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OzZET

Bu calismada, kitosan membranlara akrilik asit monomeri asilanarak
membranlara katyon degistirici 6zelligi kazandirildi. Elde edilen kitosan-
g-pAA bazik bir protein olan sitokrom c proteinin sulu ortamdan
adsorpsiyonunda kullaniimak iizere iki basamakta hazirlandi. ilk
asamada, kitosan membranlar epiklorohidrin ile gapraz baglandi. ikinci
asamada, ¢apraz bagh kitosan membran uzerine zayif anyon degistirici
gruplar tasiyan akrilik asit monomerinin asi kopolimerizasyonu
saglandi. Kitosan-g-pAA membranlarin yuzeyinde poliakrilik asit
iplikgikleri olusturuldu. Boylece mekanik dayanimi iyi, biyolojik ve
kimyasal par¢galanmaya karsi direncli destek materyali hazirlanmis oldu.
Modifiye edilerek hazirlanmig membranlarin  optimizasyon ve
karakterizasyon iglemleri gergeklestirildi. Kitosan membranlarin yapisi
FT-IR spektroskopisiyle dogrulandi ve termal kararlihgi DSC ile

belirlendi.

Kitosan-g-pAA membranlan ile adsorpsiyon isleminde pH, sicaklik,
iyonik siddet gibi parametrelerin adsorsiyon kapasitesi Uzerine etkisi

arastirildi. Membranlarinin maksimum deneysel ve teorik adsorpsiyon



kapasitesi sirasiyla 76,21 ve 80,39 mg/ml olarak belirlendi. Langmuir
adsorpsiyon izoterm modelinden hesaplanan Ky degeri sonucunda
proteinin sorbente karsi yiliksek baglanma afinitesi oldugu goruldii.
Freundlich model parametre degerlerinin biuyiikligl, iyon degistirici
membraninin yuksek bir adsorpsiyon kapasitesiyle sitokrom ¢ aliminin
kolay oldugunu gosterdi. Yiuksek korelasyon katsayilari ve maksimum
adorpsiyon kapasitelerindeki uyumlu sonuglar, adsorpsiyonunun ikinci
dereceden kinetik modeliyle uyumlu oldugunu gosterdi. iyon degisim
kromatografisi alaninda kullanilmak lizere hazirlanan kitosan-g-pAA
membrani igin belirlenen pozitif AH ve negatif AG degerleri sirasiyla

adsorpsiyonun endotermik ve kendiliginden oldugunu gosterdi.
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ABSTRACT

In this study, chitosan membranes gained cation exchanger property
with grafting acrylic acid monomer to chitosan membranes. Obtained
chitosan-g-pAA was prepared in two phases to be used on adsorption
of alkaline cythcrome ¢ from aqueous solution. Firstly, the chitosan
membranes was crosslinked with epichlorohydrin. Secondly, the graft
copolymerization of acrylic acid monomer which carries anion
exchanger groups provided on crosslinked chitosan, by formation of
polyacrylic acid fibrils on the surface of chitosan-g-p(AA) membranes, a
supporting material with a good mechanic tolerance to biologic and
chemical decomposition had been prepared. Optimization and
characterization processes of membranes, prepared by modifying, were
carried out. Chitosan membranes had been confirmed with FT-IR

spectroscopy and thermal determination identified with DSC.

Effects of parameters like pH, temperature, ionic intensity on
adsorption quality have been investigated during the process of

adsorption with chitosan-g-pAA membranes. Maximum experimental



Vii

and theoretical adsorption capacities of membranes were identified as
76,21 and 80,39 mg/ml respectively. As a result of K4 value ,obtained

from Langmuir adsorption isotherm model, it had been observed that
protein had high affinity against sorbent. Greatness of Freundlich
model parameters showed that ion exchanging membrane’s taking of
cythchrome c¢ with a high adsorption capacity was easy. High
correlation coefficients and compatible results of maximum adsorption
capacities showed that adsorption is compatible with quadratic kinetic
model. Positive 4H and negative AG values identified for the chitosan-g-
pAA membrane, in ion exchanging chromatography area showed that

the adsorption is endothermic and spontaneous respectively.
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1. GIRIS

Polimer membranlar klinik uygulamalar igin, tip ve biyoteknoloji alaninda
kullaniimakla birlikte biyolojik  sivilardan hedeflenen proteinin
ayristirimasinda, enzim reaktorinun  ve  enzim elektrotlarinin

hazirlanmasinda yaygin olarak kullaniimaktadir [1,2].

Polimerler genel olarak sentetik ve dogal olarak baglica iki grupta
incelenebilirler. Dogal polimerler, bir ¢ok islevsel 6zellige sahip olduklarindan
dolayi, biyomalzeme, kayganlastirici, baglayici, jel yapici gibi birgok kullanim
alanlar1 vardir fakat istenilen buyuk miktarlarda dUretimleri maliyet agisindan
yuksek olmasi énemli bir dezavantajdir. Bu grupta yer alan biyobozunur bir

polimer olan kitosan, kitinin deasetilasyonu ile elde edilen bir polisakkarittir.

Biyobozunur polimerlerin ilk uygulamasi hayvan bagirsagi, ipek ve patates
nisastasinin yara iyilegtiriimesinde kullaniimasidir. Protein temelli polimerler
(albimin, kollajen gibi) elastomerik yapida, iyi derecede oksijen gegiren,
biyouyumlu polimerlerdir. Bu sayede doku muhendisligi, biyosensor ve
kontrollu ila¢g salim sistemlerinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Polisakkarit
sinifindaki kitosan mekanik olarak dayaniksiz olmasi nedeniyle kullanimi
zordur fakat cesitli alanlarda kullanilmak Gzere ylzey 6zelliklerinin
degistirilerek zenginlestiriimesi daha dayanikli bir forma kavusturulmasi

mumkuandur [3,4].

Genel olarak, kimyasal bilesimi farkli iki monomerin polimerizasyonuna
kopolimerizasyon, olusan polimere ise kopolimer adi verilir. Polimerlerin
yuzey Ozelliklerinin degistirilerek istenilen Ozellikler kazandirmak amaciyla
modifiye edilmesinde ise yaygin olarak asi kopolimerizasyon yontemi
kullaniimaktadir. Asi1 kopolimerlerde, kimyasal yapilari farkl iki polimer zinciri,
zincir disindan bir yerden birbirlerine baglanmis ve bu zincirdeki baglanma
noktalarinin sayisi olusan asi kopolimerin yapisina bagli olarak

degismektedir.



Polimer yapilarinin modifikasyonu icin kullanilan asi kopolimerizasyonu
kitosanin ¢ozunurlGgunu ve daha ¢ok alanda kullanimini arttirmaya yoneliktir.
Bu sayede kitosanin modifikasyonuna yonelik ¢alismalar son yillarda dnem
kazanmigtir. Polimerler Uzerine bir monomerin asilanmasi; polimerizasyon
sicakligi, ortamdaki monomer ve baslaticinin derigiminin degistirilmesi,
¢ozucu/su orani ve farkli ¢ozuculerin varliginda polimerin gsisme ozellikleri
gibi parametreler polimerizasyonun sartlarina bagli olarak degisiklik
gOstermektedir. Bu parametreler dikkate alinarak gerceklestirilen asi
kopolimerin molekuler yapisi, molekul uzunlugu ve sayisi gibi yan zircirlerin

Ozellikleri kontrol edilebilmektedir [5,6].

Biyoteknoloji alanindaki hizli gelisme, protein saflastirilmasinda verimliligi
yiiksek yeni ydntemlerin arastiriimasini ve gelistiriimesini saglamistir. iyon
degisim kromatografisi segici bir saflastirma yontemidir. Bu alanda
kullanilacak olan polimerik destek materyallerinin bazi 6zelliklere sahip
olmasi gerekmektedir. Kullanilan afinite desteklerinin ¢éztinmezligi dnemli bir
parametredir. Bu dogrultuda, capraz bagl polimerik destek materyallerinin
kullanimi dikkat cekmektedir. Biyolojik olarak uyumlu olan akrilik ve metakrilik
polimerler kontakt lens, ilag salinim sistemleri ve yapay damar olarak cesitli
tibbi uygulamalarda genis Olgekli olarak kullaniimaktadir. Ozellikle, destek
malzemelerinin, farkli ylzey modifikasyon ydntemleri kullanilarak cesitli
biyomolekuller ile etkilesebilecek ve yuksek secicilik sergileyecek ozelliklere
sahip olacak sekilde tasarlandiktan sonra ve kromatografi alanindaki

kullanimlari dikkat gekicidir.

Dogal bir polimer olan ve yaygin bir kullanim alanina sahip olan kitosanin asi
kopolimerizasyonu ile modifikasyonu sonucunda olumlu 6zellikler sergileyen
yapilarin elde edilmesi mumkin olmaktadir. Bu c¢alismada, kitosan
membranlara akrilik asit monomerinin asilanarak modifikasyonu ile
membrana katyon degistirici 6zelligi kazandirilan iyon degistirici kitosan-g-
pAA destek materyali, bazik bir protein olan sitokrom c¢ proteinin sulu

ortamdan adsorpsiyonunda kullaniimak tizere iki basamakta hazirlandi. ilk



asamada, faz doénusim teknigi ile hazirlanan kitosan membranlari
epiklorohidrin ile ¢apraz baglandi. ikinci asamada ise ¢apraz bagh kitosan
membran Uzerine zayif anyon degistirici gruplar tasiyan akrilik asit
monomerinin  asl  kopolimerizasyonu amonyum persulfat varhiginda
gercgeklestirilerek membran yuzeyinde poliakrilik asit iplikgiklerin olusumu
saglandi. Bu yolla kromatografik alanda kullanilabilecek membran yapida
mekanik dayanimi iyi, biyolojik ve kimyasal pargalanmaya kargi direngli iyon
degistirici kitosan-g-pAA destek materyali hazirlandi. Modifiye edilerek
hazirlanmis membranlarin  optimizasyon ve karakterizasyon iglemleri

gerceklestirildi.

Serbest radikalik polimerizasyon yontemi ile capraz bagh kitosan membrana
akrilik asit agilama verimi, akrilik asit derisimi, ortam sicakhgi, baslatici

derisimi degistirilerek belirlendi ve sistemin optimizasyonu gergeklestirildi.

Modifiye edilen kitosan membranlarin yapisi FT-IR spektroskopisi
kullanilarak dogrulandi ve termal kararlihdi ise DSC ile belirlendi. Ayrica iyon
degistirici membranlarin fonksiyonel grup analizi, denge su igerigi, yogunluk
tayini yapilarak karakterizasyonu c¢aligmalari tamamlandi. Yuzeyinde
poli(akrilik asit) iplikcikleri tasiyan iyon degistirici kitosan-g-pAA
membranlarinin sulu ortamdan sitokrom c¢ adsorpsiyonunda pH, sicaklik,
iyonik siddet gibi parametrelerin adsorsiyon kapasitesi Uzerine etKisi
arastirildi.  Kitosan-g-pAA iyon degistirici membranlari kullanilarak sulu
ortamdan sitokrom ¢ adsorpsiyonunda elde edilen deneysel verilerin teorik
olarak turetilen Langmuir ve Freundlich izoterm modellerine ve birinci ve
ikinci derece kinetik modeller uygulanmasi ile adsorpsiyon sistemini
tanimlayan adsorpsiyon izoterm ve kinetik modeli arastirildi. iyon degisim
kromatografisi alaninda sitokrom c adsorpsiyonu uygulamasinda kullaniimak
Uzere hazirlanan kitosan-g-pAA membrani i¢in termodinamik parametreler

belirlendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Polimerler

Polimerler, ¢cok sayida ayni veya farkli molekillerin kimyasal baglarla, az
veya ¢ok duzenli bir bicimde baglanmasi sonucu olusturdugu uzun zincirli ve
yuksek molekul kutleli bilegiklerdir. Polimerler monomer birimlerinden
meydana gelmigtir ve her bir tekrarlanan birim mer olarak isimlendirilir. Bu
karmasik yapidaki yuksek molekul kutleli bilesikler cogu zaman daha uygun

bir sdzcuk olan makromolekdiller olarak da isimlendirilir [7].

Monomer adi verilen kuglik molekulller uygun kosullarda polimerizasyon
tepkimesi sonucu birbirleriyle kimyasal bag yaparlar ve polimerleri
olustururlar. Tek bir monomer zincirinde binlerce ya da milyonlarca monomer
bulunur. Polimer zincirini olugturan monomerlerin 6zellikleri ve zincirlerin
birbirleriyle olan etkilesimleri polimer malzeme &zelliklerinde belirleyici
oldugundan vyeterli mekanik dayanima belli bir zincir buyuklugu Uzerine

cikildiginda ulasilabilmektedir [8].

Polimerler gunlik yasamda yaygin olarak kullanilan plastik, sentetik lif, bazi

boyalar ve yapistiricilar gibi Grtnlerin temel maddesini teskil etmektedir.

2.2. Poimerlerin Siniflandiriimasi

Polimerler yapilarina gore siniflandirilirsa, polimer zinciri tek bir monomer
biriminin  tekrarlanmasindan olusuyorsa homopolimer eger iki farkl
monomerin birlesmesinden oluguyorsa kopolimer olarak isimlendirilir.

Polimer zincirleri dogrusal olabildigi gibi dallanmis yapida da olabilir, bu
durumda ana zincirden yan dallar ayrilmaktadir. Yan dallar baska bir ana
zincire baglaniyorsa olusan polimerlere ¢apraz bagli polimerler denir ki,

gunumuzde kullanilan polimerlerin yariya yakini gapraz bagli yapidadir.



Capraz bagl polimerler hicbir ¢cézlctde ¢dzliinmezler fakat sivilari yapilarina

alarak sisme 0Ozelligi gosterirler. Boylece jel yapisini olusturular [9].

Polimerler fiziksel durumlarina gére siniflandirildiginda amorf, kristal, ya da
yari kristal yapidadirlar. Genelde polimerlerde kristal ve amorf bdlgeler bir

arada bulunur.

Kristal bdlgeler malzemeye sertlik ve kirilganlik verirken amorf bolgeler ise
tokluk verir. Dolayisiyla malzemenin kristanilite derecesi mekanik
Ozelliklerinde ¢ok onemlidir. DUzenli yapilar kristal olusumunu kolaylastirir.

Molekuller arasi gekim kuvvetleri de kristaniliteyi arttirmaktadir.

Polimerlerin termal ozellikleri onlarin erime ve camsi gecis sicakliklariyla
tanimlanir. Polimer zincirleri camsi gegis sicakhgi T4 ‘nin altinda donmus bir
yapida T4 ‘nin Uzerinde ise kauguksu durumdadir. Bu sicakliklari yan gruplar

ya da zincirin sertligi belirlemektedir [9].

2.3. Polimerlerin Kaynaklarina Gore Siniflandiriimasi

Yuksek molekulll birlegsmeler elde edildigi yere gore dogal ve sentetik olmak
uzere ikiye ayrilir. Dogal polimerler, dogada var olan polimerlerdir (Cizelge
2.1). Dogal polimerlerin modifikasyonu ile elde edilen polimerlere ise yari-
sentetik polimerler denir. Sentetik polimerler ise, monomerlerden c¢esitli

yontemlerle sentezlenirler.

