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OZET
Doktora Tezi

PROTEIN SAFLASTIRILMASI iCIN MAGNETIK NANO YAPILARIN
HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

Deniz AKTAS UYGUN

Adnan Menderes Universitesi
Fen Bilimleri Enstittusu
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. A. Alev KARAGOZLER
Ikinci Danisman: Dog. Dr. Sinan AKGOL

Son on yildir, protein immobilizasyonu ve saflastiriimasi i¢in magnetik nano
partikiillerin kullanilmasina olan ilgi olduk¢a artmistir. Bu caligmada lizozim
enziminin immobilizasyonu ve saflastirilmasi i¢in yeni bir destek maddesi olarak
magnetik Ozellikte ve nano boyutta mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimeri
sentezlenmistir. Ligand olarak kullanilan MAPA komonomeri, metakriloilkloriir ve
fenilalanin amino asidinin uygun kosullarda tepkimeye girmesi ile sentezlenmistir.
Hidrofobik bir yap1 olan MAPA’nin polimerik yapiya girmesi, polimerin hidrofobik
ozellik gostermesini saglayarak lizozim adsorpsiyonunda hidrofobik etkilesimleri
baskin hale getirmistir. Ayrica, mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin magnetik
ozellikte olmasi, uygulamada cesitli avantajlar saglamistir. Mag-nano-p(HEMA-
MAPA) polimerinin karakterizasyonu i¢in FTIR, ESR, SEM, AFM, TEM, Zeta
Potansiyel, Elementel Analiz ve MALDI-TOF d&lgiimleri gerceklestirilmistir.
Sentezlenen partikiillerin kiiresel yapida ve yaklasik 386 nm ¢apinda oldugu
gozlenmistir. Mag-nano-p(HEMA-MAPA) partikiillerinin spesifik yiizey alan1 580,0
m’/g olarak bulunmustur. Polimerik yapida magnetit partikiillerinin varligi ESR ile
arastirilmis ve g faktorii 2,2128 olarak saptanmistir. Elementel analiz ile polimerik
yapidaki MAPA icerigi 4,30 x 10 mmol/g polimer olarak tespit edilmistir. Mag-
nano-p(HEMA-MAPA) polimerine lizozim adsorpsiyonu farkli ortam kosullarinda
(pH, iyonik siddet, lizozim derigimi, sicaklik) kesikli sistemde incelenmistir. Mag-
nano-p(HEMA-MAPA) polimerine maksimum lizozim adsorpsiyonu 1,0 mg/mL
lizozim derisiminde ve 1,0 M Na,SO4 igeren ortamda 517 mg/g polimer, nano-
p(HEMA)’ya non-spesifik lizozim adsorpsiyonu degeri ise 24,0 mg/g polimer olarak
bulunmustur. Desorpsiyon deneyleri ile polimerin tekrar kullanilabilecegi
gosterilmistir. Ilaveten serbest ve immobilize lizozimin ortam kosullarma gore
aktivite Olciimleri yapilarak, optimum sicaklik, optimum pH, depo kararliligi, 1s1l
kararlilig1 ve islemsel kararliligi incelenmis ve kinetik sabitler belirlenmistir.
Sentezlenen polimerin bir uygulamasi olarak yumurta akindan lizozim enziminin
saflagtirilmasi ¢alismalar1 yapilmistir. Saflastirma islemleri sonunda lizozim enzimi
% 78,57 aktivite geri kazanimi ile 657 kat saflastirilmistir. Enzimin safligit SDS-
PAGE ile goriintiilenmis Bio-LC ile saflik oran1 % 96 olarak bulunmustur.

2008, 153 sayfa
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Mag-nano-p(HEMA-MAPA), lizozim, adsorpsiyon, magnetik nano partikiil,
hidrofobik etkilesim



v

ABSTRACT
Ph.D Thesis

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF MAGNETIC NANO
STRUCTURES FOR PROEIN PURIFICATION

Deniz AKTAS UYGUN

Adnan Menderes University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. A. Alev KARAGOZLER
Co-supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sinan AKGOL

During the past decade, much attention has been paid toward synthesis of magnetic nano sized
particles and their use for immobilization and purification of proteins. In this work, magnetic
nano sized mag-nano-p(HEMA-MAPA) polymer was synthesized and used as support for
lysozyme immobilization and purification. MAPA comonomer was synthesized from
methacryloylchloride and phenylalanine under suitable reaction conditions and was used as
ligand. Being a hydrophobic structure, incorporation of MAPA to the polymer renders the
polymer hydrophobic and provides a hydrophobic medium for lysozyme adsorption.
Additionally, magnetic property of mag-nano-p(HEMA-MAPA) polymer provides several
advantages on application. Characterization of mag-nano-p(HEMA-MAPA) polymer was
conducted using FTIR, ESR, SEM, AFM, TEM, Zeta potential, Elemental Analysis and
MALDI-TOF. Particles synthesized were found to be spherical in shape with approximately
386 nm diameter. Specific surface area of mag-nano-p(HEMA-MAPA) particles was
calculated to be 580.0 m*/g. ESR was used for the detection of magnetite existence in the
polymeric structure and g factor was measured to be 2.2128. Elemental analysis resulted 4.3 x
107 mmol MAPA per gram polymer. Adsorption of lysozyme onto mag-nano-p(HEMA-
MAPA) polymer was investigated in batch system under various medium conditions (i.e. pH,
ionic strength, lysozyme concentration, temperature). Maximum lysozyme adsorption on
mag-nano-p(HEMA-MAPA) polymer was measured to be 517 mg/g polymer at 1.0 mg/mL
and 1.0 M concentrations of lysozyme and Na,SOj, respectively. Non-specific adsorption of
lysozyme on nano-p(HEMA) was calculated to be 24.0 mg/g polymer. Desorption assays
indicated that polymer was reusable. Additionally, activity measurements of free and
immobilized lysozyme were conducted in order to determine optimum temperature, optimum
pH, storage stability, heat stability and operational stability as well as kinetic parameters.
Purification of egg white lysozyme using the polymer synthesized was achieved with a high
yield of 78.57 % recovery and 657 purification fold. Purity of enzyme was demonstrated
using SDS-PAGE and measured as 96 % using Bio-LC.

2008, 153 pages

Key Words:

Mag-nano-p(HEMA-MAPA), lysozyme, adsorption, magnetic nano particle, hydrophobic
interaction
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1. GIRIS
1.1. NANOTEKNOLOJI

Richard Feynman 1959’daki bir konferansinda atomik bloklarmn molekiiler diizeyde
diizenlenmesini tartisarak ilk kez maddenin nano diizeyde kullanilma olasiligini
ortaya attl. Feynman meshur sdyleminde “Gorebildigim kadariyla, fizik prensipleri
nesnelerin atom diizeyinde manuple edilmesine karsi degildir. Bu, herhangi bir
yasay1l thlal girisimi olmayip, prensipte yapilabilir olan fakat biz ¢ok biiyiik
oldugumuz i¢in pratikte simdiye kadar yapilmamis olan bir seydir” demistir
(Feynman, 1959; http://www.zyvex.com/nanotech/feynman.html). Feynman’in bu
onerisinden sonraki yillarda nanoteknoloji alan1 Eric Drexler ve Richard Smalley;
biyonanoteknoloji alan1 da Chad Mirkin’in ¢alismalariyla baslamis kabul edilebilir.
Rice Universitesinde bir kimya profesdrii olan Richard Smalley nanoteknoloji
alaninin onciiliigiiniic yapmis ve 1996 yilinda Nobel ile 6diillendirilmistir. Eric
Drexler 1991°de MIT’de Molekiiler Nanoteknoloji alanindaki ilk doktoray:
yapmustir. Bir arastirmaci ve yazar olarak gelisen teknolojiler ve bunlarin gelecekteki
etkileri tiizerine odaklanan Onciilerden birisi olmustur. Chad A. Mirkin ise
nanosistemlerde  kimyasal modifikasyon {izerine yaptigi ¢alismalar ile

biyonanoteknoloji alanina yeni agilimlar getiren dncii kimyacilardan birisidir.

