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OZET

Kriyojellerin kromatografik islemlerde bilim adamlari tarafindan son zamanlarda
fazlaca tercih edilmesi bu polimerleri oldukg¢a popiiler hale getirmistir. Bu yapilardan
stirekli ve kesikli sistemlerde adsorban olarak yararlanilmaktadir. Bu ¢alismada poli(2-
hidroksietilmetakrilat-glisidil metakrilat), poliHEMA-GMA), kriyojeller
sentezlenmis ve sonrasinda p-amino benzoik asit ve p-amino piridin bilesikleri yapiya
ligand olarak baglanmistir. Son asamada ise kriyojellere Cu(Il), Ag(I) ve Zn(II)
iyonlart immobilize edilmis ve bu yapilar sulu sistemlerden insiilin molekiiliiniin
adsorpsiyonunda kullanilmistir. En yiiksek insiilin adsorplama performansi p-amino
piridin ligandinin bagl oldugu ve Cu(Il) iyonlarinin immobilize oldugu kriyojelde
gozlemlenmistir. Kriyojellerin insiilin adsorpsiyonu degisen pH, etkilesim siiresi,
baslangic¢ insiilin derisimi, sicaklik ve iyonik siddet kosullarinda test edilmistir.
Kriyojellerin karakterizasyonu igin; sigsme testi, Fourier Transform Infrared
Spektroskopisi (FT-IR) analizi, Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizi, termal
analiz, yiizey alani analizi, elementel analiz ve Bilgisayarli Mikrotomografi (uCT)
analizi yapilmistir. Kriyojellerin adsorplama kapasitesi yaklasik olarak 242 mg
insiilin/g kriyojel olarak hesaplanmistir. Adsorpsiyon islemi, Langmuir ve Freundlich
adsorpsiyon modelleri iizerinden analiz edilmis ve Langmuir adsorpsiyon modelinin
daha uygun oldugu belirlenmistir. Adsorpsiyon kinetiginin ise yalanci-ikinci derece

modele uygun oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Adsorpsiyon, Afinite, Insiilin, Kriyojel, Ligand.



THE EFFECT OF THE CHELATOR CHARACTERISTICS ON
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ABSTRACT

The fact that cryogels have been highly preferred by scientists in chromatographic
processes in recent times has made these polymers very popular. These structures are
used as an adsorbent in continuous and batch systems. In this study, poly(2-
hydroxyethyl methacrylate-glycidyl methacrylate), poly(HEMA-GMA), cryogels
were synthesized and then p-aminobenzoic acid and p-aminopyridine compounds were
ligated to the structure. Cu(ll), Ag(l) and Zn(l1) ions were immobilized in the cryogels
and these structures were used for adsorption of insulin molecules from aqueous
systems. The highest insulin adsorption performance was observed in the cryogel that
the p-aminopyridine ligand was bound and the Cu(ll) ions were immobilized. Insulin
adsorption of cryogels was tested at varying pH, interaction time, initial insulin
concentration, temperature and ionic strength. For the characterization of cryogels;
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR), Scanning Electron Microscopy
(SEM) analysis, thermal, surface area, elemental and Computerized Microtomography
(LCT) analysis methods were performed. The adsorption capacity of the cryogels was
estimated as approximately 242 mg insulin/g cryogel. The adsorption process was
characterized by Langmuir and Freundlich adsorption models, and Langmuir
adsorption model was found to be more suitable. The adsorption kinetics were found

to be appropriate for the pseudo-second-order model.

Keywords: Adsorption, Affinity, Cryogel, Insulin, Ligand.
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SiIMGE VE KISALTMALAR
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A angstrom

q adsorplama kapasitesi
rpm dakikadaki devir sayis1

g gram
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IMAC immobilize metal afinite kromatografisi
SDS sodyum dodesil siilfat
TEMED N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin

TGA termal gravimetrik analiz



1. GIRIS

Kromatografi, bir karisimdaki bilesiklerin birbiriyle karismayan iki faz arasinda
dagilmasi ile ayrilmalarini saglayan fiziksel bir ayirma teknigidir. Bu fazlardan bir
tanesi film, tabaka, jel vb. yapisinda olan sabit bir faz iken digeri akigskan bir yapiya

sahip olan hareketli fazdir.

Giliniimiizde bir proteinin istenilen saflikta elde edilebilmesi i¢in birka¢ saflagtirma
basamagi bir arada uygulanmaktadir. Bir karisim igerisinde bulunan spesifik bir
proteinin bu karisimdan ayrilabilmesi i¢in proteinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin
iyi bilinmesi gerekmektedir. Bu durum uygun saflastirma yonteminin se¢imi i¢in de
cok onemlidir. Bir proteinin saflastirilmasi i¢in olumlu sonug veren bir yontem baska
bir proteinin saflastirilmasi i¢in olumsuz sonuglar dogurabilir. Bir proteinin bulundugu
ortamdaki diger proteinlerden ayrilmasinda sahip oldugu ¢oziiniirliik, boyut, yik ve
spesifik baglanma gibi 6zellikler belirleyici rol oynamaktadir. Proteinlerin yiizeyinde
bulunan polar ve apolar amino asit gruplar1 proteinlerin ¢oziiniirliigiini etkilerken,
yapilarinda bulunan asidik (aspartik asit ve glutamik asit) ve bazik (arjinin, lisin,

histidin) amino asitler ise yiik dagilimlarini belirlemektedir.

Son yillarda oldukca fazla kullanilan kromatografik tekniklerden iyon degisim
kromatografisi farkli yiiklere sahip proteinlerin ayrilmasinda, jel filtrasyon
kromatografisi farkli biiyiikliige sahip proteinlerin ayrilmasinda, hidrofobik etkilesim
kromatografisi polar ve apolar proteinlerin ayrilmasinda ve afinite kromatografisi de
farkli spesifik baglanmalar gdsteren proteinlerin ayrilmasinda kullanilmaktadir.
Proteinler; sicaklik, pH, organik c¢oziicii ya da oksidatif atmosfer kosullarindan
oldukca fazla etkilenmekte ve yapilari denatiire olabilmektedir. Bu sebeple bir
kromatografik ayirma islemi sirasinda bu kosullara olduk¢a dikkat edilmesi
gerekmektedir. Kosullarin degistirilmemesi ya da kontrollii bir sekilde degistirilmesi

ayirma-saflastirma islemlerinin basarist agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir.

Kromatografi yontemi; kimya, biyoloji, tip, gida ve ¢evre alanlarinda oldukg¢a yaygin

olarak kullanilmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Iyon Degisim Kromatografisi

Proteinlerin yiizeylerinde bulunan aminoasitlerin yan zincirlerinin igerdigi yiikli
gruplar, ¢oziicii ile etkileserek proteinlerin ¢oziiniirliigiini belirlemektedir. Fizyolojik
pH noktasinda bazi1 aminoasit gruplari pozitif yiiklii iken (arginin, lisin, histidin), baz1
aminoasit gruplar1 da negatif yiikliidiir (aspartat ve glumat). Bir proteinin net yiikii de
bu gruplar arasindaki denge ve pH’a bagli olarak belirlenmektedir. izoelektrik nokta
(pI) kavraminin temeli de buraya dayanmaktadir. Buradan hareketle diisiiniildiigiinde
farkli pH degerinde proteinlerin farkli net yiiklere sahip oldugu distiniiliir. Bu husus
iyon degisim kromatografisinin ayirma prensibinin temelini olusturmaktadir

(Boudesocque ve ark., 2017).

Iyon degisim kromatografisi yiiksek ayirma kapasitesi, nispeten diisiik maliyeti ve
hassas temizleme islemleri sayesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle kiigiik
ve orta biiyiiklikkte proteinlerin ayirma-saflastirma islemlerinde tercih edilse de,
plazmid DNA’s1, viriis ve immunoglobulin proteinlerinin kromatografik islemlerinde
de bu yontemden yararlanilmaktadir. Bu yontemde kolon i¢inde bulunan dolgu
maddesine (sabit faz) immobilize edilmis olan iyon degistirici gruplar bulunmaktadir.
Bu gruplar, ayirma-saflastirma islemine tabi tutulacak hedef molekiiller ile zit yiike
sahiptir (Saavedra ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2017). Ayirma isleminde ilk asama
olarak, kolondaki dolgu maddesi pH ve iyonik siddet agisindan dengeyi saglamak i¢in
bir tampon ¢6zelti ile yikanmaktadir. Sonra numune kolona diisiik iyonik siddet altinda
verilmektedir. Kolondaki dolgu maddesi ve hedef protein arasindaki spesifik etkilesim
bu noktada saglanmaktadir (Kittelmann ve ark., 2017). Bir sonraki asamada ise
baslangigta kullanilan yikama tamponu ile protein kolondan eliie edilmektedir. Ancak
kolondaki dolgu maddesi ve numune igindeki proteinler arasinda farkli derecelerde
baglanmalar gerceklesebilecegi de unutulmamalidir. Bunun i¢in yikama ¢6zeltisindeki
iyonik siddetin kademeli olarak arttirildig: bir islem ile kolona zayif bir gii¢le baglanan
proteinlerin kolondan &nce ayrilmalari saglanabilir. Yikama ¢ozeltinin iyonik

siddetinin artmasi ile kolona daha gii¢lii baglanan proteinlerin de kolondan ayrilmasi



saglanmaktadir. Bir diizen igerisinde gerceklesen bu isleme fraksiyonlama adi
verilmektedir. Fraksiyonlama ile bir eliisyon profili olusturulmakta ve hedef proteinin

yeri tespit edilmektedir.

Hedef protein ve kolon arasindaki etkilesim sadece iyonik giiciin tiirline ya da
derecesine bagl degildir. Ayni1 zamanda hedef protein iizerindeki yiik dagilimi da
onemlidir. Buna gore iizerindeki yiikli ortamin pH’sina bagli olarak degisen amfoterik
molekiiller i¢in mobil fazin pH’s1 da biiyiik 6neme sahiptir. Bilesigin net yiikii bu pH
degerinden etkilenmekte ve bilesigin kolonda alikonma siiresi ve ¢ozliniirliigii gibi

parametreler net yiikiin durumuna goére degismektedir.