Dogal polimerin bazilar farkh yapida degisik birimlerin bir araya gelmesiyle
olusmustur. Biyopolimer olarak isimlendirilen ve yasamla ilgili birgok énemli
faaliyetin yuratiimesinde rol alan proteinler, nikleik asitler ve enzimler dogal

polimerlere 6rnek olarak verilebilir.



Cizelge 2.1. Polimerlerin genel olarak kaynaklarina gére siniflandiriimasi

Dogal polimerler Sentetik Yari-sentetik polimerler
polimerler

DNA, RNA, Proteinler Polietilen Rejenere seluloz ve

turevleri

Seluloz ve turevleri Polipropilen Modifiye nigasta

Nisasta Polietilen teraftalat

Yun, ipek, pamuk Polistiren

Dogal kauguk Polivinil klortr

2.3.1. Yapay polimerler

Polianhidritler, poli(a-hidroksiasitler), polikaprolakton, alifatik poliesterler,
poli(ortoesterler), polifosfozanlar, poli(hidroksialkanoatlar),

poli(iminokarbonatlar) yapay yapida polimerlere érnek olarak verilebilir.

Yapay polimerlerin bozunma hizi, gegirgenlik ve ¢ozunurlik, morfoloji
(kristanilite/amorf yapi), molekul kuatlesi gibi yapisal 6zelliklerinin istenilen
sekilde dizenlenebilmesi bu malzemelerin kullanimlarini yayginlastirmistir.

Kimyasal bilesim, konfligurasyon, islenme sekli, molar kitle, polidispersite,
morfoloji (6rnegin gozeneklilik), oryantasyon, ilave katkilar ve monomer
varligi polimerin bozunma hizinin kinetigini etkileyen bazi parametreler olarak
siralanabilir.  Poliesterlerin  biyobozunumu, ester baglarinin hidrolizi
sonucunda bir molekil su acgiga cikarak gerceklesmektedir. Ayrica alifatik
yapidaki poliesterlerin bir ¢ok kullanim alani vardir. Eriyik halde islenebilir
Ozellikte olmalari nedeni ile doku muhendisligi alaninda biyomalzeme
uretiminde ve medikal cihazlarin kaplanmasinda, ve kontrolli ilag salim

sistemlerinde tagiyici olarak kullanilirlar.



2.3.2. Dogal polimerler

Dogal polimerler farkli yapidaki degisik birimlerin bir araya gelmesiyle
olusmustur. Polisakkaritler (nisasta, seluloz, kitin/kitosan, pultulan, dekstran,
vb.), proteinler (kollajen/jelatin, kazein, ipek, elastin, albumin, fibrinojen, vb.),
poliesterler (polihidroksialkonatlar) ve lignin, dogal kauguk, poliglutamik asit
dogal polimerler olup dogal kaynaklardan elde edilmektedir. Bu polimerler bir
dongu icinde dogada yasamin gereQi olarak surekli Uretiimekte ve
parcalanmaktadir. Biyolojik kokenli olan dogal polimerler biyo-polimer olarak

isimlendirilirler ve yasamla ilgili birgok faaliyetin yurttulmesinde rol alirlar.

Dogal polimerler ilk olarak hayvan bagirsagi, ipek ve patates nisastasinin
yara iyilestirimesinde kullaniimistir. Dogal polimerlerin enzim varliginda
yapilarinin bozunmasi yani biyo-bozunur olmasi gegici uygulamalarda
kullanilan biyo-malzemeler agisindan avantaj saglamaktadir. Bu malzemeler
mukemmel biyo-uyumluluklari ve oksijen gecirgenlikleri nedeniyle doku

yenilenmesi, biyo-sensorler, ilag salim sistemlerinde kullaniimaktadir [3,4].

Ayrica dogal polimerlerin biyolojik olarak uyumlu olmasi, alerjik, toksik veya
kanserojenik etki yaratmamasi gibi 6zellikleri bu materyallerin biyo-malzeme
alaninda kullanimini saglamaktadir. Ancak elde edildikleri kaynaga bagli
olarak bilesimlerinin degismesi, yuksek sicakliklarda bozunmalari nedeniyle
sekillendiriimelerindeki gugluk, ¢odu uygulama igin fiziksel, mekanik ve
kimyasal dayaniklliklarinin yetersiz veya sinirli olmasi bu malzemelerin

kullanimlari sirasinda karsilasilan zorluklar arasindadir.

Bu dezavantajlarin giderilmesi ve bu tur alanlarda kullanabilmesi igin polimer
yuzeyinde fiziksel ve kimyasal teknikler ile molekuler seviyede
modifikasyonlar yapmak, érnegin ylzeye biyolojik ajanlar baglamak, protein
veya enzim tutturmak veya nano-desenler olugturarak biyolojik yapinin taklidi
mumkundur. Bazi biyomalzeme uygulamalarinda, kutle Ozellikleri ¢ok iyi ve

istenilen kalitede olmasina ragmen ylzeyin modifiye edilmesi gerekebilir [10].



Yuzey modifikasyonlari kimyasal (kaplama, adsorplama, oksitleme, asitleme,
vb.), fiziksel (Langmuir-Blodgett film kaplama, kimyasal adsorplama, vb.),
radyasyon (plasma-elektriksel bosaltim, corona bosaltim, UV, gamma, lazer
veya iyon demeti ile isleme tabii tutma vb.), biyolojik molekdiller ile (heparin ile
kaplama, lipid baglama, hyalunarik asit kaplama, protein veya enzim
baglama, vb) reaksiyon tekniklerinden biri veya ikisi kullanilarak yapilabilir.
Genellikle in vivo uygulamalarda malzeme-biyolojik ortam etkilesimleri birkag

Angstron ile nanometre dizeyinde olusur [11].

Dogal polimerler sinifinda olan kitin ve kitosan, seltloz ve turevleri, nigasta,
amiloz ve amilopektinden olusan polisakkarit bazli polimerler cesitli
uygulamalarda kullaniimakta ve ylzey o6zellikleri degistirilebilmektedir. Bitki
hidcre duvarlarinin temel yapitasi olan sellloz yanik ve yara tedavisinde,
selulozdan sonra dogada en ¢ok bulunan kitin ise yara iyilestirimesinde ve
ameliyat ipliklerinin yapiminda kullaniimaktadir. Bu polimerlerin kullanim

alanlar Cizelge 2.2’de verilmistir.



Cizelge 2.2. Farkli geometriye sahip dogal polimerlerin kullanim alanlari [12]

Kullanim gekli Kullanim yeri
Cozelti/ Jel Kozmetik
Kozmetik deri defektlerinde
enjekte edilebilir
llag salim sistemi
Biyo-protezlerin kaplanmasi
Ug boyutlu hiicre kiltiirti
Sunger Hemostatik ajan
Ug boyutlu hiicre kultir
Yara ve deri Ortu materyali
ilac salim sistemi
Kure/ mikrokure Hucre kulturu ici tagiyici
ilag Sali sistemi
ince ici bos tiip Hiicre kiltir matrisi
Tubuler doku malzemesi
Hucre sinir rejenerasyonu
Membran Yara ortu materyali
Diyaliz membrani
Yamalar
Kornea koruyucusu
Doku rehberli rejenerasyon
Bel kemigi cerrahisi
Toz Kemik dolgu ve onarimi
ilag salim sistemi

Sert yapi Kemik onarimi



2.4. Kitosan

Dogal bir polimer olan kitin (B-(1-4)-poli-N-asetil-D-glukozamin) yengeg,
karides, 1stakoz gibi eklembacaklilarin iskeletlerinin esas maddesi olup bazi
bakteri ve mantarlarin hicre duvarinda da bulunmaktadir. Glikozdaki C-2

karbonundaki hidroksil grubu yerine kitinde asetilamin grubu bulunmaktadir

[13].

Kitosan ise kitinin alkali ortamda deasetilasyonu sonucu elde edilen (1-4)
bagli D-glukozamin Unitelerinden olusan ve dogada sellilozdan sonra en

yaygin olarak bulunabilen lineer bir polisakkarittir. Kitin ve kitosanin kimyasal

yapilari Sekil 2.1°de verilmigtir.

_ O\\f CH OH
NH 0
0
o HO
NH
OH O/\ .
C
(a)
Cgr,{:: Hs OH
NH 0
9)
o HO
NH,
OH
- (b)

Sekil 2.1. (a) Kitin ve (b) Kitosanin kimyasal yapisi [14]

n
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Kitosanin ortalama molekul katlesi 3 200 — 2 000 000 g/mol arasindadir.
Kitinin aksine kitosan sulu asidik ortamlarda ¢ozunebilir. Kitin ve kitosan
turevleri hem tek hicreli canlilarda hem de yuksek organizasyonlu okaryotik

organizmalarda enzimatik olarak yikima ugrayabilmektedirler.

Mikroorganizmalardaki  kitinaz ve kitozinaz enzimleri ile yuksek
organizasyonlu canlilarda lizozomal enzimler kitin ve kitosani pargalarlar. Bu
enzimler kitin ve kitosani olusturan birimler arasindaki N-asetil-B-(1-4)
glukozamin baglarini koparir. Kitosanin lizozomal enzimlerin varliginda
parcalanabilmesi, biyo-parcalanabilir ve biyoadezif bir polimer olmasi toksik
ve alerjik 6zellik gostermemesi, bu polimerlerin farmasotik ve biyo-medikal

kullanimi agisindan buayuk énem tasimaktadir.

Kitosan C-2 pozisyonunda bulunan —NH; gruplarinin protonlanmasi sonucu
¢ozunur ve boylece asidik ortamlarda polielektrolit seklinde bulunur. Kitinin
izolasyonu ve kitinden kitosan eldesinin sematik gosterimi Sekil 2.2°'de

gOsterilmistir.

“GICOs Kitinoprotek ___ “AONOH, 110°C
kompleks -proteinler l

%5 HCl

Kitin 4+ CaCOs + Proteinler + Lipidler
(Deniz tirtinleri kabuklari)
%5 N .
Kitin %30 HCl
e ()
-proteinler Caco, -G, 9%e50NaOH

100°C

Sekil 2.2. Kitinin izolasyonu ve kitinden kitosan sentezi [14]
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Deasetilasyon derecesi, deasetilasyona ugramis N-asetil-D-glukozamin
unitelerinin sayisinin toplam unite sayisina goére miktarini ifade etmektedir.
Kitosanin fizikokimyasal Ozellikleri deasetilasyon derecesi ve molekul kutlesi
ile degismektedir (15). Kitosan orneklerinin karakterize edilebilmesi igin
kitosanin sahip oldugu asetil gruplarinin tayininde potansiyometrik titrasyon,
IR, elementel analiz, UV-vis, sivi faz, 'H NMR ve kati faz *C NMR (CP/MAS)
gibi farkh yontemler kullaniimaktadir [16].

Kitosanin molekul kutlesi ve deasetilasyon derecesi, kitinin kaynagina,
izolasyon yontemine, sodyum hidroksit ile islem gorme suresine, derisimine
ve islem sirasindaki sicakliga baglidir. Kitosan noétral ve alkali pH'da
¢ozlinmez, fakat glutamik asit, hidroklorik asit, laktik asit ve asetik asit gibi

inorganik ve organik asitlerle sulu ortamlarda ¢ozunebilen yapilara donusgur.

Asidik ortamda ise, ¢dziUnmeden sonra polimerin amino gruplari protone
olarak ve molekull pozitif ylklere sahip olur. Her glukozamin Unitesinde bir
yuk oldugundan kitosan yuksek yuzey yuk yodunluguna sahiptir ve negatif
yuzeylerle guglu bir sekilde etkilesebilmektedir. Genel olarak, kitin ve
kitosanin ¢ozunurlugu molekudl katlesinin artmasiyla azalmaktadir. Kitosanin
pH 7.0’nin Uzerindeki sulu ¢ozeltilerde ¢ozUnmemesinin sebebi kararli kristal
yapida olmasindandir. BUtin bu parametrelerin etkisi altinda noétral
ortamlarda ¢ozulebilecek olan kitosanin minimum %50 deasetile edilmis
kitinden elde edilmis olmasi gerekir. %40 deasetile edilmig kitinden elde
edilen kitosanin ise ancak asidik ortamlarda ¢6zundugu bildirilmistir
[16,17,18].

Yuksek molekul kutlesi ve dallanmamis duz yapisi kitosani asidik ortamlarda
mukemmel bir viskozite arttirrci madde olarak kullanimini saglamaktadir.
Kitosan c¢ozeltisinin, derisimi ve asetilasyon derecesi arttikga veya ortam
sicakligi azaltildikca viskozitesi artmaktadir. Ayrica kitosan ¢ozeltisinin
hazirlandigi  asitin  gesidine baglh olarak da viskozitesi degisiklik

goOstermektedir [19].
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Dogal bir polimer olan kitosandan farkl sistemlerde kullaniimak tGzere jel, film
sunger, tablet, mikropartikuler sistem (mikrokure, mikroboncuk vb.) ve nano

boyutta kireler hazirlanabilmektedir.

2.4.1. Kitosanin kullanim alanlari

Kitosan ila¢ taslyici sistemlerin hazirlanmasinda, kozmetik alanda sag, deri
ve dis bakim Urlnlerinde, tip ve disgilik alaninda yapay deri, cerrahi iplik,
kontak lens, dis dolgu maddesi olarak; biyoteknoloji alaninda, enzim, canli
hicre tutuklanmasi gibi alanlarda kullaniimaktadir. Gida ve tarim sanayinde

bakteri ve kuf gelisimi dnleyici antimikrobiyal madde olarak kullaniimaktadir.

Ayrica kitosan katki maddesi olarak, iceceklerin ve meyvelerin
asitlendirilmesi, dogal tatlandiricilarin aritiimasi, renk sabitlestiricisi, emulsiye
edici, kalinlastirici ve stabilize edici madde olarak da kullaniimaktadir.
Kitosan, sulu ortamdan metal iyonlarinin, pestisitlerin, fenollerin ve PCB’lerin
geri alinmasi ve/veya renklendiricilerin uzaklastirilmasi iglemleri ile suyun
saflagtirimasi igleminde kullanilmasinin yaninda enzim tutuklanmasinda,
enzim veya proteinlerin saflastirlmasi islemlerinde adsorbent olarak
kullaniimigtir [20].

Kitosanin iglemsel zorluklari nedeni ile uygulamada kargilasilan zorluklar
arastirmacilari mekanik olarak daha dayanimli olan kitosanin kompozit
yapilarinin  sentezlenmesine dogru yonlendirmigtir. Kitosan zincirleri
uzerindeki amino (-NH3) ve hidroksil (-OH) gruplari, sirasiyla elektrostatik
veya nukleofilik baglanma bdlgeleri olusturur. Bu iki fonksiyonel grup ayrica
destek materyaline istenilen oOzellikleri kazandirmak icin aktivasyon ve/veya
modifikasyon iglemlerine olanak saglamaktadir. Kitosanin farkli monomer
veya polimer c¢ozeltileri kullanilarak modifikasyonu pratik kullanimlarda
fiziksel Ozelliklerinin iyilestiriimesi icin uygun ve etkili bir yéntem olarak
kullaniimaktadir [21].
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2.5. Modifikasyon

Modifikasyon, herhangi bir materyalde meydana gelen degisiklik olarak
tanimlanir.  YlUzey modifikasyonu, materyallerin temel o&zelliklerini
degistirmeden, cevre ile yuzey etkilesimini optimize etmek amaciyla
yuzeylerinde kimyasal ya da fiziksel degisimlerin meydana gelmesini
saglamaktadir. Kimyasal, fizikokimyasal ve biyokimyasal olarak siniflandirilan
modifikasyon ydntemleri sayesinde, materyallerin direnci arttirilarak istenilen

ozellikler kazandirilabilmektedir.

