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AMINOASIT BAGLI KRiYOJELLERIN SENTEZIi VE BiYOLOJIK
UYGULAMALARI

Biisra SARICA

HITIT UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Eyliil 2016

OZET

Kriyojeller son yillarda oldukca fazla tercih edilen sentetik materyallerdir. Bu yapilar
stirekli ve kesikli sistemde adsorban olarak kullanilmaktadir. Bu c¢alismada poli(2-
Hidroksietilmetakrilat-N-metakriloil-L-lizin), poli(HEMA-MAL), kriyojeller
sentezlenmis ve L-aspartik asidin sulu sistemlerden adsorpsiyonunda kullanilmistir.
Kriyojellerin aspartik asit adsorpsiyonu degisen pH, etkilesim siiresi, baslangi¢
aspartik asit derisimi, sicaklik ve iyonik siddet kosullarinda test edilmistir.
Kriyojellerin karakterizasyonu i¢in; sisme testi, Fourier Transform Infrared
spektroskopisi (FT-IR) analizi, taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi, termal
analiz, yiizey alani analizi ve elementel analiz yapilmistir. Kriyojellerin adsorpsiyon
kapasitesi yaklasik olarak 236,0 mg aspartik asit/g kriyojel olarak hesaplanmustir.
Belirlenen optimum adsorpsiyon kosullart ile lizozim enziminin adsorpsiyonu
calisilmis ve adsorpsiyon kapasitesi 37,25 mg enzim/g kriyojel olarak tespit edilmistir.
Adsorpsiyon isleminin adsorpsiyon modeli Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon
modelleri iizerinden analiz edilmis ve Langmuir adsorpsiyon modelinin daha uygun

oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Adsorpsiyon, Aspartik asit, Kriyojel, Lizozim.



SYNTHESIS OF AMINOACID IMMOBILIZED CRYOGELS AND
BIOLOGICAL APPLICATIONS

Biisra SARICA

HITIT UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
September 2016

ABSTRACT

Cryogel quite preferred as synthetic materials in recent years has emerged. Adsorbents
are used in the batch and continuous system operation. In this study poly(2-
Hydroxyethyl methacrylate-N-methacryloyl-L-lysine), poly(HEMA-MAL), cryogels
synthesized and used in adsorption from aqueous systems of L-aspartic acid. The
adsorption of aspartic acid with the cryogels was tested under changing conditions of
pH, interaction time, initial aspartic acid concentration, temperature, and ionic
strength. For the characterization of cryogels; swelling test, Fourier Transform
Infrared (FT-IR) spectroscopy, scanning electron microscopy (SEM), thermal
analysis, surface area (BET), elemental analysis were performed. The adsorption
capacity of cryogels was determined about 236,0 mg aspartic acid/g cryogel.
Adsorption of lysozyme was studied under the optimum adsorption conditions and
adsorption capacity of cryogels was found as 37,25 mg enzyme/g cryogel. The
adsorption process was triad via Langmuir and Freundlich isotherm models and the
Langmuir adsorption model was determined to be more appropriate for the aspartic

acid adsorption onto cryogels.

Keywords: Adsorption, Aspartic Acid, Cryogel, Lysozyme.
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1. GIRIS

Bir karigimi olusturan bilesenlerin birbiri ile karisamayan iki faz arasinda fiziksel
olarak ayrilmalarini saglayan ayirma yontemine kromatografi denir. Bu iki fazdan biri
hareketsiz olan sabit faz (gbzenekli, tabaka halinde veya film seklinde) digeri ise sabit
fazin lizerinden akan hareketli fazdir. Proteinlerin ayirma-saflagtirma islemleri igin
kromatografinin kullanimi1 1960’11 yillarda baglamis olup oncelikle kii¢lik partikiillii
sistemler kullanilmigtir (Konak ve ark., 2014). Ancak diisiik gecirgenlik probleminden
dolay1 istenilen verim saglanamamis ve 1967 yilinda gilinlimiizde yiiksek performansh

stvi kromatografisi (HPLC) olarak adlandirilan 6zel cihazlar tiretilmistir.

Spesifik bir biyomolekiilii bulundugu kompleks bir karisimdan ayirabilmek igin bu
molekiille alakali fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin bilinmesi ve yontemin buna gore
secilmesi gerekmektedir. Her tiirlii biyomolekiilii saflastirmak igin tek ve basit bir
yontem yoktur. Ornegin bir proteinin saflastirilmast igin son derece basarili olan bir
yontem bagka bir protein i¢in uygulandiginda bu proteinin denatiirasyonu ile
sonuc¢lanabilmektedir. Kromatografi yontemi ile proteinlerin saflastirilmasinda
proteinlerin boyut, yiik, ¢ozinirlik, spesifik baglanma gibi 06zelliklerinden
yararlanilmaktadir. Proteinlerin yiizeyinde bulunan polar ve hidrofobik gruplar
proteinlerin ¢ozilinlirliigiinii etkilerken, aspartik asit, glutamik asit, histidin, arjinin,
lizin gibi aminoasitler de yiik 6zelliklerini belirlemektedir. Proteinlerin {izerinde polar
gruplarin olmasit durumunda iyon etkilesim kromatografisi, hidrofobik gruplarin
olmast durumunda hidrofobik etkilesim kromatografisi kullanilmaktadir. Farkli
biiyiikliikte proteinlerin bulundugu karisimlarda jel filtrasyon kromatografisi
uygulanmakta olup, hedeflenen protein belirli bir bilesik ile spesifik baglanma

meydana getiriyorsa afinite kromatografisinden yararlanilmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. iyonik Degisim Kromatografisi

Proteinlerin ¢oziinlirligiinii belirleyen en 6nemli etmen olarak yiizeylerinde yer alan
aminoasitler karsimiza ¢ikmaktadir. Ciinkii ylizeyde ya da ylizeye yakin bolgelerde
bulunan amino asitlerin yan zincirlerinde bulunan gruplar ¢oziicii (solvent) ile
etkilesime girmektedir. Aspartik asit ve glutamik asit gibi asidik aminoasitler
fizyolojik pH degerinde negatif yiiklii iken, lizin, arjinin, histidin gibi amino asitler ise
pozitif yiikliidiir. Proteinlerin net yiikii incelendiginde ise yapilarinda bulunan farkl
gruplarin (amino asitlerin) yiik dengesine ve pH durumlarina bakmak gerekmektedir.
Bir proteinin net yiikiiniin sifir oldugu pH degeri izoelektrik pH (pI) olup her protein
icin farkli bir izoelektrik pH degeri bulunmaktadir. Proteinlerin {izerindeki yiik
farkliliklar1 ayirma islemlerinde kullanilmakta olup iyonik etkilesim kromatografisi bu
amacla &n plana ¢ikmaktadir. Iyonik etkilesim kromatografisi proteinlerin ayirma-

saflagtirma iglemlerinde kolon kromatografisi olarak yaygin olarak kullanilmaktadir.

Iyonik etkilesim kromatografisinde kolon iizerinde ligant gérevi yapan yiiklii gruplar
bulunmakta ve bu gruplara zit yiike sahip hedef molekiiller ligant gruplar1 sayesinde
kolona baglanmaktadir (Sekil 1.1). Bu etkilesim bir adsorpsiyon islemi olup tersinir
olarak gerceklesmektedir. Bu tiir bir ayirma islemi i¢in kromatografi kolonu oncelikle
uygun tampon ¢ozelti ile yikanarak pH ve iyonik gii¢ agisindan dengelenmektedir.
Daha sonra hedef molekiiliin bulundugu karisim kolona diisiik iyonik siddet ile
verilmekte ve hedef molekiillerin kolona baglanmasi saglanmaktadir. Diisiik 1yonik
siddet uygulanmasinin nedeni hedef molekiillerin kolona maksimum miktarda adsorbe
olmasii saglamaktir. Daha sonra kolon uygun pH ve iyonik giicteki tampon ¢ozelti
ile yikanarak kolona baglanan istenmeyen tiirlerin (safsizliklarin) kolondan
uzaklagtirilmas1 islemi gergeklestirilmektedir. Kolona verilen protein karisimi
icerisinde, kolonda yer alan kat1 destek (matriks) ile farkli diizeyde etkilesim gdsteren
baska proteinler de bulunabilmektedir. Yikama ¢6zeltisinin iyonik siddetinin kademeli
olarak arttirilldigi yikama asamasi ile kolona zayif diizeyde baglanan proteinler

kolondan daha once uzaklastirilmakta ve sona dogru artan iyonik siddetle beraber



kolona siki bir sekilde baglanan proteinler de kolondan ayrilmaktadir. Belirli

araliklarla toplanan protein fraksiyonlar ile bir eliisyon profili olusturulmaktadir.

a®
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Kat destek Hedef tiirler
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Sekil 1.1. Iyonik etkilesim kromatografisinin sematik gdsterimi.

2.2. Afinite Kromatografisi

Spesifik protein, hiicre ya da biyomolekiillerin bulunduklari kompleks ortamlardan
ayrilmasi ve uzaklastirilmasi i¢in klinik anlamda kullanilan analitik yontemlerin en
onemli basamagidir. Mevcut afinite teknikleri icerisinde biyomolekiillerin spesifik
baglanmalar1 veya baglanmamalar1 6nemli bir veri olarak karsimiza g¢ikmaktadir

(Wilchek, 2004; Sarkar ve ark., 2016).

Afinite kromatografisi bir saflagtirma yontemi olup tek bir basamakta yiizlerce kat
saflastirma yapilabilmektedir (Sekil 2.1). Bu teknik bir tiir adsorpsiyon
kromatografisidir ve matriks ad1 verilen kat1 bir destek materyaline, ligandin kovalent
olarak immobilize edilmesi islemini kapsamaktadir (Denizli, 2011). Enzim-substrat,

reseptor-ligant, antibadi-antijen gibi molekiillerin saflastirilmasinda siklikla afinite



kromatografisinden yararlanilmaktadir (Urh ve ark., 2009; Moser ve Hage, 2010;
Brgles ve ark., 2016).

Afinite kolonundan saflastirilmasi istenilen molekiilii (hedef molekiil) iceren bir
karisim gegirilirse sadece hedef molekiil ligant tarafindan tutulmaktadir. Istenmeyen
safsizliklar ise kolondan uygun bir tamponla ayrilmakta ve kolonda tutulan hedef

molekiil spesifik eliisyonla kolondan alinmaktadir.

Afinite kromatografisi ile protein saflastirilmasi ilk olarak 1960’larin sonlarinda
baslamistir (Cuatrecasas ve Wilchek, 1968). Daha sonra hizla popiiler hale gelen bu
teknik giiniimiizde de yaygin olarak kullanilmaktadir.

istenmeyen tiirler
(Safsizhiklar)

Kati destek

Hedef molekiil

Sekil 2.1. Afinite kromatografisinin sematik gosterimi.