Iyon degisim kromatografisinde yaygm olarak kullanilan tampon tuzlart ve

kullanilabilecekleri pH araliklar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Tampon tuzlar1 ve pH araliklar

Tampon Tuzu pH Arahg Tampon Tuzu pH Arahg
Amonyak 8,2-10,2 Sodyum asetat 4,2-5,4
Amonyak tuzu 8,6-9,8 Sodyum borat 8,0-9,8
Amonyum fosfat 2,2-6,5 Sodyum dihidrojen 2,0-6,0/8,0-12,0
Sitrik asit 2,06,0 fosfat
Disodyum hidrojen sitrat 2,6-6,5 Sodyum format 3,0-4,4
Potasyum dihidrojen fosfat 2,0-8,0/9,0-13,0 | Sodyum perklorat 8,0-9,8
Potasyum hidrojen fitalat 2,2-6,5 Sodyum nitrat 8,0-10,0
Trietanolamin 6,7-8,7

Kolon kromatografisi islemlerinin ¢gogunda oldugu gibi iyon degisim kromatografisi
isleminde de bir sabit faz bulunmaktadir. Bu faz genel olarak regine, desktran, seliiloz
vb. maddelerden olusmaktadir. Hareketli faz ise tampon ¢ozelti igindeki numunedir.
Bu sistemde hareketli fazda bulunan polar yapidaki numune, duragan faz tizerindeki
z1t yuiklii gruplar ile elektrostatik etkilesime girmektedir (Rea ve ark., 2015). Sabit fazi
olusturan recineler de kendi arasinda katyon degisim ve anyon degisim olarak iki temel

gruba ayrilmaktadir. Proteinler pl degerlerinin altindaki pH degerlerinde pozitif,



tizerinde ise negatif yiikliidiir. Bu yiizden katyon ve anyon degisim recinelerinden
hangisinin kullanilacagi noktasinda islemin ger¢eklestirilecegi ortamin pH degeri ¢ok
onemlidir. Tim bunlarin yaninda giiglii ve zayif iyon degistirici ligandlar da bu
yontemde belirleyici bir role sahiptir. Giiglii iyon degistiriciler genis bir pH araliginda
kullanilabilme imkanina sahipken zayif iyon degistiriciler dar bir pH araliginda
kullanilabilmektedir. Bunun sebebi zayif ligandlarin degisen pH ile beraber yiik
Ozelliklerinde ve iyon degisim kapasitelerinde degisiklikler meydana gelmesidir.

Bahsedilen iyon degisim regineleri Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Iyon degisim regineleri ve fonksiyonel gruplar

Iyon degistirici Fonksiyonel grubu

Katyon

Siilfopropil (SP) Giiglii -O-CH,-CHOH-CH,-0-CH2-CH2-CH2SOs"
Metil siilfonat (S) Giigli -0-CH;-CHOH-CH>-0-CH,-CHOH-CH.SO3
Karboksimetil (CM) Zayif -CH,-COO

Anyon

Kuaterner amonyum (Q) Gigli -O-CH,-CHOH-CH,-0O-CH2-CHOH-N*(CHs)3
Kuaterner aminoetil (QAE) Gigli -0-CH2-CH,-N*(C2Hs),-CH2-CHOH-CHj3
Dietilaminoetil (DEAE) Zayif -0-CH;-CH,-N*H(CH2CHs),

2.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Apolar yapidaki suyu sevmeyen gruplarin polar yapidaki suyu seven gruplart itme
kuvvetine hidrofobisite denir. Protein ve peptitlerin yiizeyinde bulunan aminoasitlerin
yan zincirlerinde yer alan hidrofobik gruplarin, bu molekiillerin yiizeyinde
hidrofobisite olusturmasi ve bu durumun proteinlerin ii¢ ve dort boyutlu yapilarinin
kararliligini sagladigi bilinmektedir (Vialaya ve Horvath, 1996; Querioz ve ark., 2001,
McCue, 2009; Fekete ve ark., 2016).

Proteinler suda c¢oziindiiklerinde hidrofobik gruplar sirali su molekiilleri ile
kaplanmaktadir. Su molekiillerinin diizeninde artis meydana gelecegi i¢in de sistemin

entropisi diigmektedir. Bu durum da termodinamik ag¢idan istemli bir tepkimedir.



Hidrofobik etkilesim kromatografisi teknigi genellikle iyon degisim kromatografisi ve
jel filtrasyon kromatografisi ile beraber kullanilmaktadir. Bu teknikten ylizeyinde
agirlikli olarak hidrofobik gruplar barindiran biyomolekiilerin ayirma ve saflastirma
islemlerinde yararlanilmaktadir. Hidrofobik ligandlar hidrofilik destek yapisina
kimyasal olarak baglanmakta veya polimerik re¢inenin omurgasini olusturmaktadir

(Querioz ve ark., 2001; Lienqueo ve ark., 2007; Baca ve ark., 2016).

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde, bir protein ayirma-saflagtirma islemine tabi
tutulurken hidrofibisitesi en yiiksek olan protein kolonda en fazla tutulmaktadir.
Ayrica biiylik bir proteinin yiizeyindeki hidrofobik yiikk dagilimi her yerinde ayni
degildir. Bu kromatografi ¢esidinde ayirma isleminin optimizasyonu i¢in énemli olan
parametreler ligand ve matriks ¢esidi disinda; tuz ¢esidi ve derisimi, pH ve sicakliktir.
Bu teknik igerisinde yaygin olarak kullanilan destek maddeleri hidrofobik 6zelligin
artigina gore biitil, oktil ve fenil gruplarimi igermektedir. Proteinlerin ligandlara
baglanma kuvveti, hareketli fazin iyonik siddetinin veya tuz derisiminin artmasiyla
artmaktadir (Fausnaugh ve ark., 1984). Amonyum siilfat gibi tuzlar haraketli fazin
iyonik siddetti ile birlikte yiizey gerilimini de arttirirken hareketli faz ile protein
arasindaki hidrofobik etkilesim artmaktadir (salting-out) (Shaital ve Er-el, 1973;
Melander ve Horvath, 1977). Amonyum tiyosiyanat veya amonyum iyodiir gibi
¢Ozliniirligli arttiran tuzlar (katotropik) ise hidrofobik etkilesimi azaltmaktadir

(salting-in).

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kolona baglanan proteinlerin kolondan eliie
edilmesi i¢in birka¢ yontem tercih edilmektedir. Bu yontemler; pH’in arttirilmas,
sicakligin diisiirtilmesi ve liganda giiclii bir sekilde baglanan ya da proteini daha
hidrofilik yapan eliisyon ajanlarinin kullanilmasidir (Hierten ve ark., 1986; Perkins ve
ark., 1997; Machold ve ark., 2002; Xia ve ark., 2004; Jangbauer ve ark., 2005; Haimer
ve ark., 2007; Mahna ve ark., 2007; Nfor ve ark., 2011).



2.3. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Boyut dislama veya molekiiler eleme gibi isimleri de bulunmaktadir. Proteinlerin ve
diger biyomolekiillerin boyutlarindaki farkliliklardan yararlanan bir ayirma teknigidir.
Bu yontem; bir ya da daha fazla proteinin izolasyonununda, tampon ¢ozeltinin tuzdan
arindirilmasinda ve protein yapisinda olmayan safsizliklarin ve istenmeyen protein
kiimelerinin ortamdan uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir (Costa ve ark., 2014; Jin
ve ark., 2014; Moniz ve ark., 2014). Farkli gézenek boyutuna sahip kati desteklerin
kullanildigi bu yontemde, gozeneklerin boyutlari ¢apraz baglayict miktarinin
degistirilmesi ile belirlenmektedir. Molekiillerin boyut ve sekillerindeki farkliliklar

gozeneklerden gegis hizlarini da etkilemektedir.

Jel filtrasyon kromatografisinde yapilacak ayrimin basarili olabilmesi; gozenek
capma, kati1 destek tiiriine ve kolon uzunluguna baglidir. Ayrica numune hacmi,
numune hacminin kolon hacmine orani, partikiil boyutu, akis hizi, numunenin ve
tampon ¢ozeltinin viskozitesi de ayrimda etkili olmaktadir (Werner ve ark., 1994;
Chaudhary ve ark., 2006). En fazla tercih edilen durum ise uzun bir kolon ve yavas bir
akis hizidir. Bu teknikte segilecek tampon ¢ozeltinin ayrimi yapilacak proteinlerle
biyo-uyumlu olmas: ¢ok Onemlidir. Proteinleri denatiire eden, konformasyon
degisikligine sebep olan ya da alt birimlere ayrilmasmi saglayan tamponlarin

kullanilmasi teknigin basarisini olumsuz olarak etkilemektedir.

2.4. Afinite Kromatografisi

Dilimizde “ilgi” anlamina gelen afinite kromatografisi kendi igerisinde alt dallara
ayrilmistir (lektin afinite, boronat afinite, immiinoafinite vs.). Bu yontemlerin hepsi
protein, enzim, karbonhidrat, vitamin, lipit, antijen, antikor gibi ¢ok sayida molekiiliin
ayirma ve saflagtirma islemlerinde kullanilmaktadir (Walters, 1985; Ayyar ve ark.,
2012; Arora ve ark., 2017).

Afinite kromatografisinin diger yontemlere goére en Onemli avantajlari; yiiksek

secicilige sahip olmasi, hizli ve kullaniminin kolay olmasidir. Hatta optimum kosullar



altinda hedef molekiil tek bir adimda saflagtirilabilir. Ancak bu teknikte kullanilan

materyallerin pahali olmasi yiiziinden ¢ok biiyiik 6l¢ekli uygulamalar1 sinirlidir.

Afinite kromatografisinde diger tekniklerde oldugu gibi destek materyali ve ligand
bulunmaktadir (Wichterle ve Lim, 1960; Axen ve ark., 1967; Stamberg, 1988; Klein
ve ark., 1994; Staak ve ark., 1996; Verdoliva ve ark., 2002; Roberts ve ark., 2009).
Ligand hedef molekiil ile spesifik ve tersinir bir etkilesime girmektedir (Champagne
ve ark., 2007; Liu ve ark., 2013; Prasanna ve ark., 2015). Bu etkilesimler Van Der
Waals kuvvetleri, hidrojen baglari, elektrostatik veya hidrofobik temelli
olabilmektedir. Hedef molekiiliin kolondan eliisyonu i¢in yarismaci bir ligand
kullanilir veya ortamin pH, iyonik siddet ya da polarite gibi 6zelliklerinin
degistirilmesi gerekir. Yalniz eliisyon i¢in kullanilan tamponun bilesigi denatiire
etmemesine ya da spesifik aktivite veya biyolojik fonksiyonunda degisiklige sebep

olmamasina dikkat edilmelidir.

Afinite kromatografisinde yaygin olarak kullanilan ligandlar Cizelge 2.3’de
verilmistir. Cizelge dikkatle incelendiginde bu ligandlarin ¢ogu biyolojik temelli
olmakla beraber, sentetik ligandlar da yer almaktadir. Bu ligandlar sahip olduklar
spesifikligin derecesine gore iki gruba ayrilmaktadir. Bunlardan birincisi sadece tek
bir molekiile kars1 spesifik olan ligandlardir (monospesifik). Digeri ise sadece tek bir
molekiile degil, benzer 6zellikte molekiillerden olusan bir gruba karsi spesifik olan

ligandlar (grup spesifik).

Bu kromatografi c¢esidinde kolonda kullanilan kat1 destegin sert, rijid, kararl,
hidrofilik ve biiyiik gézenekli olmasi tercih edilmektedir. Ligandin kolona immobilize
edilmesi ayrimin basarili bir sekilde yapilabilmesi agisindan 6nemlidir. Ligandin
immobilize edilmesi i¢in kullanilan teknikler; spesifik olmayan ve biyospesifik 6zellik
gosteren kovalent olmayan baglanma teknikleri, kovalent baglanmalar, hapsetme ve
molekiiler baskilama teknikleridir. Ligandin kolona baglanmasi islemi genel olarak en
az iki basamaktan olusmaktadir. Birinci asamada ligandin kolona baglanabilmesi i¢in

jel aktive edilir. Ikinci asamada ise ligand kolona baglanir (Arora ve ark., 2017).