2.5.1. Kitin ve kitosanin kimyasal modifikasyonu

Kitin ve kitosani tasarlanan uygulamalara karsi uygun modifikasyon
yontemini belirlemek gereklidir. Cunklu modifikasyon yolu ile bu biyo-
makromolekullerin yeni kullanim alanlarinin yollari ag¢iimaktadir. Kitinin
¢6zUnUr olmamasi nedeniyle kimyasal modifikasyonu cesitli problemleri de
beraberinde getirmektedir. Ornegin; secici yer degistirme zorlugu,
reaksiyonun zayiflik derecesi, UrUnlerin elastik yapisi ve kismi bozunma
seklinde siralandirilabilir. Bu nedenle ileri fonksiyonlarinin gelisimi dikkate

alinarak kitosanin modifikasyonu kitinden daha ¢ok dikkat gekmistir [22].

Kitin ve kitosanin gesitli yontemlerle turevlendirme islemleri sekilde ayrintili
olarak verilmektedir (Sekil 2.3).
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Kitin /Kitosan K O-/N- \
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Karboksialkilasyon
* Acilleme

+ Sulfatlama

* Schiff bazi
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yerdegistirme
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* Polimer aglari

* Asitler (HCI, HNO, vb.)\
» Serbest radikaller
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- /
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* Radyasyon

( UV, gama isimalari)

* Spesifik olmayan
enzimler ( Lipaz,
proteaz, lizozom )

« Kitinaz / Kitozinaz

Sekil 2.3. Kitosanin olasi turevlendirme islemleri [23].
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Muamkuin olan modifikasyonlar iginde asi kopolimerizasyon ydontemi dogal ve
sentetik kokenli polimerlerin ileri fonksiyonlarinin gelismesi agisindan oldukga
onemli bir konuma sahiptir ve uygulama alanlari i¢in imit verici gorulmektedir
[23].

2.5.2. Asi kopolimerizasyonu

Asi kopolimerlerizasyonunda, kimyasal yapilari farkl iki polimer zinciri, ana
zincir disinda baska bir reaktif bolgeden badlanarak elde edilirler. Asi
kopolimerleri, capraz bag vermeye yatkin polimerlerin bir monomer yaninda
iyonlastirici isinlarla polimerizasyonu, radikalik katilma polimerizasyonu veya
katyonik polimerizasyon yontemleri ile sentezlemek olasidir. Asi kopolimerin
sentezinde en ¢ok kullanilan baslatici sistemleri amonyum perstulfat (APS),
potasyum persulfat (PPS), seryum amonyum nitrat (CAN), tiyokarbonasyon
potasyum bromat (TCPB), potasyum diperiyodatokuprat (PDC), 2,2-
azobisisobutiro nitril  (AIBN) ve demir amonyum sulfat (FAS) olarak

siralanabilir [24].

Asi kopolimerizasyon, sentetik polimerlerin ¢ok ¢esitli molekuler tasarimlarina
olanak saglamakla birlikte dogal ve sentetik polisakkaritleri uygun hale

getirerek melez materyallerin elde edilmesi mimkuanddar.

Asilama ile ylizey modifikasyonu sonucunda istenilen 6zelliklere sahip olmasi
asilanma yuzdesi ve asilama verimini belirleyen agilama suresi, reaksiyon
sicakhdi, monomer derisimi, bagslatici derigsimi gibi parametrelere fazlasiyla
baglidir. Meydana gelen asi kopolimerin Ozellikleri yan zincirlerin
karakteristiklikleri ile genis Olcude kontrol edilebilir. Buglne kadar
arastirmacilar tarafindan asilanmis kitosan polimerlerinin 6zellikleri, asilanma
parametreleri ve bu degiskenlerin etkileri Uzerine bir ¢gok ¢alisma yapilmigtir
[23].
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Yaygin bir kullanim alanina sahip olan kitosanin agi kopolimerizasyonu ile
modifikasyonu sonucunda olumlu Ozellikler sergileyen yapilarin elde edilmesi

mumkun olmustur [25].

Kitosan Uzerine asilama yapilmis kopolimerlerin c¢esitleri Cizelge 2.3’de

ayrintili olarak verilmigtir.

Cizelge 2.3. Kopolimer asili kitosan gesitleri [23]

Cesit Baglatici Asilanan monomer
Radikalik indiikleme | Ce** K2S,0s, Akrilonitril,N-izopropil
akrilamit,

Fentom raektifi,
metilmetakrilat,vinil

Tributil boran monomerler
Radyasyon y-ray, °°C Stiren,
indUkleme
2-hidroksi etilmetakrilat,
Mikrodalga 1ginlama Poliakrilamit
Uzerine asllama | Cesitli Polietilen glikol, telechelic

metodu hizlandiricilar polimerler
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2.5.3. Kitosan polimeri Uzerine akrilat ve vinil kokenli monomerlerinin
asilanmasi

Polisakkaritler Uzerine akrilik ve vinil kokenli sentetik monomerlerin
asllanmasi ¢ok sayida arastirici tarafindan gahsiimistir. Ornegin Prashanth
as! kopolimerler sentezi igin dnce polimer zincirleri Uzerinde serbest radikaller
olusturmus ve sonrasinda da bu radikalleri bir diger vinil monomerlerinin
polimer zincirlerine asilanmasi i¢in makroradikaller olarak c¢alistigini
belirtmigtir (Sekil 2.4).
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wwww AAAAAAAAAAAA

( baslangi¢ polimer zinciri)

baslatici ( makroradikal yapisi)
wors AAAAAAAAAAA Arnne

(makroradikal)

Monomer B ( As1 kopolimerizasyon)

Sekil 2.4. Poli (A) —g — poli (B) kopolimer [23]

Asilama ile modifiye edilebilen kitosan yapisinda iki c¢esit reaktif grup
bulundurur. Bunlar deasetillenmig birimler Uzerinde bulunan amino gruplari
ve hidroksil gruplaridir. Hedeflenen yapi modifikasyonlarinda kitosanin
yapisinda bulunan reaktif amino gruplari gt¢li bir nuklofilik (pKa~6,3) olarak
elekrofilik reaktiflerle deprotone olarak kolaylikla reaksiyon verebildiginden

oldukga onemlidir [26].
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Dos Santos ve arkadaslari asi kopolimerizasyon ile kitosan membranlar
uzerine 2- hidroksietil metakrilat ve akrilik asit asilamislardir. Bu ¢alismada,
kitosan  kullanilmasinin  baslica nedeni, bakteriyal enfeksiyonlarin
Onlenmesinde ve iyilesme surecinin hizlandiriimasinda etkili bir rol
oynamasidir. Kitosana akrilik asit agilanmasi ile biyouyumlu ve antibakteriyal
Ozellik kazandinimig, karboksil gruplarindan dolayl yuksek kapasiteli bir
absorbent haline getirildigi rapor edilmistir. Boylece akrilik asit monomerinin
asllanmasi ile ilag salim sistemleri icin énemli bir matriks ve su igeriginin
yuksek olmasindan dolayl da yara pansumani igin kullaniima potansiyeli

yuksek hidrofillik 6zellik gosteren yeni bir materyal sentezlenmistir [25].

Yapilan bir baska calismada, kitosan asi kopolimerizasyonu ile modifiye
edilerek yuzeyinde poli(akrilik asit) zincirleri olusturulmustur. Kitosan polimer
zincirlerinin Gzerine akrilik asit monomeri homojen fazda asilanmis ve
hidrofilik yapida nanopartikuller elde edilmigtir. Bu nano-partikiller kuguk
boyutta olup elde edilmeleri sirasinda yuksek sicaklik, organik ¢ézicu, yuzey

aktif madde kullaniimamistir [27].

Kitosan Uzerine vinil monomerlerinin agi kopolimerizasyonunun baglatiimasi
icin seryum amonyum nitrat (CAN) ve Fentom baslaticisinin en onemli
baslatici sistemleri oldugu rapor edilmistir. Seryum dort dederlikli halde
bulunan ¢ok amagli oksitleyici bir reaktiftir ve gogunlukla vinil monomerlerinin
as! kopolimerizasyonunda kullanilir. Ayrica kitosan Uzerine vinil monomerleri
AIBN baglatici varliginda da c¢alisiimig ve akrilonitril ve vinil asetat
monomerlerinin kitosan polimer zincirlerinin Uzerine asilanma ylzdesinin

dusuk bulundugu rapor edilmigtir [28].

Guogi Fu ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alisma ise kitosan boncuklari
poli(akrilik asit) ile asilanarak modifiye edilmis ve reaksiyon kosullarinin
etkileri (asillanma derecesi,verimi vb.) incelenmigtir. Poli(akrilik asit) ile
asilanan kitosan boncuklar, dusuk yogunluklu lipoproteinin (LDL) tagsinmasi

isleminde destek materyali olarak kullaniimig ve in vitro adsorpsiyon testleri
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ile  modifiye kitosan boncuklarinin lipoprotein adsorpsiyon performansi

incelenerek gergeklestirilmistir [29].

2.6. Proteinler

Protein molekulleri kovalent baglarla birbirlerine baglanarak peptid bagi
olusturan amino asit gruplari iceren uzun zincirlerden olusurlar (Sekil 2.5). Bir
protein, polipeptid zincirindeki peptid baglari ve yan gruplari arasindaki
kovalent olmayan etkilegsimler ile dengede tutulur. Bu kovalant olmayan
etkilesimler hidrojen baglari, hidrofobik baglar ve elektrostatik etkilesimlerdir
[30].

Amino asit Peptid bag

Sekil 2.5. Proteinlerdeki polipeptid zincirinin yapisi

Proteinler monomerleri olan amino asitler gibi izoelektrik noktaya (pl)
sahiptirler. bu noktada cift tuz 6zelligine sahiptirler ve net yuikleri sifirdir.
izoelektrik noktanin lizerindeki pH degerlerinde negatif (anyon formu),
altindaki pH degerlerinde ise pozitif (katyon formu) yuk degerlerine sahiptirler
(Sekil 2.6). Proteinlerin polipeptit zinciri, protein konformasyonu olarak

adlandirilan, spesifik U¢ boyutlu yapidadir.
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-H -H
H3N+CH(|202H +H H3N+CHT202 T +H HzNCH(|202 -

R R R
pH < pl (katyon formu) pH = pl (dipolar iyon) pH > pl (anyon formu)

Sekil 2.6. Proteinlerin pH’a bagh olarak farkli iyonlasma durumlari

Gunumuzde ilag, gida ve tekstil sanayisi ve bunlara bagh diger kollarda
protein saflastirilmasi son yillardaki en popduler ¢alisma alanlarindan biridir.
Protein saflastirimasi beraberinde birgok spesifik problem getirmektedir
(otoliz, denaturasyon, aktivite kaybi gibi). Caligmalardaki temel hedef
saflagtirllacak molekile en uygun metotlari secerek ideal bir yontem
gelistirmektir [31,32].

2.7. Protein Saflagtirma Teknikleri

Hedef bir molekllin biyolojik sivi  karisimlardan ayristirimasi  ve
saflastirimasi isleminde i) afinite, hidrofobik etkilesim, iyon degisim, jel
filtrasyon ve kapiler elektrokromatografisi gibi kromatografik yontemler, ii)
elektroforez ve izoelektrik odaklama gibi elektroforetik yontemler ve iii)
Densiti gradient (zonal), diferansiyel santrifigasyon ve diyaliz ve

ultrafiltrasyon tekniklerini iceren santrifigasyon yontemleri kullaniimaktadir.

Kromatografi, bir karisimda bulunan bilesenlerin birbirinden ayriimasini
gerceklestiren ve bu sayede nitel ve nicel analizlerin yapildigi yéntemlerin
genel adidir. Bu yontemlerde galisma duzenegi temel olarak iki bilesenden
olusur. Bu bilesenlere sabit faz ve hareketli faz adi verilir. Hareketli fazin
icerisinde bulunan bilesenler, sabit faza ait dolgu maddesiyle etkilesmeleri
sebebiyle bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, 6rnekteki farkl bilesenler igin farkh
miktarlarda olur. Boylece bilesenler sabit fazin sonlarina dogru, farkli hizlarda
ilerledikleri igin birbirinden ayrilmis durumda sabit fazi farkli zamanlarda terk

ederler. Bu sekilde sabit fazdan ¢ikan bilesenlerin derigimleri uygun bigcimde
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Olculur. Kromatografi ginimuizde son derece duyarli ve etkili bir ayirma

yontemi olarak kabul edilmektedir.

Kromatografik ayrim iglemlerinde temel olarak protenin fiziksel 6zelliklerine
bagli olarak ortamdaki diger proteinlerden ve yabanci maddelerden ayirt
ediimesi amaclanir [33]. Coklu bir karisimdan hedef molekulin
aynistirilmasinda, kullanilan destek materyali (sabit faz) ile karigimdaki
bilesenler arasindaki etkilesimin tabiatina gore farkli kromatografik yontemler
geligtiriimigtir (Cizelge 2.4). Bu etkilesim molekul buyukliglne, polariteye,
spesifik baglanma o6zelliklerine veya elektrostatik gcekim gucline dayanabilir.

Cizelge 2.4. Hareketli ve sabit fazin yapisi ayirma prensipleri dikkate
alinarak kromatografik tekniklerin siniflandiriimasi [34]

Teknik Dayandigi Kapasite  Verim Maliyet
Ozellik

lyon-degisim

kromatografisi Yuk Orta Orta Orta

Hidrofobik

etkilesim Hidrofobisite  Orta Orta Orta

kromatografisi

Jel-gecirgenlik Molekul Cok

kromatografisi boyutu dusuk Yuksek Orta

Ligand-afinite Orta-

kromatografisi Biyoaktivite dusuk Duasuk Yuksek

Biyoafinite

kromatografisi Biyoafinite Yuksek Degisebilir  Yuksek

Kromatofokuslama
(odaklama) Yuk/pl Dusuk Orta Yuksek
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2.7.1. Afinite kromatografisi

Afinite kromatografisinin temel prensibini, 6zgun tanima yetenegine sahip
olan bir molekullin (ligand yada badlayici) uygun, ¢ézinmeyen, genellikle
polimerik bir destek materyalinin (matriks) Uzerine tutuklanmasi
olusturmaktadir. Hedef molekulin ayriimasi uygun sartlar altinda segici
olarak matriks Uzerine tutuklanmig ligand ile kovalent olmayan spesifik

etkilesime dayanan adsorpsiyon iglemi ile ayristirilir.

Afinite kromatografisi, kullanilan ligandlarin hedef molekulle girdigi etkilesime
gore, hidrofobik kromatografi, kovalent kromatografi, tutuklanmis metal selat
kromatografisi gibi gruplara ayrilir. 1975’ de Porath ve arkadasglari tarafindan
protein saflastiriimasinda immobilize metal iyon afinite kromatografisi (IMAK)
olarak adlandirilan yeni bir kromatografik yéntem geligtiriimistir. immobilize
metal iyonu ile biyomolekuller yuzeyinde yer alan histidin, sistein ve triptofan
gibi amino asitler arasindaki segici etkilesimlerden dolayi, hedef molekullerin

ayriminda basarih bir sekilde uygulanmaktadir [35,36].