2.3. Biyoanalizde Afinite Kromatografisi

Tiim biyolojik islemler molekiiller arasindaki spesifik etkilesimlere baglidir. Bu
etkilesimler bir protein ve diisiik molekiiler agirlikli maddeler (6rnegin, substrat veya
diizenleyici bilesikler ile enzimler arasinda; biyoinformatif molekiiller, hormonlar,
transmitterler vb. reseptdrler) arasinda ancak biyospesifik etkilesimlerin daha siklikla

iki ya da daha fazla biyo-polimer, Ozellikle de proteinler arasinda meydana



gelmektedir. Ornekler; multimolekiiler birliktelikler, efektdr-reseptdr etkilesimleri,
DNA-protein etkilesimleri ve antijen-antikor baglanmalar1 gibi yapisal ve fizyolojik
biyokimyanin tiim alanlarinda bulunabilmektedir. Afinite kromatografisi adini, bir kati
faza adsorpsiyonun gergeklesmesi i¢cin bu c¢esitli biyolojik afinitelerden
yararlanilmasina bor¢ludur (Scouten, 1981; Wilchek ve ark., 1984). Etkilesim,
igerisindeki ¢iftlerin iiyelerinden olan ligant, kati faza immobilize olur. Kars1 ligant
olarak adlandirilan digeri ise (genellikle bir protein), kolon boyunca gegen ekstreden

adsorbe olur. Bu tiir afinite sistemlerinin drnekleri, Cizelge 2.1'de listelenmektedir.

Pek ¢ok durumda afinite kromatografisi ¢ok giiclii bir yontemdir. ilgi dahilindeki
protein bir karisimin kiiciik bir bileseni oldugunda bu durum 6zellikle gegerlidir. Bir
adet yumurtadan alinan yumurta akindan yaklasik 30 mg lizozimin saflastirilmasi

afinite kromatografisinin en iyi drneklerinden biridir (Kdse ve Denizli, 2013).

Cizelge 2.1. Afinite Kromatografisinde Kullanilan Etkilesimler.

Ligant Kars1 ligant

Antibadi Antijen, viriis, hiicre

Inhibitor Enzim

Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre, yiizey reseptord,

membran proteini,

Niikleik asit Niikleik asit baglayan protein (enzim veya histon)
Hormon, vitamin Reseptor, tasiyict protein
Seker Lektin, enzim, veya diger seker baglayan protein

Afinite kromatografisi terimine, farkli yazarlar tarafindan oldukga farkli anlamlar
verilmistir. Bazen iyon degisimi disindaki tiim kromatografileri igeren asir1 geleneksel
olmayan ligantlara dayanan adsorpsiyon kromatografilerini i¢ine alacak kadar genistir.
Genellikle immobilize metal iyonu afinite kromatografisi (IMAC), kovalent
kromatografisi, hidrofobik etkilesim kromatografisi ve bunun gibi teknikleri

kapsamaktadir. Diger durumlarda, enzim-inhibitér kompleksleri gibi biyolojik olarak



islevli ¢iftlere dayali ligantlar anlamina gelir. Terim sadece fonksiyonel ciftleri degil,
ayni zamanda bio-mimetik ligantlar olarak da adlandirilan, fonksiyonel enzimlerin
aktif bolgelerine baglanabilen, 6zellikle de boyalar1 igermektedir. Boya molekiillerinin

kendileri dogal olarak hiicre igerisinde fonksiyonel baglamda mevcut degildir.

Afinite kromatografisi, uygun fonksiyonel 6zelliklere dayandig: i¢in, aktif ve aktif
olmayan formlar genellikle ayrilabilmektedir. Bununla birlikte, bu durum sadece
afinite yontemlere Ozgii degildir. Kromatografik ayirmayir saglayan etkilesim,
proteinin fonksiyonel tiyol grubuna bagl oldugunda kovalent kromatografi de ayni
seyi yapabilmektedir. Afinite eliisyonu ile iyonik etkilesim kromatografisi fonksiyonel
ozelliklerine uygun olarak ayirabilmektedir. Ancak bunlar, afinite yontemleri icin

koyulmus kurallarin istisnalaridir.

Afinite kromatografisinin tamamlayict baz sekanslarinin ligantlar olarak
kullanilabildigi niikleik asitlerin fraksiyonlanmasinda ve hiicre ylizey reseptorlerinin
afinitenin temeli oldugu, hiicrelerin ayrilmasinda olduk¢a Onem arz ettigi

kanitlanmistir. Ana kullanimi ise protein saflastirilmasi baglaminda olmustur.

Genellikle ayr1 ayr1 muamele edildiginde olduk¢a basarili olan bir alan ise
immunosorpsiyon  olarak  isimlendirilen afinite temelli  antijen-antibadi
etkilesimleridir. Baz1 durumlarda, bu bir proteinin saflastirilmasi i¢in kullanilabilen
tek uygun yol olmaktadir ve elde uygun bir monoklonal antikor oldugu zaman 6zellikle
ilgi ¢ekicidir.

Cogu zaman afinite kromatografisi kullanilmas1 arastirmaciya adsorbani
sentezlemesini gerektirmektedir. Bunu yapmak icin gerekli yontemler iyi sonug
vermektedir ve ayni zamanda sentetik organik kimyada uzman olmayanlar igin
kolayca dgrenilebilmektedir. Islemi daha da fazla kolaylastirmak icin, bir ligant ile
tepkimeye hazir aktif jel matrisleri ticari olarak temin edilebilmektedir. Bir ligandin
immobilize edilmesi, en iyi durumlarda, ¢ok basit bir igslem olabilir. Buna ek olarak,

immobilizasyon iglemi proteinler kadar kiiciik molekiiller i¢in de kolay bir islemdir.

Ozellikle dikkat edilmesi gereken bir husus da ligant ve kars1 ligant arasindaki iliski
giictidiir. Cok zayif ise adsorpsiyon olmayacaktir, ¢ok giiclii ise adsorplanmis proteini

elde etmek zor olacaktir. Aynit zamanda aktif bir proteini bozmadan, kompleksten



ayrilmasini desteklemek i¢in pH, tuz konsantrasyonu ya da deterjan vb. diger maddeler
gibi kosullar1 bulmak her zaman 6nem arz etmektedir. Afinite metotlarinda genellikle

burada bir aksaklik yasanmaktadir.

Ligantlar son derece segici olabilir ama sadece grup 6zgii de olabilir. Ikinci tip
glikoprotein-lektin etkilesimleri, bazi boya-enzim etkilesimleri ve immobilize
kofaktorler ile etkilesimleri 6rnek olarak verilebilir. Bu etkilesimlerin bir¢ok ayirma
problemlerini ¢dzmede son derece yararli oldugu da kamitlanmistir. Iyi drnekler
immiinoglobiilinlere kars1 grup secici olan ligantlardir (Ornegin, stafilokokal protein

A veya streptokokal protein G) (Jonson ve Ryden, 1998).

2.4. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, akiskan (hareketli-mobil) fazda ¢oziinmiis haldeki belirli bilesenlerin bir
kat1 adsorban (sabit faz) ylizeyine tutunmasina dayanan ve sabit faz ylizeyinde goriilen
yiize tutunma olayidir (Sekil 2.2). Adsorplanan maddeye adsorbat, adsorplayan kati

maddeye ise adsorban ya da adsorbent denir.

Kat1 orgiisii i¢inde bulunan iyonlar ¢ekim kuvvetlerince dengelenmistir. Ancak kati
yiizeyindeki atomlarin dengelenmemis kuvvetleri, ¢ozeltideki maddeleri kat1 ylizeyine
ceker ve yiizey kuvvetleri dengelenmis olur. Bu sekilde ¢ozeltideki maddelerin kati

yiizeyine adsorpsiyonu ger¢eklesmektedir.

Gilintimiizde adsorpsiyon, fiziksel, kimyasal ve biyolojik uygulamalarda Onem
tagimaktadir (Srihari ve Das, 2008; Lin ve Juang, 2009; Hongxia ve ark., 2016; Cheng
ve ark., 2016; Zhang ve Qui, 2016). Ayrica adsorpsiyon islemi, atik sulardaki organik
ve kimyasal kirleticilerin uygun bir kat1 yiizey iizerine tutularak giderilmesi isleminde
de siklikla kullanilmaktadir (Altmann ve ark., 2016; Frascari ve ark., 2016; Mailler ve
ark., 2016).

Adsorplayan madde ylizeyi ile adsorplanan kimyasal arasindaki ¢ekim kuvvetlerine

bagli olarak gergeklesen i¢ tiir adsorpsiyon islemi tanimlanmaktadir.

Fiziksel Adsorpsiyon: Kat1 yiizey ile adsorplanan madde molekiilleri arasindaki ¢ekim

kuvvetleri sonucu olusan adsorpsiyon olayidir. Burada zayif van der Waals kuvvetleri



etkindir ve islem tersinirdir. Adsorpsiyon sonucu yogusma enetjisinden biraz fazla 1s1

aciga cikmaktadir.

Kimyasal Adsorpsiyon: Adsorplanan madde ile kati yiizey arasindaki fonksiyonel
gruplarin kimyasal etkilesimi ile olusan adsorpsiyondur. Adsorpsiyon tersinmezdir ve
tek tabakalidir. Adsorpsiyon sirasinda agiga ¢ikan 1s1 reaksiyon isisindan daha

bilyiiktiir.

Iyonik Adsorpsiyon: Elektrostatik ¢ekim kuvvetlerinin etkisi ile iyonlar yiizeydeki
yiikli bolgelere tutunmaktadir. Burada adsorplayan ile adsorplananin iyonik giicleri
onemlidir. Iyonlar es yiiklii ise daha kiiciik olan tercihli olarak yiizeye tutunmaktadir.

Cogu adsorpsiyon olayinda bu iicii birlikte veya art arda goriilmektedir.
Adsorpsiyonu etkileyen bazi faktorler sunlardir:

pH: Hidronyum ve hidroksil iyonlar1 kuvvetle adsorbe olduklarindan, diger iyonlarin
adsorpsiyonu ¢ozelti pH’indan etkilenir. Ayrica asidik veya bazik bilesiklerin

iyonizasyon derecesi de adsorpsiyonu etkilemektedir.

Sicakhik: Adsorpsiyon islemi genellikle 1s1 veren bir tepkime bigiminde
gerceklesmektedir. Bu nedenle azalan sicaklik ile adsorpsiyon biiyiikliigii artmaktadir.
Aciga c¢ikan 1smin genellikle fiziksel adsorpsiyonda yogusma veya kristalizasyon
1s1lar1 mertebesinde, kimyasal adsorpsiyonda ise kimyasal tepkime 1s1s1 mertebesinde

oldugu bilinmektedir.

Yiizey alami: Adsorpsiyon bir yiizey islemi oldugundan, adsorpsiyon biiyiikligi
spesifik yiizey alani ile orantilidir. Adsorbanin partikiil boyutunun kiiciik, ylizey

alaninin genis ve gozenekli yapida olmasi adsorpsiyonu arttirmaktadir.