Afinite kromatografisnde numune karisimi kolona uygulama tamponu adi verilen
mobil bir faz araciligiyla verilir. Burada kolona bagli ligandin u¢ noktalar1 ile numune
igerisindeki hedef molekiiller arasinda bir etkilesim meydana gelir. Diger istenmeyen
tiirler ise kolondan yikanarak uzaklastirilir. Daha sonra kolona bagli hedef molekiiller
uygun pH, iyonik siddet ve bilesime sahip bir eliisyon tamponu ile kolondan alinir
(Arora ve ark., 2017).

Cizelge 2.3. Afinite kromatografisinde kullanilan ligandlar

Ligand tiirii Hedef molekiil

Monospesifik ligandlar

Antikorlar Ilaglar, hormonlar, peptitler, proteinler, viriisler
Enzim inhibit6rleri ve kofaktorler  Enzimler

Niikleik asitler Tamamlayici niikleik asit zincirleri, DNA/RNA’ya
bagl proteinler

Grup spesifik ligandlar

Lektinler Sekerler, polisakkaritler, glikoproteinler,
glikolipitler

A proteini ve G proteini Bozulmamuis antikorlar ve F¢ parcalari

Sentetik boyalar Dehidrogenazlar, kinazlar

Metal selatlar Metal baglayict aminoasitler, peptitler, proteinler

2.5. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, akiskan (hareketli-mobil) fazda ¢oziinmiis haldeki belirli bilesenlerin bir
kat1 sabit faz ylizeyine tutunmasina dayanan ve bu yiizeyde gergeklesen bir tutunma
olayidir (Sekil 2.1). Adsorplanan maddeye adsorbat, adsorplayan kati maddeye ise

adsorban ya da adsorbent ad1 verilmektedir.

Kat1 fazin i¢inde bulunan iyonlar ¢cekim kuvvetlerince dengelenmistir. Ancak kati

ylizeyindeki atomlarin dengelenmemis kuvvetleri, sivi fazdaki maddeleri kati



yiizeyine ¢ekerler ve yiizey kuvvetleri dengelenmis olur. Bu sekilde ¢ozeltideki

maddelerin sabit fazin yiizeyine adsorpsiyonu gerceklesmektedir.

Gliniimiizde adsorpsiyon; fiziksel, kimyasal ve biyolojik uygulamalarda 6nem
tasimaktadir (Srihari ve Das, 2008; Lin ve Juang, 2009; Cheng ve ark., 2016; Hongxia
ve ark., 2016; Zhang ve ark., 2016). Ayrica adsorpsiyon islemi, atik sulardaki organik
ve kimyasal Kirleticilerin uygun bir kat1 yiizey lizerine adsorbe edilerek giderilmesi
isleminde de siklikla kullanilmaktadir (Altmann ve ark., 2016; Frascari ve ark., 2016;
Mailler ve ark., 2016).

Adsorbat ile adsorban tiirler arasindaki ¢ekim kuvvetlerine baglh olarak ger¢eklesen ii¢

tiir adsorpsiyon islemi bulunmaktadir.

Fiziksel Adsorpsiyon: Adsorban ve adsorbat molekiilleri arasindaki ¢ekim kuvvetleri
sonucu olusan adsorpsiyon olayidir. Burada zayif van der Waals kuvvetleri etkilidir ve
islem tersinirdir. Adsorpsiyon islemi sonucunda yogusma enerjisinden biraz daha fazla

151 ac1ga ¢ikmaktadir.

Kimyasal Adsorpsiyon: Adsorban ve adsorbat arasindaki islevsel gruplarin kimyasal
etkilesimi ile olusan adsorpsiyondur. Adsorpsiyon islemi tersinmezdir ve tek
tabakalidir. Adsorpsiyon islemi sirasinda agiga ¢ikan 1s1 enerjisi reaksiyon 1sisindan

daha biiytiktiir.

Iyonik Adsorpsiyon: Elektrostatik cekim kuvvetlerinin etkili oldugu bir adsorpsiyon
tiiriidiir. Burada adsorban ve adsorbatin iyonik giicleri 6nemlidir. Iyonlar es yiiklii ise

daha kiiciik olan tanecik tercihen oncelikle ylizeye tutunmaktadir.
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Adsorpsiyonu etkileyen bazi faktorler sunlardir:

pH: Hidronyum ve hidroksil iyonlar1 etkin bir sekilde adsorbe olduklarindan, diger
Iyonlarin adsorpsiyonu ¢ozeltideki hidronyum iyonu derisiminden etkilenmektedir.
Ayrica asidik veya bazik tiirlerin iyonizasyon derecesi de adsorpsiyonu etkilemektedir.

Sicaklik: Adsorpsiyon islemi genel olarak 1s1 veren bir tepkime seklinde
gerceklesmektedir. Bu nedenle azalan sicaklik ile birlikte adsorpsiyon miktar
artmaktadir. A¢iga ¢ikan 1s1 miktar1 genellikle fiziksel adsorpsiyonda yogusma veya
kristalizasyon 1silar1 derecesinde, kimyasal adsorpsiyonda ise kimyasal tepkime 1sis1

derecesindedir.

Yiizey alani: Adsorpsiyon islemi yiizeyde gerceklestiginden, adsorpsiyon biiytlikliigii
spesifik yiizey alani ile orantilidir. Adsorbanin partikiil boyutunun kiiciik, ylizey

alaninin genis ve gdzenekli yapida olmas1 adsorpsiyon miktarini arttirmaktadir.

Adsorbatin Coziiniirliigii: Bir maddenin adsorpsiyonu genellikle bulundugu
ortamdaki ¢Ozlintirliigi ile dogru orantilidir. Adsorbatin bulundugu ortamdaki
¢oziinlirliigli ne kadar fazla ise adsorbanla ¢ozelti arasindaki bag o kadar kuvvetli ve
adsorpsiyon miktar1 da o kadar fazla olmaktadir. Ayrica adsorpsiyon isleminde

adsorbatin ¢oziinlirliigli adsorpsiyon dengesini kontrol etmektedir.

Karistirma Hizi: Adsorpsiyon hizi ortamin karigtirma hizindan etkilenmektedir.
Genellikle adsorpsiyon miktart artan karistirma hiziyla beraber artis gostermektedir.
Cinkii karistirma hizinin artmasiyla adsorban ile adsorbat arasindaki etkilesim
artmakta ve daha fazla adsorpsiyon gerceklesmektedir. Ancak belli bir karistirma
hizindan sonra adsorpsiyonda azalmalar goriilebilmektedir. Yani maksimum

adsorpsiyon miktari i¢in limit bir karistirma hizinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.
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/ ; Adsorplanan tiirler
| | (Adsorbat)
K

Adsorban

Sekil 2.1. Adsorpsiyon mekanizmasinin sematik gosterimi

2.6. Immobilize Metal Afinite Kromatografisi (IMAC)

IMAC, ilk defa 1975 yilinda Porath ve arkadaslari tarafindan gelistirilen bir tekniktir.
Bu teknikte metal iyonlar1 kat1 destege selatlayict bir ligand lizerinden immobilize
olmaktadir. Ligandlar bu teknikte kritik bir rol oynamaktadir. Iminodiasetik asit (IDA)
ve nitrilotriasetik asit (NTA) en fazla kullanilan selatlayici bilesiklerdir (Sun ve ark.,
2015). Gegis metali olarak Zn(II), Cu(II), Co(II), Ni(IT) gibi iki degerlikli iyonlar
kullanilmaktadir. IMAC tekniginin performansi selatlayici bilesigin tiirii ile dogrudan
iligkilidir (Karakus ve ark., 2015). Selatlayic1 bilesik metal iyonuna baglanmakla
beraber metal iyonunun tiim koordinasyon bolgelerini doldurmamalidir. Aksi halde
hedef protein molekiilleri metal iyonuna baglanamamakta ve bu yapi1 ayirma ve

saflagtirma islemlerinde kullanilamamaktadir.

IMAC; kolay hazirlanma, yiiksek adsorplama kapasitesi ve kararlilik gibi bazi
avantajlara sahiptir (Comert ve Odabasi, 2014). Immobilize metal afinite
kromatografisinde afinite ayirma, metal iyonlar: ile biyolojik molekiillerde bulunan
ulagilabilir amino asitler (baslica histidin olmak iizere triptofan, sistein, aspartat,

glutamat vs.) arasindaki etkilesim ile meydana gelmektedir (Yip ve Hutchens, 1994).
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2.7. Kriyojel

Kriyojeller miilkemmel yapisal 6zellikleri ve akis dinamiklari nedeniyle yeni nesil
adsorbentler olarak tanimlanmaktadir (Lozinsky ve ark., 2013). Bu polimerler, kismen
dondurulmus monomer ¢ozeltileri altinda serbest radikal polimerizasyonu ile

sentezlenmektedir (Lozinsky ve ark., 2001).

Kriyojelasyon adi verilen polimerizasyon sirasinda, kati faz olusturan solvent
molekiilleri, kullanicilarin herhangi bir tikanma ve diflizyon problemi olmaksizin
yiiksek debide ¢alismasina olanak tantyan birbirine bagli akis kanallari olusturmak i¢in

porojen gibi davranmaktadir (Plieva ve ark., 2005).

Buna ek olarak, dondurma islemi, yiiksek oranda ¢apraz baglanmis polimerik ag elde
edilmesini saglayan dondurulmamis organik fazda, dondurma derisimi olarak bilinen
monomer konsantrasyonunu arttirmaktadir. Su, Kriyojel sentezlenmesi i¢in genellikle
¢Oziicli madde olarak kullanilir ve suda ¢dziinen monomerler buz kristallerinin yapisal
ozelliklerinden dolayr kriyojenik formlara doniistiiriilir. Makro gozenekli yap1 ve
miikemmel akig-dinamikler yaninda, kriyojeller iyi mekanik, kimyasal ve fiziksel
kararlilik gosterirler ve suda ¢oziinen uygun fonksiyonel monomerler baslangig
materyali olarak kullanildiklarinda degisiklik yapmaya hazir bir konuma gelirler

(Dogan ve ark., 2012; Corman ve ark., 2013; Andag ve Denizli, 2014).

Bu 6zelliklerin kombinasyonu ve sinerjisi, kimya, biyoteknoloji, ¢evre bilimleri ve
gida giivenligi de dahil olmak {izere ¢esitli aragtirma disiplinlerinde farkli uygulamalar
icin kriyojelleri umut verici bir materyal haline getirmektedir (Busto ve ark., 2007;
Wang ve Min, 2007; Plieva ve ark., 2008; Onnby ve ark., 2010; Henderson ve ark.,
2013; Sahiner ve Seven, 2014).

2.8. insiilin

Insiilin karbonhidratlarim, proteinlerin ve yaglarin anabolik reaksiyonlari diizenleyen

ve bu sayede kandaki glukoz seviyesini kontrol eden bir proteindir (Ladisch ve
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Kohlmann, 1992). Iki zincirden meydana gelmis olup toplam 51 aminoasit
igermektedir (Sekil 2.2). Molekiil agirligi 5800 g/mol’diir (Chien, 1996).