Gilinlimiizde nanoteknoloji “benzersiz olaganiistiiliigiin ¢ok 6zel uygulamalara izin
verdigi 1-100 nanometre arasindaki boyutlara sahip maddenin
anlasilmasi ve kontrolii” olarak tanimlanabildigi gibi
(http://www.nano.gov/html/facts/whatlsNano.html); “atomik veya molekiiler boyut
hassasiyetindeki aygitlarm oldugu kadar 100 nm’den kiiciik tiim aygitlarin
iretilmesini iceren bir alan” olarak da (Mamalis, 2007) tanimlanmaktadir. Sekil
1.1’de mikro ve nano bilesenlerin 6rnekleri ve biiyliklik skalalar1 goriilmektedir
(Mamalis, 2007). Nanoteknoloji, maddenin atom veya molekiilleri iizerinde yapilan
uygulamalarla makinalagsmada hassasiyetin teorik smirlarina ulasmasi nedeniyle,

gliniimiiziin en ileri liretim teknolojisi olarak kabul edilmektedir.
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Fizik¢i Richard Feynman’m Amerikan Fizik Derneginde 1959°da yaptig1 ‘Dipte ¢ok
miktarda bosluk var (There’s Plenty of Room at the Bottom)’ baslikli konusmasinda
ilk kez nanoteknoloji yaklagimlari konusu giindeme gelmistir. Bununla birlikte,
“nanoteknoloji” terimi ilk kez Tokyo Science Universitesi’nden Profesér Norio
Taniguchi’nin 1974°de yaymmladig1 makalede ‘Nanoteknoloji, maddenin tek bir atom
veya tek bir molekiil diizeyinde ayrilmasi, birlestirilmesi ve deforme edilmesi

siireclerinden olusur’ seklinde tanimlanmastir.

1980’lerde Dr. K. Eric Drexler nanoboyutlu olaylarin ve aygitlarin teknolojik 6nemi
iizerinde duran ilk arastiricilardan olmustur. 1980’lerde iki 6nemli gelisme: cluster
(kiime) biliminin dogusu ve taramali tiinelleme mikroskop (scanning tunneling
microscope: STM)’un icadi nanoteknoloji ve nanobilimin baglamasina Onciiliik
etmistir. Bu gelismeler 1986°’da fullerenlerin ve birka¢ yil sonra da karbon
nanotiiplerin kesfine neden olmustur. Daha sonra yar1 iletken nanokristallerin sentezi
ve Ozelliklerinin  incelenmesi ve atomik force mikroskobun (AFM)

icad1 bu gelismelere cok 6nemli katkilarda bulunmustur.

Nanoteknoloji uygulamalarmmin temelinde materyal boyutlarmin kiigiiltiilmesi sonucu
fiziksel ozelliklerin degismesi vardir. Ornegin nanopartikiiller ¢ok biiyiik yiizey
alanr/hacim oranma sahiptirler. Buna bagl olarak floresans gibi optik o6zellikler
partikiil capinin bir fonksiyonu haline gelirler. Nanopartikiiller kullanilarak yapilan
malzemelerde sertlik ve elastikiyet 6zellikleri degisir. Geleneksel polimer yapilarin
nanopartikiiller kullanilarak gii¢lendirilmesi miimkiindiir. Boyle nanoteknolojik
olarak gii¢lendirilmis materyallerin agirh@1 azalirken dayaniklilik ve fonksiyon

cesitliligi artmaktadir (Papazoglou ve Parthasarathy, 2007).



1.1.1. Nanoteknolojinin Bashica Uygulama Alanlari

1.1.1.1. Tip

Biyoloji ve tip alanindaki c¢esitli uygulamalarda nanomateryallerin benzersiz
ozelliklerinden yararlanilmaktadir. Nanomateryallerin biyolojik molekiil veya
yapilarla  birlikte  kullanilmasi  uygulamalar1 da  giderek  artmaktadir.
Nanomateryallerin boyutlar1 pek c¢ok biyolojik molekiil ve yapilarin boyutlar: ile
benzerlik gosterdiginden nanomateryaller in vivo ve in vitro biyomedikal

arastirmalarda da kullanilabilmektedir.

Medikal tan1 uygulamalarinda “bir ¢ipe sigdirilmis laboratuar” teknolojisinin bir ileri
uygulamas1 “bir ¢ipe sigdirilmis nanoteknoloji”dir. Bu teknoloji ile se¢ilmis bir
maddenin varlig1 veya aktivitesi daha hizli, daha duyar ve belli nanoboyuttaki

partikiiller etiket olarak kullanildiginda, daha kesin olarak tayin edilmektedir.

Ilag iletimi icin nanoteknoloji uygulamalari ile ilag tiiketimi ve yan etkiler
azaltilabilmekte,  yiiksek  se¢imlilik  nedeniyle daha 1iy1  uygulamalar
yapilabilmektedir. Hedeflenmis veya kisiye 0zel ila¢ iiretimleri de nanoteknoloji

sayesinde miimkiin olabilmektedir.

Doku miithendisligi alaninda da zarar gormiis dokunun tamiri veya yeniden lretilmesi
konusunda nanoteknolojiden yararlanilmaktadir. Nanogdzenekli membranlar 10
nm’den daha kiigiik gdzenek yapilar1 nedeniyle mekanik filtrasyon islemleri i¢in
uygunluk gostermektedirler. Nanofiltrasyon genellikle iyonlarin uzaklastirilmasi
veya farkli suslarin ayrilmasi i¢in kullanilmaktadir. Daha biiyiik 6l¢eklerde membran
filtrasyon teknigi ultrafiltrasyon olarak isimlendirilir ve 10-100 nm boyutlarinda
uygulanir. Ultrafiltrasyonun 6nemli bir uygulama alani da bdbrek diyalizi ig¢in

kullantmidir (http://en.wikipedia.org/wiki/List of nanotechnology applications).



1.1.1.2. Kimya ve Cevre

Kimyasal kataliz ve filtrasyon teknikleri nanoteknolojinin simdiden ©ne ¢ikan
uygulamalardir. Belirli bir kimyasal ¢evreye (ligandlar) veya spesifik optik
ozelliklere sahip nanopartikiiller gibi yapilarin sentezlenmesi, istenen kimyasal
ozelliklere ulagilmasmni miimkiin kilmaktadwr. Bu anlamda bakildiginda kimya
nanobilimin temelini olusturmaktadir ve tiim kimyasal sentez olaylarma

nanoteknoloji agisindan bakilabilir.

Cok yiiksek yiizey/hacim orani saglanmasi nedeniyle nanoteknolojiden kimyasal
kataliz alaninda c¢ok yararlanilmaktadir. Nanopartikiillerden katalizde yararlanma
potansiyeli yakit pillerinden katalitik doniistiiriicii ve fotokatalitik aygitlara kadar

genis bir alan1 kapsamaktadir.

Atik-su aritilmasi, hava temizlenmesi ve enerji depolama aygitlarmin gelistirilmesi
iizerine de nanokimyanm oOnemli katkilar1 olmaktadir. Magnetik nanopartikiiller
magnetik ayirma tekniklerini kullanarak atik sudan agir metal kirleticilerini
uzaklagtrmak i¢in etkili ve gilivenilir bir yontem olustururlar. Nanoboyuttaki
partikiillerin kullanilmas1 kirleticilerin absorblanmasindaki verimi artirdig1r gibi
geleneksel ¢oktlirme ve filtrasyon yontemleri ile kiyaslandiginda daha ucuz ¢6ziim

sunmaktadir (http://en.wikipedia.org/wiki/List of nanotechnology applications).

1.1.1.3. Enerji

Nanoteknolojinin enerji ile ilgili uygulamalar1 baslica enerji depolanmasi, doniisiimii,
tasarrufu  ve yenilenebilir enerji kaynaklarinin  gelistirilmesi  konularinda
yogunlasmaktadir. Ornegin, enerji tiiketiminin azaltilmasi 1sik-yayan diodlarmn
(LED) veya kuantum kafes atomlarm (QCA) iiretilmesinde nanoteknolojiden
yararlanilmas1 seklinde olmaktadir. Ayrica nanopartikiillerin, ylizey alanini
biiylitmesi nedeniyle daha verimli gilines pillerinde (solar cells) kullanilmasi veya
cevre dostu enerji sistemlerinin {iiretilmesinde kullanilmasi da son zamanlardaki

uygulamalardir (http://en.wikipedia.org/wiki/List of nanotechnology applications).