Adsorbatin ¢oziiniirliigii: Genellikle; bir maddenin adsorpsiyonu bulundugu
ortamdaki ¢oziiniirligi ile dogru orantilidir. Adsorbatin ¢oziiniirliigli ne kadar fazla
ise adsorbanla ¢ozelti arasindaki bag o kadar gii¢lii ve adsorpsiyon da o kadar fazla
olmaktadir. Ayrica; adsorpsiyon olayinda adsorbatin ¢oziinilirliigli adsorpsiyon

dengesini kontrol etmektedir.

Kanstirma hizi: Adsorpsiyon hizi ortamin karistirma hizina bagh olarak

etkilenmektedir. Genellikle adsorpsiyon artan karistirma hiziyla artis gdstermektedir.



Ciinkii karistirma hizinin artmasiyla adsorban ile adsorbat arasindaki etkilesim
artmakta ve daha fazla adsorpsiyon s6z konusu olmaktadir. Ancak belli bir karigtirma
hizindan sonra adsorpsiyonda azalmalar s6z konusu olabilmektedir. Yani maksimum

adsorpsiyon i¢in limit bir karistirma hizinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.

i Adsorplanan tiirler

.'/ | (Adsorbat)
K

Adsorban

Sekil 2.2. Adsorpsiyon mekanizmasi.

2.5. Protein Analizi

Proteinler biyolojik islemlerde hayati rol oynamaktadirlar. Biyolojik sistemlerdeki
neredeyse tiim katalizorler enzim olarak adlandirilan proteinlerdir. Dolayisiyla
proteinler hiicrelerdeki kimyasal donilisim Orgiisiinii belirlemektedirler. Ayrica
proteinler; tasima, depolama, koordine hareketler, mekanik destek, bagisiklik,
metabolizma olaylar1 ve biiylime-farklilagsmanin kontrolii gibi pek ¢ok diger islevlerin

de yerine getirilmesinde rol oynamaktadirlar.

Proteinlerin en temel yapisal birimleri aminoasitlerdir. Bakterilerden insanlara kadar
tiim tiirlerdeki tiim proteinler 20 aminoasidin degisik sekillerde dizilmesiyle meydana
gelmektedir. Bu yap1 taslarimin yan zincirleri boyut, yiik, hidrojen bagi yapma
kapasitesi ve kimyasal reaktivite agisindan degiskenlik gostermektedir. Asagidaki gibi

gruplandirilabilir:
Alifatik yan zincirler: glisin, alanin, valin, l6sin, izol6sin ve prolin;

Hidroksil alifatik yan zincirler: serin ve treonin
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Aromatik yan zincirler: fenilalanin, tirozin ve triptofan
Bazik yan zincirler: lizin, arjinin ve histidin;

Asidik yan zincirler: aspartik asit ve glutamik asit;
Amid yan zincirler: asparajin ve glutamin;

Siilfiir yan zincirler: sistein ve metiyonin.

Aminoasitlerin ylizden fazlasi bir araya gelerek polipeptit zincirlerini olusturmak i¢in
peptit baglar1 olusturmaktadirlar. Bir peptit bagi aminoasidin a-karboksil grubu ve
digerinin a-amino grubu arasinda gergeklesmektedir. Disiilfit ¢apraz baglar sistein
kalintilar1 vasitasiyla olusturulmaktadirlar. Bazi proteinler kovalent olarak modifiye
olmus ve sentezlerinden sonra ayrilmislardir. Proteinler genetik olarak belirlenmis
0zglin aminoasit dizilerine sahiptirler. Bir proteinin biyolojik fonksiyonunun en kritik
belirleyicisi, bir molekiiliin atomlarinin ii¢ boyutlu diizenlenmesi anlamina gelen
konformasyonlaridir. Ug diizenli tekrar eden polipeptit konformasyonu olarak o-

heliks, B-plaka ve kolojen heliks yapilar verilebilir.

a-heliks ve B-plaka yapilari genelde pek cok proteinde bulunmaktadir. Buradaki
onemli nokta proteinin {i¢ boyutlu yapisinin aminoasitlerin dizilimi tarafindan
belirleniyor olmasidir. Proteinler a-helikal veya B-tabaka yapilarina uyacak sekilde
kisa polipeptit segmentleri tarafindan biikiilmektedirler. Hidrofobik kalintilarin sudan
uzaklagsma konusundaki giiglii yonelimleri ¢6ziinebilen proteinlerin biikiilmesine
sebep olmaktadir. Proteinler, hidrofobik etkilesimlerin yaninda pek ¢ok hidrojen bag:

ve van de Waals etkilesimlerinin destegiyle kararli hale gelmektedir.

Proteinler, son derece farkli molekiili taniyabilen ve etkilesim kurabilen
makromolekiillerin 6nemli bir kismini1 olusturmaktadirlar. 20 tane aminoasidin yan
zincirleri proteinleri ¢ok farkli sekillerde katlanmasina veya tamamlayic1 yiizeyler
olusturmasina olanak saglamaktadir. Enzimlerin katalitik aktivitesi, substratlar1 belirli
oryantasyonlarda baglama kapasitesinden ve kimyasal baglar1 olusturma ve kirma
sirasinda gecis ara irilinlerini kararli hale getirmesinden kaynaklanmaktadir.

Konformasyonel degisiklikler protein molekiillerinin uzak boélgeleri arasinda
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aktarilmakta ve bu da enerji ve bilgi aktarimi konusunda protein kapasitelerinin kalbini

olusturmaktadir.

2.6. Elektrostatik Etkilesimi Etkileyen Faktorler
2.6.1. Ana materyalin tipi

Elektrostatik etkilesimlerde kullanilan materyal tiplerinde etkilesime giren tiirlerden
biri yogunluklu olarak pozitif (+) yiiklii iken digeri negatif (-) yiikliidiir. Elektrostatik
etkilesimlerin olugmasi icin polar yiiklii yapilarin olmasi sarttir. Bu yiik dagilimi
tiirlerin tamamen iyonik olmasindan veya molekiil i¢i anlik degisik ylik dengesinden
(anlik dipol) kaynaklanabilmektedir. Tiirler kovalent yapili oldugunda ise kismi pozitif
veya kismi negatif yiikk dagilimini dipol belirlemektedir. Dipolun olusturdugu kismi
pozitif veya kismi negatif yiikler arasinda olusan etkilesimler dipol-dipol etkilesimler
olarak isimlendirilebilmektedir. Bu etkilesime olanak saglayan tiirler polar tiirlerdir.
Elektrostatik etkilesimin avantajlar1 yaninda ¢ok fazla se¢ici olmamasi gibi bazi
dezavantajlar1 da vardir. Ana matris yine de hedef molekiil ile etkilesime girmektedir.
Meydana gelen etkilesim dogrusal degildir yani atom tercihi yoktur. Elektrostatik
etkilesimin ortalama kuvveti 15 kJ/mol’diir. Iyonlar arasindaki uzaklik arttikca bagin

kuvveti azalmaktadir.

Diger baglarla (van der Waals, hidrofobik, hidrojen vb.) karsilastirildiginda iyonik
etkilesim biyolojik etkilesimler i¢in neredeyse en uygunudur. Baglanma ve daha
sonrasinda birakmanin gergeklesmesi i¢in meydana gelen etkilesimin tutacak kadar
kuvvetli, birakacak kadar da zayif olmas tercih edilmektedir. Ozellikle adsorpsiyon

caligmalarinda tercih edilen bir etkilesimdir.

Hidrofobik etkilesimin gerceklesmesi icin hidrofobik gruplar, hidrojen baginin
gerceklesmesi igin ise O, N, S gibi elektronegatif atomlarin oldugu gruplar gereklidir.
Eger calisilacak biyomolekiilde bu yapilar yoksa hidrofobik etkilesim ve hidrojen bagi
kuran gruplar1 aramaktansa elektrostatik etkilesim olusturabilecek yapilara ulagsmak

daha kolaydir.
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Cizelge 2.2. Bag tiirlerinin ortalama enerjileri.

Enerji (kJ/mol)
Kovalent, 6r. C-C 350
Elektrostatik 15
Hidrojen 1-161.5
van der Waal's 10

2.6.2. pH etkisi

Elektrostatik etkilesimlerin oldugu ortamlarda pH hayati 6nem tagimaktadir. Asidik ve
bazik pH’larda ortamda ¢ok fazla Hidronyum (H") ve Hidroksit (OH") iyonu
olacagindan hedef molekiil veya ligant {izerindeki elektrostatik etkilesime agik
bolgeler bu iyonlarla maskelenebilecektir. Bundan dolayr yapilan deneyler de
gostermistir ki elektrostatik etkilesim noétral (pH:7) pH® da daha etkili ve daha ¢ok
gerceklesmektedir.

2.6.3. Sicakhigin etkisi

Sicaklik elektrostatik etkilesimi dolayli olarak biyomolekiillerin yapilarina olan
etkisinden dolay1 pozitif ya da negatif yonde etkileyebilmektedir. Bunun sebebi ise,
sicaklik degistikce biyomolekiillerin konformasyonlar1 degiseceginden elektrostatik
etkilesime girecek olan bolgelerin molekiiliin i¢ tarafina biikiilmesi veya dis tarafina
cikmasiyla aciklanabilir. Elektrostatik etkilesimin kendisine ise ¢ok az da olsa negatif
etkisi olacag: diistiniilmektedir. Sicaklik arttikca genel anlamda molekiillerin hareketi
hizlanacagindan etkilesimin gerceklesmesi i¢in gerekli olan head-to-head (kafa
kafaya) carpisma ya da yaklasma sayis1 azalacaktir. Buna ek olarak etkilesim kurmus

iyonlar sicaklik artisinin getirdigi enerjiyle birbirlerinden uzaklasabilirler.
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2.7. Kriyojellesme

Glinlimiizde polimerik  jeller; kromatografik malzeme, elektroforez ve
immiinodifiizyon molekiillerin ve hiicrelerin immobilizasyonu igin tasiyict olarak ve
kat1 kiiltiir ortami igin jel olarak kullanim da dahil olmak tizere biyoteknolojide bir¢ok
farkli alanda uygulamaya sahiptir. Polimerik jellerin kullanimi ve hem de karsilagilan
biyolojik nesnelerin genis araligi ile iliskili sorunlar, jeller i¢in, ¢ogu zaman ¢eliskili
bir sekilde yeni jellerin olugsmasina neden olmaktadir. Bu sartlar biyoteknolojide
onemli potansiyele sahip yeni polimerik jellerin gelistirilmesi ve ticarilestirilmesini
tesvik etmektedir. Polimerik jellerin yeni tiplerinden biri olan ve biyoteknolojide ciddi
potansiyele sahip kriyojeller (Yunanca buz anlamina gelen kryos kelimesinden)
(Lozinsky, 2002) ilk olarak yaklasik 50 yil 6nce rapor edilmistir ve bu polimer jeller
olduk¢a sira dist olan Ozellikleri ile oldul¢a dikkat ¢ekmistir. Bu malzemelerin
biyomedikal ve biyoteknolojik potansiyelleri artik kabul edilmistir (Nambu, 1990;
Kaetsu, 1993; Suzuki ve Hirasa, 1993; Hassan ve Peppas, 1998; Lozinsky ve Plieva,
1998; Lozinsky, 1998,2002; Lozinsky ve ark., 2001).