Viicudumuzdaki hiicreler insiilin olmadan glukozu kullanamazlar. insiilin diabet
hastalarinin tedavisinde kullanilan pankreatik bir hormondur. Diabetes dnemli bir
metabolik hastaliktir. Bu hastalik insiilinin salgilanmasinda ve sentezinde kusurlara
neden olur ve sanayilesmis tilkelerde en biiyiik ti¢iincii 6liim nedenidir (Min ve ark.,
2011). Rekombinant insan insiilini, sentetik olarak {iretilebilir ve insiilin eksikliklerine

sahip insanlarda kullanilabilir (Fineberg ve ark., 1983).

Hizli ve yiiksek diizeyde insiilin iiretimi, genis ¢apta tamamen seker hastaligi
kullanilmis rekombinant DNA teknolojisi ile saglanmaktadir. Insan rekombinant
instilini (HRI) biiyiik bir 6l¢ekte iiretilen ilk hormondur. Bu giinlerde, iiretim hizi,

diinyada yilda yaklasik 25 tondur (Gusarov ve ark., 2007).

Insiilin, kesfinden sonraki yillarda, hem tip 1 hem de tip 2 diyabetin tedavisinde
kullanilmistir (Leeuw ve ark., 2005). Diyabet hastaliginin giderek yayginlagmasi ve
ilerleyici niteliginden dolayi, son on yilda insiilin pazarinin hacmine gore saglikl bir
sekilde % 7 oraninda biiyiimiistiir. Insiilin reaktifleri biyomedikal pazarlarin neredeyse
yarisini paylastigindan, pazar olgegi 0,2 milyari agsmistir. Son zamanlarda, diinya
capindaki insiilin piyasas1 2011 yilinda % 12,5 artigla yaklasik 16,7 milyar dolarlik bir
blitceye ulagsmistir. Sadece Birlesik Devletler'de, 2010'dan 2011'e % 14,9'luk bir artigla
7,2 milyar dolardan 8,3 milyar dolara yiikselmistir (Rotenstein ve ark., 2012).



INSAN INSULINI

ChainB
30 amino acids

Sekil 2.2. insan insiilin molekiiliiniin yapis1

%@
Chain A
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler

2-Hidroksietil metakrilat (HEMA), glisidil metakrilat (GMA), p-amino benzoik asit,
p-amino piridin, etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), amonyum persiilfat, (APS),
sodyum dodesil siilfat (SDS), N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED), insiilin,
Cu(NO3)2.3H20, AgNO3 ve Zn(NOz)2.6H2O Sigma (St. Louis, USA) firmasindan
tedarik edilmistir. Diger tim kimyasal maddeler analitik safliktadir ve tiim

calismalarda ultra saf su (18 MQ.cm) kullanilmistir.

3.2. Poli(HEMA-GMA) Kriyojellerin Hazirlanmasi

Monomer fazt GMA (500 uL), HEMA (5000 uL) ve distile su (6500 pL) karistirtlarak
hazirlanmistir. Dagitma fazi olarak ise 1 g SDS, 25,6 mL distile su ve 2,4 mL EGDMA
kullanilmistir. Daha sonra iki faz birbirine karistinlmistir. 10-15 dakika buz
banyosunda sogutulmustur. 30 mg APS ve 150 uL TEMED ilave edilmistir. Karisim
24 saat boyunca -20°C’de bekletilmistir.

Elde edilen polimerik yap1, membran (disk) seklinde kesilmistir. Daha sonra bu diskler
ultra saf su ile SDS ve diger bilesenler uzaklasana ve yikama suyu berrak hale
gelinceye kadar rotator karistiricida (Multi Bio RS-24 Biosan, Letonya) 10 rpm hizda
calkalanmis ve yikama suyu her 15 dakikada bir degistirilmistir (Sekil 3.1) (Erol ve
ark., 2016). Yikama sayisinin artmasiyla beraber yikama suyunda meydana gelen

kopiirme miktar1 azalmistir.



16

CHa H  CH, H  CH,

| |
* Cc C Cc C C *

| |

cC—=0 H cC——=0 H C—=0

O O @)

CH, CH, CH

CH; /CH CH,

OH Uz o OH

HEMA GMA HEMA

Sekil 3.1. Poli(HEMA-GMA) kriyojelin yapisi

3.3. Kriyojellere p-Amino Benzoik Asit ve p-Amino Piridin Baglanmasi

120 adet kriyojel membran 1M NaOH (50 mL) ile 2 saat boyunca karistirilmistir.
Birkag defa ultra saf su ile yikanan membranlarin 60 tanesi 5 mg/mL p-amino benzoik
asit ¢ozeltisi (20 mL) i¢ine atilmistir. Kalan 60 adet membran da 5 mg/mL p-amino
piridin ¢ozeltisi (20 mL) igeren beherin i¢ine atilmistir. Her iki beherde bulunan
membranlar p-amino benzoik asit ve p-amino piridin ¢ozeltileri ile 24 saat boyunca
etkilestirilmistir. Bu islemdeki amag, p-amino benzoik asit ve p-amino piridin
molekiillerindeki amin gruplarinin GMA monomerinin epoksi halkalarindaki karbona
baglanmasini saglamaktir (Sekil 3.2 ve Sekil 3.3). Bu islem sonunda membranlar ultra

saf su ile 3 defa yikanmistir.
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Sekil 3.2. Poli(HEMA-GMA)-p-amino benzoik asit kriyojelin yapisi
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Sekil 3.3. Poli(HEMA-GMA)-p-amino piridin kriyojelin yapisi

3.4. Kriyojellere Metal Baglanmasi

Kriyojeller, p-amino benzoik asit ve p-amino piridin ile etkilesimleri sonrasinda
Cu(NO3)2.3H20, AgNO3 ve Zn(NOz3)2.6H20 bilesiklerinin ¢ozeltileri (5 mg/mL, 10

mL)

ile ayrn ayr etkilesime sokulmustur. Metal iyonlarinin baglanmasiyla

kriyojellerin renklerinde farkliliklar gézlenmistir (Sekil 3.4).



18

Piridinli Benzoik asitli

prcul)  PrAgn  Przndh

BZ_(S[:J(”) Bz-Ag(l) Bz-Zn(ll)

Sekil 3.4. Metal baglanmis p-amino benzoik asit ve p-amino piridinli kriyojeller

3.5. Karakterizasyon Calismalari

3.5.1. Sisme testi

Kriyojellerin su tutma kapasitesi ultra saf su kullanilarak belirlenmistir. Bunun i¢in
oncelikle kuru kriyojel numuneleri, dikkatlice tartilmistir. Daha sonra izotermal su
banyosunun igerisindeki ultra saf suyun igerisine konularak 25°C’de 30 dakika
bekletilmistir. Daha sonra kriyojel ornekleri, bir siizge¢ kagidinin iizerine alinip

yiizeye tutunan suyun uzaklastirilmasi i¢in hizlica silinmis, tekrar tartilmis ve su tutma
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kapasitesi hesaplanmigtir. Su tutma kapasitesini belirlemek i¢in asagidaki esitlik

kullanilmustir.

Su tutma kapasitesi (%)=(Ws-Wq)/W, x100 (Esitlik 3.1)

Bu esitlikte W, ve Ws sirayla kuru membranin ve su tutmus membranin agirligini (g)

ifade etmektedir.

3.5.2. Yiizey morfolojisi

Sentezlenen kriyojellerin morfolojik yapilarini incelemek amaciyla taramali elektron
mikroskobu (SEM; Carl Zeiss AG - EVO® 50 Series, Almanya) kullanilmistir. Etiiv
kullanilarak yaklagik 72 saat boyunca kurutulmus olan kriyojel numuneleri

vakumlandiktan sonra SEM plakalarina yerlestirilmis ve yiizey goriintiileri alinmistir.

3.5.3. Elemental analiz

Tamamen kurutulmus numune elemental analiz i¢in 6zel tartim kaplarinda yaklasik 1-
2 mg olarak tartilmis ve daha sonra cihazin numune kismina yerlestirilmistir. Analiz
baglatilmig ve % N yanma kompartimanmin sicakligt 1120°C ve indirgenme

kompartimaninin sicakligi 850°C olarak analiz ger¢eklesmistir.

Poli(HEMA-GMA) kriyojellerin igerisine katilmig olan p-amino piridin ve p-amino
benzoik asit molekiillerinin miktarinin belirlenmesinde elemental analiz cihazi
(CHNS-932, Leco, ABD) kullanilmistir. Hesaplamalar azot miktarina gore
yapilmistir.

3.5.4. FTIR ¢alismalari
Elde edilen kriyojellerin iizerindeki fonksiyonel gruplari belirlemek igin Fourier

Transform Infrared spektroskopisi (Thermo Nicolet iS10 FT-IR Spectrometer, ABD)
cihazindan yararlanilmistir. Kriyojeller, kuru toz KBr (0,1 g, IR Grade, Merck,
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Almanya) ile homojen olarak karigtirilarak pelet haline getirilmis ve FTIR analizi

yapilmistir

3.5.5. Yiizey alani analizi

Kriyojellerin spesifik yiizey alani, Brunauer-Emmett-Teller (BET; Quantachrome
Autosorb® 1Q-Chemi, ABD) cihazi ile belirlenmistir. Liyofilizasyon iglemi ile
kurutulan kriyojel numuneleri gézeneklerdeki oksijen ve nemi gidermek igin, 35°C’de
100 mbar vakum altinda 6 saat boyunca bekletilmistir. Daha sonra kriyojel 6rneklerine

oda sicakliginda azot gazi ile muamele edilmistir.

3.5.6. Termal analiz

Kriyojellerin termal bozunma basamaklarini saptamak amaciyla termogravimetrik
analiz cihazi (Shimadzu DTG-60H, Japonya) kullanilmistir. Termogravimetrik analiz
islemi, 100 cm®/dakika hava akis hiz1 ve 10°C/dakika 1s1tma hiziyla 0°C’den 900°C’ye

sitilarak gerceklestirilmis ve kiitle kayiplart incelenmistir.

3.5.7. Bilgisayarh mikrotomografi (uCT) analizi

Kriyojellerin igerdigi gozenekleri, bu gézeneklerin dagilimmi ve akis kanallarini {i¢
boyutlu goriintiilemek amaciyla Bilgisayarli Mikrotomografi (WCT) (Bruker, Skyscan
1272, Almanya) cihazi kullanilmigtir. Bunun i¢in numunelere 360° agiyla 0,4°
araliklarla X-1sinlar1 gonderilmistir. Goriintlii kalitesini arttirmak i¢in 0,5 mm’lik
aliminyum filtre kullanilmistir. X-1sinlarinin giicii 50 kV olup her 500 ms’de bir piksel

basina 10 pm ¢oziintirliige sahip goriintiiler elde edilmistir.
3.5.8. SDS poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) analizi
SDS-PAGE jel elektroforezi BIO-RAD marka “Mini-Protean 3 Cell” ile

gergeklestirilmistir. SDS-PAGE tampon sistemi takip edilmis olup ¢oziicti jel %12’lik,
toplayici jeli ise %5’1ik olacak sekilde dokiilmiistiir. Toplayict jele numune (10 pL),



21

Laemmli 2x buffer (Sigma-S3401) ‘dan 10 uL eklenerek kuyulara yiiklenmis, 60 Volt
ve 400 amper’de ¢oziicii jele gelene kadar kosturulmustur. Coziicii jele 6rneklerin
gelmesinden sonra voltaj 80°e ¢ikartilmis ve yaklagik 2 saatlik kosmanin ardindan jel
goriintiilemesi i¢in boyamaya geg¢ilmistir. Marker i¢in 5 uLL Colorburst elektrophoresis
marker (8000- 22000 Da) (Sigma-C1992) kullanilmistir. Boyama i¢in EZBlue gel
staining reagent (Sigma-G1041) 45 dak. kullanilmis ve 45 dakikadan sonra gece
boyunca boya uzaklagtirma gerceklestirilerek goriintii (Li-Cor odyssey CLx’de)

alinmustir.