2.7.2. iyon degisim kromatografisi

Biyolojik molekdlleri birbirinden ayirmanin kesin yontemlerinden biri olan iyon
degisim kromatografisi biyomolekdlleri, onlarin anyonik ve katyonik yuUk
karakteristiklerindeki farka dayanarak ayirir.

lyon degisim kromatografisi, bir kati maddenin yapisinda bulunan iyonlart,
icinde bulundugu c¢ozelti icindeki ayni yUk karakteristiinde yukli diger
iyonlarla bir dengeye gore degistiriimesi Ozelligine dayanir. Bu amacla
kullanilan kati maddelere iyon degistiriciler denir. iyon degistiriciler icinde ve
yuzeyde kimyasal olarak (kovalent baglarla) baglanmis yuklt gruplar bulunan
uc boyutlu, capraz badlarla baglanmis ¢dzinir olmayan dogal ve/veya
sentetik polimerik materyal (matriks) ve hareketli karsi iyonlar olmak Uzere

temel olarak iki bilesenden olusur. Karsi iyonlar tersinir olarak ayni yukteki
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bagka iyonlarca, ¢ozunur olmayan dolgu maddesinde herhangi bir degisiklige

yol agmadan degistirilebilirler [37].

lyon degistirici destek materyalinin pozitif gruplarla kimyasal olarak
baglandiginda karsi iyonlar negatif ylike sahip iyonlardir ve bu tir iyon
degigtiriciler anyon degigtiriciler olarak isimlendirilir. Destek materyalinin
negatif gruplarla kimyasal olarak baglanmasi durumunda ise karsi iyonlar
pozitif yike sahip iyonlardir ve bu tir iyon degistiriciler katyon degistiriciler
adini alirlar (Sekil 2.7).

OWAC i O
NG Fa + H 2
+) + (= L=
- = == " {;"'-\-\"" + ""'.-'--

ok - _'_3+‘: = b ;;;-:

* (* ==y (=~

Sekil 2.7. lyon degistiriciler (a) Katyon degistirici  (b) Anyon degistirici

lyon degistirici olarak kullanilan destek materyali polisakkaritler, aliiminyum
silikatlar gibi dogal materyaller veya sentetik regineler olabilir. ilk kullanilan
iyon degistiriciler sentetik recineler olup suyun demineralizasyonunu ve su
kalitesini duzeltmede ve atiklardan iyonlarin kazaniimasinda kullaniimistir.
Bu tir iyon degistiriciler ylUksek derece yuklu gruplarla kovalent olarak
baglanmis hidrofobik polimer maddeleri olup biyolojik maddelerin
saflagtirlmasinda uygun degildir. Cunklu yuksek yuk yogunlugu ve
polimerlerin hidrofobik olusu biyolojik maddelerin denature olmalarina sebep

olur.

Biyolojik maddelerin ayriminda ilk kullanilan iyon degistiriciler Petersen ve

Sober (1956), tarafindan gelistirilen sellloz iyon degistiricilerdir. Hidrofobik
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yapisi sebebiyle selulozun proteinleri denatire etme egilimi dusuktuar.
Pharmacia Fine Chemicals firmasi tarafindan gelistiriien modifiye dekstran
olan ‘Sephadex’, capraz bagli agaroz olan ‘Sepharose’ ve epiklorohidrin ile
capraz baglanarak kuvvetlendiriimis seliloz olan ‘Sephacel’ iyon

degigtiricileri, kUresel tanecikli ve gozenekli ilk iyon degistiricileridir.

Gunumuzde kullaniimakta olan ¢ok farkli destek maddeleri vardir ancak
proteinlerin fraksiyonlarina ayrilmasi i¢in yaygin olarak kullanilan destek
maddesi seluloz ve turevleridir [38]. Yaygin olarak kullanilan kullanilan iyon
degistiricilerin pH kullanim araliklari ve zayif veya kuvvetli iyon degistirici

turleri Cizelge 2.5 'de 6zetlenmistir.



Cizelge 2.5. Yaygin olarak kullanilan iyon degistiriciler [34]

pH
iyonik grup Kullanim Destek
Araligi materyali
Anyon degistiricileri
Zayif Anyon Degistiricisi 2-9 Dekstran
Dietilamin (DEAE) Agaroz
Fonksiyonel grup; Bilyelestirilmis sellloz
-O-CH,CH)N™~(C2Hs), CI Lifli sellloz
Karsi iyon; CI' Mirogranuler seltloz
Kuvvetli Anyon Degistiricisi 2-10 Dekstran
Kuaterner aminoetil (QEA) Lifli sellloz
Fonksiyonel grup;
-O-CH;CH,N™-
(C2H5)2CH>CH(OH)CH5CIP
Karsi iyon; CI
Katyon Degistiricileri
Zayif Katyon Degistiricisi Dekstran
Karboksimetil (CM) Agaroz
Fonksiyonel grup; Lifli sellloz

-O-CH,COO "Na*
Karsi iyon; Na*

Mikrogranuler seluloz

Kuvvetli Katyon Degistiricisi
Sulfopropil (SP)

Fonksiyonel grup;
-O-CH,CH,CH,S0O3 “Na*

Dekstran

Mikrogranuler sellloz




28

2.7.3. Proteinlerin iyon degisim kromatografisi ile ilgili uygulamalari

lyon degisim kromatografisi ile ayirma iglemi temel olarak sulu ortamdan
hedef molekulin iyon degistirici Uzerine adsorpsiyonu ve adsorbe edilen
ornek bilesenlerinin iyon degistirici destek materyalinden elusyonu olmak

Uzere iki asamadan olugsmaktadir [38].

Amfoterik maddeler olan proteinlerin net ylzey yukleri degiskendir. Dugslk
pH’larda pozitif, yiksek pH’larda negatif yUukllu ve izoelektrik noktada (pl) ise
net yuku sifirdir. Proteinlerde etkilesime giren yuk gruplari baslica karboksil,
amino veya tersiyer amino gruplaridir. Proteinler iyon degistiricilere zit yuklu
gruplar arasindaki iyonik etkilegsimle tersinir olarak baglanirlar. Baglanan
proteinler ya tampon c¢ozeltisinin iyonik gucu kademeli artirilarak yada
tampon ¢ozeltisinin pH’1 degistirilerek protein yuzeyindeki etkilesen gruplarin
yukl yok edilerek kolondan ayri ayri elle edilirler. Butin bu islemler
esnasinda iyonik degistiricilerin yukUu sabit kalacak sekilde bir pH segilmelidir
cunku tersi durumda buatun proteinler kolondan ayrilmadan birlikte elte
olurlar. Baglanma gucu hem proteinin izoelektrik noktasiyla (pl) hem de
toplam yuzey yuku ile baglantihdir. Dolayisiyla ayni izoelektirik noktasina
sahip iki protein denge izoelektirik odaklama ile ayrilamazken iyon-degisim

kromatografisiyle ayrilabilirler [38].

Kromatografik ayirimlarda iyon degistirici olarak kullanilan ve destek
materyali veya adsorbent olarak da adlandirilan kati destek materyalleri
elektrostatik, hidrofobik etkilesimler gibi spesifik olmayan etkilesimleri
minimuma indirir ve genellikle dogal veya sentetik polimerik temelli olan bu
materyaller kuresel partikiller, membranlar veya fiberler seklinde

hazirlanabilmektedir.

lyon degistirici materyallerle ilgili literatirde yer alan bir calismada,
glisidilmetakrilat (GMA) ve metilmetakrilat (MMA) monomeri kullanilarak

suspansiyon polimerizasyonu yontemi ile stUper manyetik 6zellige sahip
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p(GMA-MMA) kireleri hazirlanmis ve ylzeyi asilama yontemi ile modifiye
edilmistir. Boylece ylUzeyde protein saflastirimasi isleminde kullaniimak
uzere nanoiplikgikler olusturulmustur. Bu nano-iplikgiklikler sayesinde de

tripsinin immobilizasyonu saglanmigtir [39].

Yapilan bir baska galismada ise yine nano iplikgikler olusturuimus membran
yuzeyine poliakrilik asit asilanmig ve membrana katyon degistirici 6zelligi
kazandirilarak bazik bir protein olan tripsinin etkin bir sekilde ayristirildigi

rapor edilmistir [40].

2.8. Adsorpsiyon

Maddenin i¢ kismina gegen molekdlleri belirten absorpsiyon teriminden farkl
olarak adsorpsiyon terimi, yluzeye tutunan molekulu belirtmek i¢in kullanilir.
Gaz, buhar ya da sivi fazinda veya herhangi bir ¢dzeltide bulunan ¢ézinmus
maddelere ait molekul, atom ya da iyonlarin kati bir maddenin yuzeyinde
tutunmasi olayina adsorpsiyon, tutulan taneciklerin yuzeyden ayriimasina

desorpsiyon, gozenekli kati yapiya adsorplayici adi verilmektedir [41].

Adsorplayici ile etkilesen molekuller adsorbent ylzeyine zayif veya kuvvetli
bir sekilde tutunabilir. Bu durumda fiziksel ve kimyasal adsorpsiyondan s6z
edilebilir. Fiziksel adsorpsiyonda atom, molekul ya da iyon seklinde olan
adsorplanan tanecikler ile kati yuzey arasinda uzun mesafeli fakat zayif olan
van der Waals turl ¢ekim kuvvetleri etkindir. Kimyasal adsorpsiyonda ise
tanecikler ve ylzey arasinda bir kimyasal bag ve genellikle kovalent bag
olusmaktadir. Kimyasal adsorpsiyon tek tabakali yani monomolekuler
olabildigi halde, fiziksel adsorpsiyon tek tabakali ya da c¢ok tabakali
olabilmektedir. Ayrica ¢ogu fiziksel adsorpsiyonlar tersinir olarak

yurutulebildigi halde kimyasal adsorpsiyonlar yuritlilemez [41,42].

Fiziksel adsorpsiyon dusuk sicakliklarda herhangi bir adsorplayici -

adsorplanan ikilisine bagh olarak meydana gelebilir. Kimyasal adsorpsiyon
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ikili sistemin turtne ve ikili arasindaki 6zel bir kimyasal ilgiye baghdir. Fiziksel
adsorpsiyon oldukga hizli bir sekilde gergeklesirken, kimyasal adsorpsiyonun

hizi, aktiflenme enerjisine baglidir [41,42].

2.9. Adsorpsiyon izoterm Modelleri

Bir araylzey olayl olan ve bir ¢gok parametreye bagli olan adsorpsiyon
olaylarindaki davraniglar adsorpsiyon izotermi olarak adlandirilan esitliklerle
ifade edilmektedir. Sabit sicaklikta adsorban tarafindan adsorplanan madde
miktar1 ile denge basinci veya konsantrasyonla ylzey ortulmesi degisimi

adsorpsiyon izotermi olarak adlandirilir [41,42].

Denel yoldan belirlenen adsorpsiyon izotermleri ve diger adsorpsiyon
verilerini  degerlendirebilmek icin ¢ok sayida denklem tiretilmistir.
Adsorplanan ve adsorplayici maddelerin 6zelliklerine gore bir adsorpsiyon bu

esitliklerden biri ya da birkagina uygun olmaktadir.

CoOzeltiden adsorpsiyonla elde edilen deneysel verileri yorumlamak igin

siklikla kullanilan izotermler Freundlich ve Langmuir izoterm modelleridir.

2.9.1. Langmuir adsorpsiyon izotermi

Yizey kimyasindaki ¢alismalarindan dolayi 1932 yilinda Nobel Odiilini alan
Amerikal bilim adami Irving Langmuir (1881-1951) tarafindan 1916 yilinda

kimyasal adsorpsiyon igin ¢ok basit bir izoterm denklemi turetilmistir.

Cozeltideki molekullerin dinamik dengede oldugu farz edilirse agagidaki
reaksiyon yazilabilir:
ka
S (yuzey)+M(g) — S-M(yluzey) (2.1)
k4
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Burada k, ve kg, sirasiyla adsorpsiyon ve desorpsiyon igin hiz sabitleridir.
Adsorpsiyon ve desorpsiyon hizlari birbirine egitlenerek Langmuir

denklemine gegilebilmektedir.

Langmuir izoterm teorisi, homojen bir adsorplayici Uzerinde tek tabakali bir
kaplanma gercgeklestigini, varsaymaktadir. Langmuir modeli, esit erigilebilir
adsorpsiyon yerleri, tek tabakali ylzey kaplamasi ve adsorplanan turler

arasinda etkilesimin olmadigi gibi homojenite varsayimina dayanir.

Qden = Qm Cqen / (Kd + Cden) (22)

Bu esitlikte, gm, sorbentin maksimum adsorpsiyon kapasitesini (mg/g); Caen,
sulu ¢ozeltideki proteinin denge derisimini (mg/ml); q4en, SOrbentin dengedeki
adsorpsiyon kapasitesini (mg/ml); ve Ky (Kqg = k2 / kq ) ise sistemin ayrisma

sabitini (mg/ml) gostermektedir [43].

2.9.2. Freundlich adsorpsiyon izotermi

Heterojen adsorpsiyonlar i¢in, Alman Fizikokimyaci Herberty Max Finlay
Freundlich (1880-1941) tarafindan Langmiur izoterm modelinden tiretilen

Freundlich adsorpsiyon modeli kullanilir.

Qden = Kr (Cden)n (23)

Bu esitlikte, Kr ve n, sistem karakteristigi olan Freundlich sabitleridir. Kk,
adsorpsiyon kapasite parametresi; n, adsorpsiyon yogunlugunu gosteren

ussel parametrelerdir.
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2.10. Sitokrom C

Mitokondri solunum zinciri birgok sitokrom igerir. Sitokromlar elektron tasiyan
proteinler olup, hemoglobinin heme halkasina benzer sekilde porfirin
halkasina bagli demir atomu igerir. Sitokromlardaki demir atomlari Fe*®yi
Fe*?ye geri déniisimlii olarak degistirebilen tek elektron tasiyicilaridir.
Sitokrom ¢, mitokondriden kolayca ayrilabilen kuguk bir proteindir. Diger

sitokromlar a, as, ¢4 ve b ise mitokondirinin i¢ zarina yerlesmistir.

Sitokrom ¢ mitokondri i¢ zarindan kolaylikla izole edilebilen tek elektron
tasiyici proteindir ve suda ¢odzinebilmesi saflastiriimasi ile kristalizasyonu
kolaylastirir. Bu sebeple sitokrom c¢ yapisi diger elektron tasiyici
proteinlerden ¢ok daha iyi bilinmektedir. Sitokrom ¢ yaricapi yaklasik olarak
34 A° olan kabaca kuresel bir proteindir. C-tipi sitokromlar, apoproteinin
korunmus (-Cys-Xaa-Yaa-Cys-His-) modifinde yer alan sistein (Cys) amino
asitine kovalent olarak bagh bir veya daha fazla hem grubu (protohem IX)
iceren proteinlerdir (Sekil 2.8). Sitokrom c¢ vyapisi icindeki hem grubu
hidrofobik yan zincirler tarafindan sikica sarilmigtir. Hem grubunun
cevresindeki bu hidrofobik karakter sitokrom c’nin indirgenme potansiyelini
ayni heme grubunun sulu ¢dzelti igindeki indirgenme potansiyelinden daha

pozitif yapar.
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Sekil 2.8. Sitokrom c¢ yapisi [Hem kofaktérinin (demir protoporfirin 1X)
apositokromdaki korunmus hem baglanma modifitine (-Cys-
Xaa-Yaa-Cys-His-) kovalent olarak baglanmasi]. Hem
molekulinun vinil yan zincirleri ile apositokromdaki sistein (Cys)
amino asitleri arasindaki tiyoester baglari kovalent ve stereo-
O0zgundur. Histidin (His) amino asiti, hem molekuline baglanir
(A) ve (B). Hem molekilinde demir, kavunigi; pirol nitrojen
halkasi ise mavi renkte gosterilmistir [44]

Sitokrom ¢ moleklli ¢ok az a —sarmal yapiya sahiptir ve B —tabakal yapi

icermez. Esas olarak polipeptit zincir heme grubu etrafinda katlanmigtir.

Sitokrom ¢ daha 6ncede deginildigi Uzere elektron transferinde rol alan bir
proteindir ve sitokrom reduktaz kompleksinden sitokrom oksidaz’'a elektron
tasir. Sitokrom c bu elektron transferini Uzerindeki yuklu kalintilar sayesinde
gergeklestirir. Sitokrom ¢ yuzeyi pozitif yukli gruplara sahiptir ve sitokrom
reduktaz ve oksidazin ise negatif yUkIU gruplara sahiptir. Bdylece

elektrostatik etkilesim sayesinde sitokrom c elektron transferini gergeklestirir.

2.10.1. Literatiirde sitokrom c adsorpsiyonu uzerine yapilan ¢aligmalar

Farklh polimerik destek materyallerinin  sulu ortamdan sitokrom ¢

adsorpsiyonu ile ilgili literatirde ¢aligmalar rapor edilmistir.

Yapilan bir c¢alismada, poli(etilenglikoldimetakrilat-metakrilamindohistisin)

bazli manyetik 6zellikte polimerik bir malzeme sentezlenmis ve bakir selat
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Uzerinden sitokrom c’nin saflastirilmasi amaglanmistir. Manyetik 6zellikteki
poli(EGDMA-MAH) mikrokurelerin sitokrom ¢ adsorpsiyonu pH 8,0’da 51 mg/
g olarak bulunmus ve sitokrom c’nin adsorpsiyonu sicakhgin artmasiyla

azaldigi gézlemlenmistir [45].

Yapilan diger bir gcalismada, sitokrom c saflastiriimasi igin metal selat
olusturucu ligand olarak poli(etilen imin) iceren manyetik poli(hidroksietil
metakrilat) kireler hazirlanmigtir. Poli(hidroksietil metakrilat) yapisindaki
ester gruplar NaH varliginda poli(etilen imin) ile reaksiyona sokularak imin
gruplarina donusturulmis ve sulu c¢ozeltiden immobilize metal affinite

sorbentine sitokrom ¢ adsorpsiyonu farkli kosullarda incelenmistir [46].

Bayramoglu ve arkadaslarinin yapmis oldugu g¢alismada, glisidil metakrilat
(GMA) ve metil metakrilat (MMA) monomerleri ile capraz baglayici varliginda
suspansiyon polimerizasyonu yontemi ile manyetik 6zellikte polimerik bir
malzeme sentezlenmig, pH, iyonik siddet ve sicaklik kosullari degistirilerek
sitokrom c’nin adsorpsiyonuna degistirilen bu kosullarin etkileri incelenmigtir
[47].

Deere ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢galismada, mezogdzenekli silika
(MPS) materyalleri (MCM-41, CNS) kullanilmis ve sitokrom ¢’ nin bu MPS
materyalleri Uzerine adsorpsiyonu saglanmistir. CNS (siyano modifiyeli
silikat) yapisinin en buyuk gozenek yapisina sahip oldugundan sitokrom c
‘nin  maksimum adsorpsiyon kapasitesi 10,2 umol/g silikat olarak
bulunmustur. MCM-41 materyalinin ise daha kuglk bir gbézenek vyapisi
oldugundan dolayr maksimum sitokrom c¢ adsorpsiyonu 1,7umol/g silikat
olarak hesaplanmigtir. Sonug olarak bir protein - gozenekli silikat sisteminde
sitokrom ¢ kolayca adsorbe olabilmekte ve gbézenek boyutunun buyuklugu

adsorbe olan protein miktarininda énemli bir rol oynamaktadir [48].

Xiaogin ve arkadaglarinin yapmis oldugu c¢alismada, sitokrom ¢

adsorpsiyonu, modifiye edilmis altin elektrot - altin nanotanecik Uzerinde
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doénusumli voltametri (CV), elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS)
ve kronopotansimetri kullanilarak ¢aligilmigtir. Adsorbe olan ortamdaki
sitokrom ¢ miktarinin yuk transfer direnci ile direk olarak orantili oldugu ve
sitokrom ¢ ‘nin modifiye edilmis elektrot ylzeyi ile ylksek bir afinite gosterdigi
ortaya ¢cikmistir. Sitokrom ¢ adsorpsiyonunun Gibbs enerjisi -626,63 kJ/mol
olarak bulunmus ve bulunan bu degerin ylksek bir negatif deger sonucu
adsorpsiyonun kendiginden gergeklestigini ve adsorpsiyonu buyuk bir pozitif

entropinin yuruttigunu rapor etmislerdir [49].

Yapilan diger bir galismada, kitosan, altin nanotanecik, L-sistein, sitokrom c
ve ssDNA vyapilarinin ¢ok tabakali modifiyesi ile yeni bir DNA biosensoru
geligtirmiglerdir. Geligtirilen bu biosensérin davraniglarini  voltametri,
impedans spektrum, AFM ile arastirmiglar ve DNA biosensorin her bir
tabakasi arasindaki morfolojik farkliliklari incelemislerdir. Adsorbe olan DNA
miktari  1,672x10" mol/cm? olarak bulunmustur. Yeni geligtirilen bu
biosensorin DNA’ nin taninmasinda kullanilabilecegi sonucuna varmiglardir
[50].

Vinu ve arkadaglarinin yapmig oldugu ¢alismada, sitokrom ¢ adsorpsiyonu,
cesitli mezogdzenekli molekulller Uzerinde farkli pH ‘a sahip ¢ozeltilerde
cahsilmigtir. Adsorpsiyonunun ¢o6zelti pH ‘ina bagh olarak sitokrom c
proteinin izoelektrik noktasi (pl: 9,8) yakininda maksimum adsorplama
gosterdigi gorulmastur. Mezogdzenekli molekul Gzerinde sitokrom ¢ ‘nin
pozitif yuklu amino asit kisimlari ve aliminyum bolgeleri Uzerinde negatif
olarak yuUklenmigtir ve aralarinda gugli bir elektrostatik etkilesim vardir.
Sonug olarak sitokrom c ile adsorbent arasondaki gucliu elektostatik ¢ekim

ortam pH ‘nin 10,6 oldugu kosulda en fazla rapor edilmistir [51].

Yapilan bir baska ¢alismada ise, sitokrom c, bovine serum albumin (BSA) ve
fibrinojen sorpsiyonlari, bir seri karboksilik katyon degistirciler Gzerinde
iyonojenik gruplarin ¢esitli derisimlerde arastirilmistir. Katyon dedgistirici

olarak MAA/HPMA kopolimeri bagari gostermis ve iyonojenik gruplarin
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derisiminin  degistiriimesi proteinlerin  sorpsiyonlarinda segici olmustur.
Bugesit sorbentlerin buyuk proteinlerin kompleks karigimlardan segici olarak

ayrilmasinda basari ile kullanildigi rapor edilmigstir [52].
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Kimyasal Malzemeler

Sitokrom c¢, kitosan ve epiklorohidrin Sigma (St. Louis. MO, ABD)
firmasindan, amonyum persulfat (APS), akrilik asit monomeri (AA) Fluka
sirketinden (Buchs, Isvigre) temin edildi. Diger tim kimyasallar analitik

saflikta olup Merck firmasindan (Darmstadt, Almanya) temin edildi.

3.2. iyon Degistirici Membranlarin Hazirlanmasi

3.2.1. Kitosan membranlarinin hazirlanmasi

Kitosan membranlar faz donusum teknigi kullanilarak hazirlandi. 5,0 g
kitosan asetik asit ¢oOzeltisi icerisinde (%4,0, 100 mL) ¢dzulda. Kitosan
cOzeltisi (10 mL) petri kabina dokuldu ve petrilere NaOH (%10’luk) ¢ozeltisi
ilave edildi ve kitosan membranlari hazirlandi. Bu vyolla hazirlanan
membranlar distile su ile yikandi ve perforator ile disk halinde (¢capi: 0,75 cm)
kesildi.

3.2.2. Kitosan membranlarinin ¢apraz baglanmasi

Hazirlanan kitosan membranlarinin mekanik dayanimini arttirmak amaciyla
pH’1 10 olan epiklorhidrin (ECH) ¢odzeltisi (20 mL) ile 3 saat boyunca 50
°C’deki su banyosunda inkiibe edilerek capraz bagl kitosan membranlari
elde edildi. Bu islem basamaginin ardindan membranlar distile su ile pH’si

degismeyene kadar yikandi.
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3.2.3. Capraz bagh kitosan membranlarinin modifikasyonu

Capraz bagh kitosan membranlarinin modfikasyonu, radikalik polimerizasyon
yontemi ile, amonyum persulfat (APS) basglaticisi varlidinda kitosan
membranina akrilik asit (AA) monomerinin asilanmasi ile gerceklestirildi ve
kitosan-g-p(AA) iyon degistirici membranlar sentezlendi. Bu amag
dogrultusunda, yaklasik 2,0 g c¢apraz bagh kitosan membranlarinin
bulundugu iki boyunlu balon igerisinde, farkli derisimde baslatici (3,3-12 mM,
18 ml) ve akrilik asit (0,1-0,7 M) monomeri varlidinda azot atmosferinde
gerceklestirildi. Agi kopolimerizasyonu, ortamin 60 °C’de sabit tutuldugu ve 3
saat sureyle 200 rpm karistirma hizinda surekli karnstinildigr islem
kosullarinda gergeklestirildi. Sentezlenen kitosan-g-pAA iyon degistirici
membranlari distile su ile yikandi ve ortamda kalan reaksiyona girmemis olan
homopolimerleri uzaklastirmak igin sicak su ile ekstrakte edildi. Monomer
oranin asilama yuzdesi ve verimine etkisi etkisi arastirilarak sistem optimize
edildi.

Asilama yuzdesi gravimetrik yontem kullanilarak agilamadan 6nce ve sonra

kuru kutlerinin belirlenmesi asagidaki esitlerin kullaniimasi ile hesaplanmistir.
% G =[(w2—wq)/ wy]x 100 (3.1)

% E = (wy/ws3)x 100 (3.2)
Burada wy, w, ve wj degerleri sirasiyla; kitosanin baslangig, asilanmis

kitosanin ekstrakte edildikten sonraki ve ekstraksiyonundan onceki toplam

uriin (kopolimer ve homopolimer) kutlesini ifade etmektedir.
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3.3. Membranlarin Karakterizasyonu

3.3.1. Denge su igerigi

Kitosan-g-pAA membranlarinin denge su igerikleri farkli ortam pH’larinda (pH
4,0- 8,0) ve distile su igerisinde oda sicakliginda gravimetrik yontemle tayin
edildi. Iyon degistirici membranlarin denge su icerikleri asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplandi.

Denge su igerigi (%) = [(wWs —wqg )/ wg ] x 100 (3.3)

Burada ws, wy sirasiyla, denge su igerigine ulagsmis membranlarin ve kuru

membranlarin kutlesini ifade etmektedir.

3.3.2. Gay- Lussac piknometresi ile yogunluk tayini

iyon degistirici membranlarin yogunlugu Gay- Lussac piknometresi ile, 25 °C
sicaklikta memranlar igin ¢dzicu olmayan n- Dekan sivisi kullanilarak
belirlendi.

3.3.3. FT-IR spektrumlar

Kitosan, capraz bagl kitosan ve kitosan-g-pAA membranlarinin FT-IR
spektrumlari, FT-IR spektrometresi kullanilarak elde edildi. Tabletler 0,01 g
kuru kitle parcasi ve 0,1 g KBr karigtirilarak elde edildikten sonra
spektrumlari alindi.

3.3.4. Amin grubu tayini

Hazirlanan membranlarin erigilebilir amin gruplari miktarinin titrasyon ile

belirlenebilmesi igin 0,2 g ¢capraz baglh kitosan membranlari 24 saat
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suresince 2,0 M 10 ml HCI ¢ozeltisi icinde bekletildi ve 2,0 M ayarlh NaOH
¢cozeltisine kars! titre edilerek serbest amin gruplarinin miktari hesaplandi.

3.3.5. Karboksil grubu tayini

Kitosan-g-pAA membranlarinin yuzeyde erigilebilir karboksil grubunun
titrasyon ile belirlenebilmesi igin, 0,2 gram membran 2,0 M 10 ml NaOH
¢cozeltisi igcinde 24 saat suresince bekletildi. Sonrasinda ayarli HCI
cozeltisine (2,0 M) kars titre edilerek erisilebilir karboksil gruplarinin miktari

hesaplandi.

3.3.6. Taramali elektron mikroskopu (SEM)

Capraz bagh kitosan ve kitosan-g-pAA membranlarin morfolojileri taramali

elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak incelendi.

3.4. Sulu Goézeltiden Sitokrom C Adsorpsiyon Davranisinin incelenmesi

Akrilik asit asilanmig iyon degistirci kitosan membranlarin sulu ortamdan
sitokrom ¢ adsorpsiyon davranigi kesikli sistemde incelendi. lyon degistirici
membrana sulu ortamdan sitokrom ¢ adsorpsiyonu, 0,5 mg/ml baslangi¢
protein derisimi iceren, 50 mM, 5,0 ml fosfat tamponu (pH 6,5) ortaminda, 25
°C sicaklikta, 100 rpm karistirma hizinda gergeklestirildi. Destek materyaline
adsorplanan protein miktari, adsorpsiyon ortamindaki sitokrom ¢ baslangi¢
ve adsorpsiyon sonundaki bakiye protein derisimi spektrofotometrik yontem
kullanilarak takip edilmesi ile belirlendi. Bu dogrultuda, kalibrasyon egrisi
hazirlamak icin standart sitokrom c ¢ozeltisi (0,05-3,00 mg/ml) kullanildi. Sulu
¢cOzeltideki baslangic ve bakiye protein derisimi UV/Vis spektrofotometresi
kullanilarak 530 nm dalga boyunda ol¢uldid. Her bir deneysel veri en az iki

Olcumun ortalamasi alinarak belirlendi. Deney sonucunda iyon degistirici
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membran adsorpsiyon ortamindan uzaklastirildi ve adsorpsiyon dengesi
kurulan membranlarin adsorsiyon kapasitelerini ifade eden, adsorplanan

protein miktari asagidaki formal yardimiyla hesaplandi.

Qaden = [(Co— Cqen )Vs ]/ v (3.4)

Burada qgen; iyon degistirici membran Uzerine adsorplanan sitokrom c
miktarlarini  (mg/ml), C, ve Cgen sirasi ile baslangic ve adsorpsiyon
isleminden sonra ortamda kalan bakiye denge protein derisimleri (mg/ml), V;
adsorpsiyon ¢oOzeltisinin hacmini (ml) ve v; adsorpsiyon ortamindaki iyon

degistirici membranin hacmini (ml) gostermektedir.