Konvansiyonel dolgulu yatak kolonlar yavas diflizyon kiitle transferi ve boncuklar
arasinda biiyiik bosluk hacmi gibi baz1 i¢sel sinirlamalara sahiptirler (McCoy ve ark.,
1996). Bu sorunlar1 ¢6zmek i¢in gdzenekli olmayan polimer boncuklar gibi bazi yeni
sabit fazlar (Denizli ve ark., 2000) ve perflizyon kromatografi ambalajlar tasarlanmistir
ancak sdz konusu sorunlarin iistesinden gelinememistir (Ozkara ve ark., 2003). Son
zamanlarda, kriyojel malzemeler biyomolekiillerin ayrilmasi i¢in geleneksel kolonlara
kiyasla kolay hazirlanabilme, miikkemmel akis 6zellikleri ve yiiksek performanslari
nedeniyle yeni bir nesil olarak kabul edilmektedir (Lozinsky, 2002; Arvidsson ve ark.,
2002,2003; Lozinsky ve ark., 2003; Babac ve ark., 2006; Dainiak, 2006; Hanora ve
ark., 2000).

Gozenekli kriyojeller birgok avantaj ile protein ayirma i¢in ¢ok iyi bir alternatiftir.
Kriyojellerin 6nemli potansiyel avantajlari; genis gozenekler, kisa difiizyon yolu,
diisiik basing diisiisii ve adsorpsiyon-eliisyon i¢in ¢ok kisa kalma siiresi gibi

parametrelerdir.
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Kriyojeller pratik olarak herhangi bir boyutta eriyiklerin engelsiz difiizyonuna ve hem
de nano kiitle ve hatta mikrotaneciklerin aktarimina imkan veren birbirine eklemlenen
makrogodzeneklere (ya da sliper makrogdzenekler) sahiptirler. Kriyojellerin benzersiz
yapilari, ozmotik, kimyasal ve mekanik kararlilig1 ile kombinasyon halinde, biyolojik
nanopartikiiller (plazmidler, viriisler, hiicre organelleri) ve hatta biitiin hiicrelerin
kromatografisi i¢in cazip bir matris olmasini saglamaktadir. Polimerik kriyojeller
biyomolekiillerin ve hiicrelerin immobilizasyonu icin etkili tasiyicilardir. Kriyojeller,
diisiik ya da yiiksek molekiil agirliklt 6nciilerin kriyojenik (dondurma, donmus halde
belirli bir zaman i¢in depolama ve defrost etme) muamele sonucunda jellesme

yetenegine sahip koloitlerdeki gibi jellesmesi ile olusur.

Uretim buz kristallerinin gdzenek olusturucu madde (porojen) olarak gorev yaptigi ve
goriinim olarak dondurulmus tepkime sisteminin dondurulmamis mikrofazinda
jellesmenin ilerledigi kismen donmus tepkime sisteminde gerceklestirilir. Sekil 2.3

kriyojel olusumunu gdstermektedir.

Mikrofazdaki jellesme tamamlandiginda, tepkime sisteminin erimesi ile donmamis
mikrofazda olusan yogun bir hidrojelin duvarla ¢evrildigi biiyiik gézeneklerden (daha
once buz kristallerinin kapladigi alan) olusan bir sistem elde edilmektedir. Kriyojeller,

Sekil 2.4°de farkl sekillerde goriilebilmektedir.

Monomer Solvent Unfrozen Ice crystal Pores

liquid
B 05—3

foq..b“ T<:0C> i‘p‘?ﬂ I%(E}

Cryogel wall

2 . .
Freezing Thawing
Gy 8 g
/\'.’-_—_i‘- )“t‘\
o “-—___*_’/
Monomer/initiator Cryogelation Cryogel with interconnected macropores
solution

Sekil 2.3. Kriyojel olusumu (Ingavle ve ark., 2016).
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Sekil 2.4. Farkli kriyojel formlari.

2.8. Aspartik Asit

Aktif formlar1 magnezyum, kalsiyum veya potasyum aspartat, L-aspartat, L-aspartik
asit, D-aspartik asit, D-aspartat olan ve L-aspartat olarak da bilinen aspartik asidin, iyi
bir metabolizma hizlandirict oldugu diistintilmektedir. Bazen de kronik yorgunluk
(Hicks, 1964; Wesson ve ark., 1988) ve depresyon (Iadarola ve ark, 2015) tedavisinde
kullanilmaktadir. Aspartik asit, asparajin, arjinin, lizin, metiyonin, treonin ve izoldsin
gibi diger amino asitler ve biyokimyasallarin sentezlendigi sitrik asit veya Krebs

dongiistiinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Sekil 2.5).

Aspartik asit, minerallerin daha kolay asimile, sindirme ve kullanilmasi i¢in kalsiyum,
potasyum ve magnezyum aspartat icerisinde oldugu gibi selatlama veya tutma
islemlerinde gereklidir (Hobbs ve Haas, 2016).

Aspartik asit, iiniinii kronik yorgunluk tedavisinde hiicresel enerji iiretici olarak
oynadigli onemli rolden almaktadir. Aspartik asit, koenzim nikotinamit adenin
dintikleotit (NAD) molekiillerini, hiicrenin ana gdvdesinden tiim hiicresel aktiviteler
icin gerekli bir yakit olan adenozin trifosfat (ATP) {iretiminde kullanildig

mitokondriye tagimaktadir.
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Kisacast, bir hiicrede ne kadar cok NADH varsa, iirettigi kimyasal yakit ve dolayisiyla
da giin boyunca sahip oldugunuz enerji de o kadar fazladir (Bazi g¢alismalar
gostermektedir ki, aspartik asit aslinda sporcularin hem tahammiil giiciinii hem de
dayaniklilik seviyelerini artirmaktadir.) Aspartat bir ergojenik destekleyici olarak
kabul edilmektedir (Trudeau, 2008). Bir ¢ift-kor capraz calismada, 10 g potasyum ve
magnezyum aspartik asit tuzu, 5 g aspartat veya plasebo, kan amonyak seviyesini
onemli 6l¢iide diislirmiis ve iyilestirilmis ergojenik yararlar saglamistir. (Tuttle ve ark.,
1995). Baska bir ¢ift-kor, plasebo kontrollii, ¢apraz calismada, 6 g aspartik asit tuzu
calisma kapasitesini ve metabolik siireci gelistirmistir (Maughan ve Sadler, 1983;
Wesson ve ark., 1988). Egzersiz performansi i¢in aspartik asit kullanilarak negatif

calismalar da yapilmistir (Maughan ve Sadler, 1983; Triplett ve ark., 1990).

Ayrica, bu aminoasit sagliklit RNA ve DNA {iretimi i¢in gerekli minerallerin hiicrelere
ulagmasina yardimci olmakta ve immiinglobulin ve antibadilerin (bagisiklik sistemi
proteinleri)  iiretiminde artts olmasim1  saglayarak  bagisiklik  sistemini

giiclendirmektedir.

Aspartik asit, normal zihinsel isleyis i¢in gerekli olan ndrotransmitterlerin ve
kimyasallarin {iretimini artirdigi diisiiniilen, beyindeki NADH konsantrasyonlarin
artirarak zihnimizi uyanik tutmaktadir. Doktorlar epilepsi olan kisilerde daha yiiksek
ve depresyon olanlarda diisiik miktarlarda oldugunu bulmuslardir (Hobbs ve Haas,
2016). Ayrica, beyin ve sinir sisteminin yani sira karaciger i¢in de ¢ok zararli olan
hiicrelerdeki asir1 toksini, dzellikle de amonyag1 uzaklastirmaktadir. Iyi dengelenmis
bir diyet uygulandigi takdirde esansiyel olmayan bir aminoasidin eksiklikleri meydana
gelmeyecektir. Aspartik asit diizeyinin diisiik olmasi, asir1 diyet proteininin dnemli
atik iirlinii olan tirenin diizenli olarak sentez ve salgilanmasi i¢in yetersizlige neden
olabilmektedir. Ure salgilanmasindaki yetersizlik, yorgunluk, kafa karisikligi, bas
agris1, depresyon, sinirlilik, ya da, asir1 durumlarda, psikoza yol agabilen nitrojen

iceren toksik metabolitlerin birikimine sebebiyet verebilmektedir.

Aspartik asit, ayn1 zamanda hormonlar ve ndrokimyasallarin sentezi ve saliniminda
bir diizenleyici olarak ndroendokrin sisteminde ©Onemli bir rol oynamaktadir
(D’Aniello, 2007). Hipofiz bezinde, asagidaki hormonlarin stimiilasyonu ve

salgilanmasinda aspartik asit yardimci olmaktadir:
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Prolaktin - ana islevi meme bezleri ve siit iretimini stimule etmektir.

Luteinlestirici hormon (LH) - LH iireme sisteminde yer almaktadir. Erkeklerde
testosteron sentezinde; buna karsin kadinlarda yumurtlama ve adet dongiisiinde

rol oynamaktadir.
Biiytime hormonu

D-aspartik asit laboratuar hayvanlari ve insanlarda testislerdeki testosteron

iiretimini artirmaktadir (Topo ve ark., 2009).

Aspartik asit viicudun kendi kaynagini iiretiminin miimkiin oldugu anlamina gelen,
yani esansiyel olmayan bir aminoasittir. Ayni zamanda siit, sigir eti, kiimes hayvanlari,
seker kamis1 ve pekmezde (diger bir aminoasit olan yapay tatlandirici aspartam
aspartik asit ve fenilalaninden yapilir) bulunmaktadir. Proteince fakir beslenme
programina sahip veya yeme bozukluklar1 ve yetersiz beslenmeye sahip kisiler
aspartik asit eksikliginin yan sira diger aminoasitler agisindan da yetersiz miktarda
kalmakta ve asir1 yorgunluk ya da depresyon ile sonuglanan problemler
yasamaktadirlar. Doktorlar, genellikle daha hassas sinir sistemlerine sahip cocuklar
basta olmak iizere, diizenli aspartik asit takviyesini tavsiye etmemektedirler (Topo ve

ark., 2009).

Serbest formdaki aspartik asit, aspartat ve glutamadin kan plazmasindaki seviyesini
yiikseltir. Bu fazlalik, norotransmitterlerin yliksek diizeye gelmesine yol agabilir ve

hassas noronlara zarar verebilir.
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Sekil 2.5. Aspartik asit.
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3. DENEYSEL PROSEDUR
3.1. Kimyasal Maddeler

2-Hidroksietil metakrilat (HEMA), etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), ninhidrin,
amonyum persilfat (APS), sodyum dodesil siilfat (SDS), N,N,N’,N'-
Tetrametilletilendiamin (TEMED), L-Aspartik asit Sigma (St. Louis, ABD)
firmasindan tedarik edilmistir. N-metakriloil-L-lizin (MAL) litratiire uygun bir sekilde
makul Olclide degistirilerek sentezlenmistir (Erol ve ark.,) Diger tiim kimyasallar

analitik safliktadir ve tiim ¢alismalarda ultra saf su (18 MQ.cm) kullanilmistir.