3.6. Adsorpsiyon-Desorpsiyon Calismalari

3.6.1. Sulu ¢ozeltilerden insiilin adsorpsiyonu

Kriyojellerin insiilin molekiiliinii adsorplama performanslari sulu ¢ozelti igerisinde (10
mL) kesikli sistemde ¢aligilmistir. Optimum pH, siire, insiilin baslangi¢ derisimi,
karistirma hizi, sicaklik ve tuz derisimi belirlenmistir. Insiilinin kriyojellere
adsorpsiyonu pH: 3-10 arasinda incelenmistir. Yine ayni sekilde optimum siirenin
belirlenmesi i¢in adsorpsiyon islemi 5-90 dakika arasinda degisen siirelerde
incelenmis ve adsorpsiyonun maksimum oldugu siire optimum siire olarak
belirlenmistir. Baslangi¢ derisimi 1000-10000 mg/L arasinda degisen insiilin
¢ozeltileri kriyojellerin adsorpsiyon performansinin hangi derisimde en fazla oldugunu
belirlemede kullanilmistir. Insiilinin  adsorpsiyonu 4-45°C arasinda degisen
sicakliklarda incelenmis ve adsorpsiyonun en yliksek oldugu sicaklik denge sicakligi
olarak belirlenmistir. Adsorpsiyon islemi iyonik siddetin yiliksek oldugu NaClI
ortaminda yapilmis ve optimum kosullar altinda degisen iyonik siddet degerlerinde
adsorpsiyon incelenmis ve iyonik siddetin adsorpsiyona etkisi belirlenmistir.
Adsorpsiyon Oncesi ve sonrasindaki insiilin miktar1 Mor6tesi-Goriiniir Bolge (UV-
VIS) spektrofotometresi (TU-1810 UV-VIS Spectrophotometer, Pgeneral, Cin) ile 280
nm dalga boyunda tayin edilmistir. Insiilin adsorplama kapasitesi asagidaki denklem

ile hesaplanmustir.

0= [(Co-C)xV]/m (Esitlik 3.2)
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burada, q birim kriyojel kiitlesine adsorplanan insiilin miktar1 (mg/g); Co ve C sirasiyla,
insiilinin baslangi¢ ve muamele sonrasi derisimleri (mg/L); V ¢6zelti hacmi (L) ve m
kullanilan kriyojelin kiitlesidir (g). Sonuglarin giivenilirligi ve istatiksel degerlendirme

acisindan deneyler 3 kez tekrarlanmistir.

3.6.2. Desorpsiyon ve tekrar kullanilabilirlik

Kriyojellere adsorplanmis olan insiilinin desorpsiyonu ve elde edilmesi de yine kesikli
sistemde ¢alisiimistir. Insiilin adsorplamis olan kriyojellere 10 mL 1 M NaClI ¢ozeltisi
icerisinde 150 rpm’de 30 dakika boyunca oda sicakliginda muamele edilmistir.
Kriyojellerin tekrar kullanilabilirlik kapasitesi i¢in aymi kriyojel ile 5 dongi

gerceklestirilmistir. Insiilin desorpsiyon oran1 asagidaki formiile gére bulunmustur.

H Desorplanan insilin miktar
Desorpsiyon orani (%)= p insiilin miktart

x 100 (Esitlik 3.3)

Toplam insilin miktart
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Kriyojellerin Insiilin Adsorpsiyon Performanslarinin Karsilastirllmasi

Insiilin molekiiliiniin adsorpsiyonu igin p-amino benzoik asit ligand1 iceren kriyojeller
Cu(II) bagh igin Bz-Cu(Il), Ag(I) bagh i¢in Bz-Ag(I) ve Zn(II) bagh ig¢in Bz-Zn(Il)
olarak kodlanmistir. Yine ayni sekilde p-amino piridin bagli kriyojeller Cu(II) bagh
icin Pr-Cu(Il), Ag(I) bagh i¢in Pr-Ag(l) ve Zn(II) bagh i¢in de Pr-Zn(ll) olarak
kodlanmugtir. Bu kriyojeller ile insiilin molekiiliiniin adsorpsiyon ¢alismasi 1,0 mg/mL
instilin derigiminde, 15 rpm karigtirma hizinda, 60 dak. etkilesim siiresi ile oda
sicakliginda yapilmistir. Yapilan ¢aligmalarda en fazla insiilin adsorpsiyonu Pr-Cu(ll)
kodlu kriyojel i¢in tespit edilmistir. Yapilan elementel analiz ve ICP-OES sonuglari
incelediginde insiilin adsorpsiyonunun Pr-Cu(Il) kodlu kriyojelde en fazla olmasi
beklenen bir sonugtur (Cizelge 4.1). Ciinkii ligand olarak kullanilan molekiillerden p-
amino piridin, p-amino benzoik asit molekiiliine gore yapiya daha fazla girmis ve ayni
zamanda p-amino piridin ligandina {i¢ metal iyonu arasinda en ¢gok Cu(Il) baglanmistir.
Bu sebeple Pr-Cu(Il) kodlu kriyojel bu ¢alisma i¢in en ideal polimer olarak tespit
edilmis ve galismanin kalan kisimlarinda bu polimer tizerinden deneysel uygulamalar

gerceklestirilmistir.

140
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100
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60 |

q (mg/g)

40 f

20 |

|I|I1

Pr-Cu Pr-Ag Pr-Zn Bz-Cu Bz-Ag Bz-Zn
Kriyojel

Sekil 4.1. Kriyojellerin insiilin adsorpsiyon performanslari
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Cizelge 4.1. Kriyojellerin elementel analiz ve ICP-OES sonuglari

Ligand olarak baglanan molekiil

p-amino benzoik asit p-amino piridin
Elementel Analiz (% N) Elementel Analiz (% N)
3,70 0,60
ICP-OES ICP-OES

cu(l) | Ag() | zn(l) | cu() | Ag(l) | zn(l)

(umol/g) |(pmol/g) | (umol/g) | (umol/g) | (umol/g) | (umol/g)
216,6 | 1892 | 1585 | 2381 | 2024 | 1702

4.2. Kriyojellerin Karakterizasyonu

4.2.1. Sisme testi

Poli(HEMA-GMA) kriyojeller ¢apraz bagli oldugundan dolayr sulu ortamlarda
coziinmezler fakat capraz bag orgiisiine ve suyu sevme ozelligine bagli olarak su
tutarak siserler. Bu c¢alismada kullanilan Pr-Cu(ll) kodlu Poli(HEMA-GMA)
kriyojelin dengedeki sisme kapasitesi yaklasik % 422 olarak tespit edilmistir. Yani 1
g kuru kriyojel 4,22 g su tutma kapasitesine sahiptir. Su ¢apraz baglarla baglanmis

yapinin i¢ine niifuz ederek igeride kalmaktadir.

4.2.2. Yiizey morfolojisi

Pr-Cu(ll) kodlu kriyojellere ait yiizey yapist ve kaviteler Sekil 4.2’de net bir sekilde
goriilmektedir. Sekilden de goriildiigii iizere kriyojeller makro-gozeneklere ve piiriizlii
bir ylizeye sahiptir. Kriyojellerin 6zellikleri incelendiginde capraz baglayici

(EGDMA) sayesinde elde edilen biiyiik gozenekler dikkat cekmektedir.
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4.2.3. Elemental analiz

Bu ¢alisma kapsaminda hazirlanan PoliHEMA-GMA) kriyojellere baglanan p-amino
benzoik asit ve p-amino piridin miktari, HEMA ve GMA’nin yapisinda azot
olmadigindan, azot stokiyometrisi kullanilarak p-amino benzoik asit i¢in 43,75 pmol/g

kriyojel ve p-amino piridin i¢in 393,14 umol/g kriyojel olarak hesaplanmustir.

4.2.4. FTIR calismalari

Sekil 4.3’de PoliHEMA-GMA), Poli(HEMA-GMA)-p-amino piridin ve Poli(HEMA-
GMA)-p-amino benzoik asit kriyojellere ait FT-IR spektrumlar1 verilmektedir. Bu
spektrumlar incelendiginde; her ii¢ spektrumda da karbonil (C=0O) gerilmesi (1728,
1731 ve 1727 cm™) ve alkanlardaki C-H gerilmesi (2953, 2943 ve 2952 cm) pikleri
dikkat ¢cekmektedir. Poli(HEMA-GMA)-p-amino piridin kriyojelin spektrumunda yer
alan aromatik -C=C- gerilmesi pikleri (1565 ve 1514 cm™) ve sekonder aminlerdeki
N-H egilmesi piki (880 cm™) p-amino piridin molekiiliiniin PolitHEMA-GMA)’nin
yapisina ligand olarak basarili bir sekilde katildiginin bir kanitidir. Bununla birlikte
aromatik -C=C- gerilmesi (1606 cm™) ve sekonder amin N-H egilmesi (880 cm™)
pikleri Poli(HEMA-GMA)-p-amino-benzoik asit kriyojelinin spektrumunda da yer
almaktadir. Yapida yer alan O-H gerilme pikleri sirastyla 3436 cm™, 3447 cm™, 3422
cm? tepe noktalar1 olmak iizere yayvan bir pik seklinde gozlenirken aym bdlgede yer
alan N-H gerilme pikleri ise O-H gerilme piklerinin altinda kalmasindan dolay1
beklenildigi iizere tespit edilememistir. Sekil 4.4 incelendiginde ise Poli(HEMA-
GMA)-p-amino piridin kriyojeline Cu(II) iyonlarinin baglanmasi sonucu spektrumda
473 cm™’de meydana gelen pik dikkat gekmektedir (Dudley ve ark., 1974).