3.4.1. Adsorpsiyon parametrelerinin etkisi

Kitosan-g-pAA membranlarinin sulu g¢ozeltiden sitokrom ¢ adsorpsiyonuna;
pH, denge zamani, sicaklik, baslangi¢ sitokrom c derigimi ve iyonik giddetin
etkisi arastirildi. Bu yol ile sentezlenen sitokrom c’ye afinite goésteren
membranlarin sulu ortamdan sitokrom ¢ molekullerine gosterdikleri afinite

arastirilarak adsorpsiyon sistemi karakterize edildi.

Adsorpsiyon c¢alismalarinda ortam pH’sinin, sulu ¢dzeltideki protein
adsorpsiyonuna etkisi, pH 4,0 ile 9,0 araliginda asetat (50 mM, pH 4,0 — 5,0),
fosfat (50 mM, pH 6,0 — 8,0) ve Tris-HCI| tampon sistemleri kullanilarak
arastinldi. Her pH'da, protein baslangi¢ derisimi 0,4 mg/ml olarak segildi.

Adsorpsiyon deneyleri 25°C’de 3 saat sire ile 100 dev/dak karistirma hizinda
karigtinilarak yapildi. Bu surenin sonunda afinite membranlardan sitokrom c
cOzeltisinden uzaklastirildi ve adsorplanan sitokrom c miktari Esitlik (3.4)

kullanilarak hesaplandi.

lyon degistirici membranin adsorpsiyon denge siiresi pH 6,5 de, protein

baslangi¢ derisimi 0,4 mg/ml olarak segilerek 25°C’de 3 saat siire ile 100
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dev/dak karistrma hizinda karistirilarak belirlendi. Iyon degistirici
membranlarin sulu ortamdan sitokrom c¢ adsorpsiyonu isleminde baslangi¢
protein miktarlarinin etkisi, baslangi¢c sitokrom c derigsimi 0,1-3,0 mg/ml
araliginda tutularak arastirildi. Sicakhdin sitokrom ¢ adsorpsiyonuna etkisi,
0,4 mg protein/ml iceren tampon sisteminde dort farkh sicaklikta (4, 15, 25 ve
34 °C) calisildi. iyonik siddetin etkisi ise sulu ortamda 0,0 — 1,0 M aralijinda
degisen NaCl varliginda arastirildi. iyon degistirci membranlarin sitokrom ¢
ile etkilesimi, 0,4 mg/ml baslangi¢ protein derisimine sahip olan ¢ozelti
ortaminda 0,0, 0,1, 0,3, 0,6 ve 1,0 M NaCl igceren 5,0 ml fosfat tamponu

icerisinde iyonik siddet etkisi arastirildi.

3.5. Adsorpsiyon Kinetigi

Kitosan-g-pAA iyon degigtiricic membranlarinin sitokrom ¢ adsorpsiyonunda
elde edilen deney sonuglari, birinci ve ikinci dereceden kinetik modellerine
uygulanarak adsorpsiyon sisteminin kinetigi arastirildi. Asagidaki esitlikte
verilen Lagergren birinci dereceden kinetik modeli, sivi bir ¢ozeltiden, katinin

adsorpsiyonu igin, en yaygin kullanilan hiz esitligidir.

dqgi/ di = K1 ( Qden— Qt) (3.6)

Burada ky, birinci derece adsorpsiyonun hiz sabiti (dak”) ve quen Ve q: ,
denge ve t zamaninda adsorbe edilen protein miktarlarini gosterir. Sinir
sartlarin uygulanmasiyla, integrasyondan sonra, t=0'da q; = 0 ve t = t'de q=q;

asagidaki esitligi verir.

log [( Qden / Qaen) — Gt ] = k1t/ 2,303 (3.7)

/Og (qden - Clt) = /Og Qden — (k1 t/2,303) (38)

Esitlik (3.8), dogrusal hale getirmek icin yeniden duzenlenebilir. log (Qgen -

gy)’ye karsi t'nin grafigi, kinetik modelin uygulanabilirliginin teyit edilmesi igin,
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diz bir ¢izgi vermelidir. Gergek bir birinci derece isleminde /09 Qgen , 109 (Qden

- qi)’ye karsi t grafiginin kaymasina egit olmalidir.

Ritchie, kati Uzerine gazlarin adsorpsiyonunun kinetigi icin, bir ikinci derece
hiz esitligi énermistir. ikinci derece esitlik, adsorbentler lizerine, ¢dziinenlerin
adsorpsiyonu igin  uygulanabilir. ikinci derece esitligi, adsorpsiyon

kapasitesine dayanir, su sekilde ifade edilebilir:

Om/ (Qm— qy) = kot + 1 (3.9)

Bu esitligin dogrusal sekli:

1/q:=1/kQmt+1/Qm (3.10)

Esitlik 10°dan, 1/q: ‘ye kargi 1/t grafigi, duz bir ¢izgi vermelidir ve sorpsiyon
kapasitesi g, ve hiz sabiti ko, sirasiyla, dogrusal ikinci derece esitligin kayma

ve egiminden hesaplanabilir.

3.6. Adsorpsiyon izoterm Modelinin Belirlenmesi

Genellikle, iki farkh teorik izoterm modeli, deneysel verilere uygunlugu igin
kullanilir: Langmuir ve Freundlich modelleri. Kitosan-g-pAA iyon degistirici
membranlari  kullanilarak sulu ortamdan sitokrom c¢ adsorpsiyonunda
belirlenen deneysel verilerin teorik olarak tdretilien ve bolim 2.9.1. ve
2.9.2’de verilen Langmuir ve Freundlich izoterm modellerine uygunlugu

arastirildi.

Deneysel verilerden elde edilen Cgen V€ quen degerleri kullanilarak Langmuir
esitligine (Esitlik 2.2) gore, Cuen/Quen’ye karsi Cgen grafigi ¢izildi. Bu grafigin
kaymasindan Ky ve egimden de g, degerleri belirlendi. Freundlich modelini
ifade eden (2.3) esitligi kullanilarak /og gqgen — log Caen grafigi elde edildi ve

egimden n ve kaymadan da Kr parametreleri belirlendi.
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3.7. Termodinamik Parametrelerin Belirlenmesi

lyon degistirici membranlarin sulu ortamdan sitokrom ¢ adsorpsiyonu
calismalarindan elde edilen deneyel sonuglar kullanilarak farkh sicakliklarda
denge sabiti (K: = qqen/Caen) hesaplandi. Asagidaki esitlige gore van’t Hoff
egrisi gizilerek termodinamik parametreler (AH, AS ve AG) hesaplandi [53].

InKs = AS/R - AH/RT (3.11)

AG = AH - TAS (3.12)

Burada, R gaz sabitidir ( 8,314 J/ molK).

3.8. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Uygun kosullar altinda, asi kopolimerizasyonu yontemi ile modifiye edilerek
hazirlanan iyon degistirici membran tarafindan adsorplanan hedef biyolojik
molekul farkl pH, iyonik siddet veya uygun spesifik eluentler kullanilarak,
desorbe edilebilmektedir. iyon degistirici membranlara adsorplanan sitokrom
c glutamik asit iceren tampon ¢oOzeltisi ile desorbe edildi. Bu amag
dogrultusunda kitosan-g-pAA iyon degistirici membranlarin sulu ortamdan
sitokrom ¢ adsorpsiyonu igleminin dengeye ulagmasinin ardindan membran
diskleri sulu ortamdan uzaklastirilarak fosfat tamponu ile yikandi. Sitokrom c
adsorplanmis iyon degistirici kitosan-g-pAA membran diskleri, 25 °C’de 100
dev/dak karistirma hizinda 2 saat sureyle karistirilan desorpsiyon ortaminda
(pH’s1 8,0 olan ve 2,0 M KSCN cdzeltisi iceren tampon sistemi) tutuldu. iyon
degistiricic membran disklerinden ayrilan ve desorpsiyon ortamina gegen
sitokrom ¢ miktari spektrofotometrik olarak tayin edildi. Desorpsiyon orani
(DO) (3.13) esitligi kullanilarak hesaplandi.
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DO (%) = [desorbe edilen protein miktari / membrana adsorplanan protein

miktari] x 100 (3.13)

Surekli sistem uygulamalarinda énemli bir parametre olan yeniden kullanimi
belirlemek igin, adsorpsiyon-desorpsiyon iglemi ayni iyon degistirici membran
diskleri kullanilarak ve 6 kez tekrar edilerek iyon degigtiricic membranlarin

tekrar kullanim 6zellikleri test edildi.
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4. SONUGLARIN DEGERLENDIRILMESI VE TARTISMA

Yuzey modifikasyonu, son yillarda pratik uygulamalar icin bir materyale
istenen Ozelliklerin saglanmasi ig¢in kullanilan yaygin bir yoéntem haline
gelmigtir. Son on yildir kati ylzeyler Uzerine “firca” olarak isimlendirilen
polimerlerin agilanmasina olan ilgi giderek artmaktadir. Polimerik firgalar,
yluzeye yogun olarak asilandiginda, yuzeyden uzanan yan zincir polimerleri

olarak tanimlanmaktadir.

Capraz bagli polimer partikulleri Uzerine lineer polimerlerin asilanmasi,
¢ozunmezlik saglamasinin yani sira fonksiyonel grup tasiyan polimerlerin
yaplya katilmasi ve polimer zincirlerin esnekliine olumlu o&zellikler
kazandiriimasi nedeni ile kromatografik uygulamalarda énemli bir yere
sahiptir [54,40]. Polimer ylzeyinde olusturulan firga tipi bu yan zincirler,
hedeflenen  biyolojik molekulin destek materyaline c¢ok tabakali
baglanmasina izin vererek adsorpsiyon kapasitesini ve etkinliginin
artirmasina olanak saglamaktadir. Bu materyallerin ylksek spesifik
arayuzeyler sergilemesi nedeni ile biyolojik akigkanlardan hedeflenen protein
izolasyonu ve enzim tutuklanmasinda islemlerinde basari ile
kullanilabilmektedir [39,55].

4.1. Capraz Bagh Kitosanin Asi Kopolimerizasyonu ile Modifikasyonu

lyon degistirici kitosan-g-pAA membranlari iki basamakta hazirlandi. Kitosan
membranlarinin g¢apraz baglanmasi sonucu olugan polimer zincirlerinin
sematik gosterimi  Sekil 4.1’'de  gosteriimektedir. Bodylece kitosan

membranlarinin mekanik dayanimi arttirilmigtir.
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Capraz-baglanmadan fince Capraz-baglanmadan Sonra

Sekil 4.1. Kitosan ve ¢apraz bagl kitosan yapilarinin sematik gosterimi

ilk asamada, faz doniisim teknigi ile hazirlanan kitosan membranlarinin
yapisinda bulunan amin gruplari epiklorohidrin ile ¢apraz baglandi
(Sekil 4.2).

CHQOH b= CHOH n
MNaCH CHa

O
2 {(OH o + CHz— CH—CH;CI
pH 10 Chz

NH; O
kitosan ECH OH

NH,

gapraz bagh kitosan

Sekil 4.2. Kitosanin epiklorohidrin ile gapraz baglanmasinin sematik
gOsterimi [40]

ikinci asamada ise g¢apraz bagli kitosan membran Uzerine akrilik asitin asi
kopolimerizasyonu amonyum  persulfat varhginda serbest radikal
polimerizasyonu ile gerceklestirilerek ylzeyde poliakrilik asit iplikgiklerin
olusumu saglanmistir (Sekil 4.3). Kitosanin sahip oldugu —NH; gruplar akrilik
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asit monomeri i¢in polimerik zincirler Uzerine asilanma bolgelerini

olusturmaktadir.

b,
i | Jm

COOH

capraz bagh kitosan akrilik asit

kitosan-g-p(AA)

Sekil 4.3. Capraz bagl kitosan Uzerine akrilik asit monomerinin
asllanmasinin sematik gosterimi

Kitosan-g-p(AA) membranlarinda olusturuimus olan fircalasmis yapilar
proteinlerin immobilizasyonu ve saflastiriimasi icin oldukca elverislidir ¢ginki
sulu ¢oOzelti ortaminda bu yapilar sisme davranigi gosterirler ve buyuk
biomolekullerin baglanmasini kolaylastirirlar [56]. Firgalasmig poli(akrilik asit)
yapisinin bir proteine nasil baglandigi Sekil 4.4’de ayrintili  olarak

gOsterilmektedir.

O
=
- C
A0
o” o g
ot Protein
O~ @y
¢ .
0

Kitosan g pAA membrane

Sekil 4.4. Proteinin kitosan-g-p(AA) yapisina baglanmasinin gosterimi

Sonug olarak, zayif anyon degistirici gruplar tasiyan akrilik asit monomeri,
capraz bagh kitosan membranlar Uzerine serbest radikalik asI polimerizasyon

yontemi ile asilanmistir. Boylece elde edilen bu iyon degistirici destek
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materyali mekanik gucu yuksek, biyolojik ve kimyasal parcalanmaya karsi

direncli membranlardir.

Kitosan-g-pAA membranlarinin kalinliklari 0,15 cm ve yogunlugu ise 1,58
g/mL olarak belirlendi. Capraz bagl kitosan membranlarin ylzeyinde
erigilebilir amin grubu miktar1 titrasyon yontemi kullanilarak 1,98 pmol/g
membran olarak belirlendi. Akrilik asit monomeri karboksilik grubu tasimasi
nedeni ile, destek materyalinin ylzeyinde, kimyasal yolla asilama ile kitosan
polimeri modifiye edilerek yuzeyinde sitokrom ¢ molekdlleri ile spesifik

etkilesimin gerceklesebilecegi serbest karboksil gruplari olusturulmus oldu.

4.2. Asilama Verimi

Reaksiyon ortaminda AA oraninin artmasi ile asilama yuzdesi ve veriminin
belirli bir degere kadar arttigi belirlendi. Serbest radikalik polimerizasyon
yontemi ile ¢apraz bagh kitosan membrana AA asilama verimi, akrilik asit
derisimi 0,1 — 0,7 M araliginda degistirilerek belirlendi ve S$ekil 4.5'de
sunuldu. Grafiktende gorulecegi gibi, akrilik asit derigsiminin 0,6 mol/L
degerine arttirlmasiyla, asilama veriminin arttigi (%78,42) ve bu degerden
sonra degismedigi belirlendi. Bu nedenle c¢alismanin bundan sonraki
asamalarinda asilama reaksiyonlarinda, optimum akrilik asit derigsimi 0,6

mol/L olarak segildi.

Capraz bagli kitosan membran Uzerine asilanan poli(akrilikasit) zincirlerinin
erisilebilir karboksil gruplarinin miktari titrimetrik yontem ile belirlendi. Akrilik
asit monomerinin polimerizasyon ortamindaki derisiminin arttitilmasi ile
agllama yuzdesinin arttigi ve buna paralel olarak da 0,1-0,7 M araliginda
degistirilen akrilik asit derisimi ile yuzeyde erisilebilir karboksil grubu

miktarinin 3,95 — 8,62 mmol/g olarak degistigi belirlendi.
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Asilama verimi (%)
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Sekil 4.5. Monomer derigsiminin asilama yuzdesine etkisi

Asllama verimine baslatici derigim etkisi U¢ ayri APS derigsimde (3,3, 6,6 ve
12,0 mM) calisilarak arastiriimigtir. Baslatici derigsimi 3,3 mM’dan 6,6 mM’a
clkariimasi ile asilama veriminin arttigi ancak bu derigsimin 12,0 mM’a
cikariimasi ile asilama yuzdesinde oOnemli bir degisime neden olmadigi
gOrulmustidr. Bu nedenle g¢alismanin bundan sonraki agsamalarinda asilama

reaksiyonlarinda, optimum baslatici derigimi 6,6 mM olarak segildi.

Asilama verimine kopolimerizasyon sicakliginin etkisi arastiriimig ve
polimerizasyon sisteminin sicakliginin 60 °C’ye cikariimasi ile asilama
veriminin arttigi bu sicaklik degerinden Ustlinde ise azaldigi goériimustir. Bu
nedenle galismanin bundan sonraki agamalarinda agilama reaksiyonlarinda,

polimerizasyon sisteminin optimum sicakhgi 60 °C olarak belirlendi.
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Sekil 4.6. Polimerizasyon sicakliginin asilama yiuzdesine etkisi
4.3. Kitosan-g-p(AA) Membranlarin Karakterizasyonu
4.3.1. Kitosan ve modifiye kitosanin denge su igerigi

Destek materyallerinin, iyon degistirici kolonlarda kullanildigi durumlarda su
icerigi onemlidir. Akrilik asit asilanmigs membranlarin denge su igeriginin
%84,3 oldugu belirlendi (Sekil 4.7). Poli(akrilik asit) asih membranin ¢apraz
bagl kitosan membrana kiyasla daha fazla su igerigine sahip olmasi yuzeye
asilanmis zincirlerdeki serbest uglu gruplarin gapraz bagl ag yapisina oranla
yuksek hareketlilik gdstermis olmasi ile agiklanabilir. Ayrica bu degisim

kitosan membraninin modifiye edildiginin bir diger gostergesidir.
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Sekil 4.7. Kitosan, ¢apraz bagli kitosan ve poli(akrilik asit) asilanarak
modifiye edilen kitosan membranlarin denge su igerigi

4.3.2. Fourier transform infrared (FTIR) spektroskopisi

Sentezlenen membranlarin  yapisal karakterizasyonu icin  FT-IR
spektroskopisinden vyararlanildi. Capraz bagh kitosan ve AA monomeri
asilanmis kitosan membranlarinin spektrumlari Sekil 4.8 ve Sekil 4.9'de

verildi.
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Sekil 4.8. Capraz bagl kitosanin FTIR spektrumu

Yapidaki —NH, bandi ikiye ayriimis gibi gatalli bir sekilde goérulmektedir.
Yapida —OH gruplarinin bulunmasi bandin genislemesine hatta —NH;
gruplarinin tamamen gérinmemesine neden olabilir. —OH bandindaki
simetrinin bozulmasi, yapida —NH varligini géstermektedir. Kitosana ait FT-
IR spektroskopisinde 3450 ile 3300 cm™ araliginda gdzlenen yayvan pik —OH
grubunu ve bu grubun kapattigi N-H baglari ve polisakkarit zincirine ait
molekiil i¢i hidrojen baglarini gostermektedir. 2879 cm™ ‘de C-H bagi
geriime, 1654 cm™de asetii (C=0) grubu geriime titresim bandlari
gOzlenmistir. 1584 cmde gOzlemlenen pik kitosanin karakteristik amino

grubuna aittir.
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Sekil 4.9. AA monomeri asili gapraz bagli kitosanin FTIR spekrumu

Akrilik asit asilanmis membranin FT-IR spektrumuna bakildiginda, 1654
cmde asetil grubuna ait titresim bandinin yaninda 1560 cm™deki band
akrilik asitin karbonil  grubundan ileri gelmektedir. Akrilik asitin ester
baglarindan meydana gelen band 1672 cm™de ve ayrica parmak izi
bdlgesindeki degisiklikler kitosana akrilik asitin basarili bir sekilde agilandigi

dusuncesini desteklemektedir.
4.3.3. Taramal elektron mikroskopu (SEM) goruntiileri

Capraz baglanmis saf kitosanin ylzeyinin olduk¢a duz bir ylzey yapisina
sahip oldugu goézlenmigtir (Sekil 4.9). Capraz bagh kitosan filmlere AA
monomeri agilanmasi ile membranlarin yapilarinda puruzlerin olustugu ve
yuzeyde puruzlulikte bir artis oldugu gozlenmistir. Ayrica, asilama oOncesi
kitosan filmlerin ylzeyi oldukga homojen bir yapida iken agilama ile yuzeyin
heterojen bir hale geldigi go6zlenmigtir. Bu degisimler, hazirlanan

membranlarda asilanmanin gergeklesmis oldugunu gostermektedir.



Sekil 4.11. AA asilanmis kitosan membranin SEM mikrografi
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4.3.4. Differansiyel tarama kalorimetresi (DSC)

Kitin, kitosan gibi polisakkarit yapida olan makromolekuller su igin gugla bir
afiniteye sahiptirler ve sivi halde kolayca hidrasyona ugrayabilen bu

makromolekuller, duzensiz yapidadirlar [57].

DSC egrileri polimerlerin termal Ozellikleri ve davranislari hakkinda bilgi
vermektedir. Capraz bagh kitosan ve poli(akrilik asit) asillanmis kitosan
membranlarinin termal kararliiginin belirlenmesi amaci ile DSC analizi 25-

500°C sicaklik aralijinda 10 ‘C/dakika 1sitma hizinda gergeklestirildi.

Polimerik membranlara ait DSC egrisinden, ¢apraz bagl kitosanin termal
kararliiginin zayif oldugu, 215 ‘C’de endotermik bir pike sahip oldugu, 425
°C sicaklik degerinden sonra ise polimer yapisinin bozuldugu gozlendi (Sekil
4.12).

Akrilik asit asilanan kitosan membranin ise termal kararlihginin daha kuvvetli
oldugu capraz bagli kitosana oranla daha yuksek sicakliklara kadar
bozunmaya ugramadigini yapisini korudugu gozlenmis fakat 480 °C sicaklik

degerinden sonra polimer yapisinin bozuldugu gézlenmistir (Sekil 4.13).

Yuksek bir asillama yuzdesinde asilanan kopolimerin termal kararliginin
artmasi kitosan zincirleri ile hidrojen baglari arasinda guglu bir kovalent

etkilesimin oldugunun gdéstergesidir [58,59].

Kitosanin kristalligi, hidrofobik yan zincirlerin asilamasi sonucu hidrojen
baglarini kaybederek azalir fakat serbest hidrofilik hidroksil gruplarinin ve
kitosanin amino gruplarinin sayilari artar. Buna bagh olarak su molekulleri
yapilya daha kuvvetli tutunur ve buharlasma daha az miktarlarda gercgeklesir
[60,61]. Boylece asilanmis kitosan polimerinin termal olarak daha kararli

oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.12. Capraz bagl kitosanin DSC egrisi
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Sekil 4.13. AA asilanmis gapraz bagli kitosan membranin DSC egrisi
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4.4. Kitosan-g-p(AA) Membranlarinin Sitokrom ¢ Adsorpsiyon
Kapasitelerinin Belirlenmesi

Proteinlerin Ug¢ boyutlu yapilarinin yuzeyinde agiga ¢ikan amino asitlerin turd,
yuku ve yuk dagihmi, adsorbe edecek ylzey ile protein arasindaki iyon
degisimi etkilerinde dnemli bir faktordir. Sulu ortamda, protein molekullerinin
polar ya da iyonize amino asit kalintilari yuzeyde olma egiliminde oldugu igin
amino asit kalintilari proteinin birincil yapisindan dolayi birbirinden bagimsiz

olarak dagilmaz. Dagilim, her proteinde farklilik gostermektedir [55,44].

Adsorpsiyon calismalarinda kullanilan sitokrom-c bazik bir proteindir ve
izoelektrik noktasi 10,6 ’dir. Proteinin bu degerinin altindaki pH ’larda pozitif
yluzey yukune sahip oldugu bilinmektedir. Sitokrom-c ’nin ylzeyinde agiga
¢lkan iyonlasmis amino asit gruplari ile membranlarda agilama sonrasi
olusturulan iplikgiklerin fonksiyonel karboksil gruplari arasinda elektrostatik

etkilesim yolu ile adsorpsiyonun gergeklesmesi saglanmistir.

4.3.1. Adsorpsiyon kapasitesinde pH etkisi

Destek materyali ile protein molekulleri arasindaki etkilesimler Uzerinde etkisi
olan 6nemli faktorler arasinda protein yuzeyindeki elektron verici gruplarin
turd ve sayisi, ortamin pH’si, ortamdaki tuzlar (iyonik siddet) ve sicaklk
sayllabilir. Sulu ortamda, polar ya da yukli amino asit kalintilari ylzeyde
olma egilimindedir. Bununla birlikte, amino asit kalintilari proteinin birincil
yapisindan dolay birbirinden bagimsiz olarak dagilamaz c¢unku dagihm, bir

proteinden digerine farklihk gosterir.

Bu nedenle iyon degistirici membranlarin yuzeyindeki anyonik olan baglanma
bolgeleri ile hedef protein etkilesmesinde ortam pH'sinin etkisi oldukga
onemli bir rol oynamaktadir. Sekil 4.14’de ylzeyinde poli(akrilik asit)
iplikgikleri tasiyan kitosan-g-p(AA) iyon degistirici membranlara sulu

ortamdan sitokrom ¢ adsorpsiyonuna ortam pH’si etkisi gosterildi. Kitosan-g
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pP(AA) membranlara maksimum sitokrom-c adsorpsiyonun pH 6,0-7,0

arahiginda oldugu gozlendi.

25 -

20 A

15 4

10 A

Adsorplanan protein (mg/ml)

Sekil 4.14. Sulu ortamdan iyon degisrici membranlara sitokrom ¢
adsorpsiyonun etkisi

pH 6,0 ve 7,0 civarinda sitokrom c ve kitosan-g-pAA ve iyon degigtirici
membran arasinda tercihli bir iligki oldugunu gosterdi. Sitokrom ¢ pH 11,0'in
altinda katyonik 6zellik tagimalidir. Proteinler amfoterik molekullerdir ve bu

nedenle proteinlerin yik dagilim 6zellikleri ortamin pH’si ile degismektedir.

Yuzeyinde poli(akrilik asit) iplikgikleri tasiyan kitosan-g-pAA membranlari
karboksil grubundan dolaylr ortam pH’sina bagli olarak negatif yuk
tasimaktadir. Bu nedenle, pH 6,0 ve 7,0 civarinda sitokrom ¢ molekulu ile
kitosan-g-pAA membranlari arasindaki ilginin iyon degistirici etkilesim sonucu

meydana geldigi dusunaldu.

4.3.2. Adsorpsiyon hizi ve adsorpsiyon kinetigi
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lyon degistirici membranlara sulu ortamdan sitokrom ¢ adsorpsiyonu
isleminde bir ara ylzey olayl olan adsorpsiyonun dengeye ulagmasi suresi
pH 6,5 de, baslangi¢ sitokrom ¢ derisimi 0,4 ve 2,5 mg/ml oldugu derisimde
arastinldi ve sonuglar Sekil 4.15°de gosterildi. Adsorpsiyon stresinin
baglangicinda yuksek adsorpsiyon hizi gézlendi ve adsorpsiyon dengesine
120 dakikada ulastigi belirlendi. Adsorpsiyon ortamindaki sitokrom c
derisiminin arttinlmasi ile adsorpsiyon hizinin da arttigr belirlendi. Bu
davranisin sivi ve kati fazdaki derisim farklihgindan kaynaklandigi

dasundlda.

90 -

60 -

30 ~

Adsorplanan protein (mg/ml)

0 '!-1 T T T 1
0 50 100 150 200

Zaman (dakika)

Sekil 4.15. Iyon degistirici membranlara sitokrom ¢ adsorpsiyonunda
adsorpsiyon suresinin etkisi (¢, 0,4 mg/ml; A, 2,5 mg/ml)
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4.3.3. Adsorpsiyon kapasitesinde derisim etkisi

lyon degistirici membranlarin adsorpsiyon kapasitesine baslangi¢ sitokrom ¢
derisiminin etkisi 0,1-3,0 mg/ml araliginda ¢alisilarak belirlendi. Adsorpsiyon
kapasitesinin, 2,5 mg/ml baslangi¢ protein derisimine kadar arttigi, bu
degerden sonra sabit kaldigi goézlendi. Bu, iyon degistirici membran
yuzeyindeki etkilesim gruplarinin, adsorbe olmus sitokrom ¢ molekulleri ile
doygun hale gelmis olmasiyla agiklanabilir. Kitosan-g-pAA iyon degistirici
membranlarinin sulu ortamdan sitokrom ¢ adsorpsiyon kapasitesinin
proteinin denge derigsimine bagli olarak degisimi Sekil 4.16’de verildi.
Poli(akrilik asit) asilanmis kitosan-g-pAA iyon degistirici membranlar ile elde
edilen maksimum adsorpsiyon kapasitesi 76,21 mg/ml olarak bulundu (Sekil

4.15). Bu sonuglarin literatur ile uyum igerisinde oldugu goruldu.

90 ~
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0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5 1,8
Denge protein derigimi (mg/ml)

Sekil 4.16. Sulu ¢ozeltideki sitokrom ¢’ nin denge derigiminin
adsorsiyon kapasitesine etkisi
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4.3.4. iyonik giddet etkisi

lyonik siddetin etkisi fosfat tamponunun NaCl icerigi 0,0-1,0 M arasinda
degistirilerek incelendi. iyonik siddetin artmasiyla, adsorpsiyon kapasitesinin
azaldigi goézlendi (Sekil 4.17). Debye-Hickel'e gore, adsorpsiyon ortamindaki
elektrolitin derigimi arttinldiginda, molekullerin ¢evresindeki elektriksel ¢ift
tabaka kalinligi azalir. Van Oss ise, adsorpsiyon ortaminda elekrolit derigimi
arttikga, protein ylzey yukunin perdelendigini belirtmigtir. Bu etkiler,

molekuller arasindaki elektrostatik etkilesimin azalmasina sebep olur [62].

Sonug¢ olarak, molekuller arasindaki toplam elektrostatik enerjinin azalmasi
sonucu sistem agrage olmaya baslar, ve bu nedenle de adsorpsiyon

kapasitesinde bir azalma gozlendigi dusunuldu.
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Sekil 4.17. Ilyon degistirici membranlarla sitokrom ¢
adsorsiyonunda iyonik giddetin etkisi
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4.3.5. Sicakhgin etkisi

Sicakligin artmasi ile protein ve destek materyalinin fonksiyonel gruplari
arasindaki etkilesim alani artacagi icin, iyon degistirici kitosan-g-pAA
membranlarina sitokrom ¢ adsorpsiyonu isleminde adsorpsiyon kapasitesinin
arttigi gozlendi. Poliakrilik asit iplikgikleri tastyan membranlarla sitokrom c
adsorpsiyon kapasitesinin sicaklikla artmasi, sitokrom ¢ molekalinin ¢
boyutlu konformasyonu ile ilgili oldugu dustnuldi. Sicakhgin artmasi ile,
proteinin hidrofobik amino asitlerinin molekul ylzeyine ciktigi ve poliakrilik

asit iplikgikleri ile sitokrom c¢ arasindaki etkilesim alaninin arttigi dusunaldu.

Sicakligin 4 °C’den 34 °C'ye cikarilmasi ile birlikte kitosan-g-pAA iyon
degistiricic membranlarin adsorpsiyon kapasitesinin 69,07 mg/ml den 80,43
mg/ml degerine artisi sitokrom c¢ molekulinin G¢ boyutlu yapisi ile ilgili

oldugu dasunulda.

4.4. Adsorpsiyon izoterm Modeli

Adsorpsiyon izotermi, her bir protein molekulinin destek materyali ile
etkilesimini karakterize etmek igin kullanilir. Bununla birlikte, ¢ozeltideki
protein derisimi ile destek materyaline adsorplanmis protein arasindaki iligkiyi
de aciklar. Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izoterm modeli, deneysel
verilerin teorik olarak turetilen matematik modellemelere uygunlugu igin
siklikla kullanilan modellerdir. Adsorpsiyon sisteminde farkh baslangi¢
derisimine sahip sitokrom c¢ sulu ¢ozeltileri kullanilarak yuzeyinde poli(akrilik
asit) iplikgikleri tasiyan kitosan-g-pAA membranlari i¢in elde edilen deneysel
adsorpsiyon izoterm egrisi (Sekil 4.15) ve ilgili deneysel verilerin Bolum 3.6
da verilen Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izoterm modellerine

uygunlugu arastirildi ve Cizelge 4.1’de verildi.
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Cizelge 4.1. Ylzeyinde poli(akrilik asit) iplikcikleri tasiyan kitosan-g-p(AA)
membranlarinin  sitokrom ¢ adsorpsiyonunda belirlenen
izoterm modeli sabitleri

Langmuir sabitleri Freundlich sabitleri
Am(deneysel) Qm Ky x1 0°
(mg/ml)  (mg/ml) (M) R? n Kr R®
76,21 80,39 4,71 0,998 2,86 85,70 0,919

Langmuir adorpsiyon izoterm modelinden elde edilen dogrusal grafik, yuksek
korelasyon katsayisi (R?) ve teorik olarak belirlenen maksimum adsorpsiyon
kapasitelerinin, gm, deneysel adsorpsiyon kapasitelerine, Qmdeneyse), €$it
olmasi, iyon degigtiici membranlar ile sulu ¢ozeltiden sitokrom c
adsorpsiyonunun Langmuir izoterm modeli ile agiklanabilecegini gdsterdi
(Cizelge 4.1). Langmuir modelinde Ky deg@eri protein ve sorbentten olusan
kompleksin kararliliginin gdstergesidir. Ky sabitinin 4,71x10° blyukliginde
olmasi, proteinin sorbente karsi ylksek baglanma afinitesi oldugunu
gostermektedir. Freundlich modelinin Kr ve n degerlerinin buyuklugu, iyon
degistirici membraninin yiksek bir adsorpsiyon kapasitesi ile sulu ortamdan

sitokrom ¢ aliminin kolay oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.1).
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4.5. Adsorpsiyon Kinetigi

Deney sonuglari, Bolium 3.5 ’de verilen birinci ve ikinci dereceden kinetik

modeline uygulandi ve elde edilen model sabitleri Cizelge 4.2’de gosterildi.

Deneysel verilerden hesaplanan maksimum adsorpsiyon kapasitesi,
Qm(deneysel), il birinci ve ikinci dereceden kinetik modelin uygulanmasi ile elde
edilen teorik denge adsorpsiyon kapasiteleri, Qqqen, karsilastirildiginda
sonuglarin ikinci derece kinetik modelinden elde edilen degerlere ¢ok yakin
oldugu goézlendi (Cizelge 4.2). Yuksek korelasyon katsayilari ve maksimum
adsorpsiyon kapasitelerindeki uyumlu sonuglar, iyon degistirici membranin
sitokrom c¢ adsorpsiyonunun ikinci dereceden kinetik modeli ile uyumlu

oldugunu gosterdi.

Cizelge 4.2. iyon degistirici membranlarin sulu ortamdan sitokrom ¢
adsorpsiyonu isleminde belirlenen kinetik sabitler

Birinci derece ikinci derece

Qm(deneysel) Qden kix1 0° R? Qden kox1 0’ R?
(mg/ml) — (mg/ml) (1/dk) (mg/ml) (ml/mg/dk)

76,21 192,75 6,22 0,943 83,03 5,19 0,997

4.6. Adsorpsiyon Sisteminin Termodinamik Parametresi

lyon degisim kromatografisi alaninda sitokrom ¢  adsorpsiyonu
uygulamasinda kullanilmak Uzere hazirlanan kitosan-g-pAA membrani igin

elde edilen pozitif AH (62,75 kd/mol) dederi adsorpsiyon isleminin endotermik
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oldugunu belirtirken, pozitif AS (52,74 J/mol K) dederi de adsorpsiyon
sirasinda sistemdeki toplam duzensizligi ifade etmektedir. Kitosan-g-pAA

membranlar igin farkli sicakliklarda AG degeri hesaplandi ve Cizelge 4.3’de
verildi. Her bir calisma sicakhginda elde edilen negatif AG degerleri

adsorpsiyon isleminin kendiliginden oldugunu gosterdi.

Cizelge 4.3. Kitosan-g-p(AA) iyon degistirici membranlarin kullanildigi sulu
¢cozeltiden farkl sicakliklarda protein adsorpsiyonu sistemi igin
belirlenen termodinamik parametreler

Sicaklik AG AH AS
(K) (kJ/mol) (kJ/mol)  (kJ/mol K)
577 -8,35
288 8,88
298 -9,45 62,75 52,74
307 -9,92

4.7. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

lyon degistirici membran (izerine adsorplanan sitokrom ¢ KSCN (pH 8,0)
¢ozeltisi kullanilarak %92 oraninda desorbe edildi. Desorpsiyon isleminde,
kullanilan desorpsiyon ajaninin sitokrom ¢ molekulleri ile membran Uzerindeki
iyon degistirici gruplar arasindaki etkilesimleri zayiflatarak protein
molekdiillerinin - membranlardan ayriimasini  sagladigi  disindldi.  iyon
degistirici membranlarin tekrar kullanilabilirligi, ayni sorbentle adsorpsiyon-
desorpsiyon caligsmalari tekrarlandiginda, adsorpsiyon kapasitesinin
tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon donguleri suresince degismedigi

belirlendi.
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5. SONUCLAR

Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

1. Dogal bir polimer olan kitosan epiklorohidrin ile gapraz baglandi ve ¢apraz
bagll kitosan polimeri Uzerine serbest radikalik agi kopolimerizasyon yontemi

ile akrilik asit monomeri asilandi.

2. Kitosan membranlara akrilik asit monomerinin asilanarak modifikasyonu ile
membran ydzeyinde poliakrilik asit iplik¢giklerin olusumu saglanarak
membrana katyon degistirici 6zelligi kazandirildi ve iyon degistirici kitosan-g-

pAA destek materyali elde edildi.

3. Polimerizasyon sistemin optimizasyonu, akrilik asit asilma verimine akrilik
asit derisimi, ortam sicakhgi, baslatici derisimi degistirilerek belirlendi.

Polimerizasyon sicakligi 60 °C olarak belirlendi.

4. Asillama verimine baslatici derigimi etkisi amonyum persulfatin Gg¢ ayri
derisiminde (3,3, 6,6 ve 12,0 mM) calisilarak arastirildi. Baslatici derigiminin
3,3 mM’dan 6,6 mM’a cikariimasi ile asilama veriminin arttigi ancak bu
derisimin 12,0 mM’a ¢ikarilmasi ile asilama yuzdesinde énemli bir degisime

neden olmadigi goruldu.

5. Capraz bagl kitosan membranlara akrilik asit monomerinin agilanmasi
isleminde ortamdaki akrilik asit derisiminin 0,6 mol/L dederine arttiriimasiyla,
asilama veriminin arttigi (%78,42) ve bu degerden sonra degdismedigi

belirlendi.

6. FT-IR spektroskopisi ve SEM mikroskobu kullanilarak sentezlenen
membranlarin yapilari ve morfolojileri tespit edildi. Elde edilen FTIR

spektrumundan akrilik asit monomerinin ¢apraz bagh kitosanin yapisina
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katildig1 goruldiu. Capraz bagl kitosan ve akrilik asit asilanmis kitosanin

morfolojilerinin birbirinden farklh oldugu bulundu.

7. Fonsiyonel grup analiz sonuglarindan gapraz bagl kitosan membranlarin
yuzeyinde erisilebilir amin grubu miktari 1,98 pmol/g olarak bulunurken
yuzeyinde fonksiyonel karboksil gruplar tasiyan kitosan-g-pAA iyon
degistirici membranlarin erigilebilir karboksil grubu miktarinin ise 3,95 — 8,62

mmol/g araliginda degistigi belirlendi.

8. Kitosan-g-pAA membranlarinin denge su igerigi ve yogunlugu sirasi ile
%84,3, 1,58 g/mL olarak belirlendi.

9. Kitosan-g-p(AA) membranlarinin termal davranigi DSC ile belirlendi.
Yuzeyinde poliakrilik asit agilanan kitosan membraninin termal kararliliginin
daha yuksek oldugu, ¢apraz bagl kitosana kiyasla daha yuksek sicaklilara

kadar bozunmaya ugramadigini yapisini korudugu gézlendi.

10. Kitosan-g-p(AA) membranlari ile sulu ortamdan adsorpsiyon
calismalarinda bazik bir protein olan ve izoelektrik noktasi (pl) 10,6 olan
sitokrom c kullanildi ve pH, sicaklik, iyonik siddet ve sitokrom c baslangig
derisimi gibi parametrelerin adsorpsiyon kapasitesi Uzerine etkisi kesikli
sistemde arastirildi. Destek materyaline adsorplanan protein miktari,
adsorpsiyon ortamindaki sitokrom c baslangic ve adsorpsiyon sonundaki
bakiye protein derisimi spektrofotometrik yontem kullanilarak takip edilmesi

ile belirlendi.

11. Yuzeyinde poli(akrilik asit) iplik¢ikleri tasiyan kitosan-g-p(AA) iyon
degistirici membranlara sulu ortamdan sitokrom ¢ adsorpsiyonunda ortam
pH’sinin etkili oldugu goéruldu. Maksimum sitokrom ¢ adsorpsiyonun pH 6,0-
7,0 araliginda oldugu ve sitokrom c ve kitosan-g-pAA ve iyon degistirici

membran arasinda tercihli bir iliski oldugunu gosterdi. Bu nedenle, pH 6,0 ve
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7,0 civarinda sitokrom ¢ molekulu ile kitosan-g-pAA membranlari arasindaki

ilginin iyon degistirici etkilesim sonucu meydana geldigi dugsunuldu.

12. Adsorpsiyon suresinin baslangicinda yuksek adsorpsiyon hizi gdzlendi ve
adsorpsiyon dengesine 120 dakikada ulastigi belirlendi. Adsorpsiyon
ortamindaki sitokrom c¢ derigiminin arttirlimasi ile adsorpsiyon hizinin da
arttig1 belirlendi. Bu davranisin sivi ve kati fazdaki derigsim farkhligindan

kaynaklandigi disunaldu.

13. lyon degistirici membranlarin adsorpsiyon kapasitesine baslangic
sitokrom ¢ derigiminin etkisi 0,1-3,0 mg/ml aralidinda ¢aligilarak belirlendi.
Adsorpsiyon kapasitesinin, 2,5 mg/ml baslangi¢ protein derisimine kadar
arttigi, bu degerden sonra sabit kaldi§i gozlendi. Poli(akrilik asit) asilanmis
kitosan-g-pAA iyon degistiricic membranlar ile elde edilen maksimum

adsorpsiyon kapasitesi 76,21 mg/ml olarak bulundu.

14. Iyonik siddet etkisi fosfat tamponunun NaCl icerigi 0,0-1,0 M arasinda
degistirilerek incelendi. iyonik siddetin artmasiyla, adsorpsiyon kapasitesinin

azaldigi gozlendi.

15. Sicakligin 4 °C’den 34 °C'ye cikariimasi ile birlikte kitosan-g-pAA iyon
degistirici membranlarin adsorpsiyon kapasitesinin 69,07 mg/ml den 80,43
mg/ml deg@erine artigin sitokrom ¢ molekulinin U¢ boyutlu yapisi ile ilgili

oldugu dasunuldd.

16. Adsorpsiyon sisteminde farkli baslangi¢ derisimine sahip sitokrom ¢ sulu
coOzeltileri kullanilarak yuzeyinde poli(akrilik asit) iplikgikleri tagiyan kitosan-g-
pAA membranlari i¢in elde edilen deneysel adsorpsiyon izoterm egrisi ve ilgili
deneysel verilerinin Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izoterm modellerine
uygunlugu arastirildi. Langmiur adosrpsiyon izoterm modelinden elde edilen
dogrusal grafik, yliksek korelasyon katsayisi (R?) ve teorik olarak belirlenen

maksimum adsorpsiyon kapasitelerinin, g, deneysel adsorpsiyon
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kapasitelerine, Qmeneyse, €Sit olmasi, iyon degistirici membranlar ile sulu
gozeltiden sitokrom ¢ adsorpsiyonunun Langmuir izoterm modeli ile

aciklanabilecegdini gosterdi.

17. Deneysel verilerden hesaplanan maksimum adsorpsiyon kapasitesi,
Qm(deneysel), il birinci ve ikinci dereceden kinetik modelin uygulanmasi ile elde
edilen teorik denge adsorpsiyon kapasiteleri, qgen , karsilastirildiginda
sonuglarin ikinci derece kinetik modelinden elde edilen degerlere ¢ok yakin

oldugu ve uyumlu oldugu gozlendi.

18. Sitokrom c¢ adsorpsiyonu uygulamasinda kullanilmak Uzere hazirlanan
kitosan-g-pAA membrani i¢in de elde edilen pozitif AH (62,75 kd/mol) degeri
adsorpsiyon igleminin endotermik oldugunu belirtirken, pozitif AS (52,74
J/mol K) de@eri de adsorpsiyon sirasinda sistemdeki toplam duzensizligi
ifade etmektedir. Kitosan-g-pAA membranlar ic¢in farkli sicakhklarda 4G
degeri hesaplandi ve her bir ¢calisma sicakhdinda elde edilen negatif AG

degderleri adsorpsiyon igleminin kendiliginden oldugunu gosterdi.

19. Iyon degistirici membran (izerine adsorplanan sitokrom ¢ KSCN (pH 8,0)
gozeltisi kullanilarak %92 oraninda desorbe edildi. Iyon degistirici
membranlarin tekrar kullanilabilirligi, ayni sorbentle adsorpsiyon-desorpsiyon
calismalari  tekrarlandiginda, adsorpsiyon kapasitesinin  tekrarlanan

adsorpsiyon-desorpsiyon donguleri suresince degismedigi belirlendi.

20. Sonug olarak, zayif Ozellikler gosteren kitosanin modifiye edilerek
asllanmasi ile kromatografik alanda kullanilabilecek membran yapida
mekanik dayanimi iyi, biyolojik ve kimyasal parcalanmaya kargi direncli iyon
degigtirici  kitosan-g-pAA destek materyali hazirlandi. Bu materyal iyon
degistirici fonksiyonel gruplara sahip oldugundan dolayi biyolojik sivilardan

sitokrom ¢ ‘nin saflagtiriimasi ve ayristiriimasinda yuksek bir afinite gosterdi
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ve bodylece cesitli kromatografik ayirmalarda basari ile kullanilabilecegi

ispatlandi.
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