3.2. Poli(HEMA-MAL) Kriyojellerin Hazirlanmasi

200 mg MAL monomeri (foksiyonel monomer) tartildi. Uzerine 5 mL distile su ve 5
mL HEMA (yapisal monomer) ilave edildi. Dagitma faziise 1 g SDS, 1,2 mL EGDMA
ve 18,8 mL distile suyun karistirtlmasi ile hazirlandi. Dagitma faz1 monomer fazinin
tizerine ilave edildi ve homojen bir karisim elde etmek icin 5 dak. manyetik karistirict
ile karistirildi. Homojen hale gelen karigim buz banyosunda 15 dakika bekletildi ve
karisima 30 mg APS ve 150 uL TEMED ilave edildi. Jel iki cam plaka arasina dokiildii
ve 24 saat boyunca -20°C’de bekletildi (Sekil 3.1). Sentezlenen kriyojeller, membran
(disk) seklinde kesildi ve distile su ile defalarca (k&piirme bitene kadar) yikandi (Erol
ve ark., 2016).
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2-Hidroksietil metakrilat (HEMA)
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Sekil 3.1. PoliHEMA-MAL) kriyojelin yapist.

3.3. Poli(HEMA-MAL) Karakterizasyonu
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3.3.1. Sisme testi

PoliHEMA-MAL) kriyojellerin su tutma kapasitesi distile su kullanilarak
belirlenmistir. Bunun i¢in oncelikle kuru kriyojel numuneleri, dikkatlice tartilmistir.
Daha sonra izotermal su banyosunun igerisindeki distile suyun igerisine atilmis ve
25°C’de 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra kriyojel 6rnekleri, bir siizge¢ kagidinin
lizerine alinip ylizeye tutunan suyun uzaklastirilmasi i¢in hizlica silinmis, tekrar
tartilmis ve su tutma kapasitesi hesaplanmistir. Su tutma kapasitesini belirlemek i¢in

asagidaki esitlik kullanilmastir.

Su tutma kapasitesi (%) = % x100 (Esitlik 3.1)
0
Bu esitlikte W, ve W sirayla kuru membranin ve su tutmus membranin agirliklarini

(g) ifade etmektedir.

3.3.2. Yiizey morfolojisi

Sentezlenen poli(HEMA-MAL) kriyojellerin morfolojik yapilarim1 incelemek
amaciyla taramali elektron mikroskobu (SEM; Carl Zeiss AG - EVO® 50 Series,
Almanya) kullanilmistir. Etiiv kullanilarak yaklasik 72 saat boyunca kurutulmus olan
kriyojel numuneleri vakumlandiktan sonra SEM plakalarina yerlestirilmis ve yiizey

goriintiileri alinmustir.

3.3.3. 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
baglatilmis ve %N yanma kompartimanimnin sicakligt 1120°C ve indirgenme

kompartimaninin sicakligr 850°C olarak analiz gerceklesmistir.

Poli(HEMA-MAL) kriyojellerin igerisine katilmis olan MAL monomerinin miktarinin
belirlenmesinde elemental analiz cihazi (CHNS-932, Leco, ABD) kullanilmistir.

Hesaplamalar azot miktarina gore yapilmistir.
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3.3.4. FTIR ¢ahismalari

Elde edilen poliHEMA-MAL) kriyojellerin {izerindeki fonksiyonel gruplari
belirlemek i¢in Fourier transform infrared spektroskopisi (Thermo Nicolet iS10 FT-IR
Spectrometer, ABD) cihazindan yararlanilmistir. Kriyojeller, kuru toz KBr (0,1 g, IR
Grade, Merck, Almanya), ile homojen olarak karistirilmis pelet haline getirilerek FTIR

analizi yapilmistir.

3.3.5. Yiizey alam analizi

Poli(HEMA-MAL) kriyojellerin spesifik yilizey alani, Brunauer-Emmett-Teller (BET;
Quantachrome Autosorb® 1Q-Chemi, ABD) cihazi ile belirlenmistir. Liyofilizasyon
islemi ile kurutulan kriyojel numuneleri gozeneklerdeki oksijen ve nemi gidermek
i¢cin, 35°C’de 100 mbar vakum altinda 6 saat boyunca bekletilmistir. Daha sonra

kriyojel drneklerine oda sicakliginda azot gazi ile muamele edilmistir.

3.3.6. Termal analiz

Kriyojellerinin termal bozunma basamaklarini saptamak amaciyla termogravimetrik
analiz cihazi (Shimadzu DTG-60H, Japonya) da kullanilmistir. Termogravimetrik
analiz islemi, 100 cm?/dakika hava akis hiz1 ve 10°C/dak. 1sitma hiziyla 0°C’den

900°C’ye 1sitilarak gerceklestirilmis ve kiitle kayiplari incelenmistir.

3.4. Aspartik Asit Adsorpsiyon-Desorpsiyon Calismalari

3.4.1. Aspartik asit sulu c¢ozeltilerden adsorpsiyonu
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Poli(HEMA-MAL) kriyojellerin aspartik asit adsorplama performanslari sulu ¢ozelti
igerisinde kesikli sistemde yapilmistir. Kriyojeller 1 mL aspartik asit ¢ozeltisi ile 15
dakika denge zamaninda 10 rpm’de etkilesime girmislerdir. Optimum aspartik asit
baslangi¢ derisimi, sicaklik, pH, tuz derisimi ve siire parametreleri belirlenmistir.
Aspartik asidin kriyojellere adsorpsiyonu pH 4-10 arasinda incelenmistir. Baglangic
derisimi 1-1000 ppm arasinda degisen aspartik asit ¢ozeltileri kriyojellerin
adsorpsiyon performansinin hangi derisimde oldugunu belirlemede kullanilmistir.
Aspartik asidin adsorpsiyonu 4 - 45 °C arasinda degisen sicakliklarda incelenmis ve
adsorpsiyonun en yiiksek oldugu sicaklik denge sicakligi olarak belirlenmistir. 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. Adsorpsiyon islemi iyonik siddetin yiiksek oldugu
NaCI ortaminda yapilmis ve optimum kosullar altinda degisen iyonik siddet
degerlerinde adsorpsiyon incelenmis ve iyonik siddetin adsorpsiyona etkisi
belirlenmistir. Adsorpsiyon oncesi ve sonrasindaki aspartik asit miktar1 Morétesi-
Gortiniir  Bolge (UV-VIS)  spektrofotometresi ile  (TU-1810 UV-VIS
Spectrophotometer, Pgeneral, Cin) tayin edilmistir. Numuneler ninhidrinin etanol
(%1, w/w) ¢ozeltisi ile etkilesime sokulmus ve meydana gelen kompleksin analizi 570
nm dalga boyunda yapilmistir (Greiner ve ark., 2014). Aspartik asit adsorpsiyon

kapasitesi asagidaki denklem ile hesaplanmustir.

_ (C-C)V
T oom

(Esitlik 3.2)

burada, q birim kriyojel kiitlesine adsorplanan aspartik asit miktar1 (mg/g); Co ve C
strastyla, aspartik asit baslangic ve muamele sonrasi derisimleri (mg/mL); V ¢ozelti
hacmi ve m kullanilan kriyojelin kiitlesidir (g). Sonuclarin giivenilirligi ve istatiksel

dogruluk acisindan deneyler 3 kez tekrarlanmistir.

3.4.2. Desorpsiyon ve tekrar kullanilabilirlik

Poli(HEMA-MAL) kriyojellere adsorplanmis olan aspartik asidin desorpsiyonu ve

elde edilmesi de yine kesikli sistemde ¢alisilmigtir. Aspartik asit adsorplamis olan
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kriyojeller 10 mL 1 M NaCl ¢ozeltisi igerisinde 15 rpm’de 30 dakika boyunca oda
sicakliginda muamele edilmistir. Kriyojellerin tekrar kullanilabilirlik kapasitesi igin
ayni kriyojel ile 5 dongii gergeklestirilmistir. Aspartik asit desorpsiyon orani asagidaki

formiile gére bulunmustur.

) Desorplanan aspartik asit miktart
Desorpsiyon orant (%) = - — %x100
Toplam adsorplanan aspartik asit miktari

(Esitlik 3.3)

3.4.3. Aspartik asidin dogal ortamdan ayrimi

[k asamada, yumurta aki taze yumurtadan ayrilmis ve fosfat tamponu (1:10) (0,1 M;
pH:7,0) ile seyreltilmistir. Seyreltilmis yumurta aki, buz banyosunda homojenize
edilmis ve 4°C’de 14.500 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda alinan numunelerin tizerindeki siipernatandan, (NH4)>SO4 ¢ozeltisi ile (3.5
M) albumin gibi daha biiyiikk molekiil kiitlesine sahip proteinler ortamdan
uzaklagtirnlmistir. Daha Onceden belirlenen optimum kosullarda (pH:7,0; 30 dak.
etkilesim siiresi) adsorpsiyon islemi gergeklestirilmistir. Kriyojeller {izerine

adsorplanan aspartik asit 1,0 M NaCl ¢ozeltisi ile desorplanmisti
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4. DENEYSEL UYGULAMA
4.1. Poli (HEMA-MAL) Kriyojellerin Karakterizasyonu
4.1.1. Sisme testi

Poli(HEMA-MAL) kriyojeller ¢apraz baglidir bundan dolayr sulu ortamlarda
¢oziinmezler fakat ¢capraz bag orgiisline ve matrisin hidrofilisite 6zelligine bagli olarak
su tutarak siserler. Bu ¢alismada kullanilan poli(HEMA-MAL) kriyojelin dengedeki
sisme kapasitesi yaklasik %314 olarak bulunmustur. Yani 1 g kuru kriyojel 3,14 g su
tutma kapasitesine sahiptir. Su ¢apraz baglarla baglanmis yapinin i¢ine niifuz ederek

iceride kalmaktadir.

4.1.2. Yiizey morfolojisi

Poli(HEMA-MAL) kriyojellere ait yiizey yapist ve kaviteler Sekil 4.1°de agik bir
sekilde gortilmektedir. Sekilden de goriildiigii tizere kriyojeller makro gozeneklere ve
plirlizlii bir yiizeye sahiptir. Polimerin 6zellikleri incelendiginde c¢apraz baglayici

sayesinde elde edilen biiyiik gozenekler dikkat cekmektedir.
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EHT =10.00 kV Signal A = SE1 Mag= 349X Sample ID =
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EHT = 10.00 kV Signal A = SE1 Mag= 5.00 KX Sample ID =

Sekil 4.1.PoliHEMA-MAL) kriyojellerin SEM goriintiisii.
4.1.3. Elemental analiz

Bu calisma kapsaminda hazirlanan poliHEMA-MAL) kriyojellerin yapsina giren
MAL miktari, HEMA’nin yapisinda azot olmadigindan, azot stokiyometrisi
kullanilarak 65,81 pmol/g polymer olarak hesaplanmustir.