4.2.5. Yiizey alam analizi

Poli(HEMA-GMA) ve Poli(HEMA-GMA)-p-amino piridin-Cu(ll) kriyojellerin yiizey
alam sirastyla 6,55 m?/g ve 9,18 m?%/g olarak bulunmustur. Bu yiizey alan1 mikro ya da
nanopartikiiller ile karsilastirildiginda diigiik olmasma ragmen yapr igerisindeki

gozenekler ve cukurlar adsorpsiyonun etkili olmast konusunda 6nemli avantajlar
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saglamistir. Ayrica Poli(HEMA-GMA) kriyojelin ortalama gozenek ¢ap1 yaklasik 350
A, Poli(HEMA-GMA)-p-amino piridin-Cu(Il) kriyojelin ise yaklasik 60 A olarak
tespit edilmistir. Bu durum p-amino piridin molekiiliiniin ve Cu(Il) iyonlarinin
Poli(HEMA-GMA) kriyojeli igerisinde bulunan molekiiler seviyedeki bosluklart

doldurmasiyla agiklanabilir.
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Sekil 4.2. Pr-Cu(Il) kriyojellerin SEM goriintiileri
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Wavenumbers (cm-1)
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Sekil 4.4. Poli(HEMA-GMA)
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4.2.6. Termal analiz calismalari

Dinamik inert azot atmosferinde kaydedilen TG, DTA ve DrTG egrileri Sekil 4.5’de
gosterilmistir. Referans olarak aliimiina tozunun (Al203) kullanildigr analiz 0-800 °C
araliginda gerceklestirilmistir. Termogravimetrik analiz (TGA) egrisi termal bozunma
sonucu Ornekte gergeklesen kiitle kayiplarinin yiizde (%) miktarini, termogravimetrik
analizin tiirevi (drTGA) egrisi maksimum kiitle kayiplarinin olustugu sicakliklar1 ve
diferansiyel termal analiz (DTA) egrisi ise tepkimelerin 1s1 alan (endotermik) ve 1s1
veren (ekzotermik) ozelliklerinin incelenmesi konusunda veriler saglamaktadir.
Termal bozunma egrisi incelendiginde malzemenin yapisinda bulundugu diisiiniilen
ve kurutma esnasinda tam olarak yapidan uzaklastirilamayan nemden kaynakli
yaklasik 0,8 mol hidrate suyunun 0,5 molii 35-95°C sicaklik araliginda, 46°C
maksimum DTA sicaklik bolgesinde (deneysel: % 3,57; teorik: % 3,74) ve geriye
kalan 0,3 molliik hidrat suyunun ise 98-168°C sicaklik araliginda, 142°C maksimum
DTA sicaklik bolgesinde (deneysel: % 2,11; teorik: % 2,24) yapidan uzaklastig:
diisiiniilmektedir. Agirlik kayiplarina iliskin deneysel ve teorik degerlerin uyum iginde

olmasi1 iddiamizi desteklemektedir.

169-238°C termal bozunma araliginda termal olarak dehidrate olmus polimerik
yapimnin temelini olusturan ve GMA yapisinda bulunan oksiran halkasinin agilarak
aromatik halkanin aminine (NH) baglanmasiyla olusan molekiiliin hidroksil grubuna
ait olan bozunma olup, 222°C’de endotermik bir pik vermektedir. Teorik ve deneysel
olarak elde edilen kiitle kayiplar1 -OH grubunun parcalanmasini (deneysel; % 6,75;
teorik; % 7,07) gostermektedir.

Devam ettirilen termal bozunma neticesinde polimerik yapiyr olusturan ikincil
molekiil olan p-amino piridin yapisinin bozunmasina ait edilebilecek basamak olup,
parcalanma sicaklik aralig1 239-282°C bolgesine denk gelmektedir. Endotermik olarak
265°C’de maksimum DTA piki veren bozunma basamaginin deneysel ve teorik kiitle
kayiplar1 p-amino piridin bozunmasini desteklemektedir (deneysel; % 37,97; teorik; %

38,69).
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Son bozunma basamaginda halka acilmasi sonucu katilma reaksiyonu ile iki farkli
molekiilden olusan yapmin termal bozunmasi gézlenmektedir. Onceki basamaklarda
—OH grubu uzaklasan polimerik organik yap1 285-792°C sicaklik araliginda yanarak
bozunmaktadir. Bu yanma ile ger¢eklesen bozunmanin en ¢ok gerceklestigi temel
basamak 349°C’deki DTA piki bolgesine karsilik gelmektedir. Sonraki bozunma
basamaklart 429°C, 478°C, 604°C ve 755°C bolgelerinde gergeklesmektedir.
429°C’deki DTA bozunma piki ekzotermik olup digerleri endotermik termal
bozunmalara karsilik gelirken, ekzotermik bozunmada gerceklesen yliksek derecedeki
enerji agiga c¢ikmasimna sebep olan basamak, yanma sonucu ortamda biriken
karbonmonoksit (CO) gazmin yanarak karbondioksite (CO2) yiikseltgendigi
basamaktir. Son organik kalintinin yanarak ortamdan CO/CO2/NO/NO; gazlar
seklinde uzaklagmasina atfedilebilecek bozunma basamagmin deneysel ve teorik
agirlik kayiplar1 da iddiamiz1 desteklemektedir (deneysel: % 46,72; teorik % 47,54).
Pargalanma yiizdelerinin uyum igerisinde olmasi, dnerilen son bozunma basamaginin
da dogrulugunu desteklemektedir. Yanma reaksiyonundan geriye kalan deneysel %
2,88 oraninda kalint1 hem polimerik yapidaki Cu varligina hem de termal bozunma
reaksiyonu sonucu organik iirliniin tamamen yandig1 ancak reaksiyon ortaminin inert
azot atmosferi olmasi sebebiyle bir miktarinin yanamayarak karbonize komiir seklinde
reaksiyon kabinda kalmasina yorumlanabilir. Termal bozunma basamaklarinin

ayrintilar1 Cizelge 4.2°de 6zetlenmistir.
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Sekil 4.5. Poli(HEMA-GMA)-p-amino piridin-Cu(ll) polimerinin termal analiz
grafigi
Cizelge 4.2. Termal bozunma basamaklari
Sicakhik
. DTAmax Uzaklasan Agirhk Kaybh
Kompleks A(roacll)gl ¢C) Grup (%) Renk
Deney. Teorik
CuC10H14N204.H2008 Pembe
304,18 g/mol 1 3595 46 (H20)os 357 3,74
2 98-168 142 (H20)oz 2,11 2,24
3 169-238 222 -OH 6,75 7,07
4 239-282 265 CsHsN2 37,97 38,69
5 285-792 349, 429, CsHgOs 46,72 47,54

478, 604, 755
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4.2.7. Bilgisayarh mikrotomografi analizi (nCT)

Bilgisayarli mikrotomografi analizi yapilan kriyollerin ii¢ boyutlu goriintiileri Sekil
4.6’da verilmistir. Sekiller incelendiginde kriyojellerin gézenekli yapilar1 ve sahip
olduklar1 akis kanallar1 agikg¢a fark edilmektedir. Poli(HEMA-GMA) kriyojelinin
yapisina p-amino piridin molekiillerinin ve Cu(Il) iyonlarmin girmesiyle kriyojel

icindeki gozeneklerin ve akis kanallarinin doldugu goriilmektedir.

PRECHENA- GM) Poli( HEMA-GMA)-p-amino piridin-Cu(II)

Sekil 4.6. Poli(HEMA-GMA) ve Pr-Cu(Il) kriyojellerin Mikro-CT goériintiileri

4.3. Adsorpsiyon-Desorpsiyon Calismalari

Pr-Cu(ll) kriyojellere insiilin adsorpsiyonu igin kesikli sistemde calisilmustir.
Optimum adsorpsiyon kosullart degisen pH, etkilesim siiresi, insiilin baslangi¢

derisimi, sicaklik ve tuz etkisi parametrelerinde belirlenmistir.

4.3.1. pH etkisi

Pr-Cu(ll) kriyojellere insiilin adsorpsiyonunun pH degeriyle degisimi Sekil 4.7’de
verilmektedir. Pr-Cu(ll) kriyojeller iizerine maksimum insiilin adsorpsiyonu pH:5,0
degerinde elde edilmistir (Sekil 4.8). Kriyojellerin insiiline gosterdigi afinite daha

yiikksek ve daha diisiik pH degerlerinde 6nemli derecede diisiiktiir. Insan insiilin



34

proteininin izoelektrik noktasi yaklasik pH: 5,3 civarindadir (Anonim, 2018). En
yiiksek adsorpsiyonun pH:5,0 noktasinda elde edilmesi kriyojele bagli Cu(II)
gruplarinin ve insiilin proteininin iyonlasabilir gruplarinin bu pH degerinde optimum

diizeyde bir etkilesim kurmasindan kaynakli olabilir.

140 ¢
120
100

80

q (mg insiilin/ g kriyojel)

Sekil. 4.7. Insiilin adsorpsiyonuna pH etkisi. Insiilin derisimi: 1000 mg/L; etkilesim
stiresi: 30 dak.; sicaklik 25°C

4.3.2. Etkilesim siiresinin etkisi

Sekil 4.8 incelendiginde Pr-Cu(ll) kriyojellere insiilin adsorpsiyonu ilk 30 dakikada
en yiiksek seviyeye ulasmis ve bu siireden sonra adsorpsiyon miktarinda ciddi bir
degisim gbézlenmemistir. Bunun sebebi ilk 30 dakikada insiilin molekiilleri oldukca
hizli bir sekilde Pr-Cu(ll) kriyojellerin aktif bolgelerine tutunmus ve tim bolgeler
tutabilecegi kadar insiilin tutarak dolmustur. Etkilesimin bu kadar hizli bir sekilde
gerceklesmesi, kriyojellerin aktif bolgelerinde bulunan Cu(ll) gruplart ve insiilin
molekiilleri arasinda hem geometrik hem de elektrostatik etkilesim ag¢isindan iyi bir
uyum oldugunun gostergesidir. Sonug¢ olarak, bu ¢alisma kapsaminda elde edilen
etkilesim hiz1 Pr-Cu(ll) kriyojellerin adsorpsiyon performansi hakkinda olduk¢a umut
vericidir.
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Sekil. 4.8. Insiilin adsorpsiyonuna etkilesim siiresinin etkisi. Insiilin derigimi: 1000
mg/L; pH: 5,0; sicaklik 25°C

4.3.3. Insiilin derisiminin etkisi

Insiilin molekiiliiniin Pr-Cu(ll) kriyojellere adsorpsiyonuna etki eden diger bir faktor
de adsorpsiyonda kullanilan insiilin ¢6zeltisinin derisimidir. 50-5000 mg/L arasinda
degisen insiilin derisimine sahip ¢o6zeltiler Pr-Cu(ll) kriyojeller ile etkilesime
sokulmustur. Sekil 4.9°da gosterildigi gibi adsorpsiyon 3000 mg/L insiilin derisimine
kadar artmis ve sonrasinda yaklasik olarak sabit bir degere ulagmistir. Bu da Pr-Cu(ll)
kriyojellerin etkilesime giren bolgelerinin insiilin ile tamamen doydugunu ve insiilin

baglayacak bos bolgenin kalmadigini gostermektedir.
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Sekil. 4.9. Insiilin adsorpsiyonuna insiilin derisiminin etkisi. Etkilesim siiresi: 30
dak.; pH: 5,0; sicaklik 25°C

4.3.4. Sicakhigin etkisi

Pr-Cu(ll) kriyojellere insiilin adsorpsiyonuna sicakligin etkisini ve optimum
adsorpsiyon sicakligini belirlemek amaciyla 4, 18, 25, 37 ve 45°C sicakliklarda
adsorpsiyon islemleri gergeklestirilmis ve en yiiksek adsorpsiyon degerinin elde
edildigi sicaklik 4°C olarak belirlenmistir (Sekil 4.10). Sekilden de goriildiigii gibi
kriyojellere insiilin adsorpsiyonu artan sicaklikla ters orantili olarak azalmaktadir.
Adsorpsiyonun sicaklikla azalmasina neden olarak, adsorpsiyon isleminin ekzotermik
bir islem olmast ve diisiik sicakliga sahip ortamlarda 1sil seyrelticilik etkisi
gosterilebilir. Ayrica yiiksek sicakliklarda molekiiller nispeten daha fazla enerjiye ve
buna bagli olarak daha fazla hareketlilige sahip olacagindan elektrostatik etkilesimin
olusmasi icin gerekli olan molekiiller arasindaki mesafe de artacaktir. Bu da
etkilesimin olusmasi icin bir engel teskil etmektedir. Spesifik adsorpsiyon siirecini
kontrol eden termodinamik faktdr, baglanma ile ilgili toplam serbest enerji degisimi
(AG), hem entalpi (AH) hem de entropi (AS) degisimlerini igerdiginden adsorpsiyon
islemi muhtemelen kompleks bir sekilde sicakliga bagimlidir (Leatherbarrow ve Dean,
1980; Arnold ve Blanch, 1986).
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Sekil. 4.10. Insiilin adsorpsiyonuna sicakligin etkisi. Insiilin derigimi: 3000 mg/L;
pH: 5,0; etkilesim siiresi: 30 dak.

4.3.5. Tyonik siddetin etkisi

Insiilin adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisini belirlemek amaciyla derisimi 10-200
mg/L arasinda degisen NaCl ¢ozeltileri kullanilmigtir. Sekil 4.11°den de gorildigi
gibi Pr-Cu(ll) kriyojeller iizerine insiilin adsorpsiyonu artan tuz derigimiyle
azalmaktadir. Bunun nedeni polimer lizerindeki Cu(II) gruplarinin ve insiilin molekiilii
tizerindeki polar gruplarin Na* ve CI" iyonlari tarafindan maskelenmesi ve dolayisiyla
adsorban-adsorbat arasindaki muhtemel elektrostatik etkilesimlerin azalmasi olabilir.
Ayrica yiiksek tuz derisimlerinde, yliksek iyonik siddete bagli olarak meydana gelen
tuz kopriilerindeki bozulma adsorpsiyonun azalmasina sebep olmaktadir (Kassab ve
ark., 2000).
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Sekil 4.11. insiilin adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi. Insiilin derisimi: 3000
mg/L; pH: 5,0; etkilesim siiresi: 30 dak.; sicaklik 4°C

4.4. Desorpsiyon ve Tekrar Kullamlabilirlik

Pr-Cu(Il) kriyojellerden insiilin molekiiliiniin desorpsiyonu i¢in yine kesikli sistem ile
calisilmigtir. Bu ¢alisma icin 1,0 M NaCl ¢ozeltisi kullanilmistir. 60 dak. siire ile
yapilan desorpsiyon islemi sonucunda tuz molekiillerinin meydana getirdigi iyonik
siddet nedeniyle polimer ve hedef molekiil arasinda elektrostatik etkilesimle meydana

gelen baglar kirilmaktadir.

Adsorpsiyon isleminde kullanilmigs ayni Pr-Cu(ll) kriyojel ile adsorpsiyon-
desorpsiyon donglisii 5 kez tekrarlanmig ve 5 dongli sonucunda kriyojelin insiilin
adsorplama performanslarinda énemli bir azalma goriilmemistir (Sekil 4.12). Ilk
dongii sonunda 242,18 mg/g olan adsorplama kapasitesi 5. dongii sonunda 234,68
mg/g degerine diismiis ve sadece yaklasik % 3,1 oraninda azalmigtir. Kriyojellerin
rejenarasyonu igin membran iki dongii arasinda 2 mM NaOH igerisinde 30 dakika
bekletilmis ardindan 6nce distile su ve sonrasinda adsorpsiyonun gerceklestigi pH:5,0
tampon ¢ozeltisi (100 mM CH3COONa-CH3COOH) ile yikanarak yeniden kullanima
hazir hale getirilmistir. 5 dongii sonucunda geri kazanim saglanan insiilin miktar1

ortalama % 93,52’dir.
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Sekil 4.12. Pr-Cu(ll) kriyojellerin tekrar kullanilabilirligi

4.5. Ligandsiz ve Metalsiz Polimer Ile Karsilastirma

Insiilin molekiiliiniin adsorpsiyonuna p-amino piridin ligandinin ve Cu(Il) iyonunun
etkisini incelemek i¢in daha oOnceden belirlenen optimum kosullarda (pH: 5,0;
etkilesim stiresi: 30 dak., insiilin derigimi: 3000 mg/L; sicaklik 4°C) Poli(HEMA-
GMA), Poli(HEMA-GMA)-Pr ve Poli(HEMA-GMA)-Pr-Cu(ll) kriyojeller ile
adorpsiyon caligmasi yapilmis ve sonuclar Sekil 4.13’deki grafikte verilmistir.
Grafikten de gorildigi gibi PoliHEMA-GMA) ve Poli(HEMA-GMA)-Pr
kriyojellerin insiilin adsorplama kapasiteleri Poli(HEMA-GMA)-Pr-Cu(ll) kriyojele
gore (242,66 mg/g) cok daha diisiik olup sirasiyla 5,67 ve 24,18 mg/g seklindedir. Bu
sonuclar bize Cu(Il) iyonlarmin insiilin molekiilleri ile elektrostatik etkilesimler
kurdugunun bir gostergesidir. Bu etkilesimler sonucu da muhtemelen koordine
kovalent baglar meydana gelmektedir. Poli(HEMA-GMA) ve Poli(HEMA-GMA)-Pr
kriyojellerde az da olsa insiilin adsorpsiyonunun olmasinin nedeni fiziksel
etkilesimlerdir. Kriyojele p-amino piridin gruplarinin  baglanmas: yapidaki

iyonlasabilir grup sayisini arttirdig1 icin adsorplama kapasitesi de bir miktar artmistir.



40

250
200
150
100

%0 S 2018 P

q (mg insiilin/g kriyojel)

Sekil 4.13. Kriyojellerin ligand ve metal iyonuna bagli olarak insiilin adsorplama
kapasiteleri

4.6. SDS-PAGE Analizi

Sekil 4.14 incelediginde instilin marker ve desorbe edilen insiilin molekiiliiniin bantlar1
arasinda herhangi bir farkin bulunmadigi goriilmektedir. Bu da bize Pr-Cu(ll) kodlu
kriyojeller ile yapilan adsorpsiyon-desorpsiyon isleminin insan insiilininde herhangi
bir yapisal bozunma yaratmadigin1 gdstermektedir. Bu husus, bir kromatografik islem

i¢cin 6nemli ozelliktir.
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Sekil 4.14. SDS-PAGE analizi

4.7. Matematiksel Modellemeler
4.7.1. Adsorpsiyon izotermleri

Insiilin molekiiliiniin Pr-Cu(ll) kriyojeller iizerine adsorpsiyonunun karakterizasyonu
icin Langmuir (Sekil 4.15) ve Freundlich (Sekil 4.16) adsorpsiyon izotermlerinden
faydalanilmistir. Bu iki izoterm sayesinde hedef molekiil ile adsorban arasindaki
etkilesimin teorik olarak nasil ger¢eklesmesi gerektigi ve deneysel sonuglarin teorige

ne kadar yakin oldugunun degerlendirilmesi yapilmistir.

Langmuir adsorpsiyon modelinde etkilesim tek tabakada ve homojen olarak
gerceklesmektedir. Bu adsorpsiyon modeline gore bir molekiiliin adsorplandigi bolge
ile diger bolgeler arasinda ve diger hedef molekiiller arasinda etkilesim

bulunmamaktadir (Langmuir, 1918).

Asagidaki esitlik Langmuir adsorpsiyon modeline goére maksimum adsorplanan

insiilin miktariin hesaplanmasinda kullanilmaktadir.
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Qmax-b.Ce - 1:
Qeq = T(Jeqq (E@lﬂlk 41)

Burada Qeq adsorplanan insiilin miktarini (mg/g), Ceq ise dengedeki insiilin derisimini
(mg/mL) belirtmektedir. b, Langmuir sabiti (mL/mg)’dir ve maksimum adsorplama
kapasitesinin deneysel deger ile iliskisini gostermektedir. Qmax i1Se maksimum

adsorplama kapasitesidir. Dogrusallagtirma yapildiginda;

(Esitlik 4.2)

e &
Qeq Qmax [Ceq] Qmax

elde edilir. 1/Ceq’a kars1 1/Qeq grafiginin y eksenini kestigi nokta 1/Qmax degerini ve

egimi de 1/Qmax.b degerini vermektedir.

0,016
y =1,916x + 0,0034

0,014 F R?>=0,9955
0,012 r
0,01

0,008 |

1/Qeq

0,006 |

0,004

0,002

O 1 1 1 1 1 ]
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006

1/Ceq

Sekil 4.15. Langmuir izotermi
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Pr-Cu(ll) kriyojellere insiilin adsorpsiyonunun teorik hesaplamalart Langmuir
adsorpsiyon modeline goére yapildiginda, Langmuir korelasyon katsayisi oldukga
yiiksek bulunustur (R?=0,9955). Ayrica Qmax degeri de deneysel olarak elde edilen
maksimum adsorplama kapasitesi ile olduk¢a yakin degere sahiptir (Cizelge 4.3).
Sonug olarak insiilinin Pr-Cu(l1) kriyojele adsorpsiyonu Langmuir adsorpsiyon modeli

ile aciklanabilir.

Sonuglarin  degerlendirilmesinde kullanilan diger bir adsorpsiyon modeli ise
adsorpsiyonun heterojen ve ¢oklu tabakada gergeklestigi esasina dayanan Freundlich
adsorpsiyon modelidir. Bu modele gore adsorplanan hedef molekiiliin miktar1 tiim
baglanma bdlgelerine adsorplanmis molekiillerin toplamina esittir ve tersinir
adsorpsiyon gergeklesmektedir (Freundlich, 1906). Freundlich adsorpsiyon modeli
asagidaki esitlik ile ifade edilmektedir;

InQeq = InKf + (nxInCeq) (Esitlik 4.3)

Burada K ve n Freundlich adsorpsiyon sabitlerini gostermektedir. InQeq ‘a karsi INCeq
grafiginde InKjy, y eksenini kesen nokta ve egim de n degerini vermektedir. Burada 1/n
degeri yiizey heterojenite indeksini belirtmektedir. Bu degerin biiyiik olmasi
adsorpsiyonun daha elverisli, sifira yakin olmas ise diigiik oldugunu bildirmektedir.
Kt ise adsorplama kapasitesini gostermektedir. Bu deger ne kadar biiyiikse adsorplama
kapasitesi o kadar biiyiiktiir. Bu degerler, Pr-Cu(II) ve insiilin arasindaki etkilesim i¢in
sirastyla 2,44 ve 9,69 olarak bulunmustur. Korelasyon katsayisinin Langmuir
modeline gore daha diisiik olmas1 (R?=0,926) da goz oniine alindiginda Freundlich

adsorpsiyon modelinin bu etkilesime uygun olmadig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.16. Freundlich izotermi
Cizelge 4.3. Adsorpsiyon sabitleri ve korelasyon katsayilari
Langmuir Sabitleri Freundlich Sabitleri
Qmax- b 2 2
Qden. (M/g) (mglg)  (L/mg) R Kt n 1/n R
242,8 294,1 0,0018 0,9955| 9,69 04097 244 0,926

4.7.2. Adsorpsiyon kinetik modelleme

Gergeklesen etkilesim tizerindeki hakim kuvveti belirlemek amaciyla elde edilen
deneysel veriler kullanilarak reaksiyon kinetigi hesaplamalar1 yapilmistir. Yalanci-
birinci ve yalanci-ikinci derece kinetik hesaplamalari yapabilmek i¢in deneysel
derisimlerin adsorban ylizeyindeki derisimlere esit olmas1 gerekmektedir. Bu islemi
yapabilmek ig¢in genellikle basvurulan denklem Lagergren birinci-derece hiz

denklemidir (Kahyaoglu ve Oztiirk, 2012):

d o
% - kl(qeq — CIt) (Esitlik 4.4)

Burada geq (Mg/g) dengedeki, g: (mg/g) t anindaki adsorplanan insiilin miktarini, K1

(1/dak.) ise yalanci- birinci derece adsorpsiyon hiz sabitini belirtmektedir.
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Sinir degerler, t=0 icin =0 ve t=t icin Q=q: uygulandiktan sonra integrasyon

uygulandiginda;

log% = (Esitlik 4.5)
Linearize edildiginde ise;

10g(deq — ar) = 108(deq) — 72 (Esitlik 4.6)

denklemi elde edilir.

l0g(Qeq)’e kars1 t grafigi ¢izildiginde eger dogrusal bir veri dizisi elde edilirse bu
adsorpsiyon modeli yalanci-birinci kinetik model ile agiklanabilir ve fiziksel

adsoropsiyon dinamiklerin kontrolii hakimdir.

Yalanci-ikinci derece denklem ise asagidaki denklem ile ifade edilebilir;

d -
—E = ky(qe — q0)° (Esitlik 4.7)
Burada k> (g/mg.dak.) yalanci-birinci derece adsorpsiyon hiz sabitidir. Sinirlar, t=0
i¢in =0 ve t=t i¢in =0 oldugunda yapilan integrasyon sonucu;

1

=+ kyt (Esitlik 4.8)

Geq—dt Geq

denklemi elde edilir. Dogrusal olarak ise;
t 1

+—t (Esitlik 4.9)

qt kzng Geq

denklemi elde edilir.

Ayn1 zamanda bu etkilesimde yalanci ikinci derece kinetigin uygulanabilmesi i¢in t/gy

ye kars1 t grafiginin dogrusal olmasi gerekmektedir. Sekil 4.17 yalanci birinci derece
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kinetik, Sekil 4.18 ise yalanci ikinci derece kinetik modellemenin deneysel verilere
uygulanmis grafikleridir. Bu grafiklerden elde edilen sabitlerin 6zeti Cizelge 4.3’de
verilmektedir. Cizelgeden de goriildiigi lizere deneysel verilerle en ¢ok Ortiisen ve en
yakin degerler yalanci-ikinci derece kinetik modelleme hesaplamalarindan elde
edilmistir. Sonuglara gore korelasyon sabiti olan R? degerleri yalanci ikinci derece
kinetik modelleme i¢in genelde 1,00’e yakindir. Yani Pr-Cu(ll) kriyojele insiilin

adsorpsiyonu kimyasal dinamiklerin kontroliinde yiirtimiistiir.

25 r
y =-0,036x + 1,8571
) L R2=0,8901
y =-0,037x + 2,1244
— R2=0,9983
15 f
'g y =-0,0399x + 2,1854
S R2=0,9555
(@2} 1 F
R D O
s b N e :
0 1 1 1 1 ]
0 10 20 30 40 50
t
—0— 1000 mg/L —@—2000 mg/L 3000 mg/L

Sekil 4.17. Pr-Cu(Il) ve insiilin etkilesimi i¢in deneysel verilerin yalanci birinci
derece kinetigi
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Sekil 4.18. Pr-Cu(Il) ve insiilin etkilesimi i¢in deneysel verilerin yalanci ikinci
derece kinetigi

Cizelge 4.4. Yalanci birinci ve ikinci derece kinetik sabitler
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Yalanci-Birinci Derece | Yalanci-Ikinci Derece
Basl
Sjrf;?t%’f (deneysel Ueq K1 R2 Ueq k> R2
(mg/L) (mg/g) | (mg/g) (1/dak.) (mg/g) (g/mg.dak.)
1000 130,2 | 71,96 0,0829 0,8901 138,89 0,00177  0,9949
2000 210,2 | 133,17 10,0852 10,9983 227,27 0,00097  0,9999
3000 248,3 | 153,25 10,0919 10,9555 270,27 0,000835  0,9989
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5. SONUC VE ONERILER

Insiilin adsorpsiyon deneyleri kesikli sistemde yapilmustir.

Poli(HEMA-GMA) kriyojeller serbest-radikal polimerizasyonu ile elde edilmistir.
Poli(HEMA-GMA) kriyojelin spesifik yiizey alan1 6,55 m?/g ve Poli(HEMA-GMA)-
p-amino piridin-Cu(I1) kriyojelin ise 9,18 m?/g bulunmustur.

Taramali elektron mikroskop goriintiilerinden anlasildigi tizere Pr-Cu(ll) kriyojel

makro gozeneklere sahiptir ve ylizey adsorpsiyon igin son derece uygundur.

Ligand katilim miktar1 hesaplanmis ve p-amino piridin miktar1 azot stokiyometrisi g6z

ontinde bulundurularak 393,14 pmol/g kriyojel olarak bulunmustur.

Pr-Cu(ll) kriyojelin termogravimetrik analizi yapilmis ve termal Kkararlilig:
belirlenmistir. POli(HEMA-GMA) kriyojelin termal analizi incelendiginde, yapinin
termal kararliligt GMA komonomerlerinin  HEMA monomerine eklenmesiyle
artmigtir. Bozunma sicaklik araligi PoliHEMA-GMA)-p-amino piridin-Cu(II) i¢in
285-792°C olarak tespit edilmistir.

Pr-Cu(II) kriyojel ile insiilin adsorpsiyonu elektrostatik nitelik tasidigi i¢in ¢6zeltinin
pH’na baghdir. En yiliksek adsorpsiyon degerinin hesaplanmasi i¢in asidik ve bazik
pH’larda adsorpsiyon islemi yapilmis ve en uygun pH degerinin pH: 5,0 oldugu tespit
edilmistir. Bu pH degerindeki maksimum adsorplama kapasitesi 244,9 mg/g olarak

bulunmustur. Baslangi¢ instilin derisimi 3,0 mg/mL olarak alinmustir.
Pr-Cu(Il) kriyojele insiilin adsorpsiyonu sicaklik arttik¢a azalmaktadir.
Pr-Cu(Il) kriyojele adsorbe olan insiilinin desorpsiyonu yine Kkesikli sistemde

yiirlitiilmistiir. Bu islemde desorpsiyon ajani olarak 1,0 M 10 mL NaCI ¢ozeltisi

uygulanmis ve tekrar kullanabilirliginin belirlenmesi i¢in 5 defa adsorpsiyon-
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desorpsiyon dongiisii uygulanmustir. Insiilin geri kazanim orani ise ortalama % 93,52

olarak hesaplanmustir.

Pr-Cu(ll) kriyojelin tekrar kullanilabilirligini gostermek i¢in, adsorpsiyon-
desorpsiyon dongiisii ayni kriyojel kullanilarak 5 kez tekrarlanmistir. Bu bes dongiiniin

sonunda kayda deger bir azalma gozlenmemistir (242,18 mg/g’dan 234,68 mg/g’a).

Insiilin adsorpsiyonu i¢in deneysel maksimum adsorplama kapasitesi (Qmax) Ve
Langmuir (Qmax) degeri birbiriyle uyumludur. Korelasyon katsayis1 (R%) Langmuir
izotermi i¢in 0,9955 Freundlich izotermi i¢in 0,926’dir. Langmuir adsorpsiyon modeli
bu afinite adsorban sistemine uygulanabilir. Yani Pr-Cu(Il) kriyojele insiilin
molekiilleri tek tabaka (homojen) halinde adsorplanmistir ve polimerin yiizeyindeki

tiim noktalar es enerjilidir.

Insiilin adsorpsiyonu iizerinde hakim olan kinetik modellemenin ve siiriicii kuvvetin
belirlenmesi i¢in yapilan matematiksel hesaplamalar sonucunda teorik ve deneysel geq
degerlerinin yalanci ikinci-derece kinetik modelleme igin birbirine yakin oldugu
gozlemlenmistir. Sonug olarak difiizyon sorunu yoktur ve siiriicii kuvvet kimyasal

kontrollii olarak gerceklesmistir.

Insiilin adsorpsiyonu konusunda son yillarda polimerler ile 6nemli g¢aligmalar
yapilmistir. Bunlardan birtanesinde Memmedova ve ark. (2015) poliglisidil metakrilat
temelli kriyojele anti-insiilin antibadi immobilize etmisler ve yaklasik 12 mg/g insiilin
adsorplama kapasitesine ulagmislardir. Bagka bir ¢alismada ise Sar1 ve ark. (2010)
etilen glikol dimetakrilat temelli mikrokiirelerin N-metakriloil-L-histidin ile
fonksiyonellestirilmesi sonucu elde edilen polimerik yapi ile insiilin adsorpsiyonu
yapmisglar ve 24,7 mg/g insiilin adsorplama kapasitesi elde etmislerdir. Cavus ve ark.
(2013) ise L-histidin bagli 2-hidroksietil metakrilat kriyojeller ile yaklasik 8,78 mg/g
insiilin adsorplama kapasitesi rapor etmislerdir. Bu sonuc¢lardan da goriilmektedirki
Pr-Cu(ll) kodlu kriyojeller ile elde edilen insiilin adsorpsiyon sonuglart oldukg¢a

basarilidir.



50

Insiilin molekiiliiniin adsorpsiyonunun Pr-Cu(II) kodlu kriyojeller tarafindan yiiksek
bir adsorplama kapasitesi ile gerceklesmesi, p-amino piridin molekiiliiniin gii¢lii bir
Lewis baz1 ve Cu(Il) iyonunun da giiglii bir Lewis asidi olmasinin bir sonucudur
diyebiliriz. Zira ligandin ve metalin yapiya fazlaca girmesi polimer ve hedef molekiil

arasindaki etkilesimin artmasi agisindan avantaj saglamaktadir.

Pr-Cu(ll) kodlu kriyojel insiilin molekiiliiniin ayirma-saflastirma islemlerinde
kullanilabilecek bir materyaldir. Ozellikle de ticari olarak bakterilerden insulin elde
edilmesi ¢caligsmalarinda yiiksek adsorplama kapasitesi ile alternatif bir materyal olarak
degerlendirilebilir. Elde edilen sonuglar bu goriisii desteklemekle beraber immobilize

metal afinite alan1 a¢isindan timit vermektedir
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