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OZET

CESITL i BIRYOFIT TURLER iNIN PROTEIN-ANTIKOR
SAFLASTIRILMASINDA SPES IFiKk SORBENT ETK INLIGININ
ARASTIRILMASI

Mithat Evrim DEMIR

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dall
Tez Dangmani: Prof. Dr. Adnan ERDA
Dog. Dr. Sinan AKGOL
2011, 82 sayfa

Immunoglobulin G insan kanindaki temel antikor méléklur. 1gG terapotik ve
tedavi amaciyla tibbi alanda 6énemli kullanima sathgari 6nemi yiiksek olan bir
antikordur. 1gG saflgiriimasi icin ginimuizde farkl yontemler kullandktadir.
Bu calsmada IgG saflginimasi icin dgal fitosorbent olarak karayosunu
ornekleri ile cakilmistir. Bitki 6rnekleri dgal yayilsa sahip olduklari yerlerden
toplanms, laboratuvar ortaminda temizlergnikurutulmy, ogutiimis ve elek
analizine tabi tutulmgiur. Deneylerde 14Qum alti buyuklige sahip tanecikler
kullanilmistir.  ilk olarak bitki orneklerinin  FTIR, SEM ve mikroskdbi
incelemeler ile karakterizasyon gahalari gerceklgirilmistir. Bu incelemeler
sonucunda bitki ytzeyinin dnemli bir hidrofobik#i sahip oldgu belirlenmitir.
Bitki 6rneklerine 1gG adsorpsiyonu icin optimizasy@alsmalari yapilmgtir.
Farkli tampon ile yapilan denemelerde bitkileriméami icin optimum tampon pH
5.0 olarak bulunmgiur. Dergsim deneyleri sonucunda adsorpsiyon
mekanizmasinin Langmuir izotermine uygun @auadsorpsiyonun tek tabakali
oldugu belirlenmitir. Adsorbe edilen IgG miktari ortalama 60 mg/g rala
bulunmutur. Bitkilerde adsorpsiyon-desorpsiyon dongilemwsuda adsorpsiyon
kapasitesinde dis olmadgl, bitkilerin saflgtirma icin tekrar tekrar
kullanilabildigi, bu sayede diilk maliyetli, dgal, geri dongturilebilir fitosorbent
olarak kullanilabilecg belirlenmitir.

Anahtar S6zcukler: immunoglobulin g, IgG, safiirma, karayosunu, fitosorbent
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF SEVERAL BRYOPHYTE SPECIES FOR SPECIFIC
SORBENT ACTIVITY FOR PROTEIN — ANTIBODY PURIFICATION

Mithat Evrim DEMIR

Ph.D. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Adnan ERGA
Assoc. Prof. Dr. Sinan AKGOL
2011, 82 pages

Immunoglobulin G is basic antibody molecule in huntdood. 1gG is an antibody
which have therapeutic uses in medicine and hagh bommercial value. In
recent years several methods are used for IgGigatidn. In this study mosses
are used as a natural phytosorbent for IgG putiinpa Moss species were
collected from their natural habitat, then cleanetgd] grinded in laboratory and
sieve analysis were performed. Laboratory experimere done with particles
smaller than 14Qum. Characterization of moss species were conductetyu
FTIR, SEM, and microscobical investigations. As a ltesfi these analysis,
important hyrophobicity on plant surface were determidedorption of IgG onto
plant speices were investigated in batch systenerumarious medium conditions
(i.e. pH, ionic strength, IgG concentration, temperatuiguring optimisation
experiments, pH 5.0 buffer were found to be optimwtido for all species. With
the concentration experiments, adsorption mechami@re found suitable to
Langmuir adsorption isotherm, which determines siniglyer adsorption onto
plant surfaces. Adsorbed IgG amount were found ampedely 60 mg/g.
Adsorption-desorption experiments indicated thanfd were reusable. Results
indicated that moss species have the capacity tosbd as biosorbent for IgG
purification, with their low cost, natural and biodegtaldastructure.

Key Words: immunoglobulin g, 1gG, purification, moss, phytosorbent
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1. GIRIS

Ayirma, bir kargimin birbirinden farkli iki veya daha fazla trinliha getirilmesi
islemi olarak tanimlanabilir. Ayirmaslemi kimya, petrokimya ve farmasotik
sanayinde en bulyik maliyeti gturan slemlerden biridir. Adsorpsiyonda tutma
isini géren madde adsorban veya sorbent adini alisodiyon yénteminde
islemin verimi sorbentin kalitesi ve 6zellikleriyleogkudan ilgkilidir (Yang,
2003).

Biyosorpsiyon glemi cansiz biyokitlenin sorbent ve sorbat arasinddinite
iliskisine dayanan pasif bir olaydir (Volesky, 2007). &t olarak biyolojik
ajanlarin kullaniimasi uzun yillardir ataucilarin ilgisini cekmgtir. Ginimuzde
ise sorbent olarak bitkilerin kullanilmasi giderakmaktadir. Dgilk maliyetle
elde edilebilmeleri ve geri dostiirtlebilir olmalari glemin genel verimi agisindan
da 6nem tamaktadir. Ozellikle tarimsal faaliyetlerden gdn atgin bol ve dgik
maliyetli olusu argtiricilari bu konularda ¢agima yapmaya itngtir. Fitosorbentler
ile yapillan c¢akmalar &ir metal temizlenmesi, atiksulardan boyalarin
temizlenmesi, petrol ve tirevlerinin temizlenmgsilinde ana gruplara ayrilabilir.

Atiksulardan gir metallerin temizlenmesi amaciyla yapilan gahlar arasinda
Cr(Vl) tutulmasi icin Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze meyveleri
kullaniimasi (Vaghetti vd., 2008Rinus sylvestrid.. kozalaklarinin kullaniimasi
(Ucun vd., 2002), fistik kaunun kullaniimasi (Witek-Krowiak vd., 2011),
Passiflora edulisSims meyve kabiunun kullaniimasi (Jacques, 200Dpcos
nucifera L. (hindistan cevizi) lifi kullanilmasi (Gonzalegd., 2008), Ni(ll)
tutulmasi icin Azadirachta indica A. Juss. vyapraklarinin kullaniimasi
(Bhattacharyya vd., 2009Moringa oleiferaLam. kabgu kullaniimasi (Reddy,
2011),Cochlospermum gossypiuin) DC. sakizi kullaniimasi (Vinod vd., 2010),
Cd icin su bitkisi olarHydrilla verticillata (L. f.) Royle (Bunluesin vd., 2007),
Scolymus hispanicuk. (Barka vd., 2010) kullaniimasi, Cu(ll) tutulmasi nigi
Acacia leucophalaLink aga¢ kabgu tozu (Munagapati vd., 2010Arachis
hypogaeal. meyve kabgu kullaniimasi (Witek-Krowiak vd., 2011), Pb icin
Pinus sylvestrikozalasl (Ucun vd., 2003)Phaseolus vulgarit., Ficus religiosa
L. yapraklar (Ozcan vd, 2009) kullanimi érnek olarakikebilir. Atiksulardan
boyar madde uzakjariimasi icin Araucaria angustifolia(Vaghetti vd., 2008),
Pyracantha coccine®. Roem. meyvesi (Akar vd., 2009&@nanas comosud..)



Merr. yapraklarn (Chowdhury vd., 2011aulownia tomentoséThunb.) Steud.
(Deniz ve Saygideer, 2010),Prunus dulcis(Mill.) D.A. Webb (Senturk vd.,
2010), Thuja orientalis L. (Akar vd., 2008), Cupressus sempervirenk.
(Fernandez vd., 2010 apsicum annuurh. tohumlari (Tunah Akar vd., 2011),
islenmems zeytin atgl (prina) (Akar vd., 2009b) vEBhaseolus vulgarikullanilan
bitkilerden bazilaridir.

Bilimsel argtirmalarda yaygin olarak kullanilan bir gér bitki grubu da
karayosunlaridir. Karayosunlari 12,000 — 15,000 tangofitler icinde en buyuk
grubu olyturmaktadir. Karayosunlari diinya uzerinde denizlerich coller ve
kutup bolgeleri de dahil olmak Uzere, fotosentetitkilerin bulunabildgi her
ortamda varliklarini surdirebilmektedirler (Crum,02 Karayosunlari ylizey
yapilari ve kolay esilebilir olmalari sebebiyle fitosorbent olarak daligmalarda
kullaniimislardir. Karayosunlari kullanilarak yapilan gatalara Cd(ll) ve Cr(lll)
tutulmasi i¢cin Hylocomium splendenfHedw.) Schimp. kullaniimasi (Sar vd.,
2008), **'Cs ve *Sr tutulmasi icinFunaria hygrometricaHedw. kullaniimasi
(Balarama Krishna vd., 2004), Pd igracomitrium lanuginosurtHedw.) Brid.
(Sari vd., 2009) kullanilmasi, Co ve Sr igkhmytidiadelphus squarrosygiedw.)
Warnst. (Maresova vd., 2011) kullaniimasi, atiksulardhoyar madde
uzaklatiriimasi icin Dicranella varia (Hedw.) Schimp. kullaniimagAkkaya ve
Ozer, 2005) drnek olarak verilebilir.

Dunya Uzerinde gegiyayilima sahip bir karayosunu ol&phagnuriun agir metal
tutma 6zellikleri ceitli calismalarla belirlenmtir (Brown vd., 2000). Bu amagcla
Amerikan Maden Burosu yagt calsmalarda gozenekli polistlfon kirecikler
Uzerine immobilize edilmi mikroorganizmalara ek olarak immobili&phagnum
da denemtir. Bu sekilde cinko, kadmiyum ve ger metallerin secici olarak
ortamdan uzakkrildigr sonucuna ukalmistir (Ferguson vd., 1989).

Sphagnurun ticari olarak kullanimi ise genellikle petroftinlerinin ortamdan
uzaklgtiriimasina yonelik olmgtur. Bu drtinler genellikle toz haline getirilerek
hazirlanmg olarak piyasaya surulngiiir. Hyro-Weed bu amacla gdlrilmis,
petrol Urinleri ve kimyasal kirliin temizlenmesi i¢in kullanilan ticari Grandar
(Sekil 1.1. a). Ozellikle kuru haldeyken hidrofobik tizder kazananSphagnum
petrolu tutarak kirlenmgi alanlarin temizfiinde kullaniimaktadir. Su Uzerinde
kaldig icin su tstd kirlilgin temizlenmesi amaciyla kullanilabilmektedir. Hyro-



Weed Amerikan Deniz Kuvvetleri, Amerikan Ordusu veavl Kuvvetleri
tarafindan kullaniimaktadir (Innovative Technolagi@roup LLC). Peat-sorb bu
amagla ticari olarak kullanilan birghr arindur. Bu Grin de farkli petrol vegya
tirevlerinin temizlenmesi amaciyla kullaniimaktadigekil 1.1. b) (Zorbit
Technologies Inc.). Guney Afrika kiyllarinda bulun2assen ve Robert adalar
yakinlarinda gercekien petrol sizintisi bu Uriinle temizlegtimi Oclansorb Plus
tath ve tuzlu sularda, sulak alanlarda vesedi agik su ortamlarinda, gdir
tekniklerle temizlenemeyen petrol sizintilarini idamek Uzere gefiiriimis bir
diger trindur $ekil 1.1. c) (Hi Point Industries Ltd.). Yeni Zelaaida kullanilan
Enviropeat yg ve petrol drlnleri icin getirilen bir baka ticari Urindir $ekil
1.1. d) (Envirotech Solutions). Kallak Turba Fabrikee Norvec'de turba hasat
ederek benzeri temizlemglémleri icin ticari Uriin Ureten bir bka sirkettir
(Kallak Torustrofabrikk).

Sekil 1.1. TicariSphagnunurtnleri a. Hyro-Weed (Innovative Technologies Grauw C)
b. Peat-Sorb (Zorbit Technologies Inc.) c. Oclahgdti Point Industries Ltd.)
d. Enviropeat (Envirotech Solutions).



Karayosunlarinin  bazi yapisal 0Ozellikleri, 6zelliklditosorbent olarak
kullaniimasinda etkili olmaktadir. Karayosunlarsibgyapil, genellikle tek hticre
kalinhgina sahip yapilari olan bitkilerdir. Boylari saddmekac milimetre olan,
sadece birka¢c yapta olan karayosunlari olgu gibi (Ephemeropsisve
Virividellis pulchellum), yarim metreden uzun olabiléolytrichum communge
70 cm boylanabilemdawsonia superb&irleri de vardir (Crum, 2001Jontinalis
turleri de 2 metreye kadar boylanabilirler. Karaydaunin tercih edilmesinde
onemli bir etken bu bitkilerin yaydialanlaridir. Karayosunlari ¢ok genjayilisa
sahip bitkilerdir. Dunya Uzerinde hemen her yerdéiklarini strdurebilirler. Bu
Ozellikleri aratiricilara karayosunlarinin neredeyse her arsilalailir olmasi
avantajini sglamaktadir. Kullanilacak materyalin kolay gilabilir olmasi
turlerinde yaprak hicrelerinde sislemelerin gldbilinmektedir. Bu suslemeler
genellikle kurak ortamlara adapte olgngu dengesi ile ilgili adaptasyonlardir. En
yaygin gorilen susleme tipi papillalardir. Genel itagla papilla, hicre
ylzeyindeki farklisekillere sahip cikintilardir. Basit, ¢killi veya dallanmy
yapida olabilirler. Papillalar ygun dizildiklerinde aralarinda ojturduklari kanal
ile suyun hizlisekilde aktarilmasini gtarlar. Benzegekilde mamillalar da hiicre
[Gmeninin dsari dagru ¢ikarak olgturdusu cikintidir (Buck ve Goffinet, 2000).
Bu yapilarin dier 6nemli Ozellki de yizey alanini 6nemli Glgude artiriyor
olmalaridir. Y@un papillaya sahip bir yaptm yizey alani 6nemli 6l¢clide artarak
tutunmasi istenen molekdl igin avantaj gblurur.

Kromatografi, bir 6rnek icindeki birden fazla bigmin durgan ve hareketli faz
arasinda, birbirlerine olan ilgileri prensibine daga, ayirma tekniklerinin genel
adidir (Sadek, 2004). Bir gér ifadeyle kromatografi biri dugan, dgeri hareketli
faz olmak Uzere iki faza ayrilgbilesenlerin fiziksel ayrilmasi tekgidir (IUPAC,
1997). Durgan faz sivi veya kati olabilir, hareketli faz iseisieya gaz olabilir.
Ayrilacak olan maddeler dutan ve hareketli faz arasinda farkli derecelerde
dagilirlar ve birbirlerinden ayrilirlar. Kromatografi anigiti veya preperatif olabilir.
Kromatografik  teknikler  biyokimyasal &tmalarda yaygin  olarak
kullaniimaktadir.