4.1.4. FTIR ¢calismalan

Sekil 4.2°de ise poliHEMA) ve poliHEMA-MAL) kriyojellere ait FTIR spektrumlari
verilmektedir. Bu spektrumlar incelendiginde; her iki spektrumda da alkanlardaki CH
gerilmesi (2900 ve 2900 cm™ civar1) ve kaboksilli asitlerdeki C=O gerilmesi (1650-
1700 cm™ civar) pikleri dikkat g¢ekmektedir. Poli(HEMA-MAL) kriyojelinin
spektrumunda yer alan primer amin piki (1500-1600 cm™ civarr) MAL fonksiyonel

monomerinin poli(HEMA)’nin yapisina basarili bir sekilde katildiginin gostergesidir.
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Sekil 4.2. Poli(HEMA) ve poli(HEMA-MAL) kriyojellerinin FTIR spektrumlari.
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4.1.5. Yiizey alam analizi

Poli(HEMA-MAL) kriyojellerin yiizey alan1 8,962 m?/g olarak bulunmustur. Bu yiizey
mikro ya da nanopartikiiller ile karsilastirildiginda diisiik olmasina ragmen yap1
icerisindeki kaviteler adsorpsiyonun etkili olmasi konusunda ciddi avantajlar

saglamistir.

4.1.6. Termal analiz ¢calismalar:

0-900°C araliginda inert azot atmosferi ortaminda yapilan termal bozunma analizi elde
edilen TG, DTA ve DrTG egrileri Sekil 4.3°’de verilmistir. Bu grafiklerde
termogravimetrik analiz (TG) egrileri 1sitma islemi sonucu meydana gelen kiitle
kayiplarini, drTGA egrileri kiitle kayiplarinin meydana geldigi sicaklik bolgelerini ve
diferansiyel termal analiz (DTA) egrileri ise tepkimelerin 1s1 alan (endotermik) ve 1s1
veren (ekzotermik) 6zelliklerinin incelenmesi konusunda veriler saglamaktadir. TG
grafigi incelendiginde Ornegin yapisinda bulundugu tahmin edilen ve kurutma
esnasinda tam olarak yapidan uzaklastirnllamayan nemden kaynakli %4,88 agirlik
kaybmmin bulundugu ve bu nemin 44-150°C araliginda, 88,36 maksimum DTA

sicakliginda ve endotermik bozunma ile ortamdan uzaklastig1 sdylenebilir.

Dehidrate duruma gelen 6rnek devam eden termal bozunma neticesinde 224-460°C
araligindaki agirlik kaybi polimer yapisinin temelini olusturan bilesenlerden olan N-
Metakriloil-L-Lizin (MAL) molekiillerinin parcalanmasina ait edilebilir. Teorik ve
deneysel olarak elde edilen kiitle kayiplar1 belirtilen molekiiliin bozunmasini
desteklemektedir. (teorik:%59,17; deneysel:%58,35). Belirtilen bozunma basamagi da
endotermik olup maksimum DTA piki 275,66°C’de goriinmektedir.

Polimerik yapinin son bozunma basamagi olarak nitelendirilebilecek sicaklik aralig
408-677°C bolgesi olup 420 ve 629°C’lerde iki endotermik DTA piki vermektedir. Bu
sicaklik bolgesinde polimerik yapinin ana temelini olusturan 2-hidroksietil metakrilat
(HEMA) molekiiliiniin yanarak pargalandigi iddia edilebilir. Ilgili bozunmaya ait
hesaplanan sonug olan %38,46 ile deneysel elde edilen %37,91 sonuglarinin da uyum

igerisinde olmasi iddia edilen bozunma sonuglarini desteklemektedir. Tamamen
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organik tiirevlerden olusan polimerik yapinin yanarak bozunmasi sonucu reaksiyon

kabinda higbir artikalan {iriin kalmamasi da sonuglar1 desteklemektedir.

e TGA : DTA
DT ¥
e % Poli(HEMA-MAL) i\l
100.00; | oze o 784mg Weight Los=  -16.378mq
-4, ight Loss L3 35Emg -1002. 0N L)
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-4.00F 0.00 4 -1.00
000 700,00 400.00 500.00 300.00
Temp [C]

Sekil 4.3. Poli(HEMA-MAL) kriyojelinin termal analiz grafigi.

4.2. Aspartik Asit Adsorpsiyon-Desorpsiyon Calismalar:
4.2.1. Aspartik asidin sulu ¢ozeltilerden adsorpsiyonu

Poli(HEMA-MAL) kriyojellere aspartik asit adsorpsiyonu S$ekil 4.4’de sembolize
edilmistir. Optimum adsorpsiyon kosullar1 degisen pH, etkilesim siiresi, aspartik asit

baslangi¢ derigimi, sicaklik, tuz derisimi parametrelerinde belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Poli(HEMA-MAL) kriyojel ile aspartik asidin muhtemel etkilesimi.

4.2.1.1. pH etkisi

Poli(HEMA-MAL) kriyojellere aspartik asit adsorpsiyonunun pH degeriyle degisimi
Sekil 4.5’de verilmektedir. Aspartik asit pl:2,77 izoelektrik pH degerine ve 133,10
g/mol molekiiler kiitle degerlerine sahiptir. Poli(HEMA-MAL) kriyojeller {izerine
maksimum aspartik asit adsorpsiyonu ise pH:7,0 degerinde elde edilmistir (Sekil 4.5).
Kriyojellerin aspartik asite gosterdigi afinite daha yiiksek ve daha diisik pH

degerlerinde 6nemli derecede diistiktiir. Aspartik asit, asidik bir aminoasit oldugundan
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fizyolojik pH degerinde (pH:7,0) negatif yiikliidiir. PoliHEMA-MAL) kriyojeller ile
aspartik asit arasindaki etkilesim, MAL monomerinde bulunan bazik lizin aminoasidi
fizyolojik pH degerinde pozitif yiiklii oldugundan, elektrostatik bir etkilesimdir. En
yiiksek adsorpsiyonun nétral pH’da (pH:7,0) elde edilmesi de elektrostatik etkilesim
gerceklestiginin bir kanitidir.

300
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Sekil 4.5. Aspartik asit adsorpsiyonuna ¢ozelti pH’sinin etkisi. Aspartik asit derigimi:
1000 mg/L; etkilesim siiresi: 30 dak.; sicaklik 25°C.

4.2.1.2. Etkilesim siiresi

Sekil 4.6 incelendiginde poliHEMA-MAL) kriyojellere aspartik asit adsorpsiyonu
ilk 30 dakikada maksimum seviyeye ulasmis ve bu siireden sonra adsorpsiyon
miktarinda ciddi bir degisim gbzlenmemistir. Bunun sebebi ilk 30 dakikada aspartik
asit molekiilleri olduk¢a hizli bir sekilde poliHEMA-MAL) kriyojellerin aktif
bolgelerine tutunmus ve tiim bolgeler tutabilecegi kadar aspartik asit tutarak
dolmustur. Etkilesimin bu kadar hizli bir sekilde gerceklesmesi, kriyojellerin aktif
bolgelerinde bulunan MAL fonksiyonel gruplar1 ve aspartik asit molekiilleri
arasinda hem geometri hem de elektrostatik etkilesim agisindan kayda deger bir

uyum oldugunun gostergesidir. Sonug olarak, bu calisma kapsaminda elde edilen
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adsorpsiyon hizi poliHEMA-MAL) kriyojellerin adsorpsiyon performansi

hakkinda olduk¢a umut vericidir.
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Sekil 4.6. Aspartik asit adsorpsiyonuna etkilesim siiresinin etkisi. pH: 7,0; Aspartik
asit derisimi: 1000 mg/L; sicaklik 25°C.

4.2.1.3. Aspartik asit derisiminin etkisi

Aspartik asidin poli(HEMA-MAL) kriyojellere adsorpsiyonuna etki eden diger bir
faktor ise aspartik asit baslangi¢ derisimidir. 1-3000 ppm arasinda degisen aspartik asit
baslangi¢ derisimine sahip ¢ozeltiler maksimum adsorpsiyonun gergeklestigi pH
degerinde poliHEMA-MAL) kriyojeller ile etkilesime sokulmus ve Sekil 4.7°de
gosterildigi gibi adsorpsiyon 1000 ppm ‘e kadar artmakta ve bu degerden sonra plato
degerine ulasmaktadir. Bu da poliHEMA-MAL) kriyojellerin etkilesime giren
bolgelerinin aspartik asit ile tamamen doydugunu ve aspartik asit baglayacak bos

bolgenin kalmadigini géstermektedir.
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Sekil 4.7. Aspartik asit adsorpsiyonuna aspartik asit derisiminin etkisi. pH:7,0;
etkilesim siiresi: 30 dak.; sicaklik 25°C.

4.2.1.4. Sicakhi@n etkisi

Poli(HEMA-MAL) kriyojellere aspartik asit adsorpsiyonuna sicakligin etkisini ve
optimum adsorpsiyon sicakligini belirlemek amaciyla 4, 18, 25, 37 ve 45°C
sicakliklarda adsorpsiyon islemi gergeklestirilmis ve en yliksek adsorpsiyon degerinin
elde edildigi sicaklik 4°C olarak belirlenmistir (Sekil 4.8). poliHEMA-MAL)
kriyojellere aspartik asit adsorpsiyonu artan sicaklikla ters orantili olarak
azalmaktadir. Adsorpsiyonun sicaklikla azalmasinin nedeni olarak adsorpsiyon
isleminin dogas1 geregi ekzotermik bir islem olmasi ve diisiik sicakliga sahip
ortamlarda 1s11 seyrelticilik etkisi gosterilebilir. Ayrica yiiksek sicakliklarda
molekiiller nispeten daha fazla enerjiye ve buna bagli olarak hareketlilige sahip
olacagindan elektrostatik etkilesimin olusmasi i¢in gerekli olan 6zellikle molekiiller
arasindaki mesafe de artacaktir. Bu da etkilesimin olugmasi i¢in bir engeldir. Spesifik
adsorpsiyon siirecini kontrol eden termodinamik faktor, baglanma ile ilgili toplam
serbest enerji degisimi (AG), hem entalpi hem de entropi degisimlerini igerdiginden
adsorpsiyon muhtemelen kompleks bir sekilde sicakliga bagimlidir (Leatherbarrow ve

Dean, 1980; Arnold ve Blanch, 1986).
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Sekil 4.8. Aspartik asit adsorpsiyonuna sicakligin etkisi. pH: 7,0; Aspartik asit
derisimi: 1000 mg/L; etkilesim siiresi: 30 dak.

4.2.1.5. Iyonik siddetin etkisi

Iyonik siddetin aspartik asit adsorpsiyonuna etkisini belirlemek amaciyla derisimi 10-
200 ppm arasinda degisen NaCl ¢ozeltileri kullanilmistir. Sekil 4.9°dan da goriildigi
tizere poliHEMA-MAL) kriyojeller iizerine aspartik asit adsorpsiyonu artan tuz
derisimiyle azalmaktadir. Bu sonucun bir sebebi olarak artan iyonik siddetin meydana
getirdigi elektrostatik itme kuvveti ve polimerik materyal ile hedef molekiiliin aktif
bolgelerinde olusan tuzdan kaynakli maskelenme gosterilebilir. Iyonik siddet arttik¢a
MAL fonksiyonel grubu lizerindeki amino gruplari tuzun anyonlar: ile deprotone
olmaktadir ve bu da daha az aspartik asit adsorpsiyonuna neden olmaktadir. Ayrica tuz
varliginda olusan tuz kopriilerindeki bozulma yiiksek iyonik siddete sahip ortamlarda

adsorpsiyonun diismesine sebep olmaktadir (Kassab ve ark., 2000).
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Sekil 4.9. Aspartik asit adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi. pH:7,0; aspartik asit
derigimi: 1000 mg/L; etkilesim siiresi: 30 dak.; sicaklik 25°C.