1.1.1.4. Enformasyon ve Iletisim

Yar: iletken aygitlarin iiretiminde de nanoteknolojiden yararlanma c¢abalar1 vardir.
Modern iletisim teknolojilerinde klasik anolog elektriksel aygitlarin yerini ¢ok genis
bant araliklar1 ve kapasiteleri nedeniyle optik veya optoelektronik aygitlar
almaktadir. Fotonik kristaller ve kuantum dotlar bu uygulamalara 6rnek olarak

verilebilir (http://en.wikipedia.org/wiki/List of nanotechnology applications).
1.1.1.5. Giinliik Tiiketim Malzemeleri

Yiyeceklerin iiretimi, islenmesi, giivenligi ve paketlenmesinde nanoteknolojiden
yararlanilmaktadir. Nanokompozit materyaller anti-mikrobiyal ajanlarin kaplama
filmlerine yerlestirilmesinde, {riiniin ihtiyacina gore gaz gec¢irgenliginin azaltilmasi
veya artirilmasinda, oksijen aktarim hizinim azaltilmasinda, 1siya dayanma

ozelliklerinin gelistirilmesinde kullanilabilmektedir.

Seramik veya cam yiizeylere kendi kendini temizleme veya kolay temizlenebilir
olma 0Ozelliklerinin kazandirilmasinda da nanoteknolojiden yararlanilmaktadir.
Nanoseramik partikiiller giinliik ev gereclerinin yiizey diizgiinliigliniin ve 1siya

dayanikliligmin artirilmasinda kullanilmaktadir.

Tekstilde suya, lekeye, kirismaya dayanikli nanolif iiretimi giderek artmaktadir.
Kozmetik iiretiminde ise giines kremlerinde nanopartikiillerin kullanilmasi

yaygimlagmistir.

Yukarida kisaca 6zetlenen nanoteknolojinin uygulama alanlar1 Sekil 1.2°deki gibi

genellestirilebilir (Ramsden, 2005).
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Sekil 1.2 Soldan saga dogru nanoteknolojinin dolayli, direkt ve yaklasimsal uygulama
alanlar1 (Ramsden, 2005)

1.2. NANOBIYOTEKNOLOJi

Nanoteknolojinin biyolojik ve biyokimyasal uygulamalarin1 igeren alt dalina
nanobiyoteknoloji adi verilir. Nanoteknoloji ile hiicre biyolojisi arasindaki iliski
onemli olup iki yonlii bir iligkidir. Nanoteknoloji, biyolojinin sagladigi muazzam
nano-makina ve aygitlarmm olusturulmasi icin yasayan sistemlerde bulunan
nanoboyuttaki bilesenlerin biyologlar tarafindan anlasilabilmesi ve agiklanabilmesi
icin yeni araglar sunar. Bunun tersine olarak, hiicre biyolojisi mekanizmalari
iizerindeki caligmalar yeni sentetik nanoaygitlarin yapilmasinda yol gosterici olur.
Evrim siireci, doganin nanoboyuttaki miihendislik problemlerine etkili ¢oziimler
bulunmasint saglamistir ve nanoteknolojistler, biyolojik sistemleri nanoaygitlara
dogrudan inkorpore ederek ya da biyolojik anologlarinin prensiplerini taklit eden

sentetik sistemler olusturarak bu ¢oziimleri tiretmektedirler.

Nanoteknolojinin biyoloji i¢in sundugu en Onemli olanak biyomolekiiler yapi,
fonksiyon ve Ozelliklerin arastirilmasi i¢in yeni araglar olusturmasidir. Bu yeni
araglar kullanildiginda hiicrenin yapisal elemanlarmin ve molekiiler iliskilerin

dogrudan 6lglimii miimkiin olabilmektedir.



Biyonanoteknolojinin gelisiminde biyolojik mekanizmalari taklit ederek nanoboyutlu
aygitlarin yapimi 6nemli rol oynamaktadir. Bu, ¢ok biiylik potansiyeli olan bir alan
olup gelecek yillarda daha da gelismesi beklenmektedir. Bu ¢alismalara 6rnek

olabilecek bazi biyolojik olaylara asagida deginilmistir.

DNA nanoteknoloji yapt tast olarak kullamilabilir bir molekiildir. DNA’nin
kendiliginden diizenlenebilme ve dogada daima komplementer bir ¢ift zincir olarak
bulunma 06zelligi vardwr. Bununla birlikte gelisigiizel baz sekansindan olusan
DNA’nmm yapilmasma izin veren sentetik metodolojiler de vardir. Boyle sentetik
DNA sarmallar1 uygun diizenlemelerle {ic boyutlu ag olusturacak hale getirilirse;
oncelikle nanopartikiillerin biiylimesi ve interaksiyonu, ikinci olarak molekiiler
elektronik icin bir kalip olarak, {igiinciisii de nanomakina ve motorlarm iiretilmesinde

kullanilabilir.

Biyolojide bulunan en carpict nanoboyutlu makinalar kimyasal enerjiyi dikkat c¢ekici
bir verimlilikle mekanik enerjiye doniistiiren, nanoboyutlu protein topluluklarindan
olusan molekiiler motorlardir. Bu molekiiler motorlarin molekiiler biyoloji ve
biyofizik acisindan 6nemi biiyiiktiir. Nanoteknoloji agisindan ise 6nemi iki kat daha
fazladir: Birinci olarak taklit edilecek olaganiistii modeller olustururlar. Ikinci olarak,
bize sentetik ve biyolojik nanoteknolojiyi birlestirerek hibrid yapilarin ortaya
ctkmasimi saglayacak ¢alisan, hazir hiicre bilesenlerini sunarlar. Bir bagka 6rnek de
yapay fotosentezin gergeklestirilmesidir. Fotosentezin verimi 151k toplayan
kompleksler kullanilmasi durumunda ¢ok artar. Bu kompleksler pek cok boya
molekiillerinin (10-100) hassas bir iliski i¢inde proteinlerle baglanmasi ile olusurlar.
Farkli boya molekiilleri farkli dalga boyunda 15181 absorblar ve fotosentezin
verimliligi boylece ¢ok artmis olur. Fotosentez, glines enerjisini elektrik ve kimyasal
enerjiye doniistirmek i¢cin ¢ok 6nemli bir model olusturur. Bu nedenle sentetik
molekiillerle fotosentezi taklit etme caligmalar1 devam etmektedir (Leggett ve Jones,

2005).



1.3. NANOPARTIKULLER

Katalizoriin yeniden kullanilmasi, siirekli islemlere olanak vermesi ve {iriin
saflastirilmasindaki kolayliklar nedeni ile enzim immobilizasyonu biiyiik 6lgekli
uygulamalarda ¢ok kullanilan bir stratejidir. Bununla birlikte, immobilize enzimlerin
biyokatalitik etkinligindeki zayiflik onlarin biiyiik o6lcekli islemlerde geleneksel
kimyasal proseslerle yarismalarini engeller. Biyokatalitik etkinligin artirilmasi,
enzim immobilizasyonu i¢in tasiyict maddelerin yapismin degistirilmesi ile
saglanabilir. Yizeylerine enzim baglanmis gdzeneksiz materyaller birim destek
kiitlesi basina genellikle diisiik enzim miktar1 ile yiliklenirken minimum difiizyon
sinirlamasina maruz kalirlar. Diger taraftan gozenekli materyallere yliksek miktarda
enzim yiiklemesi yapilabilir fakat substrat ¢ok daha biiyiik diflizyonel kisitlanmaya

maruz kalir.

Enzim tasiyicit materyallerin boyutlarindaki kiigiilme genelde immobilize enzimlerin
etkinligini arttirabilir. Yilzeye baglanma durumunda, daha kiiclik partikiiller
enzimlerin baglanmas1 icin daha genis yiizey alani sunar ve partikiillerin birim
kiitlesi basina daha fazla enzim yiiklenmesi miimkiin olur. Gozenekli materyallere
enzim immobilizasyonu durumunda, biiylik boyutlu gozenekli materyaller ile
karsilastirildiginda kiigiik gozenekli partikiillerden substratin difiizyon yolunun kisa
olmas1 nedeni ile daha az kiitle-transfer direnci beklenir. Enzim immobilizasyonu
icin mikrometre biiylikliikli partikiillerin kullanimi tizerinde kapsamli ¢alismalar
vardir. Son zamanlarda ise, enzim immobilizasyonu i¢in tasiyict olarak
nanopartikiillerin kullanilmasina olan ilgi oldukc¢a artmistir. Genis yiizey alan1 nedeni
ile nanopartikiillere etkili enzim yiliklemesinde birim kiitlesi basma % 10’luk
(kiitlece) bir orana ulasilmustir. Ozet olarak, immobilize enzimlerin
optimizasyonunda siklikla rastlanan celigkili meseleler olan minimum difiizyonel
sinirlama, birim kiitle basma maksimum yilizey alan1 ve yiiksek miktarda enzim

yiiklenebilmesi gibi konularda nanopartikiiller ideal ¢6ziim sunarlar.

Umut verici performans Ozelliklerine ilaveten nanopartikiillerin essiz ¢ozelti
davraniglar1 heterojen ve homojen kataliz arasinda ilging bir geg¢is bolgesini isaret

eder. Teorik ve deneysel caligmalar, tanecik biiyiikliigii ve ¢ozelti viskozitesi ile
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belirlenen tanecik hareketliliginin tanecige bagli enzimlerin gercek aktivitesini

etkileyebilecegini gostermistir (Kim ez al., 2000).

1.4. MAGNETIK AYIRMA

Magnetik ayirma magnetik olan veya magnetiklik kazanabilen bir partikiiliin bir
gradient magnetik alanda transportunu igeren bir teknolojidir. Bu teknoloji siispanse
kat1 tanecikleri igeren sivilardan mikron alt1 boyutlardaki istenen tiirleri veya diger
biyolojik tanecikleri ayirmak i¢in kullanilir. 1970°li yillarin  ortalarindaki
baslangicindan beri magnetik ayirma immobilize enzim, hiicre ayirma, protein
saflastirma, niikleik asit ayirma ve immunolojik analizler gibi biyoteknolojinin ¢esitli
alanlarinda hizla uygulama bulmustur. Magnetik ayirma teknolojisini tamamen
yararli kilmak i¢in iy1 fizikokimyasal 6zellikli destekler veya magnetik ortamlar
gereklidir. Bu sebeple magnetik aymrmalarim anahtar elementi olarak magnetik
desteklerin sentezi son yillarda arastiricilarin oldukca dikkatini ¢ekmistir (Tong et
al., 2001). Kesikli magnetik ayrmada temel prensip ¢ok basittir. Ayrilacak yapiya
afinitesi olan magnetik biyopolimer tanecikler veya immobilize afinite veya
hidrofobik ligandlar veya iyon degistirici gruplar tasiyan magnetik tasiyicilar hedef
bilesigi iceren drnek ile karistirilir. Ornekler ham hiicre lizatlari, tam kan, plazma,
karin boslugu sivisi, siit, idrar, kiiltivasyon ortami, gida ve fermantasyon
endiistrisinden gelen atiklar ve digerleri olabilir. Bir inkiibasyon periyodundan sonra
hedef molekiil magnetik taneciklere baglandiginda, tiim magnetik kompleks uygun
magnetik ayristirict  kullanilarak hizli ve kolayca wuzaklastirilir. Kirliliklerin
yikanmasindan sonra ayrilan hedef molekiil elue edilir ve sonraki ¢aligmalar i¢in
kullanilir (Safarik ve Safarikova, 2004). Magnetik ayirma teknikleri standart ayirma
teknikleriyle karsilastirildiginda ¢esitli avantajlara sahiptir. Bu islem genellikle ¢ok
basittir ve yalnizca birka¢ adimda gergeklestirilir. Saflastirma isleminin tiim adimlar1
tek bir test tiipli veya baska bir kapta yapilabilir. Pahali sivi kromatografi
sistemlerine, santrifiijlere, filtrelere ve diger ekipmanlara ihtiya¢ yoktur. Ayirma
islemi silispanse kati materyali iceren ham ekstraktta dogrudan gercgeklestirilebilir.
Bazi durumlarda (6rnegin intraseliiler proteinlerin izolasyonu gibi) ¢6zme ve ayirma
adimlarmi birlestirmek bile miimkiindiir ve bdylece toplam ayirma zamani kisaltilir.

Magnetik adsorbanlar magnetik 6zellikleri nedeniyle 6rnekten kolayca ve segici
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olarak uzaklastirilabilirler. Gergekte magnetik ayirma, yalnizca biyolojik bir artiktaki
kii¢iik magnetik taneciklerin (¢aplar1 0,1-1 pum) ve benzer biiytlikliikteki diger tortu
maddelerin ayrilmasit i¢in uygun bir metottur. Dahasi, magnetik ayirma
prosediirlerinin giicii ve etkinligi bliyiik 6l¢ekteki uygulamalarda 6zellikle yararhdir.
Magnetik ayirma teknikleri ayni zamanda c¢esitli otomatiklestirilmis islemlerin
temelini olusturur. Ozellikle, aralarinda protein ve peptidlerin de bulundugu pek ¢ok
analitin tayini i¢in kullanilan magnetik-tanecik temelli immuno analiz sistemleri bu
uygulamalarin icine girer. Proteinler ve niikleik asitlerin ayrilmasi i¢in cesitli
otomatiklesmis sistemler son zamanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Safarik ve

Safarikova, 2004).

1.4.1. Magnetik Polimerler

Magnetik polimerler birka¢ nanometreden milimetre boyutlara kadar degisik cap
ve boy dagilimlarinda, gozenekli veya gozeneksiz farkli ylizey ve yigin yapilarinda

hazirlanabilen partikiillerdir.

Magnetik polimerler bir¢ok aymrma islemlerinde az kirlilik, 1yi kiitle aktarimi1 ve az
asinma gostermesi vb. kolayliklar1 yaninda basing diismesi, substrat doniistimii ve
enzim kararlili1 i¢cin daha iy1 bir performans gostermeleri nedeniyle akiskan yatak
reaktorlerde kullanilmaktadir. Diger ayirma islemlerinde yer alan santrifiijleme ve
filtrasyon stire¢leri enzimin ve/veya proteinin {igiinciil yapisini bozarak aktivitesinde
diisiise neden olurken, bu tiir problemler magnetik partikiillerin kullanim1 ile ortadan
kalkmakta ve isletme maliyeti azalmaktadir. Magnetik partikiillerin kullanildig:
akiskan yatak reaktorler atik sularin aritiminda, enzim tutuklanmasinda ve afinite
ayirimimda énemli rol oynamaktadir. Insanoglunun kullandig1 ilk magnetik maddenin
dogal magnetit olmasi nedeniyle uygulamalarda demir oksitlerin 6nemi biiyiiktiir. Bu
demir oksitlerin en dnemlileri: Fe,O (vustit), Fe;O4 (magnetit), y-Fe,O3 (maghemit),
o-Fe;Os3 (hematit)’dir. FesO4 kullanimi en yaygm olan magnetik materyallerden
biridir. Biyoteknoloji ve tiptaki uygulamalarinda giicli magnetik 6zelliklerinden
dolay1 olduk¢a 6nem kazanmistir. Enzimler, proteinler, antikorlar ve antikanser

ajanlar1 gibi bir¢ok biyoaktif madde Fe;O4’e baglanmistir (Mandal ef al., 2005).
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1.4.2. Magnetik Polimerlerin Kullanim Alanlar

Genelde magnetik polimerler se¢imli aymrma ve iyi kiitle transferi gibi baslica iki
ama¢ i¢in kullanilmaktadir. Magnetik polimerlerin kullanildigi ilk/baslica enzim

immobilizasyon ve saflastirma amacl islemlere verilebilecek drnekler sunlardir:

Tutuklanmis enzimler i¢in magnetik desteklerin kullanimi ilk olarak Robinson ve
arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilmistir (Robinson et al., 1973). Magnetik
destekler, asilt1 halindeki katilarin sivilardan segici olarak uzaklastirilmasi, magnetik
ayirma ile kolay toplanilmas1 ve gozeneksiz olmalarindan dolay1 cesitli avantajlara
(az kirlilik, 1yi kiitle aktarim1 ve az aginma gostermesi gibi) sahiptir (Kennedy et al.,
1990; Burns ve Graves, 1988; Lochmiiller ve Wigman, 1987). Dunnill ve Lilly
(1974), L-asparaginaz ve [-galaktozidaz enzimlerinin Escherichia coli hiicre
protoplazmasindan  saflastirilmasinda, Mosbach ve Andersson (1977) ise
karacigerden alkol dehidrogenaz enziminin kazanimi i¢in bu tiir magnetik polimerleri
kullanmiglardir. Kiigiik 06lcekli uygulamalarda kullanilan magnetik polimerler,
katalizoriin geri kazanimi i¢in hem hizli hem de kolay ayirim saglamaktadir. Diger
tastyici polimerler i¢in bu islem ¢ok sayida basamak gerektirdiginden, genis Olgekli
endiistriyel uygulamalarda enerji ve verimlilik acisindan magnetik aymrma tercih
edilebilir. Munro et al. (1977), gézeneksiz magnetik partikiillerin ortama getirdigi
kirliligi arastirmak i¢in nikel-kimotripsin partikiillerini soguk siit ortaminda 48 saat
tutarak aktivite tayini yapmuslardir. Sonugta ciddi bir kirlilik olusturan seliiloz

desteklere gore aktivitede ¢cok az bir diisiis gozlenmistir.

Gozeneksiz magnetik destek ile enzim arasindaki difiizyonun onemini arastiran ilk
calismalar Halling ve Dunnill (1980) tarafindan yapilmis ve birim yiizey alani bagina
kiitle aktarim kat sayilarinin degisimleri incelendiginde, birim katalizor agirhigi
basma kiitle aktarim hizlarmin azalan partikiil boyutu ile birlikte siirekli arttigi
saptanmistir. Calismada hem kii¢iik capli hem de gdzeneksiz magnetik desteklerin
diger desteklere gore kiitle aktarimi agisindan daha avantajli oldugu sonucuna
vartlmigtir. Magnetik partikiillerin kullanildig1 aywrma amaglh prosesler asagidaki

gibidir.
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1.4.2.1. Magnetik Toplama

Bu tiir prosesler maden endiistrisinde ve kimyasal proseslerde demir ve demir
parcaciklarinin geri kazanilmasinda kullanilirlar. Partikiile etkiyen net magnetik
kuvvet pozitiftir. Maddenin boyutlarina ve magnetik duyarliliklarna gore ayirma
islemi gergeklesir. Magnetik alan yiliklenmesi ile organik maddelerin, alglerin ve
viriislerin endiistriyel atik sulardan magnetik malzemeler eklenerek geri kazanilmasi

miimkiindir (Sekil 1.3a).

1.4.2.2. Magnetik Cokelme

Partikiillere uygulanan net pozitif kuvvetin, yercekimi ile olan ¢okelmeyi
ivmelendirmek i¢in tankin altina yerlestirilmis sarim ile olusturuldugu sistemlerdir.
Genelde kullanilan araglar ¢ok basittir. Magnetik ¢okelme ve magnetik topaklanma

bir arada kullanilarak ¢okelme hizini arttirmak miimkiindiir (Sekil 1.3b).

1.4.2.3. Magnetik Yiizdiirme

Sistem elektromagnet tarafindan sarilmis bir kolondan ibarettir. Pargaciklar kolona
girdiginde akiskanin yogunlugu artar ve magnetik olmayan malzemeler, ylizeyde
serbest kalirlar. Gerekli olan alan yogunlugu ayristirilacak malzemelerin magnetik

duyarlilig1 ve partikiiller arasindaki yogunluk orani ile degisir (Sekil 1.3c).

1.4.2.4. Magnetik Kararhhk

Magnetik duyarliligr olan partikiillerin olusturdugu akiskan yatak disaridan
uygulanan magnetik alan ile kararli hale getirilebilir. Siirekli yliksek debide partikiil
taginmasi olmaksizin kolloid yapidaki malzemelerin toplanmasimi1 miimkiin kilar. Bu
tiir sistemler, akigkan yatak reaktorlerin akicilik avantaji ile birlikte, sabit yatak

sistemlerin biitlin Gstiinliiklerine sahiptir (Sekil 1.3d).
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1.4.2.5. Magnetik Aktarim

Katz ve Sears (1969), yiiksek magnetik alan yogunlugunda magnetik partikiillerden
olusan yatagin kolon boyunca tasmabilecegini ispatlamiglardir. Katilarin
tasinmasinda magnetik alan kullanimi hareketli sistemlere olan ihtiyaci kaldirmastir.
Reaktor kolonu veya boru boyunca akan katilarin kuvvetli magnetik alan

yogunlugunda kontrol altina alinmas1 miimkiindiir (Sekil 1.3¢).

1.4.2.6. Magnetik Tasima

Klasik ayristirma teknikleri ile zor ve yavas olan kolloidal pargaciklarin
ayristirilmasinda giderek artan bir kullanima sahiptir. Fakat magnetik duyarlilig1 olan
partikiiller  gerektirdiginden, uygulamalar1  smirhidir.  Partikiillerin  yiizey
karakteristikleri degistirilerek kolloid ve makromolekiil parcaciklarin geri kazanima,

istenilen parcacigin partikiil yiizeyine tutturulmasi veya partikiil i¢ine hapsedilmesi
ile miimkiindiir (Sekil 1.3f).
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Sekil 1.3 Magnetik partikiillerin degisik uygulama alanlar
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1.4.3. Magnetik Nanopartikiiller

Hem temel hem de teknolojik bakimdan incelendiginde nanoyapilarin biiyiikliik ve
sekillerinin kontrol edilebilmesi 6nemlidir. Uzun zamandan beridir ¢esitli biiyiikliik
ve sekillerdeki nanopartikiilleri hazirlamak i¢in c¢esitli gayretler vardir. Aslinda
biiytikliglin nanopartikiillerin kimyasal 6zellikleri (reaktivite ve kataliz) kadar
fiziksel 6zelliklerini (magnetik ve optik) belirlemede de temel bir degisken oldugu
cok 1iy1 bilinmektedir. Nanodl¢ekte boyutlu magnetik sistemlerin temeli ve
uygulamalar1 ¢ok iyi bilinir. Gilinlimiizde magnetik nanopartikiiller proteinlerin ve
enzimlerin immobilizasyonu, biyoayrma, immunoanalizler, ilag dagilim,
biyosensorler ve buna benzer genis uygulamalari nedeniyle oldukca dikkat

cekmektedir (Mandal et al., 2005).

Magnetik nanopartikiiller ticari olarak 6dnemli olduklar1 kadar analitik kimyada da
Ozel bir dneme sahiptirler. Cilinkii herhangi bir analitik protokoliin basinda veya
sonunda magnetik alanlar kullanilarak magnetik nanopartikiilleri ele gecirme
olasilig1 ile analitlerin tek bir adimda hizli saflastirilmasina izin verir (Fuentes et al.,
2005). Magnetik nanopartikiiller bir destek materyali olarak ¢esitli avantajlara
sahiptir. Bunlar: 1) Iyi kiitle transfer 6zellikleri 2) Kolay ayirmaya ve immobilize
enzimlerin tekrar kullanilmasma olanak 3) Enzimlerin immobilizasyonu i¢in
kullanilan genis spesifik yiizey alami olarak siralanabilir. Magnetik nanopartikiiller
simdiye kadar lipazlarin, proteazlarmn ve diger enzimlerin immobilizasyonu i¢in

kullanilmistir (Kuroiwa et al., 2008).

1.4.4. Magnetik Olarak Kararh Hale Getirilen Akiskan Yataklar
(MSFB)

Magnetik tanecikler iceren bir akiskan yatak reaktdriine bir magnetik alan
uygulanirsa tanecikler magnetik alandan etkilenecek ve yatagin hidrodinamik
ozellikleri, magnetik alan siddeti ve tanecik Ozellikleri degisecektir. Bu yeni
ozellikler akiskan yatak reaktorlere bazi avantajlar saglar. Genellikle kiiclik

tanecikler yiiksek immobilizasyon alanlar1 nedeniyle enzim immobilizasyonu i¢in
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kullanirlar fakat kiiclik tanecikli sabit yatak reaktorler endiistriyel uygulamalar i¢in
basing diismeleri ve yetersiz akis hizlar1 sergiler. Ayni1 zamanda akigkan yatak
reaktorlerde kullanildiklarinda akiskanlik ve stabilizasyon problemleri olabilir. Bu tip
problemler magnetik partikiilleri i¢eren akigskan yatak reaktorlere bir magnetik alan
uygulanarak Onlenebilir. Immobilize enzim reaksiyonlar1 igin magnetik alan
kullanilan akigkanlastirilmis yatak reaktorleri (MSFB) ile ilgili bir ¢ok ¢alisma
literatiirde rapor edilmistir (Bahar ve Celebi, 2000).

Bir kromatografik ara¢ olarak MSFB’nin gelisimi, dolgulu yataklar ve geleneksel
akiskan yatak sistemlerdeki kromatografik ayirmalarda karsilasilan bir cok problemi
¢ozmek icin umut vericidir. Sekil 1.4°de tipik bir MSFB sistemi goriilmektedir.
MSFB’ler akiskan yataklarin (diisiik basing diismeleri ve yiiksek besleme akisli
katilara tolerans) ve dolgulu kolonlarm (karisik taneciklerin yoklugu, yiiksek kiitle
transfer hizlar1 ve iyi sivi-kati temasi) en iyi Ozelliklerinden bazilarini bir araya
getirir. Ilaveten, MSFB sistemlerinde karisan eksensel ve yaricapsal taneciklerin
bastirilmasina karsilik bu katilar stireklilik, ytiksek alikonma ve karsit akim temasina
izin veren bir tipa akisindaki kolon boyunca asagiya dogru hareket etme kabiliyetine

sahiptir.

UV/Vis Spetrofotometre

Fraksivonlar

Magnetik Alan Cizgileri

Peristaltik Pompa

rl- S Dagihien

i ! Hiicre Siispansivonu

Sekil 1.4 MSFB sisteminin sematik gosterimi
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Kromatografide MSFB’lerin kullanilmasini engelleyen temel faktorler magnetik ve
fiziksel ozelliklerin, baglanma kapasitesinin ve kiitle transfer 6zelliklerinin uygun
kombinasyonuna sahip kiire olusturacak materyallerin eksikligidir. Kromatografik
ayirmay1 etkileyen kiire ozellikleri; kiirenin sekli, biiytikliigii ve biiytiklik dagilima;
porun ¢ap1, hacmi ve biiylikliilk dagilimi; kiirenin baglama kapasitesi, kiirenin yiizey
alani1 ve yiizey aktivitesinin tipidir (spesifik veya non-spesifik baglanma bolgelerinin
mevcut olup olmadigi). Akiskanlik ve kararliligi etkileyen temel parametreler
kiirelerin blyiikliigli ve yogunlugu ile onlarin magnetik elverisliligidir. Kiireler
magnetiklige duyarl olmali fakat ¢ok az veya hig¢ kalic1 magnetiklik tasimalidir. Aksi
halde, kiire topaklagsmasi kati akisini ve uygulanan magnetik alan kuvvetinde
degisiklikler yapmak sureti ile MSFB’nin kararlilik halinin kontroliinii saglayan
operatoriin bu yetenegini engeller. Bir magnetik alan siddetinde verilen kiire
magnetizasyonu, kordon hassasiyetiyle (chord susceptibility) karakterize edilir ve
kiirelerin kararhilik davranigmi etkiler. MSFB kromatografi kiireleriyle 1lgili
literatlirde rapor edilen ¢aligmalardan bu kiirelerin bir takim dezavantajlara sahip
oldugu gosterilmistir. Bunlar 1) Rapor edilen tiirevlendirme metotlarindan sadece
birkag tanesi kiireleri iiretmek i¢in kullanilan maddelere uygundur 2) Kiireler siklikla
ticari olarak kullanilmayan maddeler veya metotlar yoluyla tiretilmektedir. 3) Bazi
durumlarda materyaller pratikte karsilasilmasi muhtemel biyolojik sivilarin genis
cesitlilik araligma uygun degildir. 4) Kiireler siklikla baglanma kapasitesini
simirlayan diisik ylizey alanm1 veya zayif kiitle transfer ozelliklerini sunan yiizey

parcalanmasi gibi zayif fiziksel 6zelliklere sahiptir (Cocker ef al., 1997).
1.5. BIYOMOLEKUL AYIRMA VE SAFLASTIRILMASI

Diger spesifik molekiillerin oldugu kadar cesitli tipteki proteinlerin ve peptidlerin
izolasyonu, ayrilmasi ve saflastirilmasi biyobilimler ve biyoteknolojinin hemen
hemen tiim dallarinda kullanilmaktadir. Bu sebeple ayirma bilimi ve teknolojisi
biyoyonlenmis arastrma ve teknolojilerin gelecekteki gelismeleri icin oldukca
onemli bir alandir. Hem dar hem de genis skalali islemlerde ¢ok miktarda bulunan
maddelerin varliginda hedef molekiiliin yalnizca ¢ok az miktarlarini igeren ¢ozeltiler

veya seyreltik ¢cozeltilerle muamele edilecek yeni ayirma teknolojileri gerekmektedir.
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Biyobilim ve biyoteknoloji alaninda proteinler ve peptidlerin izolasyonu genellikle
kromatografik, elektroforetik, ultrafiltrasyon, c¢oktirme ve diger islemlerle
gerceklestirilmektedir ve bunlarin arasinda afinite kromatografisi en Onemli
tekniklerden biridir. Afinite kromatografisi iyon degisim ve biiyiikliik diglama gibi
genel kromatografi metotlarina ve filtrasyon tekniklerine alternatif olarak tek bir
maddeye spesifik olma avantajim tasir. Afinite kromatografisi enzim-substrat
etkilesimi ve enzim inhibisyonu modellerine benzer olarak spesifik biyolojik
etkilesimlere dayanir. Afinite kromatografisinde ayirmalar biyoaktiviteyi korumak ve
denaturasyonu minimize etmek ic¢in 1ilimli kosullar altinda sulu ¢d6zeltilerde
gergeklestirilir ve bu nedenle afinite kromatografisi biiyiik oranda aktif formdaki
biyokimyasallarin elde edilmesini saglar. Bu yiiksek aktivite/mg, afinite ile
saflagtirilan biyokimyasallarin analiz islemleri ve kinetik caligmalarda primer

standartlar olarak kullanilmasini olanakl kilar (Lochmiiller ve Wigman, 1987).

Afinite ligand teknikleri, seciciligi ve geri kazanimi agisindan mevcut yontemler
arasindaki en giiclii aragtir. Afinite kolonunun giicii binlerce basarili uygulamada
ozellikle laboratuar 6lgeginde gosterilmistir. Bununla birlikte, standart sivi kolon
kromatografisi islemlerinin dezavantaji bu kolonlarin partikiillii materyal igeren
orneklerle basa cikmalarinin imkansizligt ve bu nedenle Ornekte asili kati ve
istenmeyen bilesenlerin mevcut oldugu baslangic izolasyon/saflastirma siireclerinde
kullanmaya uygun olmayislaridir. Bu durumda magnetik afinite, iyon degisim,
hidrofobik veya adsorpsiyon batch ayirma islemleri, magnetik olarak kararl
akiskanlastirilmis yataklar veya magnetik olarak modifiye iki fazli sistemlerin yararl

oldugu gosterilmistir (Safarik ve Safarikova, 2004).

[laveten protein molekiillerinin yapismin partikiil yiizeyi ile etkilestiginde az yada
cok degisiklige ugradig1 genellikle bilinmektedir. Protein yapisinin bir 6l¢iisii olarak
o-heliks icerigi hidrofilik yiizeylere (6rnegin silika partikiiller) adsorplandiginda
azalir fakat hidrofobik yiizeylere (teflon partikiiller gibi) adsorplandiginda artar. Belli
desorpsiyon kosullar1 altinda bu degisim 6nemli oranda geri doniistimli olabilir.
Yapisal degisimin tahmini, adsorpsiyon/desorpsiyon islemleriyle protein

saflastirilmasi icin 6nemli bir kriterdir. Proteinin konformasyonel degisimi, circular
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dichroism (CD), floresans spektroskopisi ve diferansiyel taramali kalorimetri (DSC)
gibi farkli metotlarla 6lciilebilir. Silika, polistiren ve glimiis iyodiir gibi partikiiller
iizerine adsorplandiginda proteinlerin (BSA, lizozim, hemoglobin, ovalbumin gibi)
yapisal degisikligi iizerindeki ¢aligmalar literatiirde rapor edilmistir (Peng et al.,

2004).

Genelde magnetik afinite aywrmalar1 iki farkli sekilde gercgeklestirilebilir. Direkt
metotlarla uygun bir afinite ligandi magnetik partikiillere veya hedef molekiillere
kars1 afinite sergileyen biyopolimere dogrudan baglanir ve magnetik afinite
partikiillerin hazirlanmasi swrasinda kullanilir. Bu partikiiller 6rnek ve hedef
bilesiklere eklenir ve daha sonra onlara baglanir. Indirekt metotta serbest afinite
ligand1 (¢cogu durumda uygun bir antikor), hedef molekiil ile etkilesimi saglamak i¢in
coOzelti veya siispansiyona eklenir. Olusan kompleks daha sonra uygun partikiillerle
cevrelenir. Bu durumda antikorlar, serbest afinite ligandlar1 olarak kullanilir ve
protein A ve protein G ikincil afinite ligandlarinin immobilize edildigi magnetik
partikiiller kompleksleri c¢evrelemek icin kullanilirlar. Her iki durumda, hedef
molekiilii izole eden magnetik partikiiller, magnetik olarak ayrilir ve daha sonra bir
seri yitkama adim kirletici bilesikleri ve partikiilleri uzaklastrmak i¢in kullanilir.
Hedef bilesikler genellikle elue edilir fakat 6zel uygulamalarda partikiillere bagl
kalabilirler. Bagli protein ve peptidlerin eliisyonu ¢ogu durumda pH degisimi, 1yonik
siddet degisimi, polarite azaltic1 ajanlarin kullanimi veya katotropik tuzlari iceren
deforme edici eluentlerin kullanimi gibi standart eliisyon metotlartyla saglanabilir

(Safarik ve Safarikova, 2004).

1.5.1. Enzim Uygulamalari

Enzimlerin saflastirilmasi durumunda magnetik afinite aymrma stratejileri ¢ok basit
degildir. Cesitli afinite ligandlar1 (inhibitorler, kofaktorler, boyalar gibi) magnetik
partikiillere immobilize edilebilir veya magnetik partikiiller hedef enzimler i¢in
afinite sergileyen biyopolimerlerden hazirlanabilir. Magnetik teknikler kullanilarak
saflastirilan enzim 6rnekleri Safarik ve Safarikova (2004) tarafindan derlenmistir. Bu

calismalar, Cizelge 1.1°de goriilmektedir.
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Cizelge 1.1 Magnetik tekniklerle saflastirilan enzim 6rnekleri (Safarik ve Safarikova, 2004)

Saflagtirilan Enzim  Kaynag Magnetik Tasiyici Afinite Ligand1
Alkol dehidrogenaz Maya homojenati Magnetik ¢apraz bagl Cibacron Blue
polivinil alkol 3GA
Aldolaz Bezelye Magnetik cekirdek ve Ni**
(rekombinant histidin nikel-silika kompozit
etiketli) matriksi
Asparaginaz E. coli homojenati Magnetik poliakrilamid jel D-asparajin
partikiilleri
Karbonik anhidraz Model karisim Magnetik agaroz kiireleri  Siilfonilamid
Katalaz Sigir karacigeri Magnetik poliEGDMA-  Fe’*
MAH) kiireleri
Sitokrom ¢ At, Candida krusei ~ Amin uclu demir oksit Cu”" ile
partikiilleri yiikklenmis
iminodiasetik
asit
Glukoz-6-fosfat Saccharomyces Ferrofluid ile modifiye ADP
dehidrogenaz cerevisiae ekstrakti edilmis Sepharoz 4B
Laktat dehidrogenaz  Sigir kalbi Ferrofluid ile modifiye AMP
edilmis Sepharoz 4B
Lusiferaz (histidin E. coli homojenati MagneHis™ sistem Ni**
etiketli)
Alkalin fosfataz Insan plasentasi Dynakiireleri M-450 Spesifik antikor
6-fosfoglukonat E. coli Magnetik agaroz Ni-NTA
dehidrogenaz
thioredoksin
(rekombinant histidin
etiketli)
Urikaz Bacillus fyon selatlayict magnetik ~ Ni**

agaroz kiireler
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1.6. LIZOZIiM

1.6.1. Lizozim Enziminin Hikayesi

Enzimlerin antibakteriyel 6zelligine ilk olarak 1922 yilinda Alexander Fleming sahit
olmustur. O, kendi burun mukozasindaki Orneklerle petri kiiltiiriindeki bakteriyi
muamele etmis ve bir siire sonra mukusun etrafindaki bakterinin dagilmaya
basladigmi gormiistiir. Bakteri hiicreleri dagilmaya baglamistir ¢iinkii hiicreler
parcalanmaya veya patlamaya baglamistir. Boylece o, enzimi lizozim olarak
adlandirmistir. Lizozimin tamamen antibiyotik amacl kullanilmasi ispatlanmamasina
ragmen, sonradan lizozimin bakteriyofajlari, bakterileri, bitkileri ve hayvanlari i¢eren
cok cesitli organizmalarca tretildigi bulunmustur. Alexander Fleming, 1945 yilinda

penisilini kesfinden dolay1 Fizyoloji ve T1p alanindaki Nobel ddiiliinii almstir.

Lizozim kiiclik boyutu nedeniyle, daha ileri analizler i¢in uygun bir molekiil olarak
disiiniilmiis ve X-151m1 kristolografisinin ilk ornekleri arasinda olmustur. Lizozimin
amino asit sekansi belirlenmis ve kristalleri X-1sm1 difraksiyonu ¢aligmalart i¢in
coktiirtilmiistiir. 1966 yilinda David Phillips, tavuk yumurta akindan ekstrakte edilen
lizozimin Ui¢ boyutlu yapismni tanimlamistir. Lizozim, X 1sin1 kristolografisi
kullanilarak yapist aydinlatilan tigiincii (1962°de won John Kendrew’in miyoglobin
ve Max Perutz’un hemoglobini tanimlayarak Nobel odiillerini almasindan sonra),
karbohidrat baglayan bir protein ve enzim olmasi agisindan ilk proteindir. Lizozim,

Protein Veri Bankasinda depolanan en yaygin proteindir.

Lizozim molekiiler genetigin gelismesinde de dnemli bir rol oynamaktadir. Watson
ve Crick DNA’nm yapisini aydinlatarak bir doniim noktasi olusturmalarindan sonra
DNA ve proteinler ile molekiiler biyoloji ve genetik arasindaki iliskiyi aragtirmaya

yonelmislerdir (http://www.bv229.k12 ks.us/biophilia/lysozyme.htm).
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1.6.2. Lizozim Enziminin Yapisi

Lizozim (EC 3.2.1.17) bakteri hiicre duvarlarini parcalayan bir enzimdir. N-
asetilmuramik asit (NAM) ile N-asetilglukozamin (NAG) arasindaki P(1—4)
glikozidik bagmi hidrolizleyerek, hiicre duvarit peptidoglikanlarmin NAM-NAG
polisakkarit bilesenini degistirerek bunu yapar (Sekil 1.5). Lizozim, hiicrelerde ve
omurgalilarin ~ salgilarinda  yaygm olarak  bulunur. Lizozim, bakterileri
oldiirebildiginden dolay1 sik¢a insanmn kendi antibiyotigi olarak da adlandirilan bir
enzimdir. Biyolojik sivilarin ve dokularin yaygin bilesenidir, yumurta akinda,
gozyasinda, terde, gevis getiren hayvanlarin sindirim sisteminde bulunur. Bakteri
hiicre duvarlar1 gram pozitif ve gram negatif olmak iizere iki tiptir. Gram pozitif
bakteriler, teikoik asidin ince bir tabakasiyla sarilmis kalin bir peptidoglikan
tabakadan olugsmus bir hiicre duvarina sahiptir. Gram negatif bakteriler, ikinci bir
lipid tabakasiyla kapli olan ince bir peptidoglikan tabakaya sahiptir (Sekil 1.6).
Lizozim, peptidoglikan tabakaya ulasilabilirliginden dolay1 gram pozitif bakterilere
kars1 ¢ok etkilidir. Ilaveten lizozimin bazi gram negatif bakterilere ve viriislere karsi

etkili oldugu rapor edilmistir (Baker et al., 2007).

lysozyme

¢ CH,OH CH,0OH cleavage CH,OH CH,OH

H (0] H (0]
5 H H -
! 0 OH H . H
H H
— CHj, H I\'Hf(H‘f(‘H»; H NH- (H‘ CHj H NH—C—CH,
Il Il
0 0 0 0 0 0
CH4CHCOO™ CH,;CHCOO™
NAG NAM NAG NAM

Sekil 1.5 Bakteri hiicre duvarlarinin NAM-NAG polisakkarit birimleri (Voet ve Voet, 1990)
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Gram Pozitif Bakteri Hiicre Duvan Gram Negatif Bakteri Hicre Duvan

Lipoteikoik
Asit
Dhs Lipid
Membran [
Peptidoglikan doslil
Hiicre Duvart P [
Plazma
Membram
Plazma -
Membram [

Sekil 1.6 Gram pozitif ve negatif bakteri hiicre duvarlarinin sematik gdsterimi

Tavuk yumurtasi aki (HEW) lizozimi, lizozimin ¢ok yaygin ¢alisilmis tiirlerinden
biridir ve mekanistik olarak en iyi anlasilmis enzimlerden biridir. Igte capraz bagh 4
disiilfit bag1 ve 129 amino asit birimi igeren (Sekil 1.7) tek polipeptid zincirinden
olusmus oldukg¢a kiiciik bir proteindir (14,6 kD). HEW lizozimi, substratinin
hidrolizini katalizlenmemis reaksiyonunkinden 10'° kat daha biiyikk bir hizda

hidrolizler.
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$eki1 1.7 HEW lizoziminin birincil yapisi (Voet ve Voet, 1990)

1965°de David Phillips tarafindan HEW lizoziminin X-1gm1 yapisi aydinlatildiginda
bu, yiliksek rezoliisyonda yapisi aydinlatilan ikinci protein, birinci enzimdi. Bu
protein molekiilii 30x30x45 A’luk boyutlar1 ile kabaca elipsoidal bir sekildeydi.
Yapmin en dikkat ¢ekici 6zelligi, molekiiliin bir yiizlinii boydan boya yaran substrat
baglanma bolgesiydi. Polipeptid zinciri bagil olarak kii¢iik diizenli sekonder yapiya
sahipti: Yap1 bir ¢cok az veya fazla helikal yap1 gosteren kisimlara, bunun yaninda da
baglanma bdlgesinin bir duvarini olusturan {i¢ sarmalli anti paralel  tabakalar1
bulundurmaktaydi. Beklendigi gibi nonpolar yan zincirlerinin ¢ogu sulu ¢ozgenle

temas etmeksizin molekiiliin i¢indedir (Voet ve Voet, 1990).
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Lizozimin sahip oldugu substrat baglama bolgesi, amino-seker birimlerinden ibaret
substratlarin altisini1 baglayabilecek sekildedir (Palmer, 1994). Bu durum asagidaki
gibi sematize edilebilir (Sekil 1.8)

ytkim pozisyonu

NAG — NAM — NAG — NAM — NAG — NAM
A B C D E F

Sekil 1.8 Lizozimin substrat baglama bolgesinin sematik gosterimi (Palmer, 1994)

Alt1 amino sekerin her biri, enzime hidrojen baglariyla baghdir; 6rnegin B ve C
bolgelerinde aspartat-101°e, B bolgesinde triptofan-62’ye ve triptofan 63’¢ ve F
bolgesinde asparajin-37’ye baglanirlar. NAM, biiylik laktil yan zinciri nedeniyle yer
sinirli oldugundan A, C ve E bdlgelerine baglanamaz ve D bolgesine baglandiktan
hemen sonra veya baglanma sirasinda heksoz halkasi, koltuk seklinden daha az
kararlt sekli olan yari-koltuk konformasyonuna doniisiir. Hidroliz, D ve E bdlgeleri
arasinda yer alir ve NAM’in C(1) (indirgenen ug) ve NAG’in C(4) bolgesi arasinda
daima B(1—4) glikozid bagini icermelidir.

HEW lizozimi, dogal peptidoglikan substratlar1 kadar poli(NAG) birimleri igeren
kitini de hidrolizler. Kitin B(1—4) N-asetilglukozamin birimleri iceren bir lineer
homopolisakkarittir (Sekil 1.9). Bununla birlikte lizozim 5 birimden daha az olan
NAG oligosakkaritlerini ¢ok yavas hidrolizlemesine ragmen bu substrat analoglari
enzimin aktif bolgesine baglanir ve dolayistyla lizozimin kompetetif inhibitorleridir.
(NAG)s-lizozim kompleksinin X 151n1 yapisi, (NAG);’iin A, B ve C substrat birimleri
icin Sekil 1.10°da gosterildigi gibi enzimatik baglanma bolgesinin sag tarafina

baglandigini gostermektedir.
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Sekil 1.9 Kitinin NAM birimleri
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Sekil 1.10 HEW lizoziminin X-1s1n1 yapisi (Voet ve Voet, 1990)

Bu inhibitdr enzime bazilar1 A ve C birimlerinin asetamido gruplarmi i¢eren hidrojen

bagi ile oldugu kadar siki sikiya uyan hidrofobik iliskilerle saglanan baglarla

baglanir.
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1.6.3. Lizozim Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Lizozim tarafindan katalizlenen bir glikozidin hidrolizi reaksiyonu, bir asetalin bir
hemiasetale doniisiimiidiir. Nonenzimatik asetal hidrolizi, C-O bagmin kirilmasiyla
olusan bir reaktif oksijenin protonlanmasini igeren asit-katalizli bir reaksiyondur
(Sekil 1.11). Bu, oksonyum iyonu olarak adlandirilan bir rezonans kararl
karbokatyonun olusumu ile sonuglanir. Maksimum orbital ¢akismasini ve boylece
stabilizasyonu kazanmak i¢in oksonyum iyonlarmmin R ve R’ gruplar1 C, O ve H
atomlariyla ayni diizlemde olmalidir. Bu oksonyum iyonu daha sonra hemiasetal

vermek iizere suya eklenir ve asit katalizoriinii yeniden tiretir.

OR' OR'
\ TR
H—C—O—R" + = H—C—O0O—R"
I 1
R R
Asetal F, R'O
R R‘\
o 0
I <> (‘,+
AN AN,
H R H R

Rezonans kararl
karbokatyon (oksonyum iyonu)

H,0
H”

OR

Hemiasetal

Sekil 1.11 Bir asetalin bir hemiasetale enzimatik olmayan asit katalizli hidrolizinin
mekanizmas1 (Voet ve Voet, 1990)

Lizozimin aktif merkezinin yakin civarinda katalitik 6zellikler icin gerekli olan
fonksiyonel gruplar yalnizca Glu 35 ve Asp 52°dir. Bu birimler kirilacak B(1—4)
glikozidik bagmin her iki tarafina dagilmistir. Asp 52 ve Glu 35’in yan zincirleri
onemli oranda farkli ¢cevrelere sahiptir. Asp 52 polar gruplarla ¢evrilir ve kompleks
hidrojen bag1 agina katilir Dolayisiyla Asp 52°nin normal bir pK’ya sahip olmasi,

deprotonlanmasi ve bdylece lizozimin aktif oldugu pH 3 ile 8 aralig1 boyunca negatif
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yiikli olmasi gerekir. Aksine, Glu 35’in karboksil grubu yogun bir nonpolar
bolgededir ve karboksil gruplarinin oldukca yiiksek pH’larda protonlanmasi
muhtemeldir. Hem Asp 52 hem de Glu 35’in karboksil gruplar1 ve D-NAG biriminin
C(1)-O(1) bag: arasindaki en yakin temaslar yaklasik 3 A’dur ve bu onlar1 sirasiyla
elektrostatik ve asit katalizorleri i¢in birincil aday yapar (Voet ve Voet, 1990).

1.6.4. Lizozim Enzimi I¢cin Onerilen Phillips Mekanizmasi
Phillips, lizozim i¢in asagidaki enzimatik mekanizmay1 6nermistir (Sekil 1.12).

1) Lizozim, bir hekzasakkarit birimine baglanarak bir bakteriyel hiicre duvarma
yapisir. Bu islemde D birimi, -C(6)H,OH grubunun, proteinle baska sekilde
yapilabilecek  istenmeyen etkilesimlere  karsiik  olarak  yarim  koltuk

konformasyonuna karsi isteksizdir.

2) Glu 35, civardaki tek polar gruplu D halkasinin 1 nolu oksijenine protonunu
transfer eder (genel asit katalizi). C(1)-O(1) bag1 boylece 1 nolu C'daki rezonans-

kararli oksonyum iyonunu tireterek parcalanir.

3) Asp 52’nin iyonlagsmis karboksil grubu, ylik-yiik etkilesimleri (elektrostatik
kataliz) vasitasiyla oksonyum iyonu gelisimini stabilize etmek i¢in hareket eder. Asp
52’nin C(1) ve karboksil O atomu arasindaki yaklasik 3 A’luk fark nedeniyle
kovalent bag olugsmaz. Bag yarilma reaksiyonu, D halkasinda onu diizlemsel yarim-
koltuk konformasyonuna zorlayan mevcut gerilme ile kolaylastirilir. Bu, oksonyum
iyonunun istenen diizlemselliginin bir sonucudur yani D halkasinin baslangi¢

baglanma konformasyonu, reaksiyonun ge¢is halinin konformasyonuna benzer.

4) Bu noktada enzim, bir glikozil-enzim araiiriiniinii veren bagl polisakkarit ile
hidrolizlenmis E halkasini serbest birakir. Bu oksonyum iyonu, ardindan {riin
olusturmak ve Glu 35’1 yeniden protonlamak i¢in 6nceki adimlarin tersine ¢ozeltiden
gelen H,O’ya baglanir. Bu reaksiyonun konfiglirasyonunun muhafazasi, oksonyum

iyonlaridan birinin enzimatik par¢alanmayla karsilastiginda korunmasini gerektirir.
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Enzim daha sonra katalitik dongiiyli tamamlamak iizere D halkas1 ile ona bagl

sakkarit Grininu serbest brrakir.

Lizozim
ana zinciri Asp 52

. 0 )
\ d N A
Lizozim /]

S j/ % "
ana zineiri || S ¢ A
| ), \,\ &\
/ \

Sekil 1.12 Lizozim reaksiