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OZET

LiZOZiM ADSORPSIYONUNA YONELIK YENI BiR
KRIYOJELIN HAZIRLANMASI VE ENZIM iCiN
BAZI OPTIMIiZASYON PARAMETRELERININ
BELIRLENMESI

Aksoy, Eyylp
Yiksek Lisans, Kimya Bolim
Danisman: Prof. Dr. Zibeyde Baysal
Subat 2023, 66 sayfa

Bu calismada, 2-hidroksietil metakrilik asit (HEMA) ve metakriloil antipirin-Ce3*
(MAAP- Ce3") kompleksinden yola gikarak serbest radikal polimerizasyon yontemi
ile 2-hidroksietil metakrilik asit-metakriloil antipirin-Ce** [P(HEMA-MAAP-Ce*)]
kriyojeli hazirlandi. MAAP-Ce** kompleksinin UV-yakin infrared (UV-NIR) ve enerji
dagiticn X-ray (EDX) teknikleri, p(HEMA-MAAP-Ce®*) kriyojelinin ise taramali
elektron mikroskobu (SEM), FT-IR ve sisme testleri ile karakterizasyon islemi yapildi.
UV-NIR spektrumunda MAAP-Ce®** kompleksi icin 916, 1037, 1081, 1109 ve 1141
nm’de bes farkli pik goriildii. EDX spektrumunda ise MAAP-Ce** kompleksinde
%15,12 N ve %2,89 Ce** varlign yapida azot ve Ce3* oldugunu gosterdi. FT-IR
spektrumu ¢aligmalarinda kriyojelin 3412 cm®’de ~OH ve 3104 cm®’de —NH
titresimlerine, 1768-1712 cm’de ise ester, amid ve siklik karbonil gruplarinin C=0O
baglarina sahip oldugu goriildii. Daha sonra kriyojel sulu c¢ozeltiden lizozim
adsorpsiyonu icin kullanildi. P(HEMA-MAAP-Ce®") kriyojelin denge sisme orani
7,39 g H2O/g kriyojel, kriyojelde olusan makrogézenek miktar1 ise % 80,8 olarak
hesaplandi. Kriyojel gozenek boyutu ise 30-50 pm olarak bulundu. Lizozim
adsorpsiyonu iizerine akis hizi, pH, sicaklik, baslangic enzim derisimi ve iyonik
siddetin etkisi incelendi. Maksimum adsorpsiyon kapasitesine (57,84 mg/g kriyojel)
0,5 mL/dak. akis izinda, pH: 6,0 ve 25 °C’de ulasild:. Iyonik siddetin etkisi sonucu,
tuz derisiminin 0,05 M’ den 1,0 M’ye artmasiyla lizozim adsorpsiyon kapasitesinin
41,31 mg/g’den 2,01 mg/g’ ye kadar azaldigi tespit edildi. Langmuir ve Freundlich
izoterm analizleri sonucu hesaplanan korelasyon katsayis1 (R%: 0,9939) Langmuir
adsorpsiyon modelinin bu sisteme uygun olabilecegini gosterdi. Adsorplanan enzim,
20 mM, pH: 6,0 fosfat tamponu iceren 1 M NaCl ¢ozeltisi ile 120 dak.’da %95,7
oraninda desorbe edildi. Tekrar kullanilabilirlik ¢alismalarinda, kriyojelin 7 kez ard
arda kullamlmasina ragmen adsorpsiyon kapasitesinde fazla bir diisiis olmadigi
goraldu.

Anahtar Sozciikler: Kriyojel, IMAK, Seryum*3, Adsorpsiyon, Lizozim
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ABSTRACT

PREPARATION OF NOVEL CRYOGEL FOR LYSOZYME
ADSORPTION AND DETERMINATION OF SOME
OPTIMIZATION PARAMETERS FOR
ENZYME

Aksoy, Eyylp
Master of Science in Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Ziibeyde Baysal
February 2023, 66 pages

In this study, 2-hydroxyethyl methacrylic acid-methacryloyl antipyrin-Ce3*[P(HEMA-
MAAP-Ce®")] cryogel was prepared by free radical polymerization method based on
2-hydroxyethyl methacrylic acid (HEMA) and methacryloyl antipyrin-Ce**(MAAP-
Ce®*) complex. The MAAP-Ce** complex was characterized by UV-near infrared
(UV-NIR) and energy dispersive X-ray (EDX) techniques, and the p(HEMA-MAAP-
Ce®*) cryogel was characterized by scanning electron microscopy (SEM), FT-IR and
swelling tests. Five different peaks were seen at 916, 1037, 1081, 1109 and 1141 nm
for the MAAP-Ce3* complex in the UV-NIR spectrum. In the EDX spectrum, the
presence of 15.12% N and 2.89% Ce** in the MAAP-Ce®* complex showed nitrogen
and Ce®* in the structure. In FT-IR spectrum studies, cryogel showed —OH vibrations
at 3412 cm™ and characteristic -NH vibrations at 3104 cm-%, and also at 1768-1712
cmt, ester, amide and cyclic carbonyl groups appears to have C=0 bonds. The cryogel
was used for lysozyme adsorption from the aqueous solution. Equilibrium swelling
ratio of P(HEMA-MAAP-Ce?**) cryogel was calculated as 7.39 g H.O/g cryogel, and
the macropore amount was calculated as 80.8%. The cryogel pore size was found to
be 30-50 um. The effects of the flow rate, pH, temperature, initial enzyme
concentration and ionic strength on lysozyme adsorption were studied. Maximum
adsorption capacity reached with 57.84 mg/g of prepared cryogel under 0,5 flow rate
(mL/min), at pH 6.0 and at 25 °C. The result of the effect of ionic strength, it was
determined that the lysozyme adsorption capacity decreased from 41.31 mg/g to 2.01
mg/g as the salt concentration increased from 0.05 M to 1.0 M. The correlation
coefficient (R?: 0.9939) obtained as a result of the values calculated for the Langmuir
and Freundlich isotherms showed that the Langmuir adsorption model, could be
suitable for this system. The adsorbed enzyme was desorbed 95.7% with 1.0 M NaCl
solution containing 20 mM, pH 6.0 phosphate buffer in 120 minutes. In the prepared
cryogel reusability studies, no significant decrease was observed in the adsorption
capacity of the cryogel used 7 times in succession.

Keywords: Cryogel, IMAC, Cerium3*, Adsorption, Lysozyme
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1. GIRIS

Kriyojeller, donma sicakliginin altinda, supermakro gozeneklere sahip ii¢ uzantili
geometrik yapiya sahip, jel kivaminda olusan kristallerdir (Alkan vd., 2000).
Kriyojellerin olusum asamasi esnasinda ¢oziiciiniin hemen hemen hepsi donarak
birbirine bagh, seffaf, parlak, kirilgan ve billur yapida buz parg¢aciklarini olusturur.
Parlak buz parcaciklar1 etrafindaki donma noktasina ulagsmamis sivida bulunan
polimerik yapidaki onciiler de birleserek olusan buz kristallerinin cevresinde bir ag
orglisu goruntist gosterirler. Reaksiyon gergeklesince, donma noktasina ulagmig
polimer yap1 oda sicakligina getirilerek kristal haldeki buz eritilir ve gozenekli yapiya
sahip polimerik ag orgii yapisina sahip kriyojel olusur. Kriyojelde bulunan bosluklu
yapilarin etrafinda, ¢oziiciiniin temas ylizeyinde gerilmis esnek bir zar bulunmaktadir.
Bu esnek zar sayesinde yiizey gerilimi etkisi altinda bulunan tabaka buz kristallerinin

erimesini ve kriyojellerdeki bosluklu yapilarin dairesel sekle sahip olmasini saglar.

Elastik ve slingerimsi yapiya sahip kriyojeller yiikksek ve diisitk molekul kutlesine
sahip onciiler ile hazirlanip sulu ortamda serbest radikal polimerizasyon yontemi ile
sifir santigrat derece altinda tretilirler (Plieva vd., 2005). Kriyojellerin stuingerimsi
yapida bulunan Dbirgok ¢esitleri bulunmaktadir. Bu sungerimsi yapidaki
polihidroksimetakrilat (PHEMA), poliakrilamid (PAAM), polivinil alkol (PVA)
polietilen glikol (PEG), kriyojellerin temellerini olusmaktadirlar (Arvidsson vd.,

2003). Bir kriyojelin olusum agamas1 Sekil 1.1°de gdsterilmektedir (Plieva vd., 2006).



Dondurulmus
Dondurma ¢ozeltide Eritme
polimerlesme

monomer ve baslatici

buz kristalleri

polimer baslama sekli

¢apraz bagli polimer jel

CQe= 47

siipermakrogozenek

Sekil 1.1 Kriyojellesme olay1

Immobilize metal afinite kromatografisi (IMAK), biyomolekiillerin saflastiriimasi igin
kullanilan bir tekniktir. Bu teknik ilk olarak 1975 yilinda Porath ve arkadaslari
tarafindan kullanilmistir. Porath ve arkadaslari proteinlerin metallere olan ilgilerinden
dolay1 bu saflagtirma teknigini 6nermislerdir. (Porath vd., 1975) Yontem, peptidlerin,
proteinlerin ve nukleotitlerin metallere olan ilgisine dayanmaktadir (Hage vd., 2012).
Yontem kat1 bir destek iizerinde hareketsizlestirilmis bir metal iyonu ile protein
ylizeyinden bir elektron veren grup arasindaki koordinasyona dayanmaktadir.
Kromatografinin bu ¢esidinde bazi metal selat gruplarinin kovalent olarak baglanmasi
icin bir sorbent yada bir matriks kullanilmaktadir. Kullanmilan bu sorbent ya da
matriksler metal iyonlar1 ile kompleks bir bilesik olustururlar. Kompleks yapinin
icindeki metal iyonlarinin protein ile etkilesimini saglamak i¢in serbest koordinasyon
bolgeleri bulunur. Metal iyonlar1 ile proteinler arasinda olusan bu etkilesim ya

hidrofobik ya da elektron alma-verme seklindedir (Sharma ve Aganwal., 2001).

IMAK, metal iyonlar: ile etkilesime giren proteinlerin &zgiinliigiinii koruyarak
karmasik yapili biyolojik polimerlerin kolay ve hizli bir sekilde saflastirilmasini
saglar. Proteinleri saflagtirmak i¢cin immobilize metal afinite kromatografisi igin en
cok kullanilan metaller; Ni (1), Fe (I11), Co (I1), Zn (1) ve Cu (11)*dir (Hage vd., 2012).
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Lizozim (N-asetil muramid glikanhidrolaz, (EC 3. 2. 1. 17) bakteri hiicre ¢eperindeki
peptidoglikan tabakasinin N-asetilmuramik asit ve N-asetil glukozamin arasindaki f3-
1,4-glikozidik baglarini hidrolizleyen bir enzimdir (Ghosh vd., 2000). Hidrolaz grubu
enzim sinifi i¢inde yer alan lizozim, en iyi karakterize edilen enzimlerden biri olup,
molekiil agirhg 14,400 Da, izoelektrik pH’1 ise 11,2°dir. Lizozim, solunum, idrar,
gozyast ve tiikiiriik gibi sekresyonlarda ayrica virus, bakteri, bitkiler, bocekler ve
kuslarda bulunur (Ghosh vd., 2000). Bir¢cok uygulama alani olan lizozim enzimi
besinlerde koruyucu olarak, iltihabik hastaliklarda, iilser tedavisinde kullanilmaktadir.
Ayrica oftalmolojik preparasyonlarda antibakteriyel ajan olarak, siit {iriinlerinde gida

katki maddesi olarak da kullanilmaktadir (Das vd., 1992; Tiirkmen ve Denizli., 2014).

Fenazon olarak da bilinen antipirin ates diisiirticii alerjik bir ilactir. 1883 yilinda
Ludwig Knoor tarafindan ilk defa sentezlenmistir. Karaciger mikrozomal enzimi
tarafindan yogun bir sekilde sentezlenen antipirin trenin idrar icine karismasindan
once yogun bir sekilde bulunmaktadir. Yarilanma 6mrii yaklasik olarak 13-20 saat
araligindadir. Insan kan plazmasindaki normal bulunan konsantrasyonu 1-25 mg/L
iken 50-100 mg/L araliginda olmast halinde toksik oldugu ig¢in dliimciil
olabilmektedir. Fenazon diger alerjik ilaglar ile kiyaslandiginda daha giivenli bir ilag
olarak kabul edilmektedir (Yao vd., 2006). Asetoasetat esteri ile fenilhidrazinin

kondensasyonuyla elde edilen fenilmetil pirazolonun metillendirilmesiyle olusur.

Seryum (Ce) atom numarasi1 58, atom kutlesi 140,1 g/mol; ozkdtlesi 6,7g/cm3; 798
°C’de eriyen, bazi bilesiklerde +3 bazilarinda ise +4 degeri alan, renk olarak giimiis
gri renginde, lambalarin yapiminda kullanilan akkor malzemesinin temelini olusturan
bir elementtir. Kristal yapis1 yiizey merkezli kiibik seklinde olup Pauling 6l¢egine gore
elektronegatifligi 1,12’dir.

Nadir toprak elementlerinden dogada en fazla bulunan seryum ilk kez, 1803’te J.
Berzelius ve Wilhelm tarafindan bulunmustur. Bir¢ok mineral seryum icerse de,
monazite kumu, bestansit ve serit ticari 6nemi en ¢ok olan seryum mineralleridir.

Bunun disinda, minerallerinde diger nadir toprak elementleri de bulunur.


https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Asetoaset_esteri&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Fenilhidrazin&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Fenil,_metil_pirazolon&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Element

Cakmaktas, ¢esitli alasimlarda yiikseltgenmeyi 6nleyici ve vakum tiiplerinde oksijeni
gidermek amaciyla kullanilmasinin yaninda, %3 oraninda seryum yiiksek sicakliga
dayanikli alasimlara ilave edilerek jet motorlarinda da kullanilmaktadir. Sinema,
televizyonlarda ark lambalarinda ise metal olarak kullanilmaktadir. Ayrica optik
sanayiinde camin incelestirilmesi ve cam Uretiminde renk giderici olarak seryum
dioksitten faydalamlir (Arora vd., 2009, Dahle vd., 2015).

Atom, iyon veya molekiillerin kati1 bir destek iizerinde baglanmasina adsorpsiyon,
baglanmis taneciklerin kati destek yiizeyinden kopmasina desorpsiyon, kat1 destege
adsorplayict madde, kati yiizeyinde baglanan maddeye ise adsorplanan madde adi
verilir (Mildan, 2015). Adsorbe edilen maddenin yiizeyde tutunmasi igin bir kuvvet
gerekmektedir ve gerekli olan bu kuvvet etkilesimi zayif olan van der Waals kuvveti
ile meydana gelirse fiziksel adsorpsiyon gergeklesir. Eger adsorbe edilen madde ve
adsorplayict madde arasinda kimyasal bir tepkime gergeklesirse veya elektron alma ya
da elektron verme durumu gerceklesirse kimyasal bir adsorpsiyon gergeklesir.
Gergeklesen van der Walls etkilesimlerinde olusan baglar molekiiller arasinda
olmasina ragmen kimyasal adsorpsiyonda bu baglar atomlar arasinda
gerceklesmektedir. Fiziksel etkilesimler ile meydana gelen adsorpsiyonda
reaksiyonlar  tersinirdir. Bu nedenle adsorbent rejenere edilip tekrar
kullanilabilmektedir. Fiziksel adsorpsiyonda meydana gelen etkilesim c¢ok hizh
gergeklesirken kimyasal adsorpsiyonda meydana gelen etkilesimler sicakligin etkisi
ile degisebilmektedir. Molekiiller arasinda gergeklesen zayif etkilesimler ile olusan
adsorpsiyon teknikleri endiistride bir¢ok yerde kullanilmaktadir. Su molekdilleri iginde
sicakligin arttirilmasi ile olusan buharin havadan ya da diger gazlardan ayirt edilmesi
ve ayristirilmasi, karbondioksit gazinin endiistride kullanilan gaz karisimlarindan
analiz edilmesi, saf maddelerin elde edilmesi, gaz ve sivi karisgitmlarindan kot
kokularin giderilmesi seker ¢Ozeltisinde olusan farkli renklerin yok edilmesi gibi
bir¢ok adsorpsiyon uygulama alan1 bulunmaktadir. Kati katalizor uygulamalarinda ise

kimyasal adsorpsiyon kullanilmaktadir (Mildan, 2015).



1.1 Kriyojeller

Kriyojel teriminin kokii Yunancaya dayanmaktadir. Kriyo terimi Yunancada don ya
da buz anlamina gelen “kryos” kelimesinden gelmektedir. Bu polimerik yap1 jelimsi
bir yapiya sahip oldugu ig¢in jel ile birleserek kriyojel adini almistir. Kriyojeller farkl
kosullarda ve sicakliklarda dondurulabilme 6zelliklerine sahip olduklart igin
kriyokoaservat, kriyokoagulat, kriyosantre yapili olanlar, anormal yapili ve donma
¢oziinme isleminde kullanilan jeller gibi farkli isimler ile de tanimlanmislardir
(Schulze vd., 1964; Coban, 2015). Kriyojellerin donduruldugu sicaklik, kriyojellerin
sahip oldugu gdzenek boyutunun biiyiikligiinii belirler. Kriyojellerin dondurulma
sicakligr diisiik olursa yapida daha kiiglik gozenek olusur (Lozinsky vd., 1986). Diisiik
sicaklikta iiretilen kriyojellerin donmamis sivi mikrofaz hacminin az olmasi kriyojelde
daha ince ve daha yogun gozenek duvarlari olusturur. Eger kriyojelin dondurulma
sicakligi biiyiik olursa buz kristal yap1 biiytlikliikleri de o kadar biiyiik olur ve bdylece
sicakligin etkisi ile genislikleri arttirilmis bosluklu yapiya sahip kriyojeller hazirlanilir.
Yiiksek donma sicakligina sahip kriyojeller olusturulurken ¢6zeltinin donmama riski
oldugundan kriyojeller olusturulurken sicaklik dyle bir ayarlanmali ki polimerlesen
karisimi1 dondurabilsin (Plieva vd., 2004). Kriyojeller hazirlanirken suda sisme
oraninin fazla olmasi i¢in yapisindaki ¢apraz bag oraninin az olmasi gerekmektedir.
Baslangi¢ konsantrasyonu yiiksek tutulan kriyojellerde ¢ok yogun ve kirillgan yapiya
sahip gozenekler olusur fakat baslangi¢ konsantrasyonu azaldik¢a olusan gdzenekler
matriksler daha esnek ve bosluklu bir yapi alirlar (Ardvisson vd., 2003). Serbest
radikal polimerizasyon yontemi ile Uretilen kriyojellerin esnek ve stingerimsi bir
yapida olabilmesi igin belirli bir sicakliga kadar kriyojel dondurulmalidir (Plieva vd.,
2006).

Kriyojellerde polimer fazinda olusmus mikro goézenekler mevcuttur. Bu mikro

gozenekler kriyojelde heterofaz ve heterogdzenek yapiyr olustururlar (Sekil 1.2)

(Bolgen, 2008).



(a) Baglangig sistemi (b) Donmug sistem (c) Erimig sistem
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Sekil 1.2 Kriyojelasyon iglemi. (1: ¢Ozeltideki biyik molekuller, 2: ¢ozici 3:
kiclik-molekiler maddeler,4: donma noktasindak ¢oziicli; 5: donma noktasina
ulagsmamug sivimikrofaz; 6: kriyojelin polimer yapidaki gergevesi; 7: biiyiik bosluklu
yapilar; 8: ¢oziicli)

Kriyojeller kromatografik tekniklerle biyolojik molekillerin, mikroorganizmalarin
ayirma islemlerinde kullanilmakla beraber bunlarin immobilizasyonunda da

kullanilmaktadirlar (B6lgen, 2008).

Kriyojeller, farkli sekillerde elde edilebilirler. Bazilar fiziksel etkilesim kuvvetleri ile
olusan zay1f etkilesimler ile baglanmis heterojen polimerik yapilarin olusumu sonucu
elde edilirken bazilar1 ise kovalent baglarla baglanmis heterojen goriiniimlii polimerik
yapilarin olusumu ile elde edilebilirler. Kriyojellerin en tipik 6zelligi birbiri ile
baglantili makro gézenekli ve siingerimsi morfolojik yapida olmalaridir. Kriyojeller,
bu siingerimsi Ozelliklerinden dolay1 yapilarinda su barindirirlar. Ortamdaki su
mekanik olarak sikistirma ile yapidan ¢ikartilabilir. Bir kriyojelin  6zelligi
kriyojellesme sicakligi, donmus bir sekilde kalma siresi, ¢Ozicunln turd, icerdigi
coziinen veya cozinmeyen madde ile degisebilir (Cavus, 2011). Cam boncuk,
stingerimsi elastik yapi, silindir yapili, disk veya monolitik kolonlar seklinde

kullamilabilirler (Sekil 1.3) (Bdlgen, 2008).



Sekil 1.3 Kriyojellerin kullanim sekilleri: (a) silindirik yap1, (b) silindirik disk seklinde
tiretilmis kriyojel (B6lgen, 2008).

1.2 immobilize Metal Afinite Kromatografisi

1975 yilinda Porath ve arkadaslar1 tarafindan immobilize metal selat
kromatokromatografisi adi1 altinda yeni bir kromatografik yontem gelistirildi (Porath
vd., 1975). Calismacilar bulduklar1 bu basit yontem ile insan serumundan proteinleri
ayristirmak i¢in bakir ve ¢inko metal iyonlarin1 immobilize ederek gerceklestirdiler

ancak bu yontem 1961 yilinda Halfferich tarafindan tanimlanmist: (Helfferich, 1961).

Immobilize metal afinite kromatografisi (IMAK), kat: destek materyaline immobilize
edilen metal iyonlari ile elektron donor gruplar1 araciligiyla protein yiizeyindeki amino
asit artiklart arasindaki etkilesimlere dayanan segici bir ayirma teknigidir (Porath vd.,

1975; Fioravante ve Bueno, 2022).

Immobilize metal afinite kromatografisinde biyolojik molekillerin Asp, Glu, His, Cys
veya Lyz gibi aminoasit artiklar ile bag yapmamis elektron ¢ifti bulunduran farkli

metal iyonlar1 arasinda etkilesim gerceklesir (Lia vd., 2004).

Kromatografinin bu ¢esidinde bazi metal selat gruplarinin kovalent olarak baglanmasi
icin bir sorbent yada bir matriks kullanilmaktadir. Kullanilan bu sorbent ya da

matriksler selat grubu metal iyonlar1 ile kompleks bir bilesik olustururlar. Kompleks



yapinin i¢indeki metal iyonlarimin protein ile etkilesimini saglamak ic¢in serbest

koordinasyon bolgeleri bulundurmalidir. Metal iyonlari ile proteinler arasinda olusan

bu etkilesim ya hidrofobik ya da elektron alma-verme seklindedir (Sharma ve

Agarwal., 2001). IMAK ugulamalari i¢in bir ¢ok gecis metali kullanilmaktadir. Bakir,

nikel, kobalt ve demir IMAK uygulamalari igin kullanilan en yaygin gegis metalleridir.

Bu metal iyonlar elektron cifti alan iyonlar olarak diistiniilebilir (Ueda vd., 2003).

IMAK uygulamalarinda protein ayrilmast ve saflastirilmasi igin gergeklesen

mekanizma Sekil 1.4’te gosterilmektedir (Kazak, 2010).
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Sekil 1.4 IMAK uygulamalarindaki protein adsorpsiyon-desorpsiyon islemi i¢in sematik gésterim

(Kazak, 2010)



1.3 Lizozim

Alexander Fleming tarafindan 1922’de yumurta akindaki albuminden elde edilen
lizozim bakterilere karsi koruyucu etkisi olan, gesitli organizmalar tatarfindan tiretilen
bir enzimdir. Yumurta akinda ovalbumin, ovomukoid, G2 ve G3 globulinler gibi
proteinler ve lizozim gibi farkli birgok enzim bulunmaktadir (Tablo 1.1). (Ghosh vd.,

2000). Fakat bu enzimler arasinda lizozim 6nemli bir yere sahiptir (Y1lmaz vd., 2005).

Tablo 1.1 Yumurta ak1 protein bilesimi

Protein Molekiil agirhg: (Da) izoelektrik pH Protein yiizdesi
Ovalbumin 45,000 45 %054-57
Konalbumin 80,000 6,1 %12-15
Ovamucin 5,5-8,3x10% 47 %3-4
Lizozim 14,300 11,0 %3,4

Lizozimin toksik bir enzim olmadig1 ile ilgili 1993 yilinda Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) ve Gida ve Tarim Organizasyonu (GTO bir bildiri yayinlamislardir. Almanya,
Ingiltere, Fransa, Italya, Japonya ve Avusturya gibi bir ¢ok iilkede lizozimin gidalarda
kullanilmasina izin verilmektedir. Ayrica Kanada ve Amerika Birlesik Devletleri’inde
lizozimin genel olarak guvenli kabul edilebilir (Generally Recognised as Safe) GRAS
bir enzim oldugu goriilmiistiir (Ustiinkol, 2006). Muramidaz ve N-Asetil Muramik
hidrolaz olarak bilinen lizozimin (EC 3. 2. 1. 1. 7) molekul kdtlesi 14,3 kDa olup,
dogada yaygin olarak bulunan bir enzimdir. Lizozim bakterilerin hiicre ¢eperinde yer
alan mukopolisakkaritlerin N- asetilmuramik asit (NAM) ve N-asetil glukozamin
arasindaki (NAG) B (1—4) glikozidik baglar1 hidrolizler (Sekil 1.5) (Voet ve Voet.,
1990).
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Sekil 1.5 Bakteri hiicre duvarina ait NAG-NAM polisakkarit yapilari

Omurgali canlilarin hiicre ve salgilarinda oldukga fazla bulunan bu enzim, bakterileri
oldiirebilme 6zelligine sahip olmasindan dolay1 antibiyotik olma 6zelligine de sahiptir.
Biyolojik sivilarda ve kas dokularinda yaygin olarak bulunmaktadir. Yumurta aki,
gozyasi, ter, gevis getiren hayvanlarin sindirim sistemi lizozimin temel
kaynaklarindandir. Tavuk yumurta akinda bulunan lizozim, lizozim igeren maddeler
icinde en iyi karakterize edilenidir. Bol miktarda bulunmasi, ucuz olmasi, kolayca
kristalize olmasi ve yiiksek kararlilikta olmasi gibi bazi egsiz 6zellikleri onu kapsamli

protein ve enzim ¢aligmalart i¢in ¢ok iyi bir model yapmaktadir (Aktas, 2008).

Lizozim, peptidoglikan tabakaya ulasabilme Ozelligine sahip olmasindan dolay1
Gram-pozitif bakterilere kars1 ¢ok etkili bir antibakteriyel 6zellik tasimanin yaninda,
bazi Gram-negatif bakterilere karst da antibakteriyel 6zelliginin oldugu tespit
edilmistir (Aktas 2008).

Tavuk yumurta aki (HEW) lizozimi, lizozimin ¢ok yaygin c¢alisilmis bir enzim tiirti
olmanin yaninda mekanistik olarak en iyi anlasilmis enzimlerden biri olma 6zelligine
de sahiptir. Lizozimin yapisina bakildiginda i¢ kisimda 4 disiilfit bag1 ¢apraz olarak
bulunmaktadir. Ayrica tek polipeptid zinciri igeren ve 129 amino asit birimi
bulunduran bir enzimdir. Yumurta aki lizoziminin, hidrolizleme yetenegi oldukga
hizlidir. Bu 6zellige sahip olmasindan dolay1 hidrolizleme 6zelligi oldukg¢a yiiksek
olup, substratim katalizor yer almayan tepkimelere gore 10° kat daha yiiksek bir hizda
hidrolizleyebilmektedir (Sekil 1.6) (Voet ve Voet., 1990).
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Sekil 1.6 Tavuk yumurta aki lizoziminin birincil yapisi

G0z tedavisinde antibakteriyel bir madde olmasi, gida tiriinlerinde koruyucu 6zellige
sahip olmasi, hiicre i¢indeki bakterileri yok etmesi, enfeksiyon ve iilser tedavisinde
ilac olarak kullanilabilme 6zelliklerine sahip olmasindan dolay1 kullanim1 yaygin olan
bir enzimdir (Baydemir vd., 2015). Koruyucu 6zelliginden dolay1 et, balik, sebze ve
siit gibi bir¢cok gidanin uzun siire bozulmadan depo edilmesini saglar. Yara iyilestirici
kremler ve antikanser ilag yapiminda kullanilan lizozim farmakolojikal teknolojide

onemli bir enzimdir (Percin vd., 2015).

Lizozim mantarlarin iiremesini durduran, antitumor aktiviteler igeren, HI'V viriisiiniin

uremesini engelleyen ve niikleik asit ile ilgili fonksiyonlara sahiptir (Zhu vd., 2016).

Lizozim, omurgali canlilarin bir¢ok organlarinda, mukus ve serumda bulunan 6z
savunma enzimlerinden biridir (Uygun vd., 2015). Diger enzimlere nazaran molekiil
agirh@g kiiciik bir enzimdir fakat antibakteriyel olmasi, gida takviyelerinde
kullanilmasi ve bakterilerin hiicre duvarini yikma 6zelligine sahip olmasindan dolay1
endustriyel uygulamalarda ¢ok Onemli bir degere sahiptir (Kegili vd., 2007).
Lizozimin ii¢ boyutlu yapis1 Sekil 1.7 de gosterilmektedir.
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Sekil 1.7 Lizozimin ii¢ boyutlu yapisi

1.4 Antipirin

1883 yilinda Ludwing Knorr tarafindan ilk defa sentezlenen antipirin (1,2-dihidro-1,
5-dimetil-2—fenil-3 H pirazol-3-on) ayni zamanda analjezik ve ates diisiiriici bir
ilagtir. Karaciger mikrozomal enzim sistemi tarafindan yogun bir sekilde metabolize
edilen bir maddedir. Antipirinin insan kanindaki normal bulunmasi gereken aralik 1-
25 mg/L’dir. Ancak 50-100 mg/L araliginda bulunursa éliimciildiir. Antipirin toksik
etkisi daha az oldugu i¢in diger ilaglara gore daha giivenli bir ilagtir ancak viicutta
bir¢ok olumlu etkilerinin yaninda olumsuz etkileri de bulunmaktadir. Viicutta bobrek
yetmezligi ve akut alerjik reaksiyonlar gibi olumsuz durumlara sebebiyet
verebilmektedir (Karinen vd., 2015). Antipirinin kimyasal formili C11H12N20O ve
molekil agirhign 188,226 g/mol’diir. Sekil 1.8’de antipirinin genel formili

gOsterilmektedir.
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Sekil 1.8 Antipirinin yapist

1.5 Seryum

Lantanitler gecis metallerinde bulunan atom numaralar1 57 ile 71 araliginda degisen
elementleri kapsamaktadir. Lantanit grubunda 17 tane nadir toprak elementinin 15
tanesi yer almasindan dolay: lantanitlere nadir toprak etlemenleri de denilmektedir.
Lantanitlerin en 6nemli ortak Gzellikleri elektron degisiminin sadece 4f orbitaline
elektron eklenmesi ile gergeklesmesidir. +3 degerlikli lantanitler birbirlerine ¢ok
benzeyen Ozellikler gosterirler. Elektropozitiflik degerleri yiiksek oldugu igin
dretilmeleri zordur. +3 yiikli lantanitler atom ¢ap1 ve yliklerinden dolay1 yiiksek
koordinasyon numaralarina sahiptirler. +3 yiikli lantanit bilesiklerinin 6 ile 10

araliginda koordinasyon sayilar1 bulunmaktadir (Arora vd., 2009).

1803 yilinda seryum oksit bilesiginden kesfedilen seryum elementi periyodik tablonun
lantanitler grubundadir. Seryum proton sayisi 58, atom kiitlesi 140,1 g/mol olan bir
elementtir. Seryum yerkabugundaki nadir toprak elementleri igerisinde en fazla
bulunan ge¢is metalidir. Farmakoloji ve endiistri uygulama alanlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Seryum dogada saf bulunmadigi i¢in seryum fosfat, seryum silikat,
seryum dioksit ve hidroksil minarelleri islenerek seryum elde edilmektedir. Yakit ve
yakit katkilar1 i¢in nanoteknolojide yaygin bir kullanim alanina sahiptir (Dahle ve

Arai., 2015).
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1.6 Adsorpsiyon

Bir atomun, bir iyonun ya da bir molekiiliin kat1 bir yiizeyde tutunmasina adsorpsiyon
denir. Tutunan bu taneciklerin bagli oldugu kati yiizeyden ayrilmasina desorpsiyon
denir. Kati maddeye absorplayici madde, kat1 yiizeyinde tutulan maddeye ise
absorblanan madde denir (Mildan, 2015). Adsorbe edilen maddenin yiizeyde
tutunmasi i¢in bir kuvvet gerekmektedir ve gerekli olan bu kuvvet etkilesimi zayif olan
van der Waals kuvveti ile meydana gelirse fiziksel adsorpsiyon gergeklesir. Adsorbant
ile absorban arasinda kimyasal bir reaksiyon olusmasi ya da iyonik bir bag

gerceklesmesi durumunda kimyasal adsorpsiyon gergeklesir.

Molekiiller arasinda gergeklesen adsorpsiyon fiziksel adsorpsiyon iken atomlar
arasinda gergeklesen adsorpsiyon kimyasal adsorpsiyondur. Fiziksel adsorpsiyonda
reaksiyonlar geri doniisimli iken kimyasal adsorpsiyonda geri doniisim mimkin
degildir. Bu nedenle fiziksel adsoprsiyonda adsorbent yeniden kullanilabilmekte iken
kimyasal adsoprsiyonda ise bu durum miimkiin degildir. Fiziksel adsorpsiyonda
molekdller arasi etkilesim hizli olmasina ragmen, kimyasal adsorpsiyonda sicakliga
bagli olarak bu etkilesimler degisebilmektedir. Fiziksel adsorpsiyondan endustride
birgok alanda yararlanilmaktadir. Ornegin su buharinin havadan ya da diger gazlardan
analiz edilmesi, karbondioksit gazimin endiistride kullamlan gaz karigimlarindan
ayristirilmasi, maddelerin daha saf hale getirilmesi, gaz ve sivi karisimlarinda koku
giderici olarak yararlanilmasi, seker c¢ozeltisindeki rengin giderilmesi gibi bir¢ok
uygulama alanmi bulunmaktadir. Kati katalizor uygulamalarinda ise kimyasal

adsorpsiyon kullanilmaktadir (Mildan, 2015).

1.6.1 Adsorpsiyona Etki Eden Parametreler

Sicakhik: Adsorpsiyonda oldukga énemli bir kriter olan sicaklik, adsorpsiyonun

tipini belirtmektedir.

Ortamin pH Degeri: Iyonlarin adsorplanma kapasitesi farkli pH degerlerinde

yuksektir.
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Katyonik metal iyonlarinin adsorplanmasi spesifik pH degerlerinde 6nemli olurken,

anyonik iyonlarin adsorpsiyonu ise diisiik pH degerlerinde gergeklesir.

Adsorbamin Yiizey Alani: Adsorbanin yiizey alaninin tayini zor oldugu igin
adsorbanin birim agirligi basina adsorplanan madde miktar1 dikkate alinarak
degerlendirme yapilmaktadir. Adsorbanin yiizey alani arttik¢a adsorplanan madde

miktar1 da artar.

Baslangi¢ Adsorbant Konsantrasyonu: COzlnmiis adsorbant derisimi arttik¢a

adsorpsiyon hizi artar.

Denge Siresi: Adsorplama isleminin maksimum diizeyde odugu zaman araligi

olarak bilinmektedir.

Adsorbanin Parcacik Boyutu: Pargacik biyiikligi kuculdikce adsorplama
kapasitesini de artmaktadir (Weber ve Morris, 1964; Ardali, 1990).
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Bayramoglu ve Arica (2002) poli (HEMA), ¢itosan, procion green H-4G’den olusan
gozenekli polimerik membran hazirlamislardir. Hazirladiklari bu membranlar
tizerinde lizozimin adsorsiyon kapasitesini incelemislerdir. Bu ¢aligmada boya bagli
membranin lizozim adsorsiyon kapasitesi 14,06 mg/mL bulunmustur. Enzimi 1 M
KSCN kullanarak (pH: 8,0) desorbe ederek tekrarlanan adsorpsiyon/desorsiyon
caligsmalar1 boya bagli bu membranin lizozim adsorsiyonu i¢in uygun oldugunu ve
hedef protein iceren biiyiik hacimli biyolojik sivilarda etkili olacagini belirtmislerdir

(Bayramoglu ve Arica, 2002).

Xue ve arkadaslar1 (2004) istiridye plazmasindan lizozimi, iyon degisimi ve jel
filtrasyon kromatografisini kullanarak saflagtirmiglardir. Sodyum Dodesil Silfat
Poliakrilamid Jel Elekroforez (SDS-PAGE) kullamilarak lizozimin mol kiitlesi
yaklagik olarak 18,4 kDa hesaplanarak izoelektronik pH’1 10°dan daha biylk
bulundu. Lizozim i¢in iyonik siddet, pH, enzim baslangi¢ konsantrasyonu ve sicaklik
gibi optimizasyon calismalar1 yapildi. Istiridye plazmasindan saflastirilan lizozimin
Gram-pozitif (Lactococcus garvieae, Enterococcus sp.) ve Gram-negatif bakterilerin
(Escherichia coli, Vibrio vulnifacus) gelisimini engelledigi saptandi. Bu ¢alisma bir
istiridye ve ¢ift kabuklu bir yumusakg¢adan saflastirilan lizozim ile ilgili ilk caligmadir
(Xuea vd., 2004).

Kecili ve arkadaslar1 (2006) kimyasal aktivasyon ve ligand immobilizasyonu
asamalarma ihtiya¢ duymadan penisilin agilaz enzimi i¢in yalanci-spesifik ligand
hazirlamislardir. Bu amagla metakriloil antipirin (MAAP) ve etilen glikol
dimetakrilat (EGDMA) igeren polimerik mikro kiireler hazirlamiglardir. Hazirlanan
bu mikro kureler fourier doniisiimli kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ve nikleer
manyetik rezonans (NMR) ile karakterize edildi. Hazirlanan bu adsorbent penisilin
acilaz enziminin saflagtirilmasi i¢in kullanilarak bazi adsorpsiyon parametrelerinin
(pH, enzim konsantrasyonu etkisi gibi) protein adsorpsiyonu uzerine etkisi

incelenmistir (Kegili vd., 2006).
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Yao ve arkadaslar1 (2006) kopolimerizasyon yontemini kullanarak nanometre
boyutunda parcaciklar ve supermakrogdzeneklere sahip monolit kriyojeller olan alil
glisidileter (AGE), N, N’-metilen-bisakrilamid (MBAAm) ve akrilamid (AAm)
iceren kriyojelleri sentezlemislerdir. Hazirladiklar1 kriyojel siipermakrogdzenek
boyutunu 10-50 um ¢apinda bulup bovin serum albiiminin (BSA) adsorpsiyon ve
desorpsiyon ozellikleri incelenerek bu yeni kriyojelin protein kromatografisinde
kullanilabilecegi gozlemlenmistir. Kriyojel ve kriyojeldeki matriks yapist SEM ve
TEM ile analiz edilmistir (Yao vd., 2006).

Odabas1 ve arkadaslar1 (2007) lizozim enzimini yumurta akindan ve sivi ¢ozeltiden
saf olarak elde etmek igin polimerler hazirlamislardir. Oncelikle p(HEMA-MAH)-
Cu?* polimer yapidaki destek maddesini, lizozim iceren poli (HEMA-MAH)-Cu?*-
(Lys-MIP) tanecikleri olusturmuslardir. Kalip molekidl 0,1 M NaCl ile
uzaklastirilarak ¢alismalara devam edilmistir. Calismada lizozim baskili polimerin
spesifik ylizey alam 22,9 m?/g, pargacik biiyiikligii 20-30 pum, sisme orani ise %57
olarak hesaplandi. Analiz sonuglari ile parcaciklarin 42 pg MAH/g polimer ihtiva
ettigi ve en yiksek enzim adsorpsiyonunun 12,1 mg/g oldugu ifade edildi (Odabasi
vd., 2007).

Lu ve arkadaslar1 (2007) kolojen fiber matriks iizerine Fe (III) immobilizasyonu ile
yeni bir metal bagl affinite adsorbent hazirlamislardir. Yaptiklar1 ¢aligmada bu
adsorbentin sulu ¢6zeltiden lizozimin adsorsiyonu i¢in uygun oldugunu, adsorsiyon-
desorsiyon davraniglarinin pratik uygulamalarda yararli olacagini belirtmislerdir.
Enzim icin adsorsiyon kapasitesini 303 K’de, 2,5 mg/mL enzim derisiminde 395
mg/g olarak bulmuslardir. Optimum pH: 8,0 olarak bulunmus ve adsorsiyon
kapasitesinin sicakliga bagli olarak arttigimi goézlemlemislerdir. Ayrica tavuk
yumurta aki tozundan hazirladiklar1 bu matriks ile lizozim enzimini saflastirmislardir

(Lu vd., 2007).

Yilmaz ve arkadaslar1 (2009) tavuk yumurta akindaki lizozimi saf olarak elde etmek
icin N-metakriloil (L)-triptofan (MATrp) iceren poli (2-hidroksietil metakrilat)
P(HEMATTrp) kriyojeli hazirladilar. PHEMATrp) kriyojeli FT-IR, SEM ve sisme
testi ile karakterize edildi. P(HEMATTp) kriyojelinin pargacik boyutu 60-100 pm,
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yiizey alam ise 50 m?/g olarak bulundu. Kriyojelin denge sisme oran1 p(HEMA) ve
p(HEMATTp) icin sirastyla, 7,18 g H2O/g ve 6,99 g H>O/g olarak bulundu. Lizozim
adsorpsiyonu Uzerine pH, akis hizi, sicaklik, protein konsantrasyonu ve tuz
cozeltisinin etkisi incelendi. Sulu c¢ozeltiden p(HEMA) ve p(HEMATrp) ile
hazirlanan kriyojelin lizozim adsorpsiyon kapasitesi 2,9 ve 46,8 mg/g olarak
bulundu. Ayrica lizozimin safligit SDS-PAGE ile belirlendi (Yilmaz vd., 2009).

Unlii ve arkadaslar1 (2011) monolitik kriyojel igine gdmiilmiis Ni?*-cok atomlu
partikillerin protein adsorpsiyon kapasitesini arastirmak i¢in ¢alisma yapmislardir.
Bu calismada p(HEMA) monolitik kompozit-Ni?*-(da) hazirlanarak insan
serumundan ve sulu ¢ozeltiden albiimini saf elde etmislerdir. Kompozit kriyojelin
karakterizasyonu SEM ile analiz edilmistir. Farkli pH, gomiili partikil miktari,
baslangig protein derisimi, sicaklik ve akis hiz1 gibi etkenlere bagli olarak, kompozit
kriyojelin adsorplama kapasitesini arastirmislardir. En yiiksek adsorpsiyon pH: 8,0
fosfat tamponu ile 485,15 mg/g olarak bulunmustur. Hazirlanan bu Kkriyojelin
albumin adsorpsiyon kapasitesinde anlamli bir diisiis gostermedigi gézlemlenmistir
(Unlii vd., 2011).

Tyagi ve arkadaslar1 (2011) serbest radikal polimerizasyon teknigiyle monomer
olarak farkli konsantrasyonlarda metakrilik asit (MAA) ve 2-hidroksietil
metakrilattan yola ¢ikarak APS/TEMED ve etilen glikol varliginda p(HEMA-MAA)
hidrojelleri sentezlemislerdir. Sentezlenen bu hidrojel i¢in %30 oraninda MAA
kullanilmistir. Sentezlenen p(HEMA-MAA) icin denge sisme oran1 %587 olarak
bulunmustur. %10 MAA kullanilarak hazirlanan hidrojel igin sisme orani ise %413
olarak bulunmustur. Hazirlanan hidrojeller SEM ile karakterize edilmis diizensiz ve
kiimeli bir yapida oldugu tespit edilmistir. Hidrojellere insulin yiikleme kapasitesi
farkli MAA konsantrasyonlarinda calisilmis ve insulin yiikleme kapasitesinin en
yogun oldugu konsantrasyon %60 MAA derisiminde hazirlanan konsantrasyon
olmustur. Bu jellerin seker hastaligina yakalanan fareler igin tedavi amagl

kullanilabilir olacag1 ongorilmiistir (Tyagi vd., 2011).

Cimen ve Denizli (2012) IMAK ile bir kriyojel hazirlayarak sitokrom c enzimini
saflagtirmiglardir. Bu amagla poli (hidroksietilmetakrilat - N- metakriloil- (L) - (His)
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monolitik kriyojeli TEMED ve APS kullanarak hazirlamislardir. Hazirlanan
kriyojelin spesifik yilizey alam 38,6 m?/g olarak belirlenmistir. 113,7 um MAH/g
icerdigi goriilen p(HEMAH) kriyojel Cu?* iyonlar1 ile komplekslestirilmis, ardindan
tavsan karaciger homojenat1 ve sulu ¢ozeltiden sitokrom ¢ enziminin adsorpsiyonu
incelenmistir. Cu?*- baglh P(HEMAH) kriyojelin sitokrom ¢ adsorpsiyon kapasitesi
pH:8,0 fosfat tamponu i¢inde 20,8 mg/g olarak bulunmustur. Homojenatta sitokrom
¢ enziminin adsorpsiyon kapasitesi ise %93,8 saflikta 37,7 mg/g olarak bulunmustur.
Hazirlanan kriyojelin  tekrarlanabilirlik calismalarinda enzimin adsorsiyon
kapasitesini kaybetmeden kullanilabilecegini belirtmislerdir (Cimen ve Denizli,
2012).

Akduman ve arkadaslar1 (2013) Zn (II) iyonu bagl poli (HEMA-GMA) kriyojel
kolon hazirlayarak bira mayasindan alkol dehidrojenaz enzimini saflastirmiglardir.
Kriyojelin karakterizasyon calismalarin1 FTIR, SEM, EDX ve sisme testleri ile
yapmislardir. Enzim adsoprsiyonu iizerine pH, sicaklik, enzim derisimi ve akis

hizinin etkisini incelemislerdir (Akduman vd., 2013).

Baydemir ve arkadaslari (2015) tavuk yumurta akindan lizozim enzimini
saflastirmak i¢in mikrokiire gdmiilii yeni bir kompozit kriyojel sentezlemislerdir. 5
pum den kicuk olan poli (hidroksietilmetakrilat-N-metakakriloil-L-fenilalanin,
p(HEMAPA) mikrokreleri poli[hidroksietil metakrilat p(HEMA)] kriyojel kolon
icine gommiislerdir. PAHEMAPA) mikrokiire gomiilii kriyojel kolon sigme testleri,
taramal1 elektron mikroskobu (SEM), yiizey analizi Brauner-Emmett-Teller (BET)
Olctimleri, element analizi ve akis dinamigi ¢alismalar1 ile karakterize edilmistir.
Kompozit kriyojelin yiizey alam 41,2 m?/g olarak hesaplanmistir. Sulu ¢ozeltide
lizozim baglanma ¢aligsmalar ile ilgili olarak enzim konsantrasyonu, pH, akis hizi,
sicaklik ve NaCl konsantrasyonunun etkisi gibi farkli parametrelerde c¢aligmalar
yapilmistir. 10 defa tekrar kullanilabilirlikte bile lizozim adsorpsiyon kapasitesinde
azalma olmadig goriilmiistir. Bu kolon ile yumurta akindan lizozim enzimi

saflagtirilarak enzimin saflig jel elekroforezi ile belirlenmistir (Baydemir vd., 2014).

Tilrkmen ve Denizli (2014) yumurta akindandan lizozim saflastirmak igin hidrofobik

ligand olarak N-metakriloil-(L)- triptofan metilester (MATrp) kullanarak,
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dispersiyon polimerizasyonu ile poli(glisidil metakrilat-N-metakrriloil-L-triptofan),
P(GMATTrp) kriyojelini hazirlamislardir. Hazirladiklar1 bu kriyojele poli (hidroksietil
metakrilat (PHEMA) vyiklemislerdir. Calismalarinda P(HEMA)/P(GMATrp)
kompozit kriyojeli icin adsorpsiyon kapasitesini 332,7 mg/g olarak bulunarak, enzim
adsorpsiyonu i¢in tekrarlanabilirlik calismalar1 yapilmis ve p(HEMA/p(GMATTtp)
kompozit kriyojelin lizozim adsorpsiyon kapasitesini artirdigin1 gozlemlemislerdir
(Tdrkmen ve Denizli, 2014).

Percin ve arkadaslar1 (2014) lizozim saflagtirilmasi i¢in poli (hidroksietil metakrilat)’
a P(HEMA) ile Cibacron Blue F3GA ve Alkali Blue 6B’ yi immobilize ederek
kriyojel diskleri hazirlamislardir. Hazirladiklar1 bu kriyojel diskleri taramal1 elektron
mikroskobu, sisme testleri, elementel analiz ile karakterize ederek c¢alismalarini
tamamlamisglardir. Sulu ¢ozeltilerden lizozim adsorpsiyonu i¢in her bir kriyojel ayri
ayrt kullanilmis ve maksimum lizozim adsorpsiyon kapasitesini Cibacron Blue
F3GA igin 103,3 mg/g Alkali Blue 6B igin ise 106,7 mg/g olarak bulmuslardir. pH,
iyonik siddet, ve sicakhigin lizozim adsorpsiyonuna etkisini hesaplamislardir.
Yaptiklar1 bu calismanin sonucunda hazirladiklart P(HEMA) ile desteklenmis
Cibacron blue F3GA ve Alkali blue 6B kriyojelinin lizozim saflagtirilmasi igin

ekonomik ve hizli saflagtirma yaptigin1 gozlemlemislerdir (Pergin vd., 2014).

Uygun ve arkadaslarinin (2015) yaptig1 ¢alisma incelendiginde poli(metil metakrilat-
glisidil metakrilat; p(MMA-GMA) kriyojeli metakrilat ve glisidil metakrilatin
radikal kriyo polimerizasyon ile hazirlamislardir. Daha sonra Reactive Green 19
boyasi ile fonksiyonellestirerek hazirladiklart bu kriyojeli lizozim adsorpsiyon
calismalarinda kullanmiglardir. Kriyojelin FTIR, SEM, EDX gibi karakterisazyon
calismalarin1 yapmislardir. Lizozim adsorpsiyon kosullarin1 belirlemek i¢in
yaptiklari ¢alismada maksimum enzim adsorpsiyonunu pH:6,0 fosfat tamponu ile 32
mg/g olarak bulmuslardir. Desorpsiyon asamasinda pH: 4,5 asetat tamponu iceren
1,5 M NaCl kullanilarak desorbe olan lizozimin enzim aktivitesini incelemislerdir.
Enzimin hazirlanan bu yeni boya bagl kriyojelde baglanma kapasitesinin
azalmadigin1 10 kez yapilan tekrarlanabilirlik calismalari ile gozlemlemislerdir

(Uygun vd., 2015).
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Hazarkhani ve arkadaslar1 (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada sulu ¢ozeltilerden
metil oranjin uzaklastirilmast i¢in pullulan/poli(N-vinilimidazol) kriyojeli
sentezlenmistir. Kriyojelin baz1 karakterizasyon ¢alismalar1 (element analizi, FTIR -
ATR, termal gravimetrik analizi, SEM analizi gibi) yapildiktan sonar metil oranj igin
adsorpsiyon kapasitesi incelendi. 200 ppm olarak hazirlanan metil oranj ¢6zeltisinde
maksimum adsorpsiyon kapasitesi 54,2 mg/g olarak bulundu (Hazarkhani vd., 2021).
Denizli ve arkadaslart (2021) tarafindan yapilan c¢alismada kompozit Kriyojel
hazirlanarak, tirozin aminoasidinin adsorpsiyonu i¢in bazi parametreler
belirlenmistir. Bu amacla molekiiller baskili manyetik silika mikrosfer gomiilii bir
kriyojel hazirlandi. Karakterizasyon c¢alismalarinin ardindan optimum tirozin
adsorpsiyon kosullart belirlendi. Maksimum adsorpsiyon kapasitesi pH: 8,0’da fosfat
tamponu ile 62,27 mg/g olarak hesaplandi. Tekrar kullanilabilirlik ¢aligmalarinda,
hazirlanan kompozit kriyojelin  performansinm1i  kaybetmeden sekiz kez

kullanilabilecegi rapor edildi (Denizli vd., 2021).

Sarkaya ve Alli'nin (2021) ¢alismalarinda, sirasiyla 2-hidroksietil metakrilat
(HEMA), N-vinil pirolidon (VP) ve N-vinil formamid kullanilarak poliHEMA-VP)
ve poli(HEMA-VF) kriyojel kolonlar hazirlandi. Bu kriyojellerin sisme derecesi
Uzerine farkli solventlerin etkisi incelenerek, karakterizasyon calismalar1 yapildi.
Daha sonra model ilag olarak metil kirmizisi (MR), metilen mavisi (MB) ve metilen
yesili (MG) hazirlanan kriyojellere yiiklenerek, kriyojel kolonun kontrollii salim
Ozellikleri incelendi. 2 saat icinde kriyojelden yaklasik %90 ila¢ saliminin

gergeklestigi goriildi. (Sarkkaya ve Alli, 2021).

Zenger ve Baydemir- Pesint (2022) yaptiklart ¢alismada, insan kan serumundan
serum albiimin proteinini saflastirmak icin iki tabakali, molekuler baskili kriyojel
sentezlemislerdir. Sentezlenen kriyojelin karakterizasyonu sigsme testi, taramali
elektron mikroskobu, BET analizi ve mikro bilgisayarli tomografi ile yapildiktan
sonra serum alblimin i¢in optimum parametreler c¢alisildi. Hazirlanan iki tabakals,
molekiiler baskili kriyojelin en yiiksek adsorpsiyon kapasitesi kullanilan protein i¢in
106,8 mg/g olarak hesaplandi. Adsorpsiyon kapasitesinde ise 10 kez kullanimda bile

anlamli bir azalma olmadig1 gézlemlendi (Zenger ve Baydemir-Pesint, 2022).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 Kullanilan Kimyasallar

Bu bilimsel ¢alisma asamasinda kullanilan kimyasal ve biyokimyasal maddeler

analitik saflikta olup, ticari olarak temin edilmistir.
Lizozim (yumurta aki lizozimi, katalog numarasi: Sigma 62970)
N, N’-metilen bisakrilamid (MBAAM)

N, N, N', N -tetrametiletilendiamin (TEMED)
Amonyum persulfat (APS)

Sodyum klorir (NaCl)

Disodyum hidrojen fosfat (NazHPOa)

Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO.)
Seryumnitrat hegzahidrat (Ce(NO3)3.6H20)
Kloroform (CHCl3)

Hidroklorik asit (HCI)

Asetik asit (CH3COOQOH)

Sodyum asetat (CH3COONa)
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3.2 Kullanilan Cihazlar

Bu ¢alismanin tamami Dicle Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii, Biyokimya
Arastirma Laboratuari’nda yapilmistir. Kullanilan cihazlarin listesi Tablo 3.1 de

gosterilmektedir.

Tablo 3.1 Kullanilan cihazlar

Hassas terazi (Gec Avery)

pH metre (Mettler-Toledo)

Manyetik karistirict (Heidolph)

UV-Vis Spektrofotometre (UV mini 1240 —Vis spectrophotometer Shimadzu)

Peristaltik pompa (Watson-Marlow)

Etuv (Binder)

Manyetik Karistiricr, 1sitmali (IKA)

Mikropipet (Eppendorf)

Hassas Terazi (Hettich)

FT-IR (Mattson 1000 FT-IR Spectrometer)

SEM (JOEL, JSM 5600)

EDX (FEI Quanta FE6-250)

Derin dondurucu (Sanyo)
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3.3 Tampon Cozeltiler
3.3.1 pH: 5,0; 20 mM asetat tamponu:

14,8 mL 20 mM asetik asit izerine 35,2 mL 20 mM sodyum asetat ilave edildikten

sonra Uzerine distile su ilave edilerek toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.
3.3.2 pH: 6,0; 20 mM fosfat tamponu

6,15 mL 20 mM Na;HPO, tizerine 43,85 mL NaH-»PO, ilave edildikten sonra Uizerine

distile su ilave edilerek toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.
3.3.3 pH: 7,0; 20 mM fosfat tamponu

30,5 mL 20 mM NazHPO4 Uizerine 19,5 mL NaH»POy ilave edildikten sonra Uzerine

distile su ilave edilerek toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.
3.3.4 pH: 8,0; 20 mM fosfat tamponu:

47,35 mL 20 mM NaoHPO4 Uizerine 2,65 mL NaH»POy4 ilave edildikten sonra izerine

distile su ilave edilerek toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

3.4 Metakriloil Antipirin-Ce** Hazirlanmasi

Bu calismada kullamlan Metakriloil antipirin (MAAP), Anadolu Universitesi Fen
Fakiiltesi Kimya Boliimii’nde Kegili ve arkadaslari tarafindan asagidaki prosediire

gore sentezlenmistir (Kegili vd., 2006).

5,0 g 4-aminoantipirin ve 0,2 mL piridin 100 mL kuru CHCIs i¢inde ¢6ziindi. Daha
sonra hazirlanan ¢ozelti 0 °C de sogutuldu. Sogutulan ¢ozeltiye 0,26 mL metakriloil
Klorlr ilave edilerek 2 saat oda sicakligina getirildi. Olusan tepkime sonucunda,
cozeltide tepkimeye girmeyen metakriloil klortir 50 mL HCI ve 50 mL NaOH ile
yikandi. Organik faz bir karistirici evaporator i¢inde evapore edilip, geriye kalan
madde petroleum benzene- etil asetat ¢ozeltisi icinde kristalize edildi. MAAP-Ce3*
selat kompleksini hazirlamak i¢in 100 mg/50 mL Ce(NOs3)s tizerine 130 mg MAAP
ilave edildi. Hazirlanan bu ¢6zelti oda sicakliginda ve 100 rpm de 24 saat karigtirildu.
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Atomik adsorpsiyon spektrofotometresi ile ¢ozeltideki Ce®* iyonlari konsantrasyonu

KESED

bulundu. Baglanmis olan Ce?®* iyonlar1 Ce3*’iin denge ve baslangi¢ konsantrasyonlari

kullanilarak hesaplandi.

3.5 P(HEMA-MAAP-Ce®*") Kriyojelinin Hazirlanmasi

Bir beher icindel,3mL HEMA ve 100 pL MAAP-Ce*? karistirilarak (izerine 5mL
deiyonize su ilave edildi. Ayr1 bir yerde 0,283 g MBAAm 10 mL deiyonize su iginde
¢oziildiikten sonra bu iki ¢ozelti karistirildi. Buz banyosu icine oturtulan tuplere 20
mg APS ve 50 uL TEMED ilave edilerek 2-3 dakika hafifce ¢alkalandi. Daha sonra
hazirlanmis polimerik materyal 5 mL’lik plastik siringalara ilave edilerek, -18 °C’de
24 saat kriyojelasyon igin bekletildi. Ertesi giin siringalar alinarak yapidaki suyun
¢oziilmesi igin bir siire oda sicakliginda bekletildi. Ardindan reaksiyona girmemis
monomerler, kriyojel 50 mL deiyonize su ile yikanarak uzaklastirildi. Hazirlanan
kriyojel kullanilincaya kadar +4 °C’de bekletildi.

3.6 P(HEMA-MAAP-Ce®") Kriyojelinin Karakterizasyon Calismalar1
3.6.1 Sisme testi

Hazirlanan kriyojel, 50 mL distile su igeren bir beher iginde sismesi i¢in tutulduktan
sonra, alinarak hassas terazide tartildi. Daha sonra kurutularak tekrar tarttmi alindi.
Kurutulmus ve biiylik oranda sismis kriyojellerin agirliklarindan yararlanarak

polimer yapili kriyojellerin su baglama kapasitesi 3.1 esitligi kullanilarak hesaplandi.
S = Wi Wi/ W @)

Esitlikte Wo, su baglanmadan 6nceki kriyojel agirligi Ws ise su baglandiktan sonraki
kriyojel agirligin1 gram (g) olarak gostermektedir. Kriyojellerin maksimum gézenek

kapasitesi ylizdesini (%M) hesaplanmak i¢in esitlik 3.2 kullanildi.

Bu esitlik kullanilirken Once denge sisme oranima sahip kriyojel 6rnegi (W siax)

tartildi. Sismis kriyojel bir enjektor igerine alinarak kriyojelin makrogdzeneklerinde
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bulunan suyu uzaklagtirmak igin kriyojel enjektor ile sikilarak tekrar tartildi

(Wisikistimian). Kriyojelin sahip oldugu makrogoézeneklerin yiizdesi hesaplandi:

%M = [(Wlslak - Wsﬂ(lstlrllan) / Wlslak] x 100 (32)

3.6.2 UV-NIR, EDX calismalari ve yiizey morfolojisi ¢alismalari

Metakriloil antipirin-Ce** (MAAP-Ce**) UV-NIR ve EDX spektroskopik
teknikleriyle analiz edildi. P(HEMA-MAAP-Ce*®) kriyojeli Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) kullanilarak bu kriyojelin ylizey morfolojisi goruntileri elde
edildi.

3.6.3 FT-IR ¢calismasi

P(HEMA-MAAP-Ce®*) kriyojelinin yapt analizi FT-IR spektrofotometresi ile
yapildi. FT-IR’da karakterizasyon amaci ile kriyojel ornekleri oda sicakliginda
kurutuldu. Kurutulan kriyojel toz haline getirildikten sonra potasyum bromr ile
(KBr, 0,1 mg, IR Grade) karistirildi. Daha sonra 6rnek pelet haline getirilip, FT-IR
400-4000 cm™ dalga boyu araliginda spektrumu gekildi.

3.7 Sulu Cozeltiden Lizozim Adsorpsiyonu

Hazirlanmis olan kriyojel, dncelikle 50 mL saf su ile yikandiktan sonra 10 mL 20
mM fosfat tamponu (pH:6.0) ile 30 dak. dengeye getirilerek, 10 mL (0,5 mg/mL)
lizozim ¢ozeltisi 2 saat boyunca peristaltik pompa ile kriyojel kolonundan gecirildi.
Adsorplanan lizozim miktar1 Bradford yontemine gore tayin edildi (Bradford, 1976).
Bunun i¢in 6rneklerden 100 pL alinarak iizerlerine 4,95 mL Bradford reaktifi
birakildi. 5 dak. bekletildikten sonra, orneklerin 595 nm’de absorbans degerleri

okundu. Biitiin adsorpsiyon ¢alismalar1 25 °C’de gergeklestirildi.
Adsorbe edilen lizozim miktar1 esitlik 3.3’e gore hesaplandi:

Q=(Co-C)V/m (3.3)
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Q: Adsorplanan lizozim miktar1 (mg/g)

Co: Lizozim ¢ozeltisinin kolondan gegcmeden 6nceki konsantrasyonu (mg/mL)
C: Lizozim c¢ozeltisinin kolondan gectikten sonraki konsantrasyonu (mg/mL)
V: Hacim (mL)

m: Adsorpsiyon i¢in kullanilan kriyojelin kiitlesi (g)

Adsorpsiyon caligsmalarinda enzim adsorpsiyonu lizerine pH, akis hizi, sicaklik,
baslangi¢ lizozim derisimi ve iyonik siddetin etkisi incelendi. pH etkisini incelemek
i¢in sirastyla 20 mM’lik pH: 5,0 asetat ve 20 mM’lik pH: 6,0; 7,0 ve 8,0 fosfat tampon
¢Ozeltileri kullanildi. Adsorpsiyon iizerine akis hizinin etkisini hesaplamak igin 0,5;
1,0; 2,0, 3,0 ve 4,0 mL/dak., sicaklik ve baslangi¢ enzim derisiminin etkisini
incelemek i¢in ise sirasiyla, 4; 25; 35 ve 45 °C ve 0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 1,25 ve 1,50
mg/mL araliklarinda ¢alisildi. 0,05; 0,1; 0,5 ve 1,0 M NaCl c¢ozeltisi ile lizozim

adsorpsiyonu iizerine iyonik siddetin etkisi arastirildi.

Deneysel asamalar sonucunda adsorplanan lizozim 2 saat boyunca 1,0 M NaCl iceren
20 mM fosfat tamponu (pH: 6,0) ile desorbe edilip desorpsiyondan sonra ise 1 saat
distile su ile temizlenerek tekrar kullanilmasi saglandi. Bu Calismada deneyler, ayni
kosullarda ii¢ kez tekrarlanip standart sapma degerleri baz alinarak hesaplamalar

yapildi.

3.8 Standart Lizozim Egrisi

1,5 mg/mL’lik stok lizozim ¢ozeltisinden farkli konsantrasyonlarda cozeltiler
hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin Bradford yontemine gore 595 nm’de protein

miktar tayinleri yapildi (Bradford, 1976).

3.9 Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

P(HEMA-MAAP-Ce®*)  kriyojeline  adsorplanan  lizozimin  desorpsiyon
calismalarinda 20 mM fosfat tamponu (pH:6.0) igeren 1 M NaCl ¢ozeltisi kullanildi.
30 mL desorpsiyon ¢ozeltisi 0,5 mL/dak. akis hizinda 120 dak. boyunca kriyojelin
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kolondan gecirilmesi saglandi. Belirli araliklarda (10; 20; 40; 60; 80 ve 120 dak.)

alman 6rneklerin 595 nm’ de dl¢iimleri alindu.
Desorpsiyon yiizdesi (%) asagidaki denkleme (3.4) gore hesaplandi:

Desorpsiyon ylzdesi % = Serbest kalan lizozim miktar1 x 100 / Adsorbe edilen

lizozim miktar1 (3.4)

Desorpsiyon isleminden sonra p(HEMA-MAAP-Ce3*) kriyojel 50 mL saf su ile
yikanarak, bir sonraki asamaya ge¢mek i¢in 20 mM fosfat tamponu (pH: 6,0) ile
dengeye getirildi.

P(HEMA-MAAP-Ce®*) kriyojelinin tekrar kullanilabilirligi ¢alismalari i¢in lizozim
adsorpsiyon-desorpsiyon islemi 7 kez tekrarlandi. Her asamada kolonda, 20 mM
fosfat tamponu (pH: 6,0) iceren 1 M NaCl c¢ozeltisi ile desorpsiyon islemi
gergeklestirilerek, ardindan kolon 50 mL saf su ile yikandi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Karakterizasyon Calismasi

4.1.1 Sisme testi

P(HEMA-MAAP-Ce%*) kriyojeli (HEMA) ve (MAAP-Ce**) komplekslerinin
kriyopolimerlesmesi ile hazirlandi. Bu kriyopolimerlesme igin capraz baglayici
olarak MBAAm kullanildi. Reaksiyon baslatici olarak APS aktivator olarak ise
TEMED kullanildu.

Kriyojeller hem matriksin yapist hem de ¢apraz bag derecelerine gore yapilarina su
alarak siserler. Yapilan calismalar sonucu, hazirlanan p(HEMA-MAAP-Ce*) icin
denge sisme oran1 7,39 g H.O/g, makrogdzenek miktariise % 80,8 olarak hesaplandi.

P(HEMA-MAAP-Ce?**) kriyojel siingerimsi ve esnek bir yap1 goriiniimiinde olup,
gozeneklerde bulunan su, kriyojelin el ile sikistirilmasi sonucu uzaklastirilabilir.
Suyu hemen yap1 igine alarak birkag saniye i¢inde tekrar eski yapisina doniistir (Sekil

4.1).

Sekil 4.1 Sigmis ve kurutulmus p(HEMA-MAAP-Ce*") kriyojel
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4.1.2 Ylzey morfolojisi

Kriyojelin SEM analizi goriintiisii Sekil 4.2°de gosterilmektedir. Sekilde gorildiigii
gibi kriyojel birbirine bagli ve porlu bir yapiya sahiptir. PC(HEMA-MAAP-Ce®")
kriyojelinin gézenek boyutu taramali elektron mikroskobunda 30-50 pum olarak
olculdu.

det vac mode WD mag [] HV pressure | spot —200 ym
® | LFD | Low vacuum | 9.8 mm 750x | 10.00kv | 120Pa | 3.0 DICLE DUBTAM

e(‘:\;‘

Sekil 4.2 P (HEMA-MAAP-Ce*®) kriyojelinin SEM gériintiisi

4.1.3 UV-NIR ve EDX ¢alismalari

Fonksiyonel metal-selat monomer MAAP-Ce3* lizozime segici baglanmak igin
hazirlandi. Hazirlanan kompleks UV-NIR ile karakterize edildi. Sekil 4.3’te
goriildiigii gibi, MAAP herhangi bir pik gostermezken, MAAP-Ce®* kompleksi icin
916, 1037, 1081, 1109 ve 1141 nm’de bes farkli pik gozlendi. UV-NIR bdlgesinde
olusan bu pikler MAAP ve Ce3* iyonunun komplekslestigini gostermektedir.

Sekil 4.4°te MAAP-Ce*" kompleksinin EDX spektrumu gorilmektedir. MAAP-Ce®*

kompleksinde %15,12 N ve %2,89 Ce* varligi yapida azot ve Ce3* oldugunu

gOstermektedir.
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Sekil 4.4 MAAP-Ce** kompleksinin EDX spektrumu
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4.1.4 FT-IR ¢ahismalari

Lizozim adsorpsiyonu i¢in hazirlanan p(HEMA-MAAP-Ce®") kriyojelinin FT-IR
spektrumu Sekil 4.5’te gosterilmistir. Sekilde goriildiigii gibi, p(HEMA-MAAP-
Ce®*) kriyojel 3412 ve 3104 cm?™’de sirasiyla karakteristik —OH ve —NH
titresimlerine sahiptir. 1768-1712 cm™’de ise ester, amid ve siklik karbonil

gruplarinin C=0 baglarinin band1 goriilmektedir.
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Sekil 4.5 HEMA ve P(HEMA-MAAP-Ce*") kriyojellerinin FT-IR spektrumu

4.2 Standart Lizozim Egrisinin Belirlenmesi

Deneysel asamalarda kriyojel kolona adsorplanan lizozim miktarin1 bulmak igin
belirli derisimlerde lizozim c¢d6zeltileri hazirlanarak, enzim i¢in standart lizozim
grafigi olusturuldu. Calismada R? degeri 0,9939 olarak bulundu. Standart lizozim
grafigi Sekil 4.6°da verilmektedir.
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Sekil 4.6 Standart lizozim grafigi ( 3 tekrarli deneyler)

4.3 Adsorpsiyon Calismalari
4.3.1 Lizozim adsorpsiyonuna akis hizinin etkisi

Farkli akis hizlarinda adsorplanan lizozim miktar: ile ilgili elde edilen veriler Sekil
4.7°de gorulmektedir. Akis hizinin 0,5 mL/dak.’dan 4 mL/dak.’a degismesiyle
lizozim adsorplama kapasitesinin 57,84 mg/g’den 47,35 mg/g’ye kadar azaldigi
goriildii. Bu sonuca gore lizozim adsorpsiyon kapasitesinin akis hizindan bagimsiz
oldugu soylenebilir. Adsorpsiyonun akis hizindan bagimsiz olmasi p(HEMA -
MAAP-Ce**)’{in baglayici kiitle transfer 6zelliginden kaynaklanabilmektedir (Pergin
vd., 2013).
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Sekil 4.7 Lizozim adsorpsiyonuna akis hizinin etkisi.Deneysel kosullari: pH: 6,0; T:25
°C; Lizozim derisimi: 0,5 mg/mL

4.3.2 Lizozim adsorpsiyonuna pH etkisi

Adsorpsiyon kapasitesine etki eden parametrelerden biri pH’tir. Calismada 20 mM
asetat (pH: 5,0) ve 20 mM fosfat (pH: 6,0,7,0, 8,0) tampon ¢ozeltileri ile 0,5 mg/mL
lizozim c¢ozeltisi kullanilarak farkli pH’lardaki ¢ozeltilerin lizozim adsorpsiyonu
uzerindeki etkileri incelendi. Lizozim icin en yiksek adsorpsiyon kapasitesi pH: 6,0’
da 57,84 mg/g kriyojel olarak bulundu. Lizozim adsorpsiyon kapasitesinin pH: 6,0’
dan sonra ise azaldig1 tespit edildi. Sekil 4.8°de gosterildigi gibi, pH: 6,0’1n altindaki
ve uistiindeki pH’larda adsorpsiyon kapasitesi diismektedir. Bu durum yiiklii gruplar

arasindaki elektrostatik etkilesimler sonucu olabilmektedir.

IMAK ’ta protein adsorpsiyonu bazi metal iyonlar1 ve histidin (His), sistein (Cys) gibi
amino asitler arasindaki etkilesimler yoluyla gergeklesir. Lizozimin yiizeyinde bir
His artig1 bulunmakta ve ¢ogu proteinde His amino asidinin pKa degeri 5,5-8,5

degerleri araligindadir (Lu vd., 2007). Bu degerin {stiinde His’in imidazol grubu
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protonsuzdur ve pozitif yiiklii metal iyonlariyla etkilesime girebilmektedir (Tiizmen

vd., 2012).
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Sekil 4.8 Lizozim adsorpsiyonuna pH’nin etkisi.Deneysel kosullar: Lizozim
derisimi: 0,5 mg/mL; T: 25 °C; Akis Hiz1: 0,5 mL/dak.

4.3.3 Lizozim adsorpsiyonuna sicakhgin etkisi

Hidrofobik, iyonik, elektriksel, Van der Waals etkilesimleri ve hidrojen baglari gibi
farkl1 kuvvetler proteinlerin adsorpsiyon kapasitesine etki etmektedir. Ilave olarak,
sicaklik  adsorpsiyon tipine bagli olarak proteinin polimer {izerindeki
adsorpsiyonunna etki eder. Lizozim adsorpsiyon ¢alismalar1 4, 25, 35 ve 45°C
sicaklik araliklarinda gergeklestirildi. Sonuglar Sekil 4.9°da verilmektedir. Calisilan
sicakliklarda maksimum adsorsiyon 25°C’ de 57,84 mg/g olarak belirlendi. Lizozim
adsorpsiyonu i¢in sicakligin 4 °C den 25 °C’ ye artirilmast ile belirgin bir sekilde artis
(%31) gorildi. Bu durum van der Waals etkilesimlerinin artisi ile agiklanabilir
(Baysal vd., 2014; Yavuz vd., 2016). Sicaklik 25 °C den 45 °C’ ye ¢ikarildiginda ise
adsorpsiyon kapasitesinde yaklasik %12 bir azalma kaydedildi. Bu hafif azalmanin
nedeni MAAP’in hidrojen bagi ve hidrofobik etkilesim yapma kapasitesine sahip

olmasi seklinde yorumlanabilir.
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Sekil 4.9 Lizozim adsorpsiyonuna sicakligin etkisi. Deneysel kosullar:
Lizozim derisimi :0,5 mg/mL; pH: 6,0; Akis hizi: 0,5 ml/dak.

4.3.4 Lizozim adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi

Lizozim adsorpsiyon kapasitesine iyonik siddetin etkisi Sekil 4.10°da verilmektedir.
Diisiik tuz derisiminde (0,05 M) adsorpsiyon kapasitesi 41,31 mg/g iken yliksek tuz
derisiminde (1 M) bu deger 2,01 mg/g bulundu.
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Sekil 4.10 Lizozim adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi.Deneysel kosullar
pH :6.0; Lizozim derisimi :0,5 mg/mL; Akis hizi: 0,5mL/dak.; T: 25 °C

36



4.3.5 Lizozim baslangi¢c konsantrasyonunun adsorpsiyon Uzerine etkisi

Baslangic lizozim derisiminin enzim adsorpsiyonu iizerine etkisini incelemek

amactyla 0,25 — 1,5 mg/mL’lik lizozim ¢6zeltileri hazirlanarak c¢alismalar yapildi.

Sekil 4.11°de goriildiigli gibi lizozim adsorpsiyonu iizerine baslangi¢ enzim

konsantrasyonunun etkisi oldugu tespit edildi. Artan lizozim derisimi ile lizozim

adsorpsiyon kapasitesi artmakta, 1 mg/mL lizozim konsantrasyonunda ise enzimin

doygunluga (78,6 mg/mL) ulastig1 goriildii.
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Sekil 4.11 Lizozim baglangi¢c konsantrasyonunun adsorpsiyon (izerine etkisi.Deneysel
kosullar pH: 6,0: T :25 °C; Akis hiz1 :0,5 mL/dak.

4.4 Adsorpsiyon Izotermleri

Adsorpsiyon isleminde biyomolekdiller adsorban ile etkilesim haline gegmektedirler.

Dolayistyla adsorpsiyon prosesinde biyomolekiil ve adsorbent etkilesimleri igin
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adsorpsiyon izotermleri Onemli bir fizikokimyasal yaklagimdir. Adsorpsiyon
izotermleri kat1 bir faz {izerine adsorplanan iyonlarin miktar1 ile denge halindeki
¢ozeltide bulunan iyonlar arasindaki baglantiy1 tanimlamaktadir (Labrou ve Cloin
(1995). Adsorban biyomolekiiller ile etkilesimini incelemek i¢in Langmuir ve
Freundlich adsorpsiyon modelleri kullanilan en genel modellerdir (Akduman vd.,

2013).

Langmuir adsorpsiyon modeline gére molekiiller belirli sayida ve herbiri yalnizca
tek molekil baglayabilen boélgelere baglanir. Freundlich adsorpsiyon modeli ise
adsorbente, tanecik adsorpsiyon enerjisinin komsu baglanma bdlgelerinin dolu olup
olmadigina bagh olarak degistigini varsaymaktadir. Langmuir adsorpsiyon izoterm
esitligi esitlik 4.1°de Freundlich adsorpsiyon izoterm esitligi ise esitlik 4.2°de

gosterilmektedir.
Qe =Qmax x b x Ce / (1+bxCe) (4.1)

Burada; Qe, adsorban baglanan lizozim miktart (mg/g); Ce, denge anindaki
¢Ozeltideki lizozim derisimi (mg/ml); b, Langmuir sabiti (ml/mg) ve Qmax, lizozim

adsorpsiyon kapasitesini (mg/g) gostermektedir.
InQe = InKg + (1/ n x InCe) (4.2)

Burada; Qe, adsorpsiyon miktar1 (mg/g), Ce c¢ozeltideki adsorbent derisimi
(mg/mL)’dir. Kr adsorpsiyon kapasitesini, 1/n ise Freundlich sabitidir.

Tablo 4.1°de goriildiigii gibi, hesaplamalar sonucu korelasyon katsayisi olan R?

degerinin 0,9939 olarak bulunmasi bu sistemin Langmuir adsorpsiyon modeline

uygun olabilecegini gostermektedir.
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Tablo 4.1 Langmuir ve Freundlich izoterm modelleri adsorpsiyon katsayilart

Langmuir adsorpsiyon izotermi Freundlich adsorpsiyon izotermi
gmax = 81,97 mg/g Kf = 180,34 mg/g
b = 406,66 mL/mg 1/n=0,243
R?=0,9939 R?=0,5172

4.5 Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

P(HEMA-MAAP-Ce®*) kriyojelde kolon dengesinin saglanmasi i¢in desorpsiyon
islemi 20 mM fosfat tamponu (pH: 6,0) iceren 1 M NaCl ile 10-120 dak. araliklarinda
yapildi. Sekil 4.12°goriildiigii gibi p(HEMA-MAAP-Ce®*)’e adsorplanan lizozim 40.
dak. araliginda yaklasik %95,7 desorbe edildi. Tekrar kullanilabilirlik calismalarinda
aynt kriyojel kullanilarak 7 kez galisilan adsorpsiyon-desorpsiyon islemlerinde
lizozim adsorpsiyon kapasitesinde yaklasik %12 bir azalma goriildii. Elde edilen
sonuclarla, p(HEMA-MAAP-Ce3*) kriyojelin lizozim adsorpsiyon-desorpsiyon
isleminde adsorpsiyon kapasitesinde anlamli bir kayip olmaksizin tekrar tekrar
kullanilabilecegi ve lizozim adsorpsiyonunda iyi bir kullanilabilirlik gosterdigi

soylenebilir.
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Sekil 4.12 Desorpsiyon islemi ve tekrar kullanilabilirlik. Deneysel kosullar pH: 6 ,0; T:25 °C; Akis
hizi: 0,5 mL/dak.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yumurta aki proteini olarak bilinen lizozim yan etkisi olmayan bir protein yapisinda
bir enzim olup, mikroorganizmalarda polisakkaritleri hidrolizleyerek hiicre
duvarlarini yikima ugratir. Giiniimiizde antibakteriyel, antienflamatuar ve antiviral
ozelliklerinden dolayr 6nemli uygulama alanlarina sahiptir. Bu nedenle, lizozimin
saflagtirilmasi, ayrilmasi ve adsorpsiyonuna yonelik ¢aligmalar giin gectik¢e dnem
kazanmaktadir. Bunlar arasinda polimerik materyaller sahip olduklar1 esneklik ve
ylzeylerinin islevselligi nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir. Bu 6nemli polimerlerden
olan kriyojeller donma sicakliginin altinda tiretilen makrogdzenekli polimerlerdir.

Kriyojeller farkli ligandlar ile birlikte kolayca hazirlanabilmektedirler.

Yapilan bu ¢alismada HEMA ve MAAP-Ce?***iin polimerizasyonu sonucu hazirlanan
P(HEMA-MAAP-Ce%*) kriyojeli lizozim adsorpsiyonunu arastirmak i¢in hazirland.
Hazirlanan MAAP-Ce3* kompleksi UV-NIR ve EDX ile p(HEMA-MAAP-Ce*)

kriyojeli ise sisme testi, yiizey morfolojisi ve FTIR ile karakterize edildi.

UV-NIR analizinde MAAP icin herhangi bir pik gortilmezken MAAP-Ce** icin 9,16;
1037; 1081; 1109 ve 1141 nm’de bes farkli pik g6zlendi.

EDX ¢alismalarinda yapida %15,12 N ve %2,89 Ce3* oldugu goriildii. Elde edilen
bu sonuglar MAAP-Ce®* sentezinin gergeklestigini gosterdi.

P(HEMA-MAAP-Ce3*) kriyojelinin FTIR spektrumu alindiginda 3412 ve 3104
cmt’de ~OH ve —NH titresim bantlarina ait frekanslar ile, 1768 ve 1712 cm™¥de

ester, amid ve siklik karbonil gruplarinin C=0 baglarinin bandi1 goriildii.
Yapilan sisme testi ve makrogodzeneklilik ¢alismalarinda kriyojelin yiiksek bir su

tutma kapasitesine sahip oldugu, kriyojel igin denge sisme oram 7,39 g H.Olg

kriyojel, makrogdzenek orani ise %80,8 olarak hesaplandi.
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SEM gorintileri hazirlanan p(HEMA-MAAP-Ce3*) kriyojelinin makrogézenekli,
birbirine bagli bir yapiya sahip oldugunu gosterdi. Gozenek boyutu 30-50 pm

araliginda bulundu.

P(HEMA-MAAP-Ce**) kriyojeline lizozim adsorpsiyonu igin bazi parametreler
optimize edildi. Bu amagla, akis hizi, pH, sicaklik, baslangi¢ enzim derisimi ve

iyonik siddetin lizozim adsorpsiyonu iizerine etkisi incelendi.

0,5 mL/dak. akis hizinda lizozim adsorpsiyon kapasitesi 57,84 mg/g iken, akis
hizinin 4 mL/dak. yiikselmesiyle enzim adsorpsiyon kapasitesinin 47,35 mg/g’ye
kadar diistiigii goriildii.

pH ¢alismalarinda (pH: 5,0; 6,0; 7,0 ve 8,0) maksimum adsorpsiyon kapasitesi pH:
6,0, 20 mM fosfat tamponu iginde 57,84 mg/g olarak bulundu.

Sicakligin lizozim adsorpsiyonu iizerine etkisini incelemek i¢in ¢aligmalar 4; 25; 35

ve 45 °C’de gergeklesti. En yliksek adsorpsiyon kapasitesi 25 °C’de goriildii.

Iyonik siddetin lizozim adsorpsiyonu iizerine etkisini belirlemek amaciyla 20 mM
fosfat tampon (pH: 6,0) iceren 0,05; 0,1, 0,5 ve 1 M NacCl ¢6zeltileri ile ¢alismalar
gerceklesti. Tuz derisiminin 0,05 M’den 1 M’ye artmasiyla enzim adsorpsiyon

kapasitesinin 41,31 mg/g’den 2,01 mg/g’ye kadar diistiigli gozlendi.

Baslangi¢ enzim derisiminin artmasiyla adsorplanan lizozim miktarinin da arttig
goriildi. 1 mg/mL lizozim derisiminde doygunluga (78,6 mg/mL) ulasildig:
gozlendi. Daha yiiksek enzim derigsimlerinde ise etkilesime giren bolgeler doldugu

icin anlaml1 bir artis goriilmedi.

Adsorpsiyon izoterm calismalarinda Langmuir adsorpsiyon izoterm modelinin

uygun (R%: 0,9939) oldugu goriildii.
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Tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda adsorpsiyon-desorpsiyon islemi, ayni kriyojel 7 kez
kullanildiginda, adsorpsiyon kapasitesinde %12 bir azalma goriildii. Bu veri ile ayni

kriyojelin tekrar tekrar kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Elde edilen sonuclara gore lantanit grubu bir element olan Seryum’dan yola ¢ikarak
hazirlanan polimerin lizozim i¢in biyoteknolojik alanlarda kullanilabilirliginin
olacagl sOylenebilir. Bunun yaninda, ¢ok fazla ¢alisilmamis lantanit grubu diger

elementlerden yola ¢ikilarak yeni polimerik materyaller de hazirlanabilir.
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