4.2.2. Desorpsiyon ve tekrar kullanilabilirlik

Poli(HEMA-MAL) kriyojellere adsorbe olan aspartik asit molekiillerinin
desorpsiyonu i¢in 1 M NaClI kullanilarak hazirlanmis desorpsiyon ¢ozeltisiyle aspartik
asit adsorplamis kriyojeller kesikli sistemde 10 rpm hizda oda sicakliginda etkilesime
sokulmus ve 1 saat etkilesim siiresinin sonunda desorpsiyon islemi gerceklestirilmistir.
Tuz, hedef molekiil ve polimerik materyal arasindaki etkilesimi kirmakta Boliim
4.2.1.5°de ifade edildigi Tlizere adsorpsiyonu engelleyen bir performans

sergilemektedir.

Aspartik asit adsorplamis ayn1 poliHEMA-MAL) kriyojel kullanilarak adsorpsiyon-
desorpsiyon dongiisii 5 kez tekrarlanmis ve 5 dongii sonucunda polimerik kriyojellerin
aspartik asit adsorplama performanslarinda kayda deger bir azalma goériilmemistir
(Sekil 4.10). Ik dongii sonunda 236,99 mg/g olan adsorplama kapasitesi 5. dongii
sonunda 222,45 mg/g degerine diismiis ve sadece %6 oraninda azalmistir.
Kriyojellerin rejenarasyonu i¢in kriyojeller iki dongii arasinda 2 mM NaOH igerisinde
30 dakika bekletilmis ardindan Once distile su ve sonrasinda adsorpsiyonun

gerceklestigi pH:7,0 tampon ¢ozeltisi ile yikanarak yeniden kullanima hazir hale
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getirilmistir. 5 dongii sonucunda geri kazanim saglanan aspartik asit miktari ortalama
%97,59’dur.

250
.\N
* H
= 200
<]
E
8 150
o
@
< 100
=)
E
T 50
0 1 1 1 1 1 ]
0 1 2 3 4 5 6
Tekrar Sayisi

Sekil 4.10. Poli(HEMA-MAL) kriyojellerin tekrar kullanilabilirligi.

PoliHEMA-MAL) kriyojeller {iizerine takilan MAL fonksiyonel monomerinin
adsorpsiyona sagladigi katkiyr gorebilmek amaciyla poliHEMA) kriyojeller
sentezlenmis ve adsorpsiyonun gerceklestigi optimum kosullarda hem politHEMA)
kriyojel (q=33,17 mg/g) hem de poliHEMA-MAL) kriyojel (q=231,63 mg/g) ile
aspartik asit adsorpsiyonu gergeklestirilmistir. 1ki kriyojelin adsorpsiyon
performansinin karsilagtirmasi Sekil 4.11°de verilmistir. Grafikten de goriildiigii tizere
MAL fonksiyonel monomeri adsorpsiyona ciddi anlamda katki saglamistir. Aspartik
asit veya aspartik asit igeren proteinlerin veya biyomolekiillerin saflastirilmasinda

MAL fonksiyonel monomeri olduk¢a umut vaat edici bir performans sergilemistir.
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Sekil 4.11. Poli(HEMA) ve poli(HEMA-MAL) kriyojellerin adsorpsiyon
performanslarinin karsilagtirilmasi.

4.2.3. Aspartik asidin dogal ortamdan ayrim

PoliHEMA-MAL) kriyojellerin dogal ortamdaki aspartik asit izolasyon
performanslarini incelemek amaciyla aspartik asit igeren bir protein olan lizozimin
izolasyonu calisilmigtir. Lizozimin yapisinda, oOzellikle yiizeyde ulagilabilen
bolgelerde, bir histidin, dort aspartik asit, iki glutamik asit ve iki tirozin kalintis1 vardir
(Y1lmaz ve ark, 2009). Lizozim iizerindeki negatif yiikten dolay1 6zellikle de aspartik
asit yapis1 poliHEMA-MAL) iizerinden etkilesime girmektedir.
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Cizelge 4.1. Yumurta akinin temel bilesenleri (Kdse, 2011).

Protein Miktar (%) M Kiitle (KDa) pl Ozellik
Ovalbumin 54 45 4.5
Ovatransferrin 12-13 77,7 6,0 Demiri ve
diger metal
iyonlarini
baglar
Ovamucoid 11 28 4,1 Serin proteazi
inhibe eder
Lizozim 3,4-3,5 14,3 10,7 Bakteri hiicre
duvarini yikar
Ovamucin 1,5-3,5 220-270000 4,5-5,0 Lizozim ile
etkilesir
Avidin 0,05 68.,3 10,0 Biotini baglar

Tavuk yumurtas: akinda bulunan lizozim miktar1 neredeyse yok denecek kadar az
olmasina ragmen lizozim kaynaklari diisiiniildiigiinde olduk¢a etkin bir lizozim
miktarma sahiptir (%3,4) (Cizelge 4.1) (Huopalahti ve ark, 2007). Boliim 3.4.3’de
anlatilan prosediir uygulanarak yumurta akindan lizozim proteini adsorpsiyon ile
ayrilmistir. Daha sonra 1 M NaCl ¢ozeltisi ile desorpsiyon islemi uygulanmistir.
Desorbe edilen lizozim proteininin saflik derecesini kontrol etmek amaciyla UV-VIS
spektorotometresi ile 280 nm dalga boyunda 6l¢tim alinmistir (Sekil 4.12). Spektrum
incelendiginde standart lizozim ¢dzeltisinin spektrumu ile desorbe edilen lizozimin
spektrumunun hemen hemen ayni oldugu goriilmektedir. Ayn1 zamanda poli(HEMA-
MAL) kriyojelin lizozim proteinini adsorplama kapasitesi 37,25 mg/g olarak
hesaplanmistir. Adsorbe edilen lizozim proteini i¢in desorpsiyon oranmi1 %95,83 olarak
tespit edilmistir. Bu sonuclar poli(HEMA-MAL) kriyojeller ile lizozim proteininin
adsorpsiyonunun ve desorpsiyonunun basarili bir sekilde gerceklestirildigini

gostermektedir.
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Sekil 4.12. Lizozim adsorpsiyonu i¢in UV-VIS spektrumu.

4.3. Literatiir Karsilastirmasi

Aspartik asit adsorpsiyonu bilim adamlarinin son yillarda dikkatini ¢ekmekle beraber
litetiirde rapor edilen birtakim ¢aligmalar bulunmaktadir. Ornegin; Zhu ve arkadaslari,
vinil-SiO2 temelli mikrokiireler iizerine 18 g¢esit aminoasidi baskilamiglar ve herbir
aminoasit i¢in secici polimerler sentezlemislerdir. Bu calismada aspartik asit i¢in

adsorpsiyon kapasitesi 89,1 mg/g olarak hesaplanmistir (Zhu ve ark., 2016).

He ve arkadaslari ise kalsiyum okzalat kullanarak glutamik asit ve aspartik asit adsorbe
etmigler ve aspartik asit i¢in adsorpsiyon kapasitesini 8,78 mg/g olarak tespit

etmislerdir (He ve ark., 2015).

Pusnik ve arkadaslar1 ise demir oksit nanopartikiiller iizerine lizin ve aspartik asit

adsorpsiyonu caligmiglardir. Demir oksit nanopartikiillerin genis ylizey alanlar
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sayesinde (89,9 m?/g) 717,9 mg/g aspartik asit adsorpsiyon kapasitesine ulasmislardir
(Pusnik ve ark., 2016).

Sonuglar degerlendirildiginde poli(HEMA-MAL) kriyojeller ile elde edilen 265,7
mg/g aspastik asit adsorpsiyon kapasitesi literatiir degerlerine uygun ve iyi bir

konumdadir.

4.4. Matematiksel Modellemeler
4.4.1. Adsorpsiyon izotermleri

Aspartik  asidin = poliHEMA-MAL) kriyojelleri  {izerine adsorpsiyonunun
karakterizasyonu i¢in Langmuir (Sekil 4.13) ve Freundlich (Sekil 4.14) adsorpsiyon
izotermlerinden faydalanilmistir. Bu iki izoterm sayesinde hedef molekiil ile kati
destek arasindaki etkilesimin teorik olarak nasil ger¢eklesmesi gerektigi ve deneysel

sonuclarin 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 yoktur.

Asagidaki esitlik Langmuir adsorpsiyon modeline goére maksimum adsorplanan

miktarin hesaplanmasinda kullanilmaktadir.

Qmax-b.Ceq
1+bCeq

Qeq = (Esitlik 4.1)

Burada Q., adsorplanan aspartik asit miktarini1 (mg/g), C., ise dengedeki aspartik asit
derisimini (mg/mL) vermektedir. b Langmuir sabiti (mL/mg)’dir ve maksimum
adsorpsiyon kapasitesinin deneysel deger ile iliskisini gostermektedir. Qma ile ifade

edilen birim ise maksimum adsorpsiyon kapasitesidir. Linearizasyon yapildiginda;

1 . .
Qeq Qmax b] [Ceq] [Qmax (Esitlik 4.2)

esitligi elde edilir. 7/Ce;’a karst 1/Q., grafiginin y eksenini kestigi nokta 7/Qmax

degerini ve egimi de //Qmax.b degerini vermektedir.
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Sekil 4.13. Langmuir izotermi.

Poli(HEMA-MAL) kriyojellere aspartik asit adsorpsiyonunun teorik hesaplamalari
Langmuir adsorpsiyon modeline gore yapilmis ve Langmuir korelasyon katsayisi
oldukea yiiksek bulunustur (R?>=0,9601). Ayrica Omax degeri de deneysel olarak elde
edilen maksimum adsorpsiyon kapasitesi ile olduk¢a yakin degere sahiptir. Sonug
olarak bu aspartik asidin poli(HEMA-MAL) kriyojellere adsorpsiyonu Langmuir

adsorpsiyon modeli ile agiklanabilir.

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 miktar: tiim
baglanma bdlgelerine adsorplanmis molekiillerin toplamina esittir ve tersinir
adsorpsiyon gerceklesmektedir. Freundlich adsorpsiyon modeli asagidaki denklem ile
ifade edilir;

InQeq = InKf + (nxInCeq) (Esitlik 4.3)
Burada Kr ve n Freundlich adsorpsiyon sabitlerini gostermektedir. /nQeq ‘a karst InCeq
grafiginde /nKr, y eksenini kesen nokta ve egim de n degerini vermektedir. Burada //n

degeri yiizey heterojenite indeksini vermektedir. Bu deger ne kadar biiyiikse

adsorpsiyonun daha elverisli, 0,0’a yakin olmasi ise diislik oldugunu bildirmektedir.
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Kr ise adsorpsiyon kapasitesini gostermektedir. Bu deger ne kadar biiylikse
adsorpsiyon kapasitesi o kadar biiyiiktiir. Bu degerler, poliHEMA-MAL) ve aspartik
asit arasindaki etkilesim i¢in sirasiyla 5,058 ve 67,04 olarak bulunmustur. Korelasyon
katsayist da goz Oniline alindiginda Freundlich adsorpsiyon modelinin bu etkilesime

uygun olmadig1 goriilmektedir.

y =0,1977x + 4,2053
R?=0,8808

Sekil 4.14. Freundlich izotermi.

Her ikisi izoterm i¢in hesaplanan degerler karsilastirildiginda 6nceden de bahsedildigi
gibi Langmuir adsorpsiyon modeli bu adsorpsiyon sistemini agiklamak icin

kullanilabilir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon sabitleri ve korelasyon katsayilari.

Langmuir Sabitleri Freundlich Sabitleri

Qdeneysel Qmax b R2 Kr n 1/n R2
(mg/g) (mg/g) (L/mg)

265,7 256,4 0,042 09601 67,04 0,1977 5,058  0.,8808
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4.4.2. Adsorpsiyon kinetik modelleme

Gergeklesen etkilesim iizerindeki hakim kuvveti belirlemek amaciyla elde edilen
deneysel veriler kullanilarak reaksiyon kinetigi hesaplamalar1 yapilmistir. Yalanci-
birinci ve yalanci-ikinci derece kinetik hesaplar1 yapabilmek i¢in deneysel derisimlerin
adsorban yiizeyindeki derisimlere esit olmasi1 gerekmektedir. Bu islemi yapabilmek

icin genellikle bagvurulan denklem Lagergren birinci-derece hiz denklemidir:

d o
% = k1(qeq — 9¢) (Esitlik 4.4)

Burada g., (mg/g) dengedeki, ¢; (mg/g) ¢ anindaki adsorplanan aspartik asit miktarini,

ki (1/dak.) ise yalanci- birinci derece adsorpsiyon hiz sabitini belirtmektedir.

Smir degerler, =0 i¢in g~=0 ve =t i¢in g=q:;, uygulandiktan sonra integrasyon

uygulandiginda;

eq __ kit o
log deq—qr  2.303 (Esitlik 4.5)

Linearize edildiginde ise;

10g(qeq — 4:) = 108(deq) — 72 (Esitlik 4.6)

denklemi elde edilir.

log(qeq)’e karst ¢ 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 cq-
—E = ky(qe — q0)* (Esitlik 4.7)
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Burada k; (g/mg.dak.) yalanci-birinci derece adsorpsiyon hiz sabitidir. Smirlar, =0

icin ¢~0 ve =t i¢in g/—=q; oldugunda yapilan integrasyon sonucu;

L=kt (Esitlik 4.8)

Geq—dt deq

denklemi elde edilir. Dogrusal olarak ise;

LA (Esitlik 4.9)

de B kzng deq

denklemi elde edilir.

2 r y =-0,0366x + 2,1496
18 | R?=0,9595
16 L T y = -0,0397x + 2,2124
14 R2=0,9788
T2 | y =-0,0353x + 2,1351
T 1 R2 = 0,9636
s Ny,
Sosr TN
o6t T
04 |
02 |
O 1 1 1 1 ]
0 10 20 30 40 50

t

—t— 1000 mg/L  =—8=—2000 mg/L -—e=—3000 mg/L

Sekil 4.15. Poli(HEMA-MAL) kriyojellleri i¢in deneysel verilerin yalanci birinci
derece kinetigi.

Yine burada da yalanci ikinci derece kinetigin uygulanabilmesi i¢in #/q; ye karsi ¢
grafiginin dogrusal olmas1 gerekmektedir. Sekil 4.15 yalanci birinci derece kinetik,
Sekil 4.16 ise yalanci ikinci derece kinetik modellemenin deneysel verelere
uygulanmis grafikleridir. Bu grafiklerden elde edilen sabitlerin 6zeti Cizelge 4.3°de
verilmektedir. Cizelgeden de goriildiigii lizere deneysel verilerle en ¢ok Ortlisen ve en
yakin degerler yalanci-ikinci derece kinetik modelleme hesaplamalarindan elde
edilmistir. Sonuglara gore korelasyon sabiti R? degerleri yalanci ikinci derece kinetik
modelleme i¢in genelde 1,00’ e yakindir. Yani poliHEMA-MAL) kriyojellere

aspartik asit adsorpsiyonu kimyasal dinamiklerin kontroliinde yiirtimiistiir.
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Sekil 4.16. PoliHEMA-MAL) kriyojellleri i¢in deneysel verilerin yalanci ikinci

derece kinetigi.

Cizelge 4.3. Yalanc1 birinci ve ikinci derece kinetik sabitler.

Yalanci-Birinci Derece Yalanci-ikinci Derece
Baﬁlangl(; {deneysel Geq ki R’ qeq k2 R’
Derisimi  (mg/g) (mg/g) (1/dak.) (mg/g) (g/mg.dak.)
(mg/L)
1000 248,06 141,12 0,0843 0,9595 263,16 0,000996 00,9923
2000 266,79 163,08 0,0914 0,9788 285,71 0,000957  0,9967
3000 278,07 136,49 0,0813 0,9636 294,12 0,001014 0,996
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5. SONUC
Aspartik asit adsorpsiyon deneyleri kesikli sistemde yapilmistir.

Poli(HEMA-MAL) kriyojeller serbest radikal polimerizasyonu ile elde edilmistir.
Poli(HEMA-MAL) kriyojellerin spesifik yiizey alan1 8,962 m*/g bulunmustur.

Taramali elektron mikroskop goriintiilerinden anlasildigi izere PoliHEMA-MAL)
kriyojeller makro gdzeneklere sahiptir ve yiizeyler adsorpsiyon i¢in elverisli olacak

sekilde piirtizlidiir.

MAL fonksiyonel monomerinin katilim miktar1 hesaplanmis ve MAL miktar1 azot
stokiyometrisi goz Oniinde bulundurularak 65,81 umol MAL/g polimer olarak

bulunmustur.

Poli(HEMA-MAL) kriyojellerin termogravimetrik analizleri yapilmis ve termal
kararliliklar1 belirlenmistir. PoliHEMA-MAL) kriyojellerin termal kararliligini
MAL komonomerlerinin HEMA monomerine eklenmesiyle artmistir. Bozunma

sicaklik araligi PoliHEMA-MAL) i¢in 224-460°C sicakliklarinda ulagilmaktadir.

Poli(HEMA-MAL) kriyojeleler iizerine aspartik asit adsorpsiyonu elektrostatik
nitelik tasidigindan ¢ozeltinin pH’na baghdir. En yiiksek adsorpsiyon degerinin
hesaplanmasi i¢in asidik ve bazik pH’larda adsorpsiyon islemi yapilmis ve en
uygun pH degerinin 7,0 oldugu bulunmustur. Bu pH degerindeki maksimum
adsorpsiyon kapasitesi 319,51 mg/g olarak hesaplanmistir. Baglangi¢ aspartik asit

derigimi 1,0 mg/mL olarak alinmistir.

Poli(HEMA-MAL) kriyojellerin aspartik asit igeren bir protein olan lizozim
adsorpsiyon kapasitesi tavuk yumurtasindan 37,25 mg/g olarak tespit edilmistir.

PoliHEMA-MAL) kriyojellere aspartik adsorpsiyonu sicaklik arttikca

azalmaktadir.
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Poli(HEMA-MAL) kriyojellere adsorbe olan aspartik asidin desorpsiyonu yine
kesikli sistemde ytriitiilmistiir. Kriyojellere, desorpsiyon ajani olarak 1 M 10 mL
NaCI ¢ozeltisi uygulanmig ve tekrar kullanabilirliginin belirlenmesi igin 5
adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii uygulanmustir. Aspartik asit geri kazanim orani
ise ortalama 97,59 ve aspartik asit igeren bir protein olan lizozim i¢in yumurta

akinda 95,83 olarak elde edilmistir.

PoliHEMA-MAL) kriyojellerin tekrar kullanilabilirli§ini gdstermek igin,
adsorpsiyon-desorpsiyon  dongiisii ayn1  kriyojeller kullanilarak 5 kez
tekrarlanmistir. Bu bes dongiiniin sonunda kayda deger bir azalma gézlenmemistir

(236,99 mg/g’dan 222,45 mg/g’a).

Lizozimin safligim1 gorebilmek i¢in, yumurta akindan alinan lizozimin
spektrofotometrik incelemesi yapilmistir. UV-VIS spektrofotometresinde 280 nm
dalga boyunda yapilan dl¢liimlere gore desorplanan lizozimin spektrumu standart
lizozim (1 mg/mL) ¢ozeltisinin spektrumu ile hemen hemen aynidir. Bu da lizozim
proteininin  poli(HEMA-MAL) kriyojeller tarafindan basar1 ile adsorpsiyon-

desorpsiyon islemine tabi tutuldugunun 6nemli bir kanitidir.

Aspartik asit adsorpsiyonu i¢in deneysel maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Qmax)
ve Langmuir (Qmax) degeri birbiriyle uyumludur. Korelasyon katsayist (R?)
Langmuir izotermi i¢in 0,9601 Freundlich izotermi i¢in 0,8808’dir. Langmuir
adsorpsiyon modeli bu afinite adsorbent sistemine uygulanabilir. Yani poli(HEMA-
MAL) kriyojellere aspartik asit molekiilleri tek tabaka (homojen) halinde

adsorplanmistir ve polimerin ylizeyindeki tiim noktalar es enerjilidir.

Aspartik adsorpsiyonu iizerinde hakim olan kinetik modellemenin ve siiriicli
kuvvetin belirlenmesi i¢in yapilan matematiksel hesaplamalar sonucunda teorik ve
deneysel qeq degerlerinin yalanci ikinci-derece kinetik modelleme icin birbirine
yakin oldugu gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak difiizyon sorunu yoktur ve siiriicii

kuvvet kimyasal kontrollii olarak gergeklesmistir.
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Biitiin bu veriler 151831inda bakildiginda poliHEMA-MAL) kriyojeller hafif
bazik karakterleri ile asidik biyomolekiillerin izolasyonunda kullanilabilmesi
acisindan gelecek vadetmektedir. MAL monmerinin igerisindeki lizin
aminoasidinin fizyolojik pH degerinde negatif yiiklii olmas1 ayni zamanda
poliHEMA-MAL) polimerinin iyonik etkilesim kromatografisinde de tercih
edilebilecedi diisiincesini akla getirmektedir. Polimerin fonksiyonel 6zelliginin
fazla olmas1 biyokromatografi ve biyoteknoloji alanlarinda yeni ¢alismalarin

tasarlanmasi adina 6nem arz etmektedir.
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