Afinite kromatografisi
Afinite  kromatografisi adsorpsiyon kromatografigini bir c¢eidi olarak
distndlebilir. Bu sistemde katl matriks tzerine imniaki edilmi komplementer



maddeler ile spesifik ve tersinir komplekslerglwan biyolojik molekuller vardir.
Bunlar ligand, afinite ligandlar1 veya affinantladiacak adlandirilirlar. Enzimlerin
substratlari, inhibitorleri, kofaktorleriyle afturduklari kompleksler, antikorlarin
antijenleriyle  olgturduklari  kompleksler, lektinlerin  glikoprotein ey
polisakkaritlerle olgturduklari kompleksler 6rnek olarak verilebilir (fkova,
2002).

Saflgtinimak istenen enzim veya gir biyomolekul biyoligand olarak
adlandirlabilecek bir molekule afinite gosterir.yBiojik olarak aktif Grunleri
iceren ham kagim afinite adsorban kolonundan gegirdidide, belirlenmy
deneysel kgullar altinda, immobilize afinite ligandina komplemer balanma
bélgesi bulunmayan butin bgleler tutulmadan gececektir. Buna kar liganda
afinite gosteren urunler kolonda tutulacaktir. Bu Urtdinia sonra ¢ozunur afinite
ligandi ile yikanarak veya UrUn-ligand kompleksingapisini bozmak Uzere
kosullarin (pH, iyoniksiddet, sicaklik vb.) d&stiriimesiyle tekrar elde edilebilir
(Turkova, 2002) §ekil 1.2). Afinite kromatografisinde kullanilan bdigandlar ve
saflatiriimak istenen molekuller tabloda veriktir (Cizelge 1.1).

Afinite  kromatografisinde kullanilacak biyosecicidsorbanin sentezlenmesi
yontemin uygulanmasi surecinde 6nemli yer tutafla@aiimak istenen molekile
uygun sentezlenecek adsorban proteinin birka¢ balgantmizli ve verimlsekilde
saflgtirilmasini  sglayacaktir  (Scouten, 1981). Gunumiuzde adsorbanin
sentezlenmesi slemi ticari GOrlnlerin de piyasaya c¢ikmasiyla nigpet
kolaylasmistir.

Cizelge 1.1. Afinite kromatografisinde kullanilagdindlar ve biyolojik ilgkilere

Ornekler
Ligand Saflastirilan molekdl
Antikor Antijen, virls, hicre
Inhibitor Enzim (substrat analoglari veya kofaktér agkri)
Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hicre ylzeyi regeg,
membran proteini, hiicre
Nukleik asit Nukleik asit blayan protein (enzim veya histon)
Hormon, vitamin Reseptor,gigici protein
Seker Lektin, enzim veya ger seker bglayan proteinler
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Sekil 1.2. Afinite kromatografisi basamaklariggmatik gosterimi 1. Afinite ortami tampon
ile dengeye alimir. 2. Ornek, hedef molekiliin kanpnter liganda
baglanabilmesi icin uygun kallarda kolona uygulanir. 3. Hedef maddeler

spesifik ve tersinir olarak liganda #anir. Balanmayan maddeler kolonda
tutulmadan cikar. 4. Hedef molekiller desorpsiyganii ile tekrar elde edilir
(Kog, 2007'ye gore diizenlenerek).



Teknigin uygulanmasi gamasinda dikkat edilmesi gerekergeati bir konu da
ligand-molekil arasindaki afinitedir. gér afinite ¢ok zayifsa adsorpsiyon
gerceklamez. Buna karn kuvvetli bir afinite olmasi durumunda adsorbena
proteinin yikanmasi zoracaktir. Uygun kgullarin elde edilmesi bu tekgn
verimli sekilde kullaniimasini sdayacaktir.

Matriks secimi

Kati destgin ve matriks ile afinite ligandi arasindaki kovatl®daslanmanin dgru

sekilde secilmesi, afinite kromatografisinin shasini dgrudan etkilemektedir.
Kati desteklerin immobilize afinite ligandinin kdragi Gzerinde etkileri vardir.
Bazi kati desteklerin kendileri de afinite liganiberebilirler. Kromatografi
isleminde kullanilacak tayici matrikste bulunmasi gereken bazi Ozellikjer
sekilde siralanabilir;

1. Cozandr olmamahdir.

2. Yeterli gecirgenige ve geni spesifik alana sahip olmahdir.

3. Baglanma, adsorpsiyon, desorpsiyon ve rejenerasycull&ona kas
kimyasal olarak kararli olmahdir.

4. Mikrobiyal ve enzimatik ataklara kardirencli olmaldir.

5. Afinite ligandlarinin bglanmasina izin verecek kimyasal reaktiviteye
sahip olmalidir.

6. Proteinlerin nonspesifik etkjemlerinden etkilenmemek igin hidrofilik ve
notral karakterde olmalidir.

7. Endustriyel uygulamalar igin ekonomik olmalidir.

Ligand secimi

Afinite kromatografisinde kullanilabilecek ¢ok sdailigand olmasina kan bir
cogu biyolojik kdkenlidir. Kolon iginde biyolojik ligad kullaniimasi bu yontemin
bioafinite kromatografisi veya biospesifik adsoyasi olarak da adlandiriimasina
yol agmstir. Birgok biyolojik ligandin spesifikfii bioafinite kromatografisini ggu
bilesigin saflagtirilmasi igin ideal yontem haline getirgtir (Hage ve Ruhn, 2006).
Afinite kromatografisinde kullanilan bazi ligandlgabloda verilmitir (Cizelge
1.2).1yi bir ligand aagidaki 6zelliklere sahip olmaldir:



Ligand izole edilebileceksekilde protein ile tersinir kompleksler
olusturmahdir.

Kromatografik uygulamaya uygun spesifiteye sahip olnnalid

Izole edilen protein veya ligandi etkilemeden ortakadbasit bir
degisimle kompleks kolayla ayrilabilmelidir.

Matrikse kolayca immobilize edilebilmek Uzere b kimyasal
Ozelliklere sahip olmalidir.

Kararli komplekslerin olgumu icin kompleks sabiti yeterince yilksek
olmaldir.

Cizelge 1.2. Afinite kromatografisinde kullanilanzbdigandlar (Hage ve Ruhn,

2006).
Yontem Ligand Tutulan maddeler
Immunoafinite Antikorlar Antijenler (6rn.
kromatografisi Hormonlar, peptidler
proteinler, virtsler, hicre
bilesenleri)
Enzimlerin  afinite| inhibitorler, substratlar, Enzimler
kromatografisi kofaktorler, koenzimler ve
cesitli ligandlar
afinite | Lektinler Sekerler, glikoproteinle
kromatografisi ve glikolipidler
afinite | DNA veya RNA DNA/RNA'ya bglanan
kromatografisi proteinler, komplementer
nikleotidler
Boya ligand afinitel Sentetik boyalar Proteinler ve enzimler
kromatografisi

Afinite kromatografisinin alt dallar
Afinite kromatografisinin alt dallari Cizelge 1.&drerilmitir (Wilchek ve Miron,



Cizelge 1.3. Afinite kromatografisinin alt dallari.

1. Hidrofobik kromatografi

2. Immunoafinite kromatografisi

3. Kovalent afinite kromatografisi

. Metalselat afinite kromatografisi

5. Molekiler baskilama afinite kromatografisi
6. Membran temelli afinite kromatografisi

7. Affinite kuyruk kromatografisi

8. Lektin afinite kromatografisi

9. Boya ligand afinite kromatografisi

10. Reseptor afinite kromatografisi

11. Perflizyon afinite kromatografisi

12. Tiyofilik afinite kromatografisi

13. Yuksek performans afinite kromatografisi
14. Afinite yggunluk pertubation

15. Kutuphane tirevli afinite kromatografi
16. Afinite ¢Oktirme

17. Afinite elektroforez

18. Afinite kapiler elektroforez

19. Santrifdjj afinite kromatografisi

20. Afinite itme kromatografisi

I

Immunoglobulin olarak da bilinen antikorlar ¢cok hglchayvansal organizmalarin
bagisiklik sistemleri tarafindan, kendi organizmalaring almayan organik
yapilara kagi gelistirilen glikoprotein yapisindaki molekullerdir. Buatektller
organizmay! bakteri ve virlsler gibi yabanci molékin yol agmasi muhtemel
zarar verici etkilere kar onceden uyararak koruyuculukgkalar. Antikorlar
hdmoral immin sisteminin énemli bir kismini glrurlar. Kendi antimikrobiyal
Ozellikleri olmamalarina kam farkli yontemlerle hicresel immin sistemini
desteklerler:

1. Patojenlerin Uzerlerindeki antijenlere gmnarak bunlarin  vicut
hicreleriyle etkilgimlerini dnlerler (nétralizasyon).
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2. Tek hicreli patojenleri agregatlara gheyarak (immin kompleksleri)
fagositler tarafindan daha kolay alinmalarirgladar (aglutinasyon).

3. Eslenik sistemi etkin hale getirerek innate immin wawa sistemini
harekete gegirirler (opsonizasyon).

Antikorlar B hiicresi tarafindan aitwrulurlar. Ozellgmelerinden bgimsiz olarak
dort polipeptid zincirinden okwrlar. Bunlardan kovalent Baile oliosakkarit

gruplarini taityan iki e zincir air zincir (53-75 kDa) olarak, glikozillenmemi
diger iki e zincir ise hafif zincir (23 kDa) olarak adlandirilAgir zincir ve hafif

zincir birbirlerine disulfit b&! ile baglanirlar. Agir zincirler birbirlerine disulfit

baglari ile balanirlar §ekil 1.3). Bu bglarin bulundgu esnek bdlge menge

bolgesi olarak adlandirihr. Disulfit Bkari sonucu polipeptid zincirlerinin
katlanmasiyla olgan kisimlar domain olarak adlandirilir. Her dort ipeptid

zincirinde de sabit ve deken bolgeler vardir. Hafif zincirde (L) karboksilwta

yakin olan bélge sabit bélge ()¢ amino ucuna yakin olan bolgegigen bolge

(Cy) olarak adlandirilir. &ir zincirin (H) amino ucuna yakin kisimggken bdlge

(Hy), diger kisimdaki bolgeler ise sabit bolgeler t{IC G2, Gi3) olarak

adlandinlir. Asir ve hafif zincirlerin dgisken bolgeleri iki 6zdgantijen bglanma

bdlgesi olgturur (Anonim, 2002).

P
)

HOCC COOH

HOoOC COOH

Sekil 1.3.Immunoglobulinin temel yapisi
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Insanlarda ¢ bolgelerine gore digsiklik gosteren bg agir zincir bulunury, a, W,
0 ve € seklinde gosterilirleru ve € domainleri genelin aksine ¢ gedort CH
domainine sahiptirler. @r zincirin tipi immunoglobulin sinifini ve etki
mekanizmasini belirler. Bemmunoglobulin sinifi IgG, IgA, IgM, IgD ve IgE'dir
(Sekil 1.3; Cizelge 1.4) (Murray vd., 2003).

Cizelge 1.4Immunoglobulinler ve temel gorevleri

Immunoglobulin| Temel Gérevleri

IgG ikincil tepkideki ana antikordur. Bakterileri opseei ederek

=

fagositozlarini  kolaylgtirir. Tamamlayici sisteme yardimci oll
Bakteriyal toksinleri ve virlisleri nétralize ed®asentadan gecer.

IgA Bakteri ve virlslerin mukoz membrana gnmasini  onler
Tamamlayici sisteme etki etmez.

IgM Antijene birincil tepki sonucunda dretilir. Tamlayici sisten
olusturur. Plasentayl gecemez. B hicrelerinin ylzeyteki antijen
reseptoéradar.

IgD B hicrelerinin ylizeylerinde ve serumda buluaurl

IgE Antijenle kasilasiimasi durumunda mast hicreleri ve bazofillerden

mediatorlerin salinimi ile ani hipersensitiviteyugurur.

Immunoglobulin G (IgG) insan kanindaki temel antikmolekuludur. Butun
antikorlarin yaklatk %80’ini olusturur. Mentge bolgesindeki @r zincirlerin
aralarindaki disulfit b@arinin farklarina gore dort alt grubu vardir. Fapa
aktivitesi sonucunda 50 kDa'lik G¢ kisima ayrilatel. Bu kisimlardan antijen
baglayan ikisine F, adi verilir. Diger G¢inct kisim hemen kristallenehiididen
dolay! K adini alir ve hedef hucrelerin sindirimi gibgdr gorevlerdesigorirler.

Antikorlar biyoloji, biyoteknoloji, tani ve tibbi amkgla gens kullanim alanlarina
sahiptirler. Antikorlar ve monoklonal antikorlar é&arhasyon, kanser, otoimmin
ve bulgici hastaliklarda tedavi amacli olarak eti@kilde kullaniimaktadir.

Immunoglobulinlerdeki eksiklikler enfeksiyon riskimdartsa ve yetersiz immun
tepkisine sebep oluimmunoglobulinler tedavi amaciyla ilk olarak 1952nda,
X-baglh agammaglobulinemia (XLA) ve tekrarlayan pnomogaksepsis hastgli
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bulunan pediatrik hastada kullaniktr (Bruton, 1952). Bu tedaviyi takiben Ig
tedavisi birincil ve ikincil bgisiklik yetmezlgi tedavilerinde kullaniimaya
baslanmstir (Reilly vd., 2010). IVIg tedavi ybntemine Amerik8irlesik
Devletleri'nde de ilk kez 1981 yilinda FDA tarafardonay verilmi ve immun
yetmezlgi tedavilerinde kullaniimasi onerilgtir (Kilig, 2003). ilk olarak kas
icine enjeksiyon ile uygulanan yontem damardan imoglobulin verilmesi
yonteminin (IVIg) idyopatik trombositopenik purpura (lifedavisinde daha etkili
oldugu belirlendikten sonra yerini bu yonteme biragimi Zayif immun sistemine
sahip hastalara antikor tedavisi uygulanmasi enfeksriskini azaltmaktadir.
Immunoglobulin drtinleri kasiklik sistemi yetersizliklerinde, Kawasaki hasgali
tedavisinde, hematopoietik kdk hiicre naklinde, Ktdihlcresi lenfotik I6semide
ve HIV tedavisinde kullanilmaktadir.

Son vyillarda biomedikal agarma ve gektirme calsmalarinda monoklonal
antikorlarin 6nemi artrgtir. Monoklonal antikorlarin tretimi 2006-2010 yrlia
arasinda ¢ kata yakin bir arggostermgtir. Dinya capindaki IgG tiketimi de
1992-2003 yillarl arasinda 19.4 tondan 52.6 tona igtkn{Denizli, 2011). Buna
paralel olarak antikor temelli tedaviler irevivo teshis yontemleri diinya ¢apinda
yetkili kuruluglardan onay almaktadir (Guerrier vd., 2000). Tibwsmalar igin
genellikle yiksek saflikta IgG gereklidir. Bu uyguoialar icin immunoglobulinler
cokturme ve kromatografi ki@ olmak Uizere gok g#li fizikokimyasal yontemler
kullanilarak saflgtirimaktadir.

Cohn plazma fraksiyon yontemi bu alanda yillardittdnilan bir yontem olmgiur
(Cohn vd., 1946). Bu yontemde proteinlerin etanolksuigimi icinde farkli
¢o6zunurlikleri oldgu prensibine dayanarak ayrim gerceRiektedir. Ginumuizde
etanol c¢oktirmesiyle fraksiyonlara ayirma yoOntemcari Olgekte insan
plazmasindan IgG saffarmak icin kullanilan en yaygin yontemdir (27 tpiy
(Muronetz ve Korpela, 2003). Bu yonteme ek olaraktgino A balanms
adsorbanlar gosterdikleri yiksek secicilik sayesipilot dlcekte tek basamakta
antikor saflatinimasinda kullaniimaktadir. Her ne kadar protéingenetgi
degistirilmis bakterilerden elde ediliyor olsa da, izolasyonuahkhrmaik ve
maliyetlidir. Yiksek segicifie sahip olmasina kan protein A'nin gbz 6nune
alinmasi gereken bazi dezavantajlari vardir: @ndinmiktar protein A matriksten
sizabilir. Bdyle bir durumda ofacak kontaminasyon 06zellikle Klinik
uygulamalarda tolere edilemez; (ii) protein A'nidesi yiksek maliyetlidir. Buna
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ek olarak protein A’nin uygunsekilde immobilizasyonu zordur. Ayrica
degradasyona oldukca duyarldir (Canak vd., 2004,ADes@ Arica, 2000). Cier
taraftan, pseudo-segici ligandlar bir ¢ok biyomoléki saflgtinimasinda
kullanilabilmektedir. Bu ligandlarin secidgli elektrostatik, hidrofobik, hidrojen
baglari ve van Der Waals etkijienleri gibi zayif etkilgimlerin ortak etkisiyle
gerceklamektedir. Son dénemde, kigik amino asitler, pseudiciskgandlar
olarak endustriyel biyoafinite ayirmada kullanilrtedr. Bu ligandlar, protein
ligandlarindan daha kararlidirlar ve biyolojik afti kaybi gibi sorunlari yoktur.
Ekonomik olmalari, kolay immobilizasyon ve yukseksaipsiyon kapasiteleri
diger avantajlari olarak sayilabilir. Pseudosegicirigjistidin, taidigi karboksil,
amino ve imidazol gruplar ile gdi proteinlerle izoelektrik noktalarinda veya
civarinda etkilgebilir (El-Kak vd., 1991). Protein A afinite kromatedjsine
alternatif olarak iyon dgésim, boya, histidin, tiyofilik, hidrofobik ve immobilize
metal afinite kromatografisi de kullanilan yontemgeasindadiimmobilize metal
afinite kromatografisi (IMAC) Porath tarafindan Byilinda geltirilen ve temel
olarak antikor molekillerinin ylzeylerindeki higtid kullanarak antikorlari
saflsgtirmak icin kullanilan bir yontemdir. Kullanilan hgpd gelatlanmg metal
iyonlar) yuksek stabiliteye, kapasiteye ve dzggalgahiptir (Vangan vd., 2002).
yontemle elde edilen 1gG, Protein A yontemi ile eld=lilen saflga
erisememektedir. Yine de iyon ggim kromatografisi ile birlikte kullanil@ginda
onemli bir alternatif olgturmaktadir (Huse vd., 2002). Boya ligand afinite
kromatografisi cgtli proteinlerin saflatirlmasi icin kullanilan bir hbgka
yontemdir. Sentetik boyalar g#i reaktif gruplar icermeleri ve diik maliyetli
olmalari sebebiyle tercih edilmektedirler (Wongchap vd., 2009). Hidrofobik
etkilesim kromatografisi de antikor saffarmasinda kullanilan etkili ydntemlerden
biridir (Aktas Uygun vd., 2009).

Yukarida s6zi edilen yontemler ginimizde kullannan ticari olcekte 1gG
saflagtirmada kullanilan yontemlerdir. IgG’nin terapdtik linik teshis amaciyla
artan sekilde kullaniimasi kullanilan yontemlerin maliyét verim agisindan
sorgulanmasini gerekli kilgtir. Saflgtirma slemi icin kullanilan kati destek ya
mikrobiyolojik ajanlardan Uretilmekte, ya da karika polimerizasyon
basamaklari ile sentezlenmektedir. Kati désteslde edilmesi igin gerekli her
kimyasal basamak (6zellikle ticari Olgekte sdiildiginde) maliyet argi

anlamina gelmektedir. Uretimsamasinda hammaddelerdeki maliyetsantn da
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drin fiyatina yansimasi kacinilmazdir. Ganamizdg keldavisi icin kullanilan
ilaclarin fiyatlarinin ¢ok yiksek olmasi bunun emkegtstergesidir (Cizelge 1.5).
Bu ilaglarin ithal olmasi da fiyat agtnda ayri bir dezavantajdir. Yuksek fiyatina
karsin gectgimiz yillarda piyasada ilag sikintisi ggmmasi da bu konuda
kargilagilan ayri bir sorundur (Anonim, 2007). Bu noktada ligedlerin
disurulerek dretimin daha ekonomik hale getirilmestiyilici dgmaktadir.
Saflgstirma maliyetinin 6nemli bir kisminin kati destedetiminden kaynaklandi
distinuldiguinde daha ekonomik, kolay wiebilir, geri donigturdlebilir bir kati
destek bircok agidan onemli faydalaglsgacaktir. Maliyetin yanisira kullanilacak
olan materyalin geri dostiirulebilen, dgal bir materyal olmasi uzun vadede
ortaya clkabilecek sorunlarin da ©Onlenmesi acisindmem tamaktadir.
Karayosunlari yukarida bahsedilen 6zellikleri ilemnatif bir kati destek olma
potansiyeline sahiptir. Karayosunlarinin yaygin a@karbulunuyor olmalari
materyal teminindeki maliyeti énemli o6lciide sdimektedir. Oyle ki planli bir
arazi calmasi ile kullanilacak bitkilerin kolaylikla ve sikte olarak temin
edilmesi mumkundur. Karayosunlarinin bazi turlerrakukasullara adaptasyon
icin yaprak hicrelerinde bazi ¢ikintilar gwrurlar. Papilla veya mamilla denilen
bu uzantilar bitkilerin ylzey alanini ¢ok buytk i@de artirmaktadir. Bu sebeple
Ozellikle afinite kromatografisinde gerekli olanzgy alani, bu karayosunu turleri
tarafindan dgal olarak olyturulmaktadir. Karayosunlarinin yaprak ytzeyindeki
kimyasal yap! tam olarak agiklanamamimasina kain, yapilan incelemelerde
onemli hidrofobik gruplarin oldtu belirlenmgtir. Yuzeylerinde bulunan kutikdl
tabakas! ve bazi tirlerin yapraklarinda bulunan rgapilari da bu hidrofobikgi
artirmaktadir. Adsorpsiyon mekanizmasinin belirlesiniel bitkilerin kullanimini
daha mumkin hale getirecektir.

Cizelge 1.5. Ivig tedavisinde kullanilan baz! ikxcbe fiyatlari (Anonim, 2011).

ilag Bileseni Uretici / ithalatg Firma Ilag Fiyati
I.G. Vena 5 gr Onko Ecza San. 868.83 TL
Gamunex %10 50 ml IV Bierlag Ltd. 1212.75TL
Tegeline 5 gr 100 ml Erkirflag 1095.55 TL
Octagam 5 gr 100 ml Farmapek Tibbi Uriinler 122Tp7
Gamunex %10 100 ml IV Bieritag Ltd. 2396.71 TL
Octagam 5 gr 100 ml Beikag 2413.76 TL
Gamunex %10 200 ml IV Bieritag Ltd. 4764.62 TL
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Saflsgtirma yoOntemlerinde maliyeti artiran bir gér husus da kati destek
maddesinin émrudir. Yiksek maliyetle temin edilerstegn omrinin uzun
olmasi, tekrar tekrar kullanilabilmesi, verimi ve agbkiyla Uretimin maliyeti
acisindan buyidk onem stenaktadir. Bu agidan bakifiinda karayosunlariyla
yapilan ¢gagmalarda bu bitkilerin tekrar kullaniima kapasiteier yiksek oldgu
gorulmistar. Bu da, bu bitkilerin kati destek olarak kullamallari durumunda ¢ok
verimli bir sekilde Uretime katki ggayaca&l anlamina gelmektedir. kullanilan
karayosunlari basit temizlik ve hazirlikeanalari dginda herhangi bir ek kimyasal
islem gormemitir. Diger bir deysle bitkiler basit temizleme, ayiklama
islemlerinin ardindan, didan toplandiklari gibi kromatografik yontemlerle
kullaniimaya hazirdir. Bahsedilen her biyokimyasgénin, sentezin ayri bir
maliyeti oldyu distinuldiguinde bitkilerin ekonomik dgeri bir kez daha ortaya
ctkmaktadir. Karayosunlarinin bir géir avantajl da d@l ve yenilenebilir
olmasidir. Uretim veya sentez gibi biteime gerek duyulmamasindan dolayi IgG
saflastirilmasi igin temin edilmesi surecinde gevreye bir zaemmemektedir.

Butun 6zelliklerini g6z 6nune alinginda, karayosunlarinin artan ihtiyaca skiak
verebilmek ve uretim maliyetlerini direbilmek amaciyla 1gG saffariimasinda
kullanilabilme potansiyelinin derlendiriimesi, yeni ve dgal bir alternatif sorbent
olarak bilim dinyasina kazandirilabilmesi olanaklarargtirilmasi, bu tezin
amacini olgturmaktadir.
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2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Kullanilan Ekipman

Bitki teshisi ve hazirhk gamalarinda Sigma pensler, Olympus stereo mikroskop,
Olympus BX-50 argtirma mikroskobu, dijital fotgraflama icin Olympus BX10
Istk mikroskobu Uzerine takili Olympus Camedia 50%gital fotograf makinesi

ve Heraeus (Function Line) etliv kullanihm.

ve karakterizasyon (niteleme) gahalarinda Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi
Kimya Boliimiinde bulunan Retsch (AS 200 Digit) atilakleme makinasi, ADU
Bilim Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde bulunan FTIR
spektrofotometresi (Varian FTS 7000jzmir Yiksek Teknoloji Enstitlsi
Malzeme Aratirma Merkezi'nde bulunan Taramali Elektron Mikrobl (SEM,
Philips XL-30S FEG) kullanilngtir.

Rutin laboratuvar calmalarinda ise kagtirma klemleri icin Velp (Multistirrer 15)
coklu manyetik kastirici, santrifijleme slemi igin Hettich (Universal 32R)
santrifilj, tamponlarin pH ayarlamasi icin Hanna @) pH metre, absorbans
Olcimleri icin Shimadzu (UV-1601) spektrofotometfarkli sicaklik denemeleri
icin Memmert (WB14) calkalamali su banyosu ve VWHRSE§0S) sgutmall su
banyosu, orneklerin ¢Ozinmesinde kullaniimak Uzerand@lin  Sonorex
(RK255H) ultrasonik banyo, tartimglémleri icin Shimadzu (AX 200) 0.1 mg
hassasiyette terazi ve Brand (Transferpette) otomguédlpr kullaniimstir.

Adsorpsiyon-desorpsiyon denemelerinde kullanilargGdl Sigma’dan, iyonik
siddet denemelerinde kullanilan NaCl Merck'den, etilglikol, Tris-HCI
Fluka’dan temin edilnstir.
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2.2.YOntem
2.2.1. Bitkilerin Toplanmasi ve Dger islemlere Hazirlanmasi

Calsmalarda kullanilmak Uzere ylzeylerinde papilla, mwuin yapilar olan
karayosunu turleri tercih edilgtir. Bu tirlerin geng yayllima sahip olmasina
dikkat edilmitir. Bu amacla belirtilen 6zellikleri tayan, Aydin yoresinde yaysh
sahip Antitrichia californica Sull., Leucodon scioruideqHedw.) Schwaegr.,
Bartramia strictaBrid., Syntrichia papillosissimgCopp.) LoeskePterogonium
gracile (Hedw.) Sm. Orthotrichum rupestreSchleich. ex Schwaegr. viortella
tortuosa (Hedw.) Limpr. tdrlerinin  argirmamizda materyal olarak
kullanilabilirligi degerlendirilmistir.

Leucodon sciuroide®Orta boylu, sarimsi g renkli dbekler halinde bulunan bir
bitkidir. Yapraklari kuru oldgunda birbirine yagik, nemli olduklarinda ise dik
durumdadir. Uzunlamasina plikattir. Lanseolat — ggkillidir. Marjin dtzdar, tst
kisimlari dglenmistir. Yaprazin u¢ kismina yakin bolgelerindeki hiuicreler oval ve
kalin duvarlidir. Uzun hicreler kiicik ve c¢ok sayidglvarlak hicreler ile
cevrelenmtir.

Syntrichia papillosissima Govde 10-25 mm, yapraklar tabanda siki, kuru
oldugunda geriye katlanmve govde etrafinda dolangrgekilde, nemli oldgunda
kuvvetlice geriye kivriksekildedir. Lingulat-ovatsekle sahip olur 2.5-4 x 1-1.6
mm boyundadir. Kalin hicre ceperiyle cevrelegtimi daha az papilloz hiicre
icerir. Kostanin yizeysel hiicreleri yuvarlak-kuadsgitildedir, papillozdur. Bazi
durumlarda yaprak ucuna yakin kisimlar elongat weddr, dorsal olarak
elongattir. Papilloz, dentikulat veya spinoz yapidadist lamina hiicreleri
yuvarlak-kuadratsekildedir ve i¢ kisimlari gozeneklidir. Her iki tdta da
ylzeysel olarak konvekstir. Her limende papilladwarHiicre ¢ceperleri incedir ve
dizensiz olarak gézeneklidir.

Bartramia stricta:Kiimeler halinde bulunan, goévdeleri tomentoz, merkezidiiin
sahip bitkilerdir. Kuru veya nemli olduklarinda diiz ve dépyaklara sahiptir.

Antitrichia californica: Kuru olduyzunda koyu ysil, nemli oldusunda parlak ygl
renktedir. Substrat Uzerinde hali glwran ve yayillan bir yapiya sahiptir.
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Yapraklari kuru oldgunda imbrikat, nemli oldgunda dik-acik haldedir. Ovat-
lanseolat, u¢ kismi dentikulattir.

Belirlenen karayosunu turlerinin toplanmasi amaci®008 yili Asustos ayinda
Aydin / Paayaylasi Mevkiinde arazi camasi gercekidirilmistir. Arazi

¢calismasinda toplanan bitkiler uygun plastik torbalaraneaak laboratuvar
ortamina getirilmgtir. Bitkiler burada tir bazinda ayrilgpiaraya kagma ihtimali

olan yabanci turler stereo mikroskop da kullanKaagklanmstir. Bu islemden

sonra guncel bitki tdis anahtarlari (Smith, 1991 ve 2004, Zander, 1888)0z,

1997)kullanilarak turlerin tghisi yapiimg ve daha sonrakglemler icin hazir hale
getirilmistir.

Toplanan karayosunu 6rnekleri ytittleri ortam itibariyle y@un olarak tortu ve
dokuntl icermektedirlerleyen cakmalarda sonuclari etkilememesi agisindan bu
tortularin  mimkin olabilgince ayiklanmasina calimistir. Bu amagcla ilk
asamada bitkiler henliz tam olarak kurumadan alt Kesumda yer alan kaba
tortular elle ve makasla ayiklangtir. Buna ek olarak kirli ve canlg@ini yitirmeye
baslamis olan kisimlari kesilmi canli ve nispeten temiz kisimlar kurutulma
asamasi icin ayrilmgtir. Bu sekilde hazirlanan bitki Ornekleri distile su
kullanilarak yikanmy ve yapraklarin arasinda kalmasi muhtemel tortakard
olabildigince arindiriimaya callmistir. Yikama ve temizlemeslemlerinden
gecirilen bitkiler kurutma kadi tzerinde oda sicakinda bekletilerek kabaca
nemini vermesi sdanmstir (Sekil 2.1). Bitkiler son olarak 1 hafta sureyle 40
sicaklikta etiivde tutularak kurutulgtur. Tamamen kuruyan bitkiler havan
yardimi ile ezilmg ve toz haline getirilerek kavanozlarda saklagtmi

Kavanozlarda saklanan bitki 6rnekleri Hacettepe vBrsitesi Kimya Bolimii
Biyokimya Anabilim Dali arstirma laboratuvarlarinda elek analizine tabi
tutulmustur.

Elek analizi, toz halindeki 6rgen elek sistemine yukaridan yiklenmesi ve cihazin
titresimler olusturmasi sonucunda tanecik boyutlarina gore ayrilmgemidir.
Elek analizi igin Retsch AS 200 Digit model analitik elemekmasi kullanilmgtir
(Sekil 2.2). Analiz icin temel olarak 5 farkli tanedioyu aralg! tercih edilmstir
(Cizelge 2.1).



19

Cizelge 2.1. Elek analizinde kullanilan buyuklik arahkl

450um’dan biyik tanecik boyu

450 um — 355um tanecik boyu

355um — 250um tanecik boyu

250pum — 200um tanecik boyu

200um — 140um tanecik boyu

140um’den kicuk tanecik boyu

Sekil 2.1. Karayosunu orneklerinin 6n kurutmaamas! $ekildeki 6rnek
Syntrichia papillosissinidir)
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Sekil 2.2. Analitik eleme makinasi

Olcim klemine balamadan o6nce metal elekler basingli hava yardimiyla
temizlenerek gbzeneklerin aciimasi ve varsa yabaracidelerin uzakkriimasi
sgglanmstir. Daha sonra sirastyla 4%0n, 355um, 250pm, 200 pm, 140pm
tanecik buyuklgune sahip metal elekler ve metal toplama kabi biydgenekli
elek en Ustte kalacalekilde cihazin Ustline yesgkirilmi stir. En Ustteki metal efge
bitki 6rnekleri yiuklendikten sonra cihaz 6 dakikéreyle % 60k sallama
siddetiyle calgtirlmis ve toz haline getirilngi bitki parcaciklarinin eleklere
dagilmasi beklenmstir. Stre sonunda elekler dikkatlice cihazdan asakaher
elegin icerigi kagit Uzerine alinmy ve airhiklan tartiimistir (Sekil 2.3). Ayrim
sonunda olgan fraksiyonlar ayri kaplara alinarak muhafazanagilr (Sekil 2.4).
Bu islem Antitrichia californica Leucodon sciuroidesSyntrichia papillosissima
ve Bartramia stricta turleri igcin sirasiyla tekrarlangy Pterogonium gracile
Orthotrichum rupestreve Tortella tortuosatirlerinin miktarlari analiz icin yeterli
olmadgindan bu tirlerle ¢cafilmamstir. Ayrim ve tartim glemi sonucunda her tur
icin grafik olusturulmustur.
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2.2.2. Bitki Orneklerinin Karakterizasyonu

2.2.2.1. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektroftometre) 6lgimleri

Bitkilerin FTIR spektrumlart FTIR spektrofotometireg¢Varian FTS 7000)
kullanilarak elde edilngtir (Sekil 2.5). Bu amacla kurutulmibitki parcalar (0.1
g) yaklaik 0.1 KBr ile karstiriimis ve 6zel aparat kullanilarak sgirilarak pelet
haline getirilmgtir. Daha sonra oOrnekler cihaza yetiglerek FTIR spektrum
Olguimleri yapilmstir.

Sekil 2.5. FTIR spektrofotometresi
2.2.2.2. SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) gozlemleri

SEM gozlemleri icin her tire ait kurutulgubitki drnekleri kullaniimstir.
Karayosunu ornekleri daha dnceden kurutularak ediné getirildgi icin ek bir
kurutma slemine ihtiyac duyulmangtir. Ornekler iletkenlie sahip olmadiklari
icin inceleme bgliklarnn (zerine cift tarafli iletken bant ile yaprilarak
sabitlenmgtir (Sekil 2.6). Yerlgtirme isleminin ardindan iletkerdi artirarak
goruntt kalitesini iyilgtirme amaciyla altin kaplamasamasina gegilngiir. 10
dakika sureyle vakum ortaminda kaplamasi gergttilen 6rnekler daha sonra
SEM cihazinin icine yerlgrilmis ve gorintilenmeye hazir hale gedtini (Sekil
2.7). Goruntulerini almak tGzere hem parcalanmarnem de parcalangibitki
ornekleri kullaniimgtir. SEM g0Ozlemleri taramali elektron mikroskobu i(ips
XL-30S FEG) kullanilarak gercelgerilmi stir.
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Sekil 2.6.incelenecek 6rneklerin yaprlarak baliklar tizerine yerlgtiriimesi

Sekil 2.7. SEM (Taramali Elektron Mikroskobu}nir Yiiksek Teknoloji Ens.)
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2.2.3. Bitki Orneklerine HIgG Adsorpsiyonu ve Desorpsionu Kosullarinin
Incelenmesi

Kurutularak toz haline getirilnibitki 6rneklerinden 14@um’'den kiguk partikil
boyuna sahip olanlar adsorpsiyon (ylizeyde tutmajlesorpsiyon (dari salma)
incelemeleri icin secildi. Bitkilere HIgG adsorpsiyu deneyleri kesikli sistem
kullanilarak incelendi. Bu amacla bitkiler HIgG c¢tim ile denge stiresi boyunca
(2 saat) manyetik katiricida karstirildi. Adsorpsiyona pH, iyonikiddet, HIgG
baslangi¢c deriminin etkisi ve sicaklik etkisi incelendi. Desongsin deneyleri ile
bitkilerin tekrar kullanilabilirlgi arastirildi.

2.2.3.1. Bitki 0rneklerine HIgG adsorpsiyonuna pH'’in etkisnin incelenmesi

Farkli pH cozeltilerinde (pH 3.0-5.0 asetat tampo®u@-8.0 fosfat tamponu; 9.0
karbonat tamponu) degmmleri 0.5 mg/mL olan HIgG cozeltileri hazirlande \ou
cOzeltilerden 1'er mL alinarak spektrofotometred®0 2nm’de absorbanslari
okundu. Kalan ¢ozeltilere 0.025 g bitki opnd&onularak 2 saat sire ile manyetik
karistiricida karsgtirildi. Stre sonunda 6rneklerden 1'er mL alinarék dakika
sureyle 15,000 rpm’de santrifujlendi. Daha sonreestgtant alinarak 280 nm’'de
absorbansi okundu. Elde edilergdeaagidaki denklem kullanilarak adsorpsiyon
degerleri elde edildi ve grafik okturuldu.

Q = [(G-C)Vi/m

Esitlikte yer alan Q, birim bitki Gzerine adsorplandiigG kutlesini (mg/g); &
bitki ile etkilesime girmeden dnceki HlgG deitinini; C bitki ile etkilesime
girdikten sonraki HIgG degimini; V toplam hacmi (mL), m deneylerde kullanilan
bitki kdtlesini (g) belirtmektedir. Adsorpsiyonun epiiksek oldgu pH deeri
secilerek dier adsorpsiyon deneylerine belirlegmH deseri ile devam edildi.

2.2.3.2. Bitki 6rneklerine HIlgG adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisinin
incelenmesi

HIlgG adsorpsiyon deneyleri pH 5.0 asetat tamponuyetaeklatirildi. Iyonik
siddet hesaplamalari denklem kullanilarak yapildi.
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Esitlikte yer alan I, iyoniksiddeti; n, mol sayisini; V, hacmi (litre) ve Z, iyon
yikunu belirtmektedir. Farkh iyoniksiddetlerde adsorplanan HIgG miktari
hesaplandiiyonik siddete kagi gram bitki baina adsorplanan HIigG miktari
grafigi cizilerek adsorpsiyonun en yuksek oidudeser belirlendi.

2.2.3.3. Bitki drneklerine HIgG adsorpsiyonuna HIgG balangi¢ derisiminin
etkisinin incelenmesi

Adsorpsiyona HIgG bdangic degiminin incelenmesi amaciyla dgirnleri 0.05;
0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5; 1.0; 2.0 mg/mL olan HIgG colmeitihazirlandi. Bu
¢cOzeltiler 28C'ta, pH 5.0 asetat tamponunda 2 saat boyunca itetknuamele
edildi. Her degimde adsorplanan HIgG miktari hesaplanarak HigQsueine
karsl adsorplanan HIgG miktarini gésteren grafik cizilBu grafikten bitkinin
maksimum adsorpsiyon kapasitesi bulundu. Bu veelergararlanarak Langmuir
ve Freundlich adsorpsiyon izotermleri hesaplandi velkiga cizildi.

2.2.3.4. Bitki 0rneklerine HIgG adsorpsiyonuna sicakfiin etkisinin
incelenmesi

Adsorpsiyona sicakdin etkisinin incelenmesi amaciyla adsorpsiyon dimey,
15, 25, 35, 45°C'taki sicakliklarda gercekdarildi. 4 °C icin buzdolabi, dier
sicakliklar icin su banyolar kullanildi. HIgG ileithinin 2 saat muamele
edilmesinin ardindan adsorplanan HIgG miktari hiesap ve sicakfia kagi
adsorplanan HigG miktarini gosteren grafik cizilerekuster deggerlendirildi.

2.2.3.5. Bitki 0rneklerinden HIgG desorpsiyonu

Optimum kaullar altinda (pH:5.0 asetat tamponu,°@5sicaklik) bitkiye HIgG
adsorpsiyonu gerceldirildi. Sire sonunda yapilan hesaplamalar ile ki
adsorbe edilen HIgG miktari hesaplandi. HIgG adsathiémis bitki drnekleri
bulunan ¢ozelti 10 dakika sireyle 15,000 rpm’de rifé@fienerek supernatant
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atildi. Bitki drnekleri daha 6nceden hazirlagmilan %50'lik etilen glikol ¢ozeltisi
icine alinarak 2 saat sUreyle manyetik gamcida karstirildi. Stire sonunda 1 mL
ornek alinarak 10 dakika sureyle 15,000 rpm'de &flndi. Islem sonunda
supernatant alinarak 280 nm'de absorbansi okundsapttenalar ile desorbe
edilen HIgG miktar1 saptangioldu. Bu glem 5 tekrarli olarak gercekie ve
adsorpsiyon kapasitesindesdii olup olmadg! belirlendi.
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3. BULGULAR ve TARTI SMA
3.1. Bitki Ornekleri

Toplanarak kurutulan ve toz haline getirilen bitkinekleri elek analizine tabi
tutulmus ve elde edilen fraksiyonlar ayri ayr tartilarakuhmafaza edilnstir.
Yapilan tartim glemleri sonucunda ortaya ¢ikan gdam Sekil 3.1 — 3.4'de
sunulmutur.

Leucodon sciuroides
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Sekil 3.1. Leucodon sciuroidetiiriniin elek analizi sonucu ortaya ¢ikan taneeikion
grafigi

L. sciuroidesicin tanecik boyutu 45Qum’den buyik olan partikiller toplam
katlenin yaklgik %42’sini olwtururken, deneylerde kullanilan 140m alti
partikiller toplam kitlenin yakiak %22’sini olyturmaktadir.
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Antitrichia californica
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Sekil 3.2. Antitrichia californicatirinin elek analizi sonucu ortaya ¢ikan taneeiiinon
grafigi

A. californica icin tanecik boyutu 45Qum’den biyik olan partikiller toplam
kutlenin yaklgik %49'unu olgtururken, deneylerde kullanilan 140m alti

partikiller toplam kitlenin yakiak %14’0n0 olgturmaktadir.

Bartramia stricta
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Sekil 3.3. Bartramia stricta tirinin elek analizi sonucu ortaya cikan tanecgilon
grafigi
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B. stricta tiriinde tanecik boyutu 450m’den biyik olan partikiller toplam
kutlenin yaklalk %50'sini olwtururken, deneylerde kullanilan 140m alti
partikiller toplam kitlenin yakiak %25’ini olusturmaktadir.

Syntrichia papillosissima
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Sekil 3.4. Syntrichia papillosissimadurinin elek analizi sonucu ortaya ¢ikan tanecik

dagihm grafigi

S. papillosissimatiirinde tanecik boyutu 45Qm’den buyuk olan partikiller
toplam kitlenin yaklgk %4011 olwtururken, deneylerde kullanilan 14@n alti
partikuller toplam kitlenin yakiak %16’sini olgturmaktadir.

Tarler arasinda bir katastirma yapmak gerekirse yapilargiime ve eleme
islemleri sonrasinda 140m alti parcalarin kitlesinin toplam kitleye orarami
strictatirti %25 ile ilk sirada gelmektedir. Bu tirl %22Lilesciuroidegiirii takip
etmektedir. Ayni gitme ve elemesiemleri sonrasinda bu iki tirden daha fazla
miktarda 140um alti kiitle elde ediliyor olmasi bu iki tirin tércedilebilmesi
acisindan da Onem stenaktadir. Eleme slemi sonrasinda der tanecik
blyukliklerine sahip partikiiller tekrar giditme &glemine tabi tutularak
kullanilabilmektedirler.
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140 ym alti parcalarin mikroskobik goruntulersagida verilmitir (Sekil 3.5 —
3.8). Eni 140 uym altinda olan bazi bitki parcalari elekten dik raka
gecebildginden bu daihmda 140um’den biyilk parcalar bulunabilmektedir. Bu
durum her elemslieminde tekrar edebilegeicin elde edilebilir en olasi buyuklik
tasnifi olarak dgerlendirilmistir.

Y ¥

Sekil 3.5. L. sciuroides 140 um elekten gecen parcalarin mikroskop goruntisu
(Sekillerdeki yuvarlak alanlar hava kabarciklaridir)
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Sekil 3.6.A. californical40um elekten gecen parcalarin mikroskop goruntisu

S . z

Sekil 3.7.B. strictal40um elekten gecen parcalarin mikroskop gorintust
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Sekil 3.8.S. papillosissimd 40um elekten gecen parcgalarin mikroskop gorintisu

3.2. SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) G6zlemleri

Her bitki ornei icin SEM goruntiilemesi yapildi. Orneklerin goriilenmesi
asamasinda yuzey 0Ozelliklerini karakterize edebilebélgelerin secilmesine 6zen
gosterilerek ve farkli boyutkluklerde goruntl alalgr fitosorbent olarak
kullanilacak bitkilerin ylizey morfolojileri hakkindir sahibi olundu §ekil 3.9 —
3.16). Bitkilerin Gzerinde temizlenmesi mimkiin olmayaikroskobik partikiller
ve mum yapilarl gézlendi. Bitkilerin ylzeylerindegkmo ve makro gézeneklerin
bulunmasi gerek kolon uygulamalarinda basingm#$ini azaltan, gerekse de
fitosorbent etkiniginin aragtinildigl bitkilerin ylzey alanlarini artiran bir unsur
olarak belirlendi.



Ace N Spot Magn - Deta WD |——————— 20 um
500 kv 307 1500x - SE (3.8 IYTEMAM

Sekil 3.9.L. sciuroidesSEM goruntusi (1500x buyitme)

20 pm |

Sekil 3.10.L. sciuroidesSEM gortintlist (1000x biyitme)
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=)
'Acﬂg_.\l.- Spot Magn
¢ 500kV 30 2500x S

= |

£ e & &,

Sekil 3.11.A. californicaSEM goéruntisit (2500x biyitme)

AccV SpotMagn Det WD ——— | 10 um
500kvV 30 2500x SE 40 IYTEMAM

Sekil 3.12.A. californicaSEM goriuntisi (2500x biyitme)



AccV SpotMagn  Det WD |—-—lr 5ym
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Sekil 3.14.B. strictaSEM goruntusu (5000x bluyitme)
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AccV SpotMagn Det WD |——— 20um
500kY 30 800x SE 4.1 INTEMAM

Sekil 3.15.B. strictaSEM goruntusi (800x buyitme)

AccY SpotMagn Det WD |——— | 20 um
200kvY 30 1500x SE 45 IYTEMAM

Sekil 3.16.S. papillosissim&EM gorintusu (1500x buyutme)
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Bitki ylzeylerinin Uzerinde, papillalarin tGizerindesifli partikiller gézlenmgtir.
Yikama klemleri sonucunda bile temizlenemeyen bu partikitigkilerin dozal
ortamdan alinmalarinin sonucudur. Kdiltir ortamindastyrilen bitkilerde bu tip
kirlilikler olmayacaktir. Elde edilen adsorpsiyonnsglarinin dgerlendirilmesi
asamasinda bitkilerin ylzeylerindeki adsorpsiyon letidginin bir kisminin kirlilik
sebebiyle kapali olabilege bunun da bitkinin adsorpsiyon kapasitesini
disurebilecgi sdylenebilir. Bu noktadan hareketle maliyet/verimcelemesi
yapilirken dgal ortamindan alinan bitkiler ile elde edilecekineiile kilture
alinacak bitkilerden elde edilecek verim «kastirilabilir.

3.3. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrometre) Olcumleri

Bitki o6rneklerinin ylzeylerinde bulunan kimyasaluglarin tespit edilmesi igin
FTIR olgiimleri gerceklgiriimistir. FTIR spektrometresi bigin ayirici, sabit ve
hareketli aynadan ofan bir prensibe sahiptir. Ornek tizerine génderikenlar
yaplyl olgturan atomlar arasindaki @garda titrgim olusturur. Farkh
dalgaboylariyla tarama yapildiktan sonrasatu spektrum yorumlanarak yapinin
icerdigi kimyasal gruplar hakkinda bilgi sahibi olunura@g, 2003).incelenen
bitki 6rneklerinin FTIR spektrumlarisagida verilmitir (Sekil 3.17 — 3.21).
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Sekil 3.17.L. sciuroidesitkisine ait FTIR spektrumu
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Antitrichia
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Sekil 3.18.A. californicabitkisine ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.19.B. strictabitkisine ait FTIR spektrumu
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12— Syntrichia
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Sekil 3.20.S. papillosissimaitkisine ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.21. Bitkilere ait FTIR spektrumlarinin aygmafikte gosterimi
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Bitki orneklerinin FTIR spektrumlarinin incelemesgyelde edilen sonuclagu
sekildedir:

Alifatik bilesiklerde C-H gerilme titrgimleri 3000 cnt’in biraz altinda
gozlenir. Ayrica 1400 cthcivarinda bir ¢ift C-H gilme bandi vardir.
Alken tirii bilaiklerde C=C gerilme titrgmi 1650 cni civarindadir.
Allenlerin (C=C=C) 1950 cifide ketenlerin (C=C=0) 2150 chue
titresimi  gozlenir. izosiyanatlarin (-N=C=0) 2250 chde belirgin
bantlari vardir. Alkinlerin 2200 ciideki C=C gerilme titrgimi 3300 cm
“de kuvvetli bir bantla birlikte ¢ikiyorsa terminklr alkin (-C=C-H) s6z
konusudur.

Aldehitlerde 1700 cifideki C=0 gerilme titrgimi, 2800 cn civarinda
bir veya iki C-H gerilme bandi ile birlikte gozleniEster, lakton ve
karboksilli asitlerde C=0 gerilme titgieni 1100 cn — 1300 crit arasinda
¢citkan C-O gerilme titrgmi ile birliktedir. Karboksilli asitlerde ayrica
3000 cnt civarinda O-H gerilme titémine ait bant da gozlenir.
Amidlerde, 1650 cm civarindaki C=0 gerilme bandina 3200 tme

3400 cmt civarinda bir ¢ift N-H gerilme bandislk eder. Asit

anhidritlerde 1840 cthve 1770 cni civarinda bir cift bant gdzlenir.

Alkol ve fenollerde serbest O-H gerilmesi 3600 tde keskin bir bant,
hidrojen b& O-H gerilmesi 3100 cth— 3500 crit arasinda gegibir bant
seklinde gozlenir. Bu bilgklerin spektrumunda ayrica 1300 ¢m
civarinda C-O gerilme, 1000 ¢m- 1200 crit arasinda ise O-Hgéme
bantlari vardir. Eterlerde 1100 ¢nile 1200 crit arasinda gdzlenen C-O
geriime bandi belirgindir. Aminlerde N-H gerilme ian 3200 crit —
3500 cnt' arasindadir ve hidrojen graolusumundan O-H grubu kadar
olmasa bile bir miktar etkilenir. Aminlerde N-Hziene bandi 1600 cm
“de, C-N gerilme bandi ise 1300 ¢ide belirgin bir bicimde gozlenir.
Nitril bilesiklerinin 2200 cni’deki bandi cok belirgindir. Nitro
bilesiklerinde simetrik ve asimetrik N-O gerilme tignmlerine ait bantlar,
1500 cn — 1600 crit ve 1300 crif — 1400 crit arasindadir.

Spektrumda 1600 cfrlerde, 1580 cntlerde, 1480 cnflerde ve 1440
cm’lerde gozlenen absorpsiyon bantlari aromatik &alkC gerilme
titresimlerinin en tipik gostergesidir.
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= 1650 cmde olwan pik icin (C=O grubu) denilebilir. Buna 3400 tm
civarinda N-H gerilme bandslé eder.

= Ayni zamanda alkenlerde (C=C) gerilme tinei de 1650 critde
gelebilir.

= N-H gerilme bantlari (3200-3500 cindenilebilir (3406 cr).

= Ayni zamanda O-H geriime bandlari da 3100-3500"dm goriliir.
Yapida O-H bgi da olabilir.

= C-H geriime bandi 2900 ve 1260 Ciae olabilir.

= C-O gerilme bandlari 1000-1270 ¢ide gelebilir. 1033 civdeki C-O
piki denilebilir.

= 740 — 750 cm civarindaki pik aromatik halkaysaret etmektedir.

Bu genel yaklgam g6z 6nlne alinarak spektrumlar incelgmtie ortaya cikan
sonuclaru sekildedir:

TUm turlerde aldehit gruplari, fenol ve alkol gruplamin gruplari, eter gruplari,
alkil zincirleri, aromatik halkalarin ve bunagbaolarak dnemli bir hidrofobikfin
s0z konusu oldgu sonucuna ukalabilir.

3.4. Bitki Orneklerinin HIgG adsorpsiyonu ve desorsiyonu
kosullarinin belirlenmesi

Her bitki 6rnegi icin pH, iyonik siddet, HIgG balangic degimi, sicaklik ve
desorpsiyon deneyleri yapilarak sonuglar grafikeceriimstir. Bu sayede HIgG
adsorpsiyonu ve desorpsiyonusiathari belirlenmitir.
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3.4.1. Leucodon sciuroides tird icin HIgQG adsorpsiyonu ve desorpsiyonu
kosullarinin belirlenmesi

3.4.1.1. HIgG adsorpsiyonuna pH’in etkisinin belirlenmesi

Leucodon sciuroidesitkisinde HIgG adsorpsiyonuna pH'in etkisine aiafik
asagida verilmitir (Sekil 3.22). Grafikte de gorulebilege gibi bitki tzerine
yaklasik 60 mg HIgG/g olarak gerceklen maksimum HIgG adsorpsiyonu pH
5.0'da gerceklgmistir. Bu deserin Ustlinde ve altinda adsorpsiyondaididldugu
gozlenmgtir. HIgG’'nin izoelektrik noktasi 6.2'dir (Yavuz verka, 2006).
Proteinlerin izoelektrik noktalarinda net yuklerfiglir. Bu deerde hidrofobik
etkilesimler maksimum, elektrostatik etkgienler minimumdur. Bu sebeple sulu
¢Ozeltilerden maksimum protein adsorpsiyonu gekielizoelektrik noktaya yakin
pH deserlerinde gergekkgr. Grafikte maksimum adsorpsiyonun pH 5.@elende
gerceklgmesi hidrofobik etkilgimlere ek olarak elektrostatik etkgienlerin de
etki ettisi sonucunu gosterebilir. Ayrica izoelektrik noktaygkin pH dgerlerinde
gerceklgen konformasyonel d@ssikliklerin de adsorpsiyona olumlu yonde etki
ettigi distnulebilir.
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Sekil 3.22.L. sciuroidesiizerine HIgG adsorpsiyonuna pH'in etkisi: HIgG igieni 0.5
mg/mL; sicaklik 25C.
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3.4.1.2. HIgG adsorpsiyonuna iyonilgiddetin etkisinin belirlenmesi

Leucodon sciuroidediriniin HIgG adsorpsiyonuna iyorgiddetin etkisi aagida
verilmistir (Sekil 3.23). Buna gore iyonikiddetin artsiyla beraber adsorpsiyon
kapasitesinde dus gdzlenmgtir. Bu durum icin iki olasi secenek s6z konusudur.
Tampon iyonlari ve ilgili zit iyonlar yik-yik etlkgimleri ile IgG molekdli ile
etkilesime girerek IgG bglanma bolgelerini kapatiyor olabilirletyonik siddetin
artmasiyla beraber adsorpsiyon kapasitesindekilsdbitki ve 1gG molekulleri
arasindaki itici elektrostatik kuvvetlerle deskili olabilir. Yiksek iyonik siddette
mevcut tuz koprulerinin de bozulmasinin adsorpsikapasitesinde azalmaya
sebep oldgu disundlebilir.

3.4.1.3. HIgG adsorpsiyonuna sicakgin etkisinin belirlenmesi

Leucodon sciuroideditkisinde HIgG adsorpsiyonuna sicakh etkisi 4-45C
arasinda cajilmistir. Bu deneye ait grafikSgkil 3.24) incelendiinde sicakliktaki
artisla beraber HIgG adsorpsiyon kapasitesinde azalmadama geldii
gorulebilir. Bu azalma adsorpsiyonun egzotermik méiaasi ile acgiklanabilir.
Egzotermik reaksiyon ghariya sicaklik verilen kimyasal reaksiyondur.
Reaksiyonun gerceldmesi icin gerekli enerji dariya verilen toplam enerjiden
daha azdir. Bunun sonucu olarak fazla enerji sicakarak dgariya verilir. Bu
mekanizmaya gore giortamdaki sicak#in artisi reaksiyonu olumsuz yonde
etkileyerek adsorpsiyonda dige yol agmgtir.

Maksimum adsorpsiyon °€'ta, yaklglk 80 mg/g olarak gerceldmistir.
Adsorpsiyon 15-28C aralginda yaklalk 60 mg/g seviyelerinde seyrewtii. Bu
degerlere bakildiinda bitkinin oda sicaklina (25C) yakin dgerlerde 19G
adsorpsiyon kapasitesinde 6nemligden gOostermedii ve bu aralikta sicaklik
degisimine hassas olmaglisdylenebilir. Bitkinin 4C’ta kullanilmasi her ne kadar
adsorpsiyon kapasitesini artiriyor da olsa, fdam ek bir maliyet getirecektir.
Diger taraftan bu bitkinin oda sicakinda ekonomik olarak kullanilabilege
sdylenebilir.
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Sekil 3.23. L. sciuroideslizerine HIgG adsorpsiyonuna iyoniiddetin etkisi: HIgG
derisimi 0.5 mg/mL; sicaklik 25C.
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Sekil 3.24.L. sciuroidestizerine HIgG adsorpsiyonuna sicaklik etkisi: Hid&isimi 0.5
mg/mL; pH 5.0.
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3.4.1.4. HIgG adsorpsiyonuna HIgG bglangic derisiminin etkisinin
belirlenmesi

Leucodon sciuroidebitkisinde HIgG adsorpsiyonuna HigGsbengic degiminin
etkisini gagidaki grafikte gosterilmiir (Sekil 3.25). Buna gore IgG dgnminin
artmasiyla beraber IgG adsorpsiyonundasadgozlenmg, 1gG 1.0 mg/mL
dersimine ulgtiginda doygunlga ulgllmistir. Bu noktadan sonra IgG
dersimindeki arts adsorpsiyon kapasitesinde belirgin bir agbzlenmenitir.
Doygunluia ulgilan noktada bitki yizeyinde 1gG molekdlleri ileki¢sime
girebilecek bélgelerin tamami IgG molekillt ile &kime girmistir. Ortamdaki
IgG dersimi artirilsa bile bitki ylzeyinde serbest boélgemalyacg icin
adsorpsiyon deeri artmamgtir.
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Sekil 3.25.L. sciuroidesiizerine HIgG adsorpsiyonuna HigGslaagic degiminin etkisi:
pH 5.0; sicaklik 25C.

Adsorpsiyon Izotermleri

Adsorpsiyon mekanizmalari genellikle adsorbat veodoln arasindaki §kiyi
aciklayan izoterm fonksiyonlari ile tanimlanir. Adssiyon slemini agiklayan



46

farkl izotermler vardir. Deneylerimizde elde edilémlgularin Langmuir ve
Freundlich adsorpsiyon izotermlerine uyguidthesaplandi.

Langmuir Adsorpsiyorzotermi
Irvin Langmuir tarafindan 1916 yilinda ggiiilen izotermin temel aldgn dort
hipotez bulunmaktadir:

i) Adsorbanin ylizeyi uniformdur, Batin adsorpsiyon bolgedgttiir.

i) Adsorplanan molekuller etkgame girmezler.

iii)  Bltun adsorpsiyonsiemi ayni mekanizma ile gercekie

iv)  Maksimum adsorpsiyon durumunda sayede tek tabbakahdsorpsiyon
gerceklgir. Adsorplanan molekuller birbirleri Gzerineglanmazlar.

Bu model aagidaki sitlikle tanimlanir:

e Cpraxc 0. Cef (140G

Esitlikteki qeq, denge aninda adsorbanglbégG dersimi (mg/g); G, ¢Ozeltideki
denge 1gG degimi (mg/mL); b, Langmuir sabiti (mL/mg) ve.g, maksimum IgG
adsorpsiyon kapasitesidir (mg/g). Buitkk asagidaki gibi dg@rusal hale
getirilebilir:

CedOe™1/Onax b + Coof Omax

Ceqa karsi Cef0eq grafigi cizildiginde olwan dg@grunun kesimi 1/ga.b’yi, egimi
ise 1/Gax! Verir.

Hesaplamalar sonucundieucodon sciuroidestiril igin c¢izilen Langmuir
adsorpsiyon izoterm grgifi asagida verilmitir (Sekil 3.26). Hesaplamalar sonucu
Omax degeri 72.46 olarak bulunmtur. Oda sicakfinda deneysel sonuglarda
bitkinin teorik kapasitesinin yakjgk %80’ine ulgtigi gorulmuitur.
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Sekil 3.26.L. sciuroided_angmuir adsorpsiyon izotermi grgifi pH 5.0; sicaklik 25C.

Freundlich Adsorpsiyorfzotermi

Freundlich adsorpsiyon izotermi 1909 yilinda Frdizhdtarafindan getirilen ve

genellikle heterojen adsorpsiyon sistemlerine uggah bir izotermdir. Bu
sistemde adsorpsiyon ¢ok tabakali olarak gergeklddsorplanan molekiiller
adsorbanin yizeyinde olabilgcayibi daha 6nceden adsorplagmmolekiillerin

Uzerinde de olabilirler. Adsorplanan maddenin miktatim bdlgedeki
adsorpsiyonun toplamidir.

Bu model aagidaki sitlik ile tanimlanir:

Oeq=KF.(Ceg)1/n
Burada g, denge aninda adsorpsiyonun birim kitlesjife adsorplanan IgG
miktari (mg/g); G, ¢Ozeltideki IgG denge dgmi (mg/mL); Kf, adsorbanin kgl
adsorpsiyon kapasitesi sabiti (mg/g); 1/n, adsogusgjyddeti sabitidir. Bu gitlik

asagidaki gibi lineerlatirilebilir:

logge~logKf+1/n.l1ogGq
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logCeqe Karsi logayy grafigi cizildiginde olgan d@runun €imi 1/n’i, kesimi
logKf'yi verir.

Hesaplamalar sonucundieucodon sciuroidestiirti igin ¢izilen Freundlich
adsorpsiyon izoterm grafiasagida verilmitir (Sekil 3.27).

1,9 -

1,85 +

y = 0,0959x + 1,859
1,65 | A R?=0,912

1,6 T T T T 1

-2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5
logC

Sekil 3.27.L. sciuroideg-reundlich adsorpsiyon izotermi grgfipH 5.0; sicakhk 25C.

Cizilen grafiklerin korelasyon katsayilari kdastirildiginda (0.999; 0.912)
Leucodon sciuroidetiriindeki adsorpsiyonun Langmuir Adsorpsiyiaotermine
daha uygun oldgu gordimitir. Bunun sonucu olarak bu bitkideki adsorpsiyonun
tek tabakal oldgu ve birincil etkilgimler sonucunda adsorpsiyonun gercgiiée
sdylenebilir.

3.4.1.5. Desorpsiyon kallarinin belirlenmesi

Leucodon sciuroidebitkisinde HIgG desorpsiyonu deneylerinde bitkiaikisorbe
ettigi HIgG miktarinin tamamini desorbe gitgozlenmitir (Sekil 3.28). Yapilan
tekrar calgmalarinda da 5 tekrara kadar adsorpsiyon kapasitesbir digis
olmadgl belirlenmitir. Bitkinin adsorpsiyon kapasitesinde séi§i olmamasi
bitkinin uzun sdreli kullanimina olanak tanimaktaddu noktadan hareketle bu
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turin IgG saflatirlmasinda kullaniimasiglem maliyetinin dgtkligl acisinda
ekonomik bir alternatif olarak kamiza ¢ikmaktadir.

100 -
90 +
80 -
70 -
60 -
50 -
40 +
30 -
20 -
10 A

®
®
®

Desorpsiyon (%)

Dongu Sayisi

Sekil 3.28. L. sciuroidesHIgG desorpsiyon grafi: HIgG dersimi 0.5 g/mL; pH 5.0;
sicaklik 25°C.

3.4.2. Antitrichia californica tiri icin HIgG adsorpsiyonu ve desorpsiyonu
kosullarinin incelenmesi

3.4.2.1. HIgG adsorpsiyonuna pH’in etkisinin incelenmesi

Antitrichia californica tiriinde pH'In HIigG adsorpsiyonuna etkisine aitfigra
asaglda verilmitir (Sekil 3.29). Yaklaik 60 mg/g olarak gergeklen maksimum
adsorpsiyon siemi pH 5.0’de gercekkenistir. IgG izoelektrik noktasina (6.2)
yakin bir dgerde gercekken adsorpsiyonda, gdi hidrofobik etkilesimlerin ve
bazi konformasyonel dgsikliklerin adsorpsiyona olumlu etki egii distintlebilir.
Bu bitkide pH 4-5 arafinda adsorpsiyonda belirgin bir fark gérinmemektedi
Bitki bu araliktaki pH dgerlerinde maksimum adsorpsiyonu gésterebilmektedir.

3.4.2.2. HIgG adsorpsiyonuna iyonilgiddetin etkisinin incelenmesi

Antitrichia californica tiriiniin 1gG adsorpsiyonunda iyongkddetin etkisinin
incelenmesi icin farkli degimlerde NaCl ¢ézeltisi kullanilng) ve adsorpsiyonun
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iyonik siddetin artmasiyla beraber azgdgoralmistir (Sekil 3.30). Bu durumda
itici elektrostatik kuvvetlerin etkisi sonucundasadpsiyon kapasitesinin gliligu
distnulebilir. YUksek iyoniksiddette mevcut tuz koéprilerinin de bozulmasi
benzerekilde adsorpsiyon kapasitesindsidie yol acmg olabilir.
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Sekil 3.29.A. californicatizerine HIgG adsorpsiyonuna pH'’in etkidigG dergimi
0.5 g/mL; sicaklik 25C.
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Sekil 3.30. A. californica Uzerine HIgG adsorpsiyonuna iyongiddetin etkisi: HIgG
derisimi 0.5 g/mL; pH: 5.0; sicakhk 25C.
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3.4.2.3. HIgG adsorpsiyonuna sicakin etkisinin incelenmesi

Antitrichia  californica turine HIgG adsorpsiyonunda sicgkh etkisi

incelendginde adsorpsiyonun sicaklikla beraber azaldorulebilir Sekil 3.31).

Adsorpsiyon miktarinin azalmasi adsorpsiyonun egnuk mekanizmasi ile
aciklanabilir. Bitkinin maksimum adsorpsiyon gostgrdicaklik £C’dir. Bitki bu

sicaklikta 65 mg/g seviyesinde adsorpsiyon gosttirmiOda sicakiina

gelindiginde ise adsorpsiyon 60 mg/g seviyelerine #timi Bu sonuglara
bakildginda 4-28C aralginda adsorpsiyonda kicik bir g oldugu

gorulmektedir. Adsorpsiyon 28'tan sonra 6nemli Ol¢lide azaktr. Deserlere

bakildginda bitkinin digiuk sicakliklarda daha etkin olarak kullanilabilg@ce
soylenebilir.
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Sekil 3.31.A. californica tizerine HIgG adsorpsiyonuna sicgkh etkisi: HIgG degjimi
0.5 g/mL; pH: 5.0.

3.4.2.4. HIgG adsorpsiyonuna HIgG bglangic derisiminin etkisinin
incelenmesi

Bitkide HIgG adsorpsiyonuna HIgG fangi¢c degiminin etkisi incelendiinde
dersimin artmasiyla beraber adsorpsiyondasagtiriimis, 0.5 mg/mL dgerinden
itibaren doygunluk gézlenmi adsorpsiyon bdlgelerinin dolmasiyla beraber grafik
de plato seviyesine ulanistir (Sekil 3.32). Veriler incelendinde bitkinin daha

seyreltik degimlerde doygunlga ulgtigl sdylenebilir. Dolayisiyla daha seyreltik
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HIgG kullanilarak bitkinin adsorpsiyon kapasitesintamaminin kullanilarak
saflsstirma yapilmasi mamkuindur.
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Sekil 3.32.A. californicalizerine HIgG adsorpsiyonuna HigGslaagic degiminin etkisi:
pH: 5.0; sicaklik 2%C.

Elde edilen veriler dgrultusunda Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izuteri
de hesaplanarak grafik haline getirigtm (Sekil 3.33 — 3.34). Buna gore
Langmuir izoterminin buradaki adsorpsiyona dahauaygldigu, bu bitkinin
HIgG adsorpsiyonunun tek tabakali olarak gerggigie adsorplanan molekdllerin
ikincil etkilesimler gerceklgtirmedigi goralmistir. onax degeri hesaplanginda
62.11 mg/g dgeri elde edilmitir. Bu deser bitkinin oda sicak@ olan 25°C'ta
adsorpsiyon kapasitesinin tamamina yakinini kuliandgostermektedir.
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Sekil 3.33.A. californicaLangmuir Adsorpsiyoiizotermi grafgi: pH: 5.0; sicaklik 25C.

2,5 -
2 _
® L J
15 IS
o
g 4.
- *
y = 0,2508x + 1,8741
0,5 1 R? = 0,8994
0 T T T T 1
-4 -3 2 -1 0 1
logC¢q

Sekil 3.34.A. californicaFreundlich Adsorpsiyoizotermi grafgi: pH: 5.0; sicaklik 25C.

3.4.2.5. Desorpsiyon kgullarinin incelenmesi

Antitrichia californica bitkisinde yapilan adsorpsiyon-desorpsiyon denéyler
bitkinin ylzeyine adsorbe eiti HIgG miktarinin tamaminin desorbe ediidi
gozlendi Qekil 3.35). Yapilan tekrar camalarinda da 5 tekrara kadar
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adsorpsiyon kapasitesinde birsdgi olmadgi, bitkinin tekrar eden adsorpsiyon-
desopsiyon sleminde kullanilabilecg belirlendi.  Bitkinin  kapasitesini
kaybetmeden uzun streli olarak kullanilabilmesigittii maliyetle saflgtirma
isleminin gerceklgtiriimesine olanak tanimakta, ekonomik bir adsorlmdarak
alternatifler arasinda yer almasina olanaitessaaktadir.

100 *— ¢ ¢ ¢ o
90 A
80
70 +
60 -
50 A
40 -
30 +
20 A
10 -

Desorpsiyon (%)

Dongu Sayisi

Sekil 3.35.A. californicadesorpsiyon grafi: HIgG derkimi 0.5 g/mL; pH: 5.0; sicaklk
25°C.

3.4.3. Bartramia stricta turt icin HIgG adsorpsiyonu ve desorpsiyonu
kosullarinin incelenmesi

3.4.3.1. HIgG adsorpsiyonuna pH’in etkisinin incelenmesi

Bartramia stricta bitkisinde HIgG adsorpsiyonuna pH'In etkisine aitfigte
sonucu bu bitkinin optimum pH'I pH 5.0 olarak belimngtir (Sekil 3.36). Bu
degerin Ustiinde ve altinda adsorpsiyon kapasitesindemb digls oldugu
gozlenmitir. Bitkinin pH desisimine hassas oldw, pH de&erindeki artgin veya
azalmanin adsorpsiyon kapasitesinde onemli bigliggdll yol actgl grafikten
gorulmektedir. Adsorpsiyon IgG’nin izoelektrik noktaa (6,2) yakin bir derde
gerceklgmistir. Bu noktada hidrofobik etkikkmlere ek olarak elektrostatik
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etkilesimlerin de etkili oldgu soOylenebilir. pH 5.0 derinde konformasyonel
degisikliklerin de adsorpsiyona olumlu etkileri olgu distindlebilir.
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Sekil 3.36.B. strictatizerine HIgG adsorpsiyonuna pH'in etkisi: HigGigieni 0.5 g/mL;

sicaklik 25C.
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Sekil 3.37.B. stricta lizerine HIgG adsorpsiyonuna iyonikidetin etkisi: HIgG desimi
0.5 g/mL; pH 5.0; sicaklk 2&.
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3.4.3.2. HIgG adsorpsiyonuna iyoniksiddetin etkisinin incelenmesi

Bartramia stricta turinin HIgG adsorpsiyonuna iyoniksiddet etkisi
incelendginde iyonik siddetin artmasina Izh olarak adsorpsiyon kapasitesinde
disUs gozlenmgtir (Sekil 3.37). Bu durumda tampon iyonlari ve ilgili gronlarin
yuk-yuk etkilgimi ile IgG molekilu ile etkilgime girdigi ve 1gG balanma
bolgelerini  kapatmalari sonucunda adsorpsiyonun ldazal  disinmek
mamkindir. Buna ek olarak bitki ve 1gG molekillerasindaki elektrostatik
kuvvetlerin veya mevcut tuz koprilerinin bozulmasinda adsorpsiyon
kapasitesinde azalmaya yol agmasi mimkuandar.

3.4.3.3. HIgG adsorpsiyonuna sicakgin etkisinin incelenmesi

Bartramia stricta bitkisinde HIgG adsorpsiyonuna sicgkh etkisi gagidaki
grafikte gosterilmtir (Sekil 3.38). Grafikte de gorilegegibi sicakliktaki artla
beraber HIgG adsorpsiyonunda azalma meydana geddiekiddsorpsiyondaki
azalma adsorpsiyonun egzotermik mekanizmasi il&laamabilir. Maksimum
adsorpsiyon ZC’'ta gerceklemistir. Sicaklgin  25°C’a c¢ikmasiyla  bitki
adsorpsiyon kapasitesinin yagilia %25'ini kaybetmgtir. Bitki disuk sicakliklarda
daha fazla IgG adsorbe edebilmektedir.
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Sekil 3.38.B. stricta Uzerine HIgG adsorpsiyonuna sicgh etkisi: HIgG degimi 0.5
g/mL; pH 5.0.
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3.4.3.4. HIgG adsorpsiyonuna HIgG bsglangic derisiminin  etkisinin
incelenmesi

Artan HIgG balangic degimine gore Bartamia stricta bitkisinde IgG
adsorpsiyonu gagidaki grafikte gosterilmiir (Sekil 3.39). Derimin artmasiyla
beraber adsorpsiyon da armi1.0 mg/mL degerinden sonra doygunia
ulasiimistir. Bu degerden sonra bitki ylizeyinde IgG molekilleri ile ikEtkime
girebilecek serbest bdlge kalmgwuhdan degim artsina kasin adsorpsiyon
kapasitesinde belirgin bir agtg6zlenmensitir.
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Sekil 3.39. B. stricta Uzerine HIgG adsorpsiyonuna HIgG deminin etkisi: pH 5.0;
sicaklik 25C.

Elde edilen veriler ile yapilan hesaplamalar sondeiBartramia strictatiri igin
Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izoterm grafikigzilmistir (Sekil 3.40 —
3.41).
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Sekil 3.40.B. strictaLangmuir adsorpsiyon izotermi grgifi pH 5.0; sicaklik 25C.
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Sekil 3.41.B. strictaFreundlich adsorpsiyon izotermi gigfipH 5.0; sicaklik 2%C.

Adsorpsiyon izotermleri hesaplamalari sonucunddildeain korelasyon sayilari
karsilastirildiginda Bartramia stricta zerine HIgG adsorpsiyonunun Langmuir
Adsorpsiyonizotermi modeline uygun olgu gorilmitir. Bunun sonucu olarak
bu bitkideki adsorpsiyonun tek tabakali qgiduve sadece birincil etkijenler
sonucunda adsorpsiyonun gercgke soylenebilir. Langmuir izotermine gore
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Omax degeri 69.93 mg/g olarak hesaplagtm. Bu sonuglara gore bitkinin oda
sicaklginda adsorpsiyon kapasitesinin  yakka %85’'ini  kullanabildgi
soylenebilir.

3.4.3.5. Desorpsiyon kgullarinin incelenmesi

Bartramia stricta bitkisinde yapilan adsorpsiyon-desorpsiyon deneyder
bitkinin adsorbe et#i HIgG miktarinin tamamini desorbe gitgdzlendi Sekil
3.42). Adsorpsiyon-desorpsiyon dongilerinde de 5 dgagkadar adsorpsiyon
kapasitesinde bir gis olmadgl gozlenmgtir. Bitkinin tekar kullanilabilir olmasi
maliyetin digtrdlebilmesi agisindan buyik 6nemitaaktadir. Bu sayede bu tlrin
ekonomik bir adsorban olarak kullaniimasi mimkandar.
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Sekil 3.42.B. strictadesorpsiyon grafi: HIgG dergimi 0.5 g/mL; pH: 5.0; sicaklik 2%&.

3.4.4.Syntrichia papillosissima tiird icin HIgG adsorpsiyonu ve desorpsiyonu
kosullarinin incelenmesi

3.4.4.1. HIgG adsorpsiyonuna pH’in etkisinin incelenmesi

Syntrichia papillosissima tiriinde pH'iIn  HIgG adsorpsiyonuna etkisine
bakildginda optimum pH’'in en yiiksek adsorpsiyonun gozigngiH 5.0 oldgu
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gorulmistir (Sekil 3.43). Ozellikle IgG molekiiliiniin izoelektrik rakina (6.2)
yakin olarak gercekéen adsorpsiyonda hidrofobik etkiimlere ek olarak
elektrostatik etkilgmlerin de etki et sonucu cikarilabilir. Buna ek olarak 19G
molekilinde gercekien konformasyonel dggsikliklerin de adsorpsiyona olumlu
etki ettigi distnulebilir. pH 5.0 dgerinin Ustiinde ve altinda adsorpsiyondaig
oldusu gozlenmitir. Ozellikle ortamin bazik hale gelmesi adsorpsiyo
kapasitesinde cok biyuk bir gige yol acmgtir. Buna kagin pH 5.0'dan 4.0'a

gozlenmgtir. Bu bitkinin pH 4-5 gibi dgik pH deerlerinde verimli olarak
kullanilmasi mumkunddr.
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Sekil 3.43.S. papillosissimaizerine HIgG adsorpsiyonuna pH’in etkisi: HIgGigiemni 0.5
g/mL; sicakhk 25C.

3.4.4.2. HIgG adsorpsiyonuna iyonilgiddetin etkisinin incelenmesi

Syntrichia papillosissim#lirinin HIgG adsorpsiyonunda iyorsikidetin etkisinin
incelenmesi icin farkli degimlerde NaCl c¢ézeltisi kullanilrg) ve adsorpsiyonun
iyonik siddetin artmasiyla beraber azgdigorilmitir (Sekil 3.44). Burada
gorulen azalma bitki ile IgG molekilli arasindakciitelektrostatik kuvvetlerle
ili skili olabilir. Yuksek iyonik siddette mevcut tuz koprilerinin bozulmasinin da
adsorpsiyon kapasitesinde azalmaya yol agmasi mamkindir
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Sekil 3.44.S. papillosissimaizerine HIgG adsorpsiyonuna iyonjlddetin etkisi: HIgG
derisimi 0.5 g/mL; pH 5.0; sicaklk 2%&.

3.4.4.3. HIgG adsorpsiyonuna sicakgin etkisinin incelenmesi

Syntrichia papillosissimaurine HIgG adsorpsiyonuna sicgih etkisi 4-43C
arasinda c¢alilmistir. Grafik incelendiinde adsorpsiyonun sicaklikla beraber
azaldgl gorulmektedir $ekil 3.45). Maksimum adsorpsiyorf@ta yaklgik 65
mg/g olarak gercekymistir. Adsorpsiyon 4-2%C arasinda 60 mg/g seviyelerinde
gerceklgmis, 25°C'den sonra diils gordlmitir. Bu bitkinin de dguk
sicakliklarda tam kapasiteye yaksekilde IgG adsorbe edebilegesonucuna
varilabilir.

3.4.4.4. HIgG adsorpsiyonuna HIgG bglangic derisiminin etkisinin
incelenmesi

Bitkide HIgG adsorpsiyonuna HIgG flangi¢c deriminin etkisine bakildiinda

dersimin artmasiyla beraber adsorpsiyonun gntti0.5 mg/mL seviyelerinde
adsorpsiyonun doygunga ulgtigli gortlmektedir $ekil 3.46). Bitkinin daha
disiik dersimlerde doygunlga ulamasi bitkinin bu degimlerde adsorpsiyon
bolgelerinin tamaminin dolmasi, tam kapasiteyle gusgon gerceklgirmesi

anlamina gelmektedir. Bu tur ile daha seyreltik Ig€risimleriyle saflgtirma

yapilabilmesi mimkuindur.
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Sekil 3.45.S. papillosissimaizerine HIgG adsorpsiyonuna sicgk etkisi: HIgG degimi
0.5 g/mL; pH 5.0.
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Sekil 3.46.S. papillosissimdizerine HIgG adsorpsiyonuna HIgG derinin etkisi: pH
5.0; sicaklik 25C.
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Derisim deneyleri sonucu elde edilen veriler sonucundagmuir ve Freundlich
adsorpsiyon izotermleri hesaplagme bunlara ait grafikler cizilrgfir. Buna gore
Langmuir izoterminin buradaki adsorpsiyona dahauayglduysu, dolayisiyla bu
bitkinin 1IgG adsorpsiyonunun da tek tabakali olarakcgklgtigi, molekiller arasi
ikincil etkilesim olmadgi gorulmitir (Sekil 3.47 — 3.48). Langmuir izotermine
gore Ghax deseri 68.49 mg/g olarak bulunrstur. Bitki 25 °C sicaklikta
adsorpsiyon kapasitesinin = %90’1na  yakin  bir  kismikullanmaktadir.
Adsorpsiyon-desorpsiyon  déngusinde kapasitenin  ranm@  yakininin
kullanilabiliyor olmasi saflgirmanin daha verimgekilde gercekligtiriimesine de
imkan taniyacaktir.
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Sekil 3.47.S. papillosissimaLangmuir Adsorpsiyonizotermi grafgi: pH 5.0; sicaklik
25°C.
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Sekil 3.48.S. papillosissimaFreundlich Adsorpsiyorizotermi grafgi: pH 5.0; sicaklik
25°C.

3.4.4.5. Desorpsiyon kgullarinin incelenmesi

Syntrichia papillosissimaitkisinde yapilan adsorpsiyon-desorpsiyon denaydier
bitkinin adsorbe eti HIgG miktarinin tamamini desorbe gitigdzlenmitir
(Sekil 3.49). Yapilan tekrar camalarinda da 5 tekrara kadar adsorpsiyon
kapasitesinde bir gis olmadgl, bitkinin tekrar eden adsorpsiyon-desopsiyon
isleminde kullanilabilecg belirlendi. Bu sonugclarla bu tiriin de ekonomik ve
distik maliyetli bir adsorban alternatifi olarak kullanilaleegi sdylenebilir.
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Sekil 3.49. S. papillosissimadesorpsiyon grafi: HIgG dersimi 0.5 g/mL; pH: 5.0;
sicaklik 28C.

3.4. 5. Bitki Orneklerine HIgG Adsorpsiyonuna pH’in Etkisinin Incelenmesi

Bitki orneklerinde pH'in etkisi pH 3.0-9.0 arginda calilmistir. Elde edilen
sonuglar gagidaki grafikte toplu olarak gorulebilmektediggkil 3.50).
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Sekil 3.50. Bitki drnekleri Uzerine HIgG adsorpsiyora pH'in etkisi: HIgG degimi 0.5
g/mL; sicaklik 25C.
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Grafik incelendginde calgilan buttn tirlerde maksimum adsorpsiyonun pH 5.0
degerinde oldgu gorulebilir. HIgG'nin izoelektrik noktasi 6.2'dir.réteinlerin
izoelektrik noktasinda net vyikleri sifirdir. Bu splee sulu c¢ozeltilerden
maksimum protein adsorpsiyonu genellikle izoeléktmoktaya yakin pH
degerlerinde gerceklgr. Deneylerde maksimum adsorpsiyonun izoelektrik
noktasina yakin bir gerde bulunmasi hidrofobik etkilienlere ek olarak
elektrostatik etkilgimlerin de etki etiii sonucunu gosterebilir. pH gerinin
artmasl veya azalmasi bitki ylzeyindeki gruplarimotgnlanmasi veya
deprotonlanmasi anlamina gelecektir. Burada gergaklenet etkilgimlerin
anlailabilmesi icin ylzey gruplarinin kesin olarak bitiesi gerekecektir. Bu ise
daha ileri, detayli caimalari gerektirecek Bka bir calgma konusunu
olusturmaktadir. Bitkilerin geneline bakiginda pH 5.0 dgerinin altinda ve
Ustinde adsorpsiyon kapasitesiningtdgii gorulmektedir.A. californica ve B.
stricta tUrlerinde bu dgiis %50-60 seviyesinde olmasina §arlL. sciuroidesve S.
papillosissimatirlerinde bu diils %10 civarinda kalmaktadir. Bu noktadan
hareketle bu iki tirun diik pH deerlerinde de adsorpsiyon kapasitelerinin
onemli bir kismini kullanarak HIgG adsorbe edebileceki&iintlebilir.

3.4.6. Bitki Orneklerine HIgG Adsorpsiyonuna Sicaklgin Etkisinin
Incelenmesi

Bitki 6rneklerinde sicak#in etkisi 4-45°C aralginda calgiimistir. Elde edilen
sonuglar gagidaki grafikte toplu olarak gorilebilmektedifgkil 3.51). Grafik
incelendginde tim turlerde sicaklik agtyla beraber adsorpsiyon kapasitesinde
dists gozlenmgtir. En ylksek adsorpsiyon A’ta gergeklgmistir. L. sciuroides
ve B. stricta turleri icin 4-25 °C arasl adsorpsiyon kapasitesi yala%25
azalirken ayni sicaklik argindaA. californicave S. papillosissimadirlerinde bu
azalma yaklgk %10 seviyelerindedir. Bu sonu@. californica ve S.
papillosissimé&in disuk sicakliklarda da etkin olarak kullanilabilgceonucunu
ortaya koymaktadir.
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Sekil 3.51. Bitki 6rnekleri Uzerine HIgG adsorpsiyora sicakiiin etkisi: HIgG degimi
0.5 g/mL; pH 5.0.

3.4.7. Bitki Orneklerine HIgG Adsorpsiyonunda HIgG Baslangi¢ Derisiminin
Etkisinin Incelenmesi

Bitki orneklerinde bglangic HIgG desiminin etkisi 0.05; 0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5;
1.0; 2.0 mg/mL’lik ¢ozeltiler ile incelenmtir. Elde edilen sonuglarsagidaki
grafikte toplu olarak verilmtir (Sekil 3.52). Grafik incelendinde dersimin
artmasiyla beraber adsorpsiyonun da @rttbitki yuzeyinde etkilgme giren
bolgelerin dolmasiyla beraber adsorpsiyonun doygunseviyesine ukdigi
gorulmektedir. AdsorpsiyoB. strictave L. sciuroidestiirlerinde plato seviyesine
1.0 mg/mL seviyelerinde udmistir. Buna kagin A. californica ve S.
papillosissimatirlerinde 0.5 mg/mL deerlerinden sonra doygurga ulaildigi
gorulmektedir. Bu turlerin daha ¢lik dergimlerde doygunlga ulgmasi daha
distik dergimlerde adsorpsiyon kapasitelerinin tamami ile golsgon
yapabileceklergseklinde yorumlanabilir.
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4. SONUC

Bu calsmada terapdtik olarak kullanilan, ticari 6neme sdhipnunoglobulin G
saflatirilmasinda dgal bir sorbent olan karayosunlarinin kullanilabigir
incelenmgtir. Calismada kullaniimak Uzere ganiyayilisa sahip, kolaylikla
erisilebilecek, ylzeyinde papilla ve/veya mamilla gibiizgy alanini artirici
yapilar olan karayosunu tirleri belirleryti. Arazi calsmalari ile karayosunu
ornekleri dgal yayilsa sahip olduklar yerlerden toplargniaboratuvar ortamina
getirilmis, burada temizlenerek kurutulgtur. Kurutulmy 6rnekler daha sonra
ogutulmis ve elek analizine tabi tutularak deneysglemlere hazir hale
getirilmiglerdir. Deneylerde ylizey alanindan yiksek olcidananabilmek tzere
140pum alti buyuklige sahip bitki parcalari kullanilgtir.

Hazirhk gamalarindan sonra bitkilerin karakterizasyonsgadlarina gecilmitir.

Bitki parcalarinin SEM ve mikroskobik incelemelefe iyilizey yapilar
incelenmgtir. Bu incelemeler sonucunda bitki ytzeylerinin @ikzenekli oldgu,

bunun da yizey alanini artigdi tespit edilmgtir. Bitkilerin ytzeylerindeki
kimyasal gruplarin asairilmasi amaciyla yapilan FTIR 6l¢cumlerinde bigkde
yuzey kimyasallari agisindan dnemli bir hidrofolgkii oldugu belirlenmitir.

Burada gozlenen hidrofobilgin 6nemli bir sebebi de kitikil tabakasidir. Biligidi
Uzere katikul dokulardan sivi kaybini Onleyen bariper gorevi gormektedir.
Polimerik lipidlerden ve c¢oziunir mumlardan gdn tabaka karayosunlarinda
sporofitterde  ve  gametofitlerde  gozlenebilir.  Yaml argtirmalarda
karayosunlarindaki katiktl yapisinin gigekli bitkie benzer oldiu belirlenmitir.
Sphagnum palustreicekli bitkilerin temel bilgenlerinden olan 10,16-dihidroksi
hegzadekanoik asit icermektedBphagnum fimbricatumprotonemasi ile yapilan
calismalarda da cicekli bitkilerdeki prokatikiil benzempr oldgu goralmigtir
(Jeffree, 2006).

Karakterizasyon calmalarindan sonra adsorpsiyon sklbarin optimizasyonu
calismalari gercekligirilmistir. Bu amacla butin bitki tdtrleri icin farkh pH
tamponlari denenmi(pH 3.0-5.0 asetat tamponu; 6.0-8.0 fosfat tamporfu; 9.
karbonat tamponu) ve maksimum adsorpsiyonun gexgekl pH deseri
bulunmytur. Devam eden optimizasyon deneyleri optimum pHedade
gerceklatirilmi stir. Sicaklgin adsorpsiyona etkisi 4-46 aralginda incelenngive
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sicaklgin  desisiminin - adsorpsiyon kapasitesine olan etkisi batinheye

calisiimistir. Iyonik siddetin adsorpsiyon kapasitesine etkisini belirleramaciyla

farkli tuz dergimleriyle deneyler yapilngive sonuglar gézlenstir. Adsorpsiyon

kapasitesine HIgG kkngi¢c degiminin etkisinin belirlenmesi amaciyla farkl
HIgG dergimleri ile adsorpsiyon denemeleri gercekigimistir. Bu deneyler

sonucunda elde edilen veriler ile adsorpsiyon izokeri (Langmuir ve

Freundlich) hesaplangve bitki ylizeylerine HIgG adsorpsiyonunun mekarasm
belirlenmeye cagtimistir. Adsorpsiyon deneylerinin ardindan bitkide tatu

HIgG, desorpsiyon deneyleri ile desorbe edilerekileitin kapasiteleri ve tekrar
kullanim olanaklari agairiimistir.

Leucodon sciuroideste yapilan calmalarda farkli pH tamponlari kullanilgve
maksimum adsorpsiyonun pH 5.0gdeinde oldgu belirlenmgtir. Adsorpsiyon
pH'In artmasiyla beraber azalmasilani gostermitir. Bu tarle ilgili diger
denemeler pH 5.0 tamponunda gercgtkiémistir. L. sciuroide§n maksimum
HIgG adsorpsiyonu pH 5.0 tamponunda 0.5 mg/mLsdede, yaklaik 60 mg/g
olarak bulunmstur. Yapilan sicaklik denemelerinde sicgkii artsl ile
adsorpsiyonda gus oldusu bulunmuytur.

Derisim calsmalari sonucunda adsorpsiyon izotermleri (LangnaaifFreundlich)
incelendginde Langmuir adsorpsiyon izoterminin uygun @dugdrulmigtir.
Buna gore adsorpsiyon mekanizmasinin tek tabakdiigo, birincil etkilesimler
ile adsorpsiyonun gercekl&si bulunmutur. Bu tlre ait gay dezeri 72.46 mg/g
olarak bulunmstur. Desorpsiyon ajani olarak %50’lik etilen glikié yapilan
¢calismalarda desorpsiyonun %100 oddubulunmy, 5 adsorpsiyon-desorpsiyon
dongusunden sonra adsorpsiyon kapasitesinde qiis dimadgi gozlenmitir.

Antitrichia californicaile yapilan cakmalarda farkli pH tamponlari denenrnve

bu tiriin maksimum IgG adsorpsiyonunun pH 5.gedade oldgu belirlenmitir.

Bu turdn maksimum 1gG adsorpsiyonunun pH 5.0 tampdau0.5 mg/mL
dersimde, yaklgik 60 mg/g oldgu gozlenmgtir. Adsorpsiyona sicakiin etkisi
4-45°C aralginda incelenmgi ve sicakigin artsi ile adsorpsiyonda gus oldugu

bulunmutur.

Derisim calsmalari sonucunda adsorpsiyon izotermleri (LangnaaifFreundlich)
incelendginde Langmuir adsorpsiyon izoterminin adsorpsiyoekamizmasina
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uygun oldgu goérilmigtir. Langmuir adsorpsiyon izotermine gore adsorpsiyo
mekanizmasinin tek tabakali offly birincil etkilesimler ile adsorpsiyonun
gercgeklgtigi bulunmutur. Bu tire ait gax degeri 62.11 mg/g olarak bulunngiur.
Desorpsiyon ajani olarak %50’lik etilen glikol ileyapilan ¢akmalarda
desorpsiyonun %100 olg@u bulunmy, 5 adsorpsiyon-desorpsiyon dongusinden
sonra adsorpsiyon kapasitesinde bigigiolmadgl gozlenmitir.

Bartramia stricta ile farkh pH tamponlarinda yapilan gahalarda pH 5.0
degerinde bu tirin maksimum IgG adsorpsiyonunun gldbelirlenmgtir. Bu
turdn maksimum 1gG adsorpsiyonunun pH 5.0 tampon@nslang/mL degimde,
yaklssik 60 mg/g olarak bulunmgtur. Sicaklgin adsorpsiyona etkisi de
incelenmg, 4-45C aralginda yapilan c¢ajmalarda sicak#in artgl ile
adsorpsiyonda gus oldusu bulunmuytur.

Derisim ¢alsmalari sonucunda adsorpsiyon izotermleri (LangnagifFreundlich)
incelenmsg ve B. strictalgG adsorpsiyon mekanizmasi igin Langmuir adsggsi
izoterminin uygun oldgu goérilmitir. Buna gore adsorpsiyon mekanizmasinin
tek tabakali oldgu, birincil etkilesimler ile adsorpsiyonun gercektesi
bulunmuytur. Bu ture ait gax dezeri 69.93 mg/g olarak bulunrstur. Desorpsiyon
ajani olarak %50'lik etilen glikol ile yapilan c¢ginalarda bitkiden desorpsiyonun
%100 oldgu bulunmyg, 5 adsorpsiyon-desorpsiyon dongisiinden sonra
adsorpsiyon kapasitesinde birsdgiolmadgl gozlenmitir.

Syntrichia papillosissimédle yapilan ¢akmalarda farkli pH tamponlari denergmi
ve bu tdrin maksimum IgG adsorpsiyonunun pH 5.@edede oldgu
bulunmutur. Bu tirin maksimum IgG adsorpsiyonunun pH 5.0pamanda 0.5
mg/mL dersimde gerceklgtigi ve adsorpsiyonun 60 mg/g okglu bulunmytur.
Sicaklgin adsorpsiyona etkisinin incelenmesi sonucunda5°&4 aralginda
yapilan cakmalarda sicak#in artsi ile adsorpsiyonda gus oldugu bulunmuytur.

Derisim ¢alsmalari sonucunda adsorpsiyon izotermleri (LangnagifFreundlich)
incelenmg ve bu tlre IgG adsorpsiyon mekanizmasi icin Larigradsorpsiyon
izoterminin uygun oldgu gorulmigtir. Adsorpsiyon mekanizmasinin tek tabakal
oldugu, birincil etkilesimler ile adsorpsiyonun gercektesi bulunmutur. Bu tire
ait gnax degeri 68.49 mg/g olarak bulunrstur. Desorpsiyon ajani olarak %50’lik
etilen glikol ile yapilan cagmalarda bitkiden desorpsiyonun %100 du
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bulunmyg, 5 adsorpsiyon-desorpsiyon donglisinden sonra auigonp
kapasitesinde bir giis olmadgi gozlenmitir.

Bitkilerden elde edilen sonuclar toplu olarak elendiginda butin tdrlerin
maksimum adsorpsiyon gostetditamponun pH 5.0 oldiu gordimitir. Bu

degerin HIgG'nin izoelektrik noktas! olan 6.2 gkrine yakin olmasi hidrofobik
etkilesimlere ek olarak elektrostatik etkjienlerin de etkili oldgu seklinde

yorumlanabilir. pH dgerindeki arty veya azall bitki ylzeyindeki gruplarin
protonlanmasi veya deprotonlanmasi sonucun@gurdeaktir. Burada bitki
yuzeyinde buna sebep olan gruplarin (alkol, aldet)d&arak bilinmesi mimkin
degildir. Ylzey yapisinin kesin olarak agtaulmasi ise ayri bir galma konusunu
olusturacaktir.

Bitkilerin pH sonuglari incelendinde B. stricaturiiniin pH dgisimlerine oldukga
hassas oldiu, gorilmektedir. Bunun yanisita sciuroidesve S. papillosissima
turlerinin digik pH deerlerinde maksimum adsorpsiyon kapasitelerinin %20’
yakin seviyede adsorpsiyon gercatilebildikleri sonucuna ukalabilir. Bu trler

distk pH ortamindan HIgG safiarilmasinda kullanilabilirler.

Bitkilerin  sicaklik deisikliklerine etkileri incelendiinde adsorpsiyonun
sicakliktaki artyla beraber azalgh gorulmektedir. Maksimum adsorpsiyon butiin
turlerde 4°C’'ta gerceklemistir. L. sciuroidesve B. strictaturleri icin 4-25°C
aras! adsorpsiyon kapasitesi yakta%25 azalirken ayni sicaklik agahda A.
californica ve S. papillosissimdurlerinde bu azalma yaldik %10 seviyelerinde
kalmistir. A. californica ve S. papillosissimaoda sicakiiinda maksimum
adsorpsiyon kapasitelerine yakin adsorpsiyon gésgékebilecek turlerdir.
Sicaklgin azaltiimasinin saffarma surecinde ek maliyet getirgcele géz dnune
alinirsa bu turlerin ekonomik 6nemi artmaktadir.

Bitkilerde balangic degimlerinin adsorpsiyon kapasitesine olan etkisi
incelendginde bazi tirlerin daha diik dersimlerde doygunlga ulatig
gorulmistar. AdsorpsiyonB. stricta ve L. sciuroidestirlerinde plato seviyesine
1.0 mg/mL seviyelerinde udmistir. Buna kagin A. californica ve S.
papillosissimatirlerinde 0.5 mg/mL deerlerinden sonra doygurga ulaildigi
gorulmektedir. Bitkilerin daha @ik dergimlerde doygunlga ulgmalari, daha
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seyreltik ortamlarda tam kapasiteyle sgilana yapabilmelerine imkan
tanimaktadir.

Bitkilerin etkili olarak kullanilabilmeleri safiirma yapilacak ortamin pH gexi,
sicaklgl ve HIgG derimi ile dogrudan ilgilidir. Buttn veriler incelendinde A.
californica ve S. papillosissimadrleri oda sicakfiinda ekonomik olarak HIgG
saflstirmasi igin kullanilabilecek tirler olarak 6ne ¢ikmaktad

Immunoglobulin G insan kanindaki temel antikor malékiir. HIgG terapétik ve
tedavi amaciyla tibbi alanda énemli kullanima sathgari 6nemi yiiksek olan bir
antikordur. HIgG  saflginimasi icin  gunimiuzde farkh  yontemler
kullaniimaktadir. Biyuk 6lcekli, ticari camalarda maliyetin 6nemli bir
boliminin saflgirma gamasindan kaynaklarggl bilinmektedir. Bu sebeple,
ticari olarak dginuldiguinde diguk maliyetli, ekonomik ¢ozimlerin, alternatif
sorbent sistemlerinin bulunmasi ve kullaniimasi Gligaflgtiriimasinda biyuk
Onem taimaktadir. Yapilan tez camasinda dgal olarak geni yayilis gosteren,
ek kimyasal gleme gerek duymayan, ¢k maliyetli sorbent olarak
kullanilabilecek karayosunu tirlerinin HIgG satlamasinda kati destek olarak
kullanilabilme potansiyelleri incelengtir. Bu tlrlerin optimum keullar altinda
kandan IgG adsorbe-desorbe edepildve bu glemin c¢ok tekrarli olarak
adsorpsiyon kapasitesindesdi olmadan yapilabilgi gorulmisttr. Bu bitkilerin
geng yayllisa sahip olmalari dolayisiyla gadan kolaylikla ve cok giik
maliyetle bulunabiliyor olmalari, ek kimyasaleéme ihtiya¢ duymamalari, dal
ve geri dongimli olmalar saflgtirma maliyetinin dgirtlmesi agisindan biyuk
Onem taimaktadir. Benzer yontemlerle farkli tirlerin giralmasi, farkh bitki
kombinasyonlarinin geliriimesi ve kolon dolgu materyali halinde kullaram
sunulmasi  bu c¢almalarin  gelecekteki basamaklarini  glumaktadir.
Gelistirilecek bir saflatirma sistemi HIgG safirma sirecini daha ekonomik
hale getirerek tlkemizin g baimhligr da azaltma yolunda énemli bir basamak
olusturacaktir. Sunulan bu tez gahasi literatire 6nemli katkilar @ayacak ve
farkl saflatirma uygulama alanlarina yol agacaktir.
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