ile bulunan degerler kesikli sistemde tam donisum igin elde edilen voltaj farklarina
bolinerek her bir akis hizi i¢in yatiskin durum substrat dontsimiu hesaplanmis ve
Sekil 4.26’da M-GA monolitik kolonu igin yatiskin durum substrat déntsimuinin akis

hizi ile degisimi verilmigtir.

Buradan goérildugu gibi BTEE donlUsuma dusuk akis hizlarinda hizh bir sekilde
artmakta ve daha sonra akis hizi ile ¢ok hafif bir artis gdstermekte ve bir platoya

ulagsmaktadir.
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Sekil 4.24 M-GA monolitik kolonunda elde edilen substrat donligum egrilerinin
yuksek akis hizlar igin karsilastirmali olarak gosterimi. yHPLC sistemi, Substrat
derisimi 400 pM, Sicaklik 25 °C, Kolon boyutlari: 200mmx530 pym ID. Mavi: 90
pL/dakika, Siyah:100 pL/dakika, Yesil: 150 yL/dakika, Kahverengi: 200 pL/dakika ,
Kirmizi : 250 yL/dakika
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Sekil 4.25 M-GA Monolitik kolon igin UV dedektdrdeki voltaj farkinin artan akis
hizlari ile degigimi.
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Sekil 4.26 M-GA monolitik kolon i¢in yatiskin durum BTEE donusimunun akis hizi

ile degisimi

Bu sonug, akis hizinin artisina bagli olarak olusan konvektif tasinim ile kolon
icerisinde BTEE ve BT icin daha iyi bir kitle aktariminin olusmasi ile BTEE
doénusumuanin artmasi, ancak akis hizinin asiri artisi ile BTEE’nin kolondaki ortalama
alikonma sulresinin dusmesi sonucu bu artisin frenlenerek, BTEE donlsumuanin
platoya ulagsmasi seklinde aciklanabilir. Bu davranis M-GA kolonuna immobilize
edilen enzimin ¢ok iyi ¢alistigini ve akis hizinin yiksek tutulmasi durumunda dahi

yuksek substrat donusumlerinin elde edilebildigini gostermektedir.
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4.2.2.2 Substrat derisimi etkisi

BTEE besleme derisiminin yatiskin durum dénidsimune etkisi, 25 pL/dakika mobil
faz akis hizi kullanilarak, 25 °C sicaklikta incelenmistir. Deneylerde % 95 borat
tamponu, % 5 etanol iceren pH 7.8 degerine sahip BTEE ¢dzeltisi mobil faz olarak
kullanilmistir. Farkhh BTEE derisimlerinde bos kolon ve M-GA monolitik kolon igin
elde edilen substrat dénisim egrileri Sekil 4.27°de verilmektedir. Farkli BTEE
derisimlerinde elde edilen egriler karsilastirmali olarak ise Sekil 4.28’de verilmektedir.
Yatiskin durumda M-GA kolonu plato voltaj degeri ile bos kolon plato voltaj degeri
arasindaki farkin BTEE derisimi ile dedisimi ise Sekil 4.29'da verilmektedir. Buradan

goraldugu gibi BTEE besleme derisiminin artmasiyla bu fark degeri artmaktadir.

Substrat Konsantrasyonu (uM)
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Sekil 4.27 Farklh BTEE derisimlerinde bos kolon ve M-GA monolitik kolon igin elde
edilen substrat donusum egrileri. yHPLC sistemi, Akis hizi 25 ylL/dakika, Sicaklik 25
°C, Kolon boyutlari: 200mmx530 um ID. BTEE besleme derisimi (mM): A) 50, B)
100, C) 200, D) 400, E) 600.

84




1400 =T T ==

1000

T30

500

230

=
=

A

[1:] ::D +:D 6:0 3:0 IE:.D I;!.D H!,Cl IG!.D I$I.D I:.D :!.D :4!,0 :EE.D JBI.D I:,Cl :1'_!.0 34l

L% Dedektirde Elde Edilen Yoltaj (rmvolt)

Zaman (Dakika)

Sekil 4.28 M-GA monolitik kolon i¢in farkl substrat besleme konsantrasyonlarinda
elde edilen substrat donuslim egrilerinin karsilastirmali olarak gdsterimi. yHPLC
sistemi, Akis hizi 25 pL/dakika, Sicaklik 25 °C, Kolon boyutlari: 200mmx530 um ID.
Kirmizi: 50 uM, Kahverengi: 100 uM, Yesil: 200 yM, Mavi : 400 uM, Siyah: 600 uM
Kolon boyutlari: 200mmx530 um ID.
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Sekil 4.29 Farkli BTEE besleme konsantrasyonlarina karsi elde edilen UV dedektor

voltaj farki degerleri
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Sekil 4.30 Yatigskin durum BTEE donusumunian BTEE besleme derigimi ile degisimi

Sekil 4.11° de partikil bazli  immobilize enzim kolonunda substrat besleme
konsantrasyonunun artmasiyla BTEE donusimanun azaldigr tespit edildigi goz
onunde bulunduruldugunda, Sekil 4.30°’da farkli bir davranig gozlenmektedir. Artan
BTEE derisimi ile kolondaki yatiskin durum BTEE donlUsUimuinin artis gosterdigi
gorulmektedir. Bu sonug¢ artan BTEE derisimi ile substrat harcanma hizinin ve/veya
BTEE substratinin monolitik yapinin gézeneklerine diflizyonu igin surticu glcun ve
dolayisiyla difuzyon hizinin artmasi ile agiklanabilir. Monolitik yapinin bagil olarak
blyUk boyutlu gézeneklerden olugsmasi blyuk olasilikla bu yapi igerisinde difizyon
kisitlamasinin onemli olmadigini dugsundurmektedir. Dolayisiyla genel hiz enzim
substrat reaksiyonu tarafindan kontrol edilmekte ve reaksiyon hizindaki artis direkt

yatigkin durum substrat donisum degerine yansimaktadir.

Sekil 4.31’de 50, 100, 200, 400 ve 600 uM araliginda BTEE derisimi igeren substrat
cozeltileri kullanilarak reaksiyon hizlari bulunmus ve bu derisim degerlerine karsilik
gelen reaksiyon hiz degerleri grafige gecirilmistir. BTEE substrat derigimi artmasiyla
reaksiyon hizininin substrat derigiminin karesi ile dogru orantih olarak arttigi
gorulmektedir. BTEE substrat derisimi artsiyla donusum artisindan dolayi hiperbolik
degil de parabolik bir grafik elde edilmig, dolayisiyla Michaelis-Mentene’e uygunluk

tespit edilememigtir.

86



0,25

0,2

0,15 A

0,1 -

0,05 A

Reaksiyon Hizi (mmol/dak.g.partikil)

0 T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700
Substrat Konsantrasyonu (So) (uM)

Sekil 4.31 Glutaraldehit aktivasyonu yontemi ile immobilize edilen enzimin substrat

konsantrasyonu ile reaksiyon hizi degigimi

4.2.2.3 Sicaklik etkisi

M-GA monolitik kolonununda sicakligin donusume etkisi 400 pM substrat
konsantrasyonunda 25 plL/dakika akis hizinda 15, 20, 25, 30 ve 35 °C sicaklik
degerlerinde incelenmistir. Deneylerde % 95 borat tamponu, % 5 etanol igeren pH
7.8 degerine sahip BTEE c¢ozeltisi mobil faz olarak kullaniimistir. Farkli sicaklik
degerlerinde bos kolon ve M-GA monolitik kolon i¢in elde edilen substrat donugum
egrileri Sekil 4.32’de verilmektedir. Farkli sicaklik degerlerinde elde edilen egriler
karsilastirmali olarak ise Sekil 4.33'de gosteriimektedir. Yatigkin durumda M-GA
kolonu plato voltaj de@eri ile bos kolon plato voltaj degeri arasindaki farkin sicaklik ile
degdisimi ise Sekil 4.34’de verilmektedir. Bu grafikler yardimiyla BTEE déntsumleri
bulunmus ve sicakliga kargi BTEE donusumuna ifade eden sekil 4.35 elde edilmistir.
Buradan goéruldugu gibi 35 °C degerine kadar BTEE donusimunde sicaklikla dnemli
bir degisim olmamaktadir. Bu sicaklik degerinden sonra ise yatigkin durum
dontisuminde hafif bir artis meydana gelmektedir. Ancak elde edilen davranis
immobilize enzim reaktorinun kinetik davraniginda sicakhgin ¢ok etkili bir degisken

olmadigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.32 Farkli sicaklik degerlerinde bos kolon ve dolu M-GA monolitik kolon igin
elde edilen sivi kromatogramlari. yHPLC sistemi, Akis hizi 25 pL/dakika, Substrat
derisimi 400 uM, Kolon boyutlari: 200mmx530 um ID. A) 15 °C, B) 20 °C,
C)25°C, D)30°C, E)35°C
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Sekil 4.33 M-GA monolitik kolon igin farkli sicakliklarda elde edilen edilen substrat
donusum egrileri. yHPLC sistemi, Akis hizi 25 pL/dakika, Substrat derisimi 400 uM,
Kolon boyutlari: 200mmx530 um ID
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Sekil 4.34 Farkli sicakliklarda UV dedektdrde elde edilen voltaj farki degerlerinin
degisimi
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Sekil 4.35 Farkl sicaklik degerlerinde elde edilen BTEE déntusumu degerleri

Kemotripsin enziminin aktivitesinin en yuksek oldugu sicaklik degeri 37 °C dir. Bu
sicaklik degerine yaklastikga BTEE substrati donlisuminde artma beklenmektedir.

Deneysel sonuglarda bunu destekler niteliktedir. Sicaklik artisiyla birlikte elde edilen
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doénusum miktar1 6nce sabit kalmis 30 °C sicaklik degerinin Ustinden itibaren de

azda olsa donisum artmistir.

4.2.2.4 yHPLC-IMER tekrarlanabilirlik davranisi

immobilize enzim reaktdriiniin tekrarlanabilirlik durumunu tespit etmek icin ayni giin
icinde analizden analize tekrarlanabilirlik deneyleri yapiimistir. Bu amagla arka
arkaya 5 substrat enjeksiyonu yapilarak, BTEE yatigkin durum dontsumandn

degisimi izlenmisgtir.

Kullanim Sayisi

A) B) C) D) E)

800

450

......................................................................................................................
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Zaman (dakika)

Sekil 4.36 Tekrar kullanim sonucu elde edilen kromatogromlar. yHPLC sistemi, Akis
hizi 25 plL/dakika, Substrat derisimi 400 uM, Sicaklik 25 °C, Kolon boyutlari:
200mmx530 um ID

Tekrarlanabilirlik deneylerinde mobil faz akis hizi 40 mL/dakika, BTEE besleme
derisimi 400 uM, sicaklik 25 °C deg@erinde sabit tutulmustur. Bu deneylerde elde
edilen substrat donugum egrileri Sekil 4.36, bu egriler yardimiyla hesaplanan yatigkin

durum BTEE dénusim degerleri ise Sekil 4.37°de verilmektedir.
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Sekil 4.37 Analizden analize farkl kullanimlar sonucu elde edilen BTEE donusumleri

Buradan goruldugu gibi ardisik enjeksiyonlarda, yatiskin durum BTEE donisum
degeri batln enjeksiyonlar igin yaklasik olarak sabit kalmistir. Bu durum M-GA kodlu
immobilize enzim reaktorinun kararli bir BTEE donusim davranigi sergiledigini

gOstermektedir

4225 uyHPLC-IMER geri - basing akis hizi davranisi

M-GA kodlu reaktor icin mobil faz olarak % 95 borat tamponu, % 5 etanol iceren
cozelti kullanilarak, pHPLC sisteminde farkli akis hizlari i¢cin oda sicakhgindaki geri
basing degerleri saptanmistir. Geri-basing degerinin mobil faz akis hizi ile degisimi
Sekil 4.38’de verilmektedir. Buradan goruldigu gibi degisim dogrusaldir. Bu davranis
M-GA kodlu reaktoérin gahgilan akis hizi araliginda herhangi morfolojik deformasyon

olmaksizin guvenle kullanilabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.38 yHPLC-IMER reaktéru icin geri basing degerinin mobil fazi akis hizi ile

degisimi
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4.3 Kolay baglanma Yontemi ile Monolitik pHPLC- IMER Gelistirilmesi,
Kinetik Karakterizasyonu , Partikiil Bazli HPLC-IMER ile Kiyaslanmasi

Tez calismasinin bu béluminde kolay baglanma ydntemi ile monolitik immobilize
enzim reaktori sentezlenmis ve sistem PHPLC ile kullaniimistir. Burada tez
calismasinin birinci béliminde yine kolay baglanma ile sentezlenen ve HPLC
sisteminde kullaniimis olan P-CC partikil bazli kolon ile kiyaslamalar yapiimis,

partikl bazl kolon ile monolitik kolonun performanslari karsilastiriimigtir.
4.3.1 Poli(DHPM-EDM) monolitlerinin karakterizasyonu

Poli(DHPM-EDM) monolitinin yuzey morfolojisi gérmek amaciyla SEM fotograflar
cekimis  ve poli(DHPM-EDM) partikillerine ait SEM fotograflari Sekil 4.39'da

kiyaslamali olarak verilmistir.

A) MONOLIT B) PARTIKUL

Sekil 4.39 Poli(DHPM-EDM) partikillerininin -~ ve monolitinin ylzey morfolojisini
gOsteren SEM fotograflari A) Monolitik yapi, Blayutme: 6000X B) Partikller yapi,
Blyutme: 60000X

Sekilde monolitin gézenekli formda agregatlardan olustugu goérilirken, mikroklrenin

icerisindeki yapi incelendiginde ¢ok daha kuguk boyutlu gdzenekler icerdigi
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goOrulmektedir. Bu durum monolitteki ortalama gézenek boyutunun partikile gére ¢ok

daha buyuk oldugunu gostermektedir.

A) MONOLIT B) PARTIKUL
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Sekil 4.40 Civa porozimetre ile elde gézenek dagilim grafigi A) Monolitik sistem B)

Partikdl bazl sistem

Poli(DHPM-EDM) monolitine ve partikullerine ait civa porozimetre ile elde edilen
gbzenek dagilim grafigi sekil 4.40’da gorulmektedir. Sekil 4.40-A’daki monolitik
yapinin  gozenek capinin 1500-2500 nm araliginda degistigi gorulurken 2000 nm
ortalama gobzenek boyutu olarak tespit edilmigtir. Sekil 4.40-B’de ifade edilen
poli(DHPM-EDM) partikullerine ait gézenek ¢aplarinin ¢ogu 60-220 nm arahdinda
toplanirken ortalama g6ézenek boyutu 95 nm olarak bulunmustur. Buna gére monolitik
yapinin ortalama go6zenek capi partikul bazli yapinin ortalama gb6zenek capinin

yaklasik 20 kati buyuklige ulagmaktadir.

4.3.2 Kromatografik ¢caligmalar

Tez kapsaminda kolay baglanma yontemi ile sentezlenen immobilize enzim

reaktorune M-CC kodu verilmistir. Bu kolon i¢in mobil faz akis hizi, substrat besleme
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derisimi ve sicakhgin substrat donisumuine etkileri incelenmis ve tekrarlanabilirlik

deneyleri yapilmistir.

4.3.2.1 Akis hizi etkisi

Sentezlenen monolitik kolonda ilk olarak olarak mobil faz akis hizinin substrat
donusumune etkisi incelenmigtir. Deneyler 25 °C sicaklikta, 400 pM substrat
cOzeltisiyle 5, 10, 25, 40 ve 50 pL/dakika akis hizlarinda yapiimistir. Elde edilen
substrat donusum egrileri her bir akis hizi igin referans kolon ile kiyaslamali olarak
Sekil 4.41° de verilmektedir.

Akis Hizi (pL/dakika)
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Sekil 4.41 Farkl mobil faz akis hizlarinda M-CC monolitik ve referans kolonlar igin
elde edilen substrat dontsim egrileri. yHPLC sistemi, Substrat derisimi 400 uM,
Sicakhk 25 °C, Kolon boyutlari: 200mmx530 um ID. Akis hizi (uL/dakika) A) 5, B)
10, C) 25,D) 40, E) 50.
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Substrat derigimi ile korele olan absorbansdaki ylikselme UV dedektdrde voltaj sinyali
olarak goérulmektedir. Butliin grafiklerde absorbansin zamanla degisiminin “S”
seklinde oldugu gorulmektedir. Akis hizindaki artisa bagli olarak yatigkin durumda M-

CC ve referans kolon arasindaki absorbans farkinin arttigi gdézlenmektedir.
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Sekil 4.42 M-CC monolitik kolonunun akis hizi kromatogramlari. yHPLC sistemi,
Substrat derigimi 400 pM, Sicaklik 25 °C, Kolon boyutlari: 200mmx530 pm ID. Mavi:
5 ulL/dakika, Siyah: 10 plL/dakika, Yesil: 25 ulL/dakika, Kirmizi: 40 uL/dakika,
Kahverengi: 50 pyL/dakika

Sekil 4.42’de akis hizinin artmasiyla egrinin ylkselise gectigi  suUrenin giderek
kisaldigi yani BTEE ve BT’nin kolon igerisinde daha az kaldigi gdzlenmektedir.
Glutaraldehit aktivasyonu ile sentezlenen M-GA monolitik kolonu ile kolay baglanma
metodu ile sentezlenen M-CC monolitik kolonu benzer bir BTEE donusum davranisi
sergilemistir. Kolon boyutlari (530 yum x 200 mm) aynidir ve her iki tir kolonda artan
akis hiziyla yatigkin durum bolgesindeki BTEE donusimu artis gostermektedir (Sekil
4.21 ve 4.41).

Sekil 4.43-A ve Sekil 4.43-B’de monolitik ve partiktl bazli kolon i¢cin UV dedektorde

elde edilen voltaj farki akis hizina kargi grafige gecirilmistir. Bu grafikler

incelendiginde monolitik kolon igin artan akis hizi ile yatigkin durumda elde edilen
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voltaj farki de@erleri artarken, partikil bazl kolonda artan akis hizi ile yatiskin durum

voltaj farki degerlerinde azalma gorulmektedir.

A) MONOLIT B) PARTIKUL
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Sekil 4.43 A) M-CC monolitik kolon, B) P-CC partikil bazh kolon igin yatiskin durum

voltaj farkinin akis hizi ile degisimi. immobilizasyon yéntemi : Kolay baglanma

UV dedektorde elde edilen yatiskin durum voltaj farklari kullanilarak her bir akis hizi
icin BTEE doénlUsumu hesaplanmis ve akis hizina kargi grafige gegcirilmistir (Sekil
4.44).

Sekil 4.44-A ve Sekil 4.44-B’ de her ikisi de kolay baglanma ile sentezlenen monolitik
ve partikul bazli kolonlar igin artan akis hizi ile elde edilen BTEE substrat
donusumleri incelenmigtir. Monolitik kolonda artan akig hizi ile BTEE donusuma artig
gOsterirken, partikll bazli kolonda artan akis hizi ile BTEE dénusUminin azaldigi
gorulmektedir. Monolitik kolondaki bu davranig buyuk olasilikla artan akis hizi ile
monolitik kolon igerisinde konvektif difizyon etkisi ile daha etkin bir kitle aktariminin

olusumundan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.44 A) M-CC monolitik kolonunda, B) P-CC partikil bazl kolonda mobil faz

akis hizi

baglanma,

ile BTEE doéniisiminin degisimi. immobilizasyon yéntemi: Kolay

Partikul bazli kolonda ise artan akis hizi ile substratin kolon igerisinde kalis suresinin

azalmasi ve partikdl i¢i difizyon kisitlamasi nedeniyle aktarimin yeterli olmamasi

sonucunda, donusum artan akis hiziyla dusus gostermektedir. Monolitik reaktorde

var olan konvektif difizyon etkisi nedeniyle artan akis hizi substrat dontsimuinde

bariz bir artisa neden olmaktadir. Bu bulgu monolitik bazli immobilize enzim

reaktorlerinin partikul bazli kolonlara Ustunligunu olusturmaktadir ve literaturde ilk

kez bu calismada elde edilmistir.
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4.3.2.2 Substrat konsantrasyonu etkisi

BTEE derisiminin dontisume etkisi, 25 puL/dak mobil faz akis hizi kullanilarak, 25 °C
sicaklikta incelenmigtir. Deneylerde % 95 borat tamponu, % 5 etanol igeren pH 7.8
degerine sahip BTEE ¢o6zeltisi mobil faz olarak kullaniimistir. Farkli BTEE derigimleri
icin voltaj farkinin zaman ile degisimi Sekil 4.45’de verilmektedir. Buradan goéruldiagu

gibi yatiskin durum voltaj farki artan BTEE derisimi ile artis gdstermektedir.
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Sekil 4.45 Farkli BTEE konsantrasyonlarinda bos kolon ve M-CC monolitik kolonu
icin elde edilen voltaj-zaman egrileri. yHPLC sistemi, Akis hizi 25 uL/dakika, Sicaklik
25 °C, Kolon boyutlari: 200mmx530 um ID. BTEE derigimi (uM): A) 50, B) 100, C)
200, D) 400, E) 600.

M-CC monolitik kolonu igin farkl substrat besleme derisimleri ile elde edilen voltaj-

doénusum egrileri Sekil 4.46’da kiyaslanmaktadir.
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Sekil 4.46 M-CC monolitik kolonu igin farkli substrat besleme derigimleri ile elde
edilen voltaj-donusim egrilerinin  kiyaslanmasi. yHPLC sistemi, Akis hizi 25
pL/dakika, Sicaklik 25 °C, Kolon boyutlari: 200mmx530 um ID. BTEE derisimi:
Mavi: 50 uM, Kirmizi: 100 uM, Kahverengi: 200 uM, Siyah : 400 uM, Yesil: 600 uM

Yatiskin durum voltaj farki egrileri yardimiyla hesaplanan ve yatigskin durum BTEE
dénusumunin BTEE besleme derisimi ile degisimini gosteren grafikler sekil 4.48-A
ve sekil 4.48-B’de gosterilmektedir. Bu grafiklerde her ikisi de kolay baglanma ile
sentezlenen monolitik kolon ile partikul bazl kolon kiyaslanmakadir.

Grafikler incelendiginde her iki reaktdrde birbirinden farkli sonuglar elde edilmistir.
Substrat besleme konsantrasyonun artisi Sekil 4.48-A’da yer alan  monolitik
reaktdrde elde edilen BTEE doéntusumia artarken Sekil 4.48-B’de yer alan partikul
bazli reaktorde elde edilen BTEE donusumu azalmaktadir. Gozlenen bu davranis
monolitik immobilize enzim reaktérinde genel hizin kimyasal reaksiyon basamagi
tarafindan kontrol edildigini ve gbézenek ici difuzyon kisitlamalarinin monolitik

kolonlarda etkili olmadigini agik olarak gostermektedir.
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A) MONOLIT B) PARTIKUL
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Sekil 4.47 A) M-CC kodlu monolitik kolonda,
yatiskin durum voltaj farkinin BTEE besleme derisimi ile degisimi. immobilizasyon

yontemi: Kolay baglanma.
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Sekil 4.48 A) M-CC monolitik kolonda, B) P-CC partikul bazli kolonda yatigskin durum

BTEE dénusiminin BTEE besleme derigimi ile degisimi. immobilizasyon yéntemi:

Kolay baglanma.
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Ancak, partikul bazli kolonda genel hiz blyuk olasilikla partikil i¢i difizyon basamadgi
tarafindan kontrol edilmekte, bu nedenle artan substrat derisimi ile yatiskin durum
substrat donigumunde bariz bir disme gozlenmektedir. Literaturde ilk kez gézlenen
bu davranis farki monolitik IMER’In, partiktl bazli IMER’a bir diger net Ustunlaguna
ortaya koymaktadir.

Sekil 4.49-A ve sekil 4.49-B’de monolitik ve partikul bazli reaktorler igin 50, 100, 200,
400 ve 600 pM arahiginda BTEE derisimi igeren substrat ¢ozeltileri kullanilarak
reaksiyon hizlari bulunmus ve bu derisim degerlerine karsilik gelen reaksiyon hiz

degerleri grafige gecirilmistir.
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Sekil 4.49 A) M-CC monolitik kolonda, B) P-CC partikul bazli kolonda reaksiyon

hizinin substrat konsantrasyonu ile degisimi ( Michaelis-Menten grafigi).

Partiktl bazli sistem hiperbolik bir davranis ile Michaelis-Menten egrisine tam bir
uyum gosterirken, monolitik sistemde artan substrat derisimi ile reaksiyon hizi artis
gOstermis fakat parabolik bir artis gosterdigi igin yani hiperbolik bir artis olmadigi igin
bu davranis Michaelis-Menten’e  uyumlu bulunmamigtir. Monolitik sistemde
reaksiyon hizindaki artig substrat derigsimi ile parabolik orantili  olarak
gerceklesmektedir.
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4.3.2.3 Sicaklik etkisi

M-CC monolitik kolonununda sicakhgin donusume etkisi 400 pM substrat
konsantrasyonunda 25 plL/dakika substrat akis hizinda 15, 20, 25, 30 ve 35 °C

sicaklik degerlerinde incelenmigtir.
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Sekil 4.50 Farkli sicaklik degerlerinde bos ve dolu M-CC monolitik kolon igin elde
edilen sivi kromatogramlari. yHPLC sistemi, Akis hizi 25 pL/dakika, Substrat derigimi
400 pM, Kolon boyutlari: 200mmx530 um ID. A) 15 °C, B) 20 °C, C) 25 °C,
D)30°C, E)35°C

Sekil 4.50de farkli sicaklik degerlerinde alinmig kromatogram dederleri
gorulmektedir. Grafikler incelendigi zaman bos kolon ve monolitik kolon Ust plato
degerleri arasindaki farkin ilk sicaklik degerlerinde hemen hemen ayni, sicaklik
artmasiyla beraber de plato degeri arasindaki farkin azda olsa azaldigi

gbzlenmektedir.
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Sekil 4.51 monolitik kolon icin elde edilen farkh sicakliklardaki voltaj degerlerini
gOstermektedir. Substrat konsantrasyonu ve akis hizi tim sicaklik degerlerinde ayni
oldugu icin absorbanstaki ilk yukselme ve ulastiklari plato degeri hemen hemen ayni
degerdedir.
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Sekil 4.51 M-CC monolitik kolon icin farkli sicakliklarda elde edilen edilen sivi
kromatogramlari. uHPLC sistemi, Akis hizi 25 pL/dakika, Substrat derigimi 400 uM,
Kolon boyutlari: 200mmx530 um ID.

Monolitik kolon ve bos kolon degerleri hesaplanarak UV dedektdrde okunan voltaj
farki deg@erleri grafige gegciriimis, sekil 4.52-A’da monolitik kolon igin ve sekil 4.52-
B’de partikll bazh kolon icin sicakliga karsi UV dedektorde elde edilen voltaj farki
grafigi elde edilmigtir. Monolitik kolonda artan sicaklikla UV dedektorde okunan voltaj
farki degerlerinde hafif bir disme meydana gelirken partikil bazli kolonda sicaklik
artistyla voltaj farki degerlerinde artis goértlmektedir. Bu sonug¢ kolay baglanma
yontemi ile elde edilen monolitik bazli sistemde immobilize edilen enzimin termal

deaktivasyona daha yatkin oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.52 Farkh sicakliklarda UV dedektorde elde edilen voltaj farki degerlerinin
degisimi. A) M-CC monolitik kolonda, B) P-CC partikul bazl kolonda
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Sekil 4.53 Farkli sicaklik degerlerinde elde edilen BTEE donlsumu degerleri. A) M-

CC monolitik kolonda, B) P-CC partikil bazli kolonda

Kolay baglanma yontemleri ile elde edilen monolitik reaktor ve partikal bazh reaktor

igin sicakligin yatiskin durum substrat donusimune etkisi Sekil 4.53’de verilmektedir.
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Normal sartlarda enzim aktivitesinin artan sicaklikla arttigi bilinmektedir. Fakat M-CC
monolitik kolonunda 25 °C’den sonra enzim aktivitesi azalmaya baslamis ve
dénisim azalmistir. immobilize enzimin artan sicaklikla deaktive olmasi bu disisin
nedeni olabilir. Ote yandan partikiil bazli reaktdrde sicaklik artigi ile BTEE substrat
doénlsuminde artis tespit edilmistir (sekil 4.53-B).

4.3.2.4 yHPLC-IMER stabilite davranisi ve tekrarlanabilirlik

immobilize M-CC enzim reaktériiniin stabilite davranisini ve tekrarlanabilirlik
durumunu tespit etmek igin ayni gun icinde analizden analize tekrarlanabilirlik

deneyleri yapiimigtir.
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Sekil 4.54 Tekrarlanabilirlik kromatogramlari. yHPLC sistemi, Akis hizi 25 plL/dakika,
Substrat derisimi 400 uM, Sicaklik 25 °C, Kolon boyutlari: 200mmx530 ym ID

Bu deneylerde akis hizi 40 pL/dakika, substrat besleme derisimi 400 pM, sicaklik
25°C degerinde sabit tutulmustur

Ardisik tekrar deneyleri ile elde edilen kromatogramlar ve substrat donusumunun
deney sayisi ile degisimi sirasiyla Sekil 4.54 ve 4.55°de verilmektedir. Buradan

goruldugu gibi kolay baglanma yodntemi ile sentezlenen monolitik reaktor kararli bir
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kinetik davranis goOstermekte ve yatiskin durum substrat dénisiminde artan

kullanim ile 6nemli bir degisiklik olmamaktadir.
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Sekil 4.55 Analizden analize farkl kullanimlar sonucu elde edilen BTEE donugumleri

4.3.2.5 pyHPLC-IMER qgeri - basing akis hizi davranisi
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Sekil 4.56 Geri basing degerlerinin - mobil fazi akis hizi ile degisimi. A) M-CC
monolitik kolonda, B) P-CC partikul bazli kolonda
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M-CC monolitik immobilize enzim reaktérinin geri basing akis hiz davranigi P-CC
partikil bazli kolonu ile kiyaslamal olarak incelenmistir (Sekil 4.56). Basing iki
kolonda da akig hizi ile dogrusal olarak artis gostermektedir. Geri basing degerleri iki

kolon icinde kabul edilebilir duzeydedir.
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4.4 Glutaraldehit Aktivasyonu Yoéntemi ile Partikil Bazli pHPLC-IMER
Gelistirilmesi, Kinetik Karakterizasyonu, Monolitik MHPLC-IMER ile

Kiyaslanmasi

4.4.1 Poli(GMA-EDM) partikillerinin karakterizasyonu

A) MONOLIT B) PARTIKUL

Sekil 4.57 Poli(GMA-EDM) partiklllerininin - ve  monolitinin ylzey morfolojisini
gOsteren SEM fotograflari A) Monolitik sistem, Buyutme, A1: 463X, A2: 30000X
B) Partikil bazh sistem, Blyutme, B1: 5000X, B2: 33214X
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Partiktl bazhh yHPLC-IMER igin sentezlenen Poli(GMA-EDM) partikullerinin  ylzey
morfolojisi gérmek amaciyla SEM fotograflari c¢ekilmis ve poli(GMA-EDM)
monolitlerine ait SEM fotograflari ile sekil 4.57°de kiyaslamali olarak verilmigtir.

Sekilde partikillerin - monolite kiyasla daha kiguk boyutlu gbézenekler igerdigi

gorulmektedir.

A) PARTIKOL B) MONOLIT
0,06 16
14
0,05 -
13
= 004 1 ]
= = 10 -
E E
2 =
% 0,03 2 s
S g
2 2
2 002 - ES
4
0,01
2
0~ 0
1 10 100 1009 10000 1 10 100 1000 10000 100000
Gozenek Capl (nmy) Gozenek Capi(nm)

Sekil 4.58 Civa porozimetre ile elde gozenek dagilim grafigi, A ) Partikil bazli

sistem B) Monolitik sistem

Poli(DHPM-EDM) partikullerine ve monolitine ait civa porozimetre ile elde edilen
g6zenek dagilim grafigi sekil 4.58'de gorllmektedir. Sekil 4.58-A’da poli(DHPM-
EDM) partiklllerine ait gdzenek boyutunun 75-350 nm aralidinda degistigi ve
ortalama go6zenek boyutunun 150 nm oldugu bulunmustur. Sekil 4.58-B’deki
monolitik yapinin  gézenek boyutu ise 1500-2500 nm araliginda degismekte ve

ortalama gdzenek boyutu 2000 nm olarak goérinmektedir.
4.4.2 Kromatografik caligmalar

Tez kapsaminda glutaraldehit aktivasyonu yontemi ile sentezlenen partikal bazli

immobilize enzim reaktorine P-GA kodu verilmistir. Bu kolon yine glutaraldehit
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aktivasyonu yontemi ile sentezlenmis M-GA kodlu monolitik immobilize enzim

reaktoru ile kiyaslanmigtir.

4.4.2.1 Akis hizi etkisi

Akis Hizi (pL/dakika)
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Sekil 4.59 Farkl mobil faz akis hizlarinda P-GA kolonu ve referans kolon igin elde
edilen substrat donusim egrileri. yHPLC sistemi, Substrat derisimi 400 uM, Sicaklik
25 °C, Kolon boyutlari: 100x1.0mm ID. Akis hizi (uL/dak) A)25, B)50, C)100, D)150,
E)200

Sentezlenen partikil bazli kolonda ilk olarak olarak mobil faz akis hizinin substrat
donusimune etkisi incelenmigtir. Deneyler 25 °C sicaklikta, 400 pM substrat
¢cozeltisiyle 25, 50, 100, 150 ve 200 pL/dakika akis hizlarinda yapilmistir. Elde edilen
substrat dontsuim egrileri her bir akis hizi icin referans kolon ile kiyaslamali olarak
Sekil 4.59’da verilmektedir. Bitln grafiklerde absorbansin zamanla degisiminin  “S”
seklinde oldugu gorulmektedir. Akis hizindaki artisa bagl olarak yatigskin durumda P-
GA ve referans kolon arasindaki absorbans farkinin arttigi goézlenmektedir.
Absorbans farkinda belli miktarda artis gézlemlenmesine ragmen bu artisin ¢ok

yuksek olmadigi gorulmektedir.
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Sekil 4.60 P-GA partikdl bazli kolonunun akis hizi kromatogramlari. yHPLC sistemi,
Substrat derigimi 400 uM, Sicaklik 25 °C, Kolon boyutlari: 100x1.0mm ID. Turkuaz:
25 plL/dak., Yesil: 50 uyL/dak., Kahverengi: 90 uL/dak., Kirmizi: 100 uylL/dak., Mavi:
150 yL/dak., Siyah: 200 pL/dak.,

Sekil 4.60’ da akis hizinin artmasiyla UV dedektorde elde edilen voltaj farki edrilerinin
yukselise gectigi surenin giderek kisaldigi yani BTEE ve BT’nin kolon igerisinde daha
az kaldigi gozlenmektedir. Yani beklendigi gibi alikonma suresi artan akis hiziyla

azalmaktadir.

Sekil 4.61-A ve Sekil 4.61-B’de partikul bazli ve monolitik kolon i¢cin UV dedektorde
farki

incelendiginde glutaraldehit aktivasyonu ile sentezlenen partikul bazlh kolonda artan

elde edilen voltaj akis hizina karsi grafige gegcirilmistir. Bu grafikler
akis hizi ile yatiskin durum voltaj farki degerlerinde hafif bir artma goézlenirken, yine
ayni yontemle sentezlenen monolitik kolon ig¢in artan akig hizi ile yatigkin durumda

elde edilen voltaj farki degerlerinde belirgin bir artig goériimektedir.
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Sekil 4.61 A) P-GA partikil bazli, B) M-GA monolitik kolon igin yatigkin durum voltaj

farkinin akis hizi ile degisimi (immobilizasyon : Glutaraldehit Aktivasyonu)
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Sekil 4.62 A) P-GA partikil bazl kolonda, B) M-GA monolitik kolonunda mobil faz
akis hizi ile BTEE donusiminin degisimi. (immobilizasyon ydntemi: Glutaraldehit

Aktivasyonu)
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Sekil 4.62-A ve Sekil 4.62-B’ de her ikisi de glutaraldehit aktivasyonu ile sentezlenen
partikil bazli ve monolitik kolonlar icin artan akis hizi ile elde edilen BTEE substrat
donusumleri gosterilmektedir. Voltaj fakindaki davranig ayni zamanda donuigume de
yansimakta, donusim igin yapilan kargilastirma da da benzer davranis elde
edilmektedir.Bu durum monolitik reaktérde konvektif difizyon etkisinin varhgini net

olarak gostermektedir.

4.4.2.2 Subsrat konsantrasyonu etkisi

BTEE derisiminin donusume etkisi, 100 uylL/dakika mobil faz akis hizi kullanilarak,
25 °C sicaklikta incelenmistir. Deneylerde % 95 borat tamponu, % 5 etanol iceren
pH 7.8 degerine sahip BTEE c¢oOzeltisi mobil faz olarak kullaniimistir. Farkhh BTEE
derigimleri i¢in voltaj farkinin zaman ile degisimi Sekil 4.63’de verilmektedir. Buradan
goruldugu gibi yatiskin durum voltaj farki artan BTEE derisimi ile azalma
goOstermektedir. P-GA partikdl bazli kolon igin farkh substrat besleme derisimleri igin

elde edilen voltaj-dontsium egrileri Sekil 4.64’te kiyaslanmaktadir.

Substrat Konsantrasyonu (pM)
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Sekil 4.63 Farkli BTEE konsantrasyonlarinda bos kolon ve P-GA partikil bazli kolon
icin elde edilen voltaj-zaman egrileri. yHPLC sistemi, Akis hizi 100 plL/dakika,
Sicakhk 25 °C, Kolon boyutlari: 100x1.0mm ID. BTEE derigimi (uM): A) 50, B) 100,
C) 200, D) 400, E) 600.
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Daha yuksek derisimlere ¢ikildikga UV dedektorde okunan absornbans degerlerine

artig gorulmektedir.
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Sekil 4.64 P-GA partiktl bazli kolon igin farkl substrat besleme derigimleri ile elde
edilen voltaj-dondsim egrilerinin  kiyaslanmasi. yHPLC sistemi, Akis hizi 100
pL/dakika, Sicaklik 25 °C, Kolon boyutlari: 100x1.0mm ID. BTEE derigimi (uM):
Siyah: 50  Mavi: 100, Kirmizi: 200, Kahverengi: 400, Yesil: 600

A) PARTIKUL B) MONOLIT
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Sekil 4.65 A) P-GA partiktl bazhh kolonda, B) M-GA kodlu monolitik kolonda
yatiskin durum voltaj farkinin BTEE besleme derigsimi ile degisimi. Immobilizasyon

yontemi: Glutaraldehit Aktivasyonu
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Yatiskin durumdaki voltaj farkinin substrat besleme derigimi ile degisimi glutaraldehit
aktivasyonu yontemi ile sentezlenen partikil bazli ve monolitik kolonlar i¢in Sekil
4.65-A ve sekil 4.65-B’ de gosterilmektedir. Buradan goéruldiga gibi artan BTEE
besleme konsantrasyonu ile yatiskin durum voltaj farki dogru orantili olarak

artmaktadir.

Yatiskin durum voltaj farki egrileri yardimiyla hesaplanan ve yatiskin durum BTEE
doénusuminin BTEE besleme derisimi ile degisimini gosteren grafikler sekil 4.66-A
ve sekil 4.66-B'de gosterilmektedir. Bu grafiklerde her ikisi de pHPLC'de
glutaraldehit aktivasyonu ile sentezlenen partikil bazli kolon ile monolitik kolon

kiyaslanmaktadir.
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Sekil 4.66 A) P-GA partikul bazh kolonda, B) M-GA monolitik kolonda yatigkin durum
BTEE doniisimiinin BTEE besleme derisimi ile degisimi. immobilizasyon yéntemi:

Glutaraldehit Aktivasyonu.

Grafikler incelendiginde her iki reaktdrde birbirinden farkli sonuglar elde edilmistir.
Substrat besleme konsantrasyonun artisi ile Sekil 4.66-A’da yer alan partikil bazl
reaktorde elde edilen BTEE donusumu azalirken, sekil 4.66-B’de yer alan monolitik

reaktorde elde edilen BTEE donlUsumu artmaktadir.
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Sekil 4.67 A) P-GA partikll bazli kolonda, B) M-GA monolitik kolonda reaksiyon

hizinin substrat konsantrasyonu ile degisimi ( Michaelis-Menten grafigi).

Sekil 4.67-A ve sekil 4.67-B’de partikll bazl reaktér ve monolitik reaktor igin 50,
100, 200, 400 ve 600 puM araliginda BTEE derisimi iceren substrat c¢ozeltileri
kullanilarak reaksiyon hizlari bulunmus ve bu derisim degerlerine karsilik gelen

reaksiyon hiz degerleri grafige gecirilmistir.

Elde edilen grafiklerde partikile ait sekil 4.67-A hiperbolik edrisinin Michaelis-Menten
grafigi ile uyumlu oldugu gorulirken, sekil 4.67-B’de yine reaksiyon hizi substrat
derisimi ile artis gostermis fakat burada Michaelis-Menten’nin gerektirdigi hiperbolik
bir artis degil de substrat derisimi ile orantili parobolik bir artis gézlemlenmigtir.
Partikul icin sekil 4.67-A grafigindeki veriler kullanilarak 1/S’e karsi 1/V grafige
gegcirilmis sekil 4.68’de Lineweaver-Burke grafigi elde edilmistir. Buradan maksimum
reaksiyon hizi Vy, 0,83 mmol/dak.g.partiktl olarak bulunmustur. Grafigin egimi ile K,

degeri 588 uM olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.68 Glutaraldehit aktivasyonu yontemi ile immobilize edilen enzimin substrat

ile iligkisinin Lineweaver-Burke grafigi

Serbest enzim ile yapilan calismalarda K, degeri 63,1 puM bulunmustur.
Glutaraldehit aktivasyonu ile immobilize edilen enzim igceren IMER’de serbest

enzime kiyasla yaklasik 9 kat daha yuksek K, degeri elde edilmistir.

4.4.2.3 yHPLC-IMER geri - basing¢ akis hizi davranisi

P-GA partikll bazli immobilize enzim reaktérlinin geri basing akis hiz davranisi
M-GA monolitik kolonu ile kiyaslamal olarak incelenmigtir (Sekil 4.69). Basing iki
kolonda da akis hizi ile dogrusal olarak artis gostermektedir. Geri basing degerleri iki

kolon i¢inde kabul edilebilir duzeydedir.

MHPLC sisteminde partiklil bazli ve monolitik kolonda elde edilen geri basing
degerleri kiyaslandiginda partikul bazli kolonda daha yuksek geri basing degerlerinin
s6z konusu oldugu gorulmektedir. Bunun sebebi monolitik yapinin gézenekliliginin
ve gbzenek capinin partikller yapilya gore ¢ok daha fazla olmasidir. Monolitik
yapilarda gdzenekler gecirgenligi arttirmakta ve daha duslik basing farklari

olusmaktadir.
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Sekil 4.69 Geri basing degerlerinin mobil fazi akis hizi ile degisimi. A) P-GA partikil

bazli kolonda B) M-GA monolitik kolonda
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4.5 immobilize Enzim Reaktorlerinin pHPLC Ve HPLC Sistemlerinde

immobilizasyon Tiiriine Gére Karsilagtiriimasi

Tez galismasi boyunca 4 adet immobilize enzim reaktori sentezlenmigtir. Bu
reaktorlerden immobilizasyon islemi kolay baglanma yéntemi ile yapilan P-CC kodlu
partikil bazli reaktérin analizleri HPLC’de yurGtularken, immobilizasyon islemi
glutaraldehit aktivasyonu yoéntemi ile yapilan M-GA kodlu monolitik reaktér, P-GA
kodlu partikil bazli reaktor ve yine kolay baglanma yontemi ile sentezlenen M-CC

kodlu monolitik reaktoran analizleri yHPLC’de gerceklestiriimigtir.

45.1 Akig hizi

Akis hizi calismalari, 25 °C sicaklikta 400 uM BTEE c¢ozeltisi substrat olarak

kullanilarak yapiimigtir.
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Sekil 4.70 A) uyHPLC sisteminde M-GA (2) ve M-CC (3) monolitik kolonlarinda,
P-GA (4) partikul bazli kolonda B) HPLC sisteminde P-CC (1) partikul bazli kolonda
mobil faz akis hizi ile BTEE dénlsiminin degisimi. immobilizasyon yéntemi: 1 - 3

kolay baglanma, 2-4 glutaraldehit aktivasyonu.
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Sekil 4.70-A incelendiginde yHPLC’de monolitik kolonlarda artan akis hizi ile
donusumun bariz bir artis goOsterdigi, partikil bazli kolonda ise degismedigi
gorulmektedir. Ancak HPLC’de partikul bazli kolonda, artan akis hizi ile donusum

bariz sekilde azalmaktadir.
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Sekil 4.71 A) yHPLC sisteminde M-GA (2) ve M-CC (3) monolitik kolonlarinda,  P-
GA (4) partiktl bazli kolonda B) HPLC sisteminde P-CC (1) partikul bazl kolonda
mobil faz akis hizi ile reaksiyon hizi degisimi. immobilizasyon yéntemi: 1 - 3 kolay
baglanma, 2-4 glutaraldehit aktivasyonu.

Sekil 4.71'de akis hizina karsi elde edilen reaksiyon hizlari grafige gegirilmistir.
Buradan goruldugu gibi hem partikil hemde monolit bazli sistemlerde reaksiyon hizi

artan akis hizi ile dogrusal artig gostermistir.

4.5.2 Substrat konsantrasyonu

Substrat derisimi deneyleri 25 °C sicaklikta, P-CC kolonunda 500 puL/dakika,
M-GA ve M-CC monolitik kolonlarinda 25 plL/dakika, P-GA partikul bazli kolonda
ise 100 ulL/dakika akis hizlarinda gergeklestirilmigtir.
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Sekil 4.72 A) yHPLC sisteminde M-GA (2) ve M-CC (3) monolitik kolonlarinda,
P-GA (4) partikll bazli kolonda B) HPLC sisteminde P-CC (1) partikul bazli kolonda
BTEE besleme konsantrasyonu ile BTEE doniisiimiiniin degisimi. immobilizasyon

yontemi: 1 - 3 kolay baglanma, 2-4 glutaraldehit aktivasyonu.

Sekil 4.72-A’da pHPLC’de monolitik kolonlar incelendiginde, kolay baglanma ile
sentezlenen M-CC kolonunda ve glutaraldehit aktivasyonu ile sentezlenen M-GA
kolonunda 06zdes davranislar gorulmektedir. Her iki kolonda da substrat
konsantrasyonu artisiyla elde edilen donugsum artarken, M-CC monolitik kolonunda
M-GA monolitik kolonuna goére biraz daha yiksek dontsumler elde edilmistir.
Gozlenen bu davranis monolitik immobilize enzim reaktorinde genel hizin kimyasal
reaksiyon basamagi tarafindan kontrol edildigini ve go6zenek ici difizyon
kisitlamalarinin her iki baglanma yontemi ile elde edilen monolitik kolonlarda etkili
olmadigini agik olarak gostermektedir. Monolitik kolonlarin aksine pHPLC’de
partikil bazh P-GA kolonunda substrat derisimi artigi ile elde edilen dénisim
degerleri azalma gostermektedir. Sekil 4.72-B'de HPLC'de partikil bazh P-CC
kolonunda da pHPLC’deki P-GA partikul bazli kolonunda gorulen davranisin aynisi
gorulmekte yani substrat derisimi artisi ile BTEE dénisimu azalmaktadir. Ancak,
partikil bazli kolonda genel hiz buyuk olasilikla partikul igi difizyon basamagi

tarafindan kontrol edilmekte, bu nedenle artan substrat derigimi ile yatiskin durum
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substrat donlisimunde bariz bir disme gozlenmektedir. Literatlrde ilk kez gézlenen
bu davranis monolitik IMER’In, partikil bazl IMER’a bir diger net Gstinliduni ortaya
koymaktadir.
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Sekil 4.73 A) yHPLC sisteminde M-GA (2) ve M-CC (3) monolitik kolonlarinda,
P-GA (4) partikll bazli kolonda B) HPLC sisteminde P-CC (1) partikul bazli kolonda
BTEE besleme konsantrasyonu ile reaksiyon hizi degisimi. immobilizasyon

yontemi: 1 - 3 kolay baglanma, 2-4 glutaraldehit aktivasyonu.

BTEE besleme konsantrasyonuna karsi elde edilen reaksiyon hizlari sekil 4.73'de
grafige gegcirilmistir. Her iki monolitik kolonda, hiz substrat derisimi ile parabolik, her
iki partikl bazli kolonda ise hiperbolik artis gostermektedir. Bunu gostermek igin
V=kS" modeline gore egri uygulama yapilarak, P-CC partikil bazli kolon igin n degeri
0,80 bulunurken P-GA partiktl bazl kolon igin n degeri 0,71 olarak bulunmustur.
Oteki taraftan ayni islemler monolitik kolonlara uygulandiginda M-CC monolitik
kolonu i¢in n degeri 1,54 bulunurken M-GA monolitik kolonu i¢in n dederi 1,66 olarak
hesaplanmistir. Monolitik kolonlar i¢in 1’den buyuk olarak bulanan n degerleri bu
egrilerin parobolik oldugunu, partikil bazh kolonlar igin 1’den klguk olarak bulunan n

degerleri bu egrilerin hiperbolik oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.74 A) BTEE besleme konsantrasyonuna B) Akis hizina karsi elde edilen
reaksiyon reaksiyon hizlari 1) P-CC partikll bazlh kolon 2) M-GA monolitik kolon 3)
M-CC monolitik kolon 4) P-GA partikul bazl kolon

BTEE besleme konsantrasyon artisi ve akis hizi artigsina karsi elde edilen reaksiyon
hiz egrilerini kiyaslayan grafik sekil 4.74’de verilmistir. Hem BTEE besleme
konsantrasyon artigi hem de akis hizi artigi ile reaksiyon hizlarinda artma gorulurken
elde edilen egriler substart derisimi artisinda hiperbolik veya parobolik, akis hizi

artisinda ise dogrusal bir davranig gostermislerdir.

4.5.3 Sicakhk

Sicaklik deneyleri 400 yM BTEE substrati kullanilarak, P-CC kolonunda 500
pL/dakika, M-GA ve M-CC monolitik kolonlarinda 25 pL/dakika akis hizlarinda 15,

20, 25, 30 ve 35 °C sicaklik degerlerinde gercgeklestirilmistir.

MHPLC ve HPLC sisteminde sicakliga karsi elde edilen BTEE donusumleri sekil
4.75’de verilmistir.
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Sekil 4.75 A) yHPLC sisteminde M-GA (2) ve M-CC (3) monolitik kolonlarinda,
B) HPLC sisteminde P-CC (1) partikil bazli kolonda sicaklik ile BTEE dénisimunin

degisimi. immobilizasyon yéntemi: 1 - 3 kolay baglanma, 2 glutaraldehit aktivasyonu.

Normal gsartlarda enzim aktivitesinin artan sicaklikla arttigi bilinmektedir. Fakat 4.75-
A’da kolay baglanma metodu ile enzim immobize ettigimiz M-CC monolitik
kolonunda 25 °C den sonra immobilize enzimin artan sicaklikla deaktive olmasi
sebebiyle enzim aktivitesi azalmaya baslamis ve dénisum azalmistir. Glutaraldehit
aktivasyonu ile elde edilen M-GA monolitik kolonda sicaklikla donusum hafif artig
gosterirken, yHPLC’de kolay baglanma yontemi ile elde edilen P-CC partikll bazli

kolonda dénltgsum artan sicaklikla yine hafif bir artis gostermektedir.

4.5.4 Geri basing - akis hizi davranigi

Tez calismasi boyunca sentezlenen dort farkhh kolonun pHPLC ve HPLC
sistemlerinde, geri basin¢g degerinin 400 uM BTEE igeren mobil faz (%95 borat
tamponu, %5 etanol, pH:7,8 ) akis hizi ile degisimi Sekil 4.76’da g0Osterilmigtir.
MHPLC ve HPLC sisteminde kullanilan kolonlarda, geri basincin akis hiziyla
degisiminin dogrusal olmasi ve kolon materyalinin dusuk geri basing Uretecek
Ozelliklere sahip olmasi istenir. Buradan goéruldigu gibi batlin reaktoér tiplerinde geri

basincin akis hiziyla degisimi tamamen dogrusal 6zellik gostermektedir.
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Sekil 4.76 A) yHPLC sisteminde M-GA (2) ve M-CC (3) monolitik kolonlarinda,
P-GA (4) partikll bazli kolonda B) HPLC sisteminde P-CC (1) partikil bazli kolonda
geri basing degerinin mobil fazi akis hizi ile degisimi. Iimmobilizasyon yéntemi: 1 - 3

kolay baglanma, 2-4 glutaraldehit aktivasyonu.

Sentezlenen reaktdr turleri kiyaslandiginda en dusuk geri basing degerleri HPLC
sisteminde P-CC partikil bazli kolonunda elde edilmigtir. yHPLC sisteminde
glutaraldehit aktivasyonu ile sentezlenen M-GA monolitik kolonunda en dusuk geri
basing degeri elde edilirken, cilck chemistry ile sentezlenen M-CC monolitik
kolonunda diger monolitik kolona gore biraz daha yuksek geri basing degerleri elde
edilmistir. En yUksek geri basing degerleri ise pyHPLC’de partikil bazli P-GA
kolonunda elde edilmistir. Partikiler yapilarda gézenek boyutunun monolitik yapilara
gére ¢cok daha dusuk olmasi gecirgenligi azaltmakta ve daha yuUksek geri basinca
sebep olmaktadir. Bundan dolayr monolitik kolonlarda daha dusuk geri basing
degerleri elde edilmesi mumkun olmaktadir. Bununla birlikte yHPLC’de partikul bazli
P-GA kolonunda elde edilen geri basing degerlerinin monolitik kolon degerlerine

oldukga yakin ve yeterince dusuk degerde oldugu soylemek mumkundur.
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5. SONUGLAR

5.1 Kolay baglanma (Kolay Baglanma) ile Partikil Bazli HPLC-IMER

Gelisgtiriimesi Ve Kinetik Karakterizasyonu

e Sentezlenen polimerik poli(DHPM-EDM) partikallerinin (P-CC kolonu) SEM
fotograflarindan ¢ok dar bir boy dagilimina sahip oldugu yani monodispers
yapida olduklari gézlemlenmistir.

e SEM fotograflarindan ortalama partikul ¢api 7.5 um, BET analizinden 6zgul
yuzey alani 28.54 m?/g, civa porosimetre ile ortalama gdzenek boyutu 95 nm
olarak bulunmustur.

e Partikile enzim immobilizasyon isleminde kolay baglanma  metodu
kullaniimis ve elde edilen kinetik sonuglar immobilize enzim tasiyan durgun faz
HPLC kolonlarinin sentezinde kolay baglanma’nin yeni ve uygun bir yaklagim
oldugunu ortaya koymustur.

e P-CC partikil bazh kolonu igin akis hizinin dénusime etkisi incelenmis ve
artan akis hizi ile donuguimun azaldigi tespit edilmigtir.

e Substrat besleme konsantrasyonun déntusume etkisi incelenmis artan substrat
besleme konsantrasyonu ile dontisumuin azaldigi tespit edilmigtir.

e Enzim-substrat iligkisinde partikdl i¢ci difuzyon kisitlamasinin etkin oldugu
gOrulmustar.

e P-CC kolonunda a-kemotripsin enzimi - BTEE substrati iliskisinin Michaelis-
Menten kinetigine uygunluk gosterdigi tespit edilmis, V., degeri 1,2
mmol/dak.g.partikil, K, degeri 953 uM olarak hesaplanmigtir.

e Sicakhgin donusime etkisi incelenmis artan sicaklik ile azda olsa donusumun
arttig1 tespit edilmigtir. Calisilabilecek maksimum sicaklik degeri i¢in 35°C
tespit edilmigtir.

e Sentezlenen HPLC-IMER kolonu igin farkh zamanlarda tekrar kullanim
deneyleri yapiimis dénusim degerlerinde 6nemli bir kayip olmadigi tespit
edilmigtir.

e Sentezlenen P-CC partikll bazli HPLC-IMER kolonu igin geri basi¢ degerleri

hesaplanmis ve geri basincin akis hiziyla degisiminin dogrusal o6zellik
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goOsterdigi ve oldukga disuk geri basing degerlerinin s6z konusu oldugu

gorulmustar.

5.2 Glutaraldehit Aktivasyonu ile Monolitik pHPLC- IMER Gelistirilmesi ve

Kinetik Karakterizasyonu

e Sentezlenen poli(GMA-EDM) monolitlerin (M-GA kolonu) taramali elektron
mikroskobu ile c¢ekilen fotograflarinda, aralarinda genis gozenekler olan
boyutu degigsen agregatlardan olustugu gorulmustar.

o SEM fotograflarindan agregatlarin boyutunun 5-20 um arahdinda degistigi,
BET analizinden 6zgiil yiizey alani 9.33 m%g, civa porosimetre ile ortalama
g6zenek boyutu 2000 nm olarak bulunmustur.

e Monolite enzim immobilizasyon isleminde glutaraldehit aktivasyonu yontemi
kullaniimis ve elde edilen kinetik sonuglar immobilize enzim tasiyan durgun faz
HPLC kolonlarinin sentezinde, glutaraldehit aktivasyonu yénteminin uygun
oldugunu ortaya koymustur.

e M-GA monolitik kolonunda akis hizinin artisi ile BTEE déntisumuanin dusuk
akis hizlarinda arttigi ve yuksek akis hizlarinda ise ¢ok az arttigi veya
degismedigi gorulmuastur. Bu sonug, akis hizinin artisina bagl olarak olusan
konvektif tasinim ile kolon igerisinde BTEE ve BT igin daha iyi bir kitle
aktariminin  olusmasina baglanmaktadir. Bu davranis M-GA kolonuna
immobilize edilen enzimin ¢ok iyi ¢alistigini ve akis hizinin ¢ok arttiriimasi
halinde dahi dénustirme fonksiyonunu yerine getirebildigini géstermektedir.

e M-GA kolonunda, BTEE subsrat besleme derisiminin artisi ile kolondaki
yatiskin durum BTEE donusumunun artis gosterdigi gortlmustur. Bunun
sebebi olarak da buyuk olasilikla monolitik yapinin bagil olarak buyuk boyutlu
g6zeneklerden olugsmasi sebebi ile yapi igerisinde difuzyon kisitlamasinin
onemli olmadid1 disunulmektedir.

e Cok etkin kitle aktarimi dolayisiyla enzim-substrat iligkisinde, genel hizin
enzim substrat reaksiyonu tarafindan kontrol edildigi tespit edilmistir.

e M-GA kolonunda a-kemotripsin enzimi - BTEE substrati iligkisinin Michaelis-
Menten kinetigine uygunluk gostermedigi, bunun yaninda reaksiyon hizinin

substrat derigimi ile orantili olarak, parabolik sekilde arttidi tespit edilmistir.
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e M-GA kolonunda, sicaklik artisi ile BTEE donusuminde o6nemli bir degisim
olmadigi tespit edilmistir. Sicaklik artisiyla birlikte elde edilen donisum miktari
once sabit kalmis 30 °C sicaklik degerinin Ustlinden itibaren de azda olsa
donusum artmistir.

e M-GA pHPLC-IMER monolitik kolonu igin farkli zamanlarda tekrar kullanim
deneyleri yapilmis donusum degerlerinde onemli bir kayip olmadigi tespit
edilmigtir. Bu durum immobilize enzimin stabilitesini gerek kullanim, gerekse
depolamada korudugunu ortaya koymaktadir

e M-GA monolitik kolonu igin geri-basing degerinin mobil faz akis hizi ile
degisimi dogrusal oldugu tespit edilmigtir. Bu davranig M-GA kodlu reaktorin
calisilan akis hizi araliginda herhangi morfolojik deformasyon olmaksizin

glvenle kullanilabilecegini gostermektedir.

5.3 Kolay baglanma Yoéntemi ile Monolitik pHPLC- IMER Gelistirilmesi,
Kinetik Karakterizasyonu, Partikiil Bazli HPLC-IMER ile Kiyaslanmasi

e Sentezlenen poli(DHPM-EDM) monolitlerin (M-CC kolonu) taramali elektron
mikroskobu ile c¢ekilen fotograflarinda, aralarinda genis gozenekler olan
boyutu degisen agregatlardan olustugu gorulmasttr. Bununla beraber 6zgul
yuzey alan ve godzenek boyutunun daha énce sentezlenen M-GA monoliti ile
yaklasik ayni degerlere sahip oldugu tespit edilmistir.

e SEM fotograflari ve civa porosimetre sonuglari monolitik yapinin partiktler
yaplya gore ¢ok daha genis gozeneklerden olustugunu gostermektedir.

e Monolite enzim immobilizasyon isleminde kolay baglanma yontemi
kullanilmis ve elde edilen kinetik sonuglar bu yéntemin basarih oldugunu
ortaya koymustur.

e uHPLC’de M-CC monolitik kolonu igin artan akis hiziyla BTEE donisumu
artis gostermektedir. HPLC’de partikil bazli P-CC kolonunda ise artan akis
hizi ile substrat donusumu azaldigi saptanmistir. Bu davranis buyuk olasilikla
ile monolitik kolon igerisinde konvektif difizyon etkisi ile daha etkin bir kutle
aktariminin olusumundan kaynaklanirken partikil bazli kolonlarda ise kutle

transfer kisitlanmasindan kaynaklandigi disunulmektedir.
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MHPLC’de M-CC monolitik kolonu igin artan subsrat besleme derigimi ile BTEE
donusumu artis gostermektedir. HPLC’de partikul bazli P-CC kolonunda ise
artan substrat derigsimi ile BTEE donusUmunun azaldigi tespit edilmigtir.
Bunun sebebinin monolitik reaktorlerde genel hizin kimyasal reaksiyon
basamagi tarafindan kontrol edilirken, partikil bazli kolonda genel hizin
partikul i¢ci difizyon basamagi tarafindan kontrol edilmesi olarak
disundlmustdr. Literatlrde ilk kez gbézlenen bu davranis monolitik IMER'In,
partikil bazli IMER’a bir diger net Ustunligunu ortaya koymaktadir.

M-CC monolitik kolunu ve P-CC partikul bazl kolon her ikisinde de reaksiyon
hizi BTEE besleme derisimi ile artis gostermektedir.

M-CC monolitik kolonunda a-kemotripsin enzimi - BTEE substrati iligkisinin
Michaelis-Menten kinetigine uygunluk goéstermedigi, bunun yaninda reaksiyon
hizinin substrat derigimi ile orantili olarak, parabolik sekilde arttigi tespit
edilmistir. P-CC partikil bazl kolonda ise Michaelis-Menten’e tam bir uyum
s6z konusudur.

M-CC monolitik kolonunda artan sicaklik ile BTEE donusimu Once sabit
kalmis 25 °C den sonra enzim aktivitesi azalmaya baslamis ve doénisim
azalmistir. Immobilize enzimin artan sicaklikla deaktive olmasi bu dusisin
nedeni olarak disiinilmektedir. Ote yandan partikiil bazli reaktérde sicaklik
artigi ile BTEE substrat donusumunde artis tespit edilmigtir.

Tekrarlanabilirlik ve stabilite testinde M-CC monolitik reaktort kararli bir kinetik
davranig gostermis ve yatiskin durum substrat donusimunde artan kullanim
ile 6nemli bir dugus olmadigi tespit edilmistir.

Geri basing degerleri iki kolon i¢inde kabul edilebilir dizeyde bulunurken P-CC
partiktl bazli kolonunda M-CC monolitik kolonuna gére daha dusik basing

degerleri goze garpmaktadir.
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5.4 Glutaraldehit Aktivasyonu Yontemi ile Partikiil Bazh pHPLC-IMER
Gelistirilmesi, Kinetik Karakterizasyonu, Monolitik pHPLC-IMER le

Kiyaslanmasi

e Sentezlenen polimerik poli(GMA-EDM) partikullerinin (P-GA kolonu) SEM
fotograflarindan cok dar bir boy dagilimina sahip oldugu yani monodispers
yapida olduklari gézlemlenmistir.

e SEM fotograflarindan ortalama partikil capi 7.5 um, BET analizinden 6zgdil
yuzey alani 28.54 m?/g, civa porosimetre ile ortalama gézenek boyutu 150 nm
olarak bulunmustur.

e Partikile enzim immobilizasyonu igleminde glutaraldehit aktivasyonu metodu
kullanilmis ve elde edilen kinetik sonuglar bu yontemin basarili  oldugunu
ortaya koymustur.

e Glutaraldehit aktivasyonu ile sentezlenmis P-GA partikil bazh kolon ve M-GA
monolitik kolon her ikisinde de artan akis hizi ile BTEE donusumunde artis
gOrulmektedir.

e uHPLC’de partikll bazhh P-GA kolonunda artan substrat derisimi ile BTEE
donusumu azalmaktadir. Yine M-GA monolitik kolonu igin artan subsrat
besleme derigimi ile BTEE donUsumunin arttig1 tespit edilmigtir.

e P-GA partikul bazli kolonda a-kemotripsin enzimi - BTEE substrati iligkisinin
Michaelis-Menten kinetigine uygunluk gosterdigi tespit edilmis ve V., degeri
0,83 mmol/dak.g. partikil olarak bulunmustur. K, degeri 588 pM olarak
hesaplanmigtir. M-GA monolitik kolonun Michaelis-Menten kinetigine
uygunluk gostermedigi, bunun yaninda reaksiyon hizinin substrat derigiminin
karesi ile orantili olarak yani parabolik sekilde arttigi tespit edilmistir.

e Geri basing degerleri iki kolon icinde kabul edilebilir dizeyde bulunurken M-
CC monolitik kolonunda monolitin gézenek 6zelliklerinden dolayr P-CC

partikul bazli kolona goére daha dusuk basing degerleri elde edilmigtir.
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5.5 immobilize Enzim Reaktorlerinin pHPLC Ve HPLC Sistemlerinde

immobilizasyon Tiiriine Gére Karsilagtiriimasi

e Sentezlenen kolonlarda akis hizi etkisi incelendiginde, yHPLC’de partikil
bazli kolonda ve monolitik kolonlarda artan akis hizi ile BTEE dondsimda artis
gosterirken, HPLC’de partikil bazli kolonda disus gortlmastir.

e Sentezlenen kolonlarda substrat derisimi etkisi incelendiginde, partikil bazl
kolonlarda kromatografik analizlerin HPLC veya pHPLC'de yapildigi
farketmeksizin artan BTEE baslangi¢ substrat derigimi ile BTEE donusumu
azalma gosterirken; pHPLC’deki monolitik kolonlarda artan BTEE baslangi¢
substrat derigimi ile BTEE donugumu artis gostermistir.

e Sentezlenen kolonlarin hepsinde baslangi¢ substrat derigsimi artisiyla
reaksiyon hizinda artis gorulurken bu artig partikil bazh reaktorlerde
hiperbolik, monolitik reaktorlerde parabolik olarak gergeklesmektedir.

e Sentezlenen kolonlarin hepsinde akis hizi artisiyla reaksiyon hizinda dogrusal
bir artig gorulmustar.

e Sentezlenen kolonlarda sicaklik etkisi incelendiginde enzim deaktivasyonu da
g6zoénunde bulunduruldugunda tim reaktorlerde artan sicaklik ile BTEE
donusumunun arttigr gorualmagtar.

e Sentezlenen kolonlarda akis hizina karsi elde edilen geri basing degerleri
incelendiginde HPLC sisteminde nispeten daha disuk geri basing degerleri
elde edilirken, yHPLC’de monolitik IMER’lerde daha dusuk geri basing

degerleri elde edilmistir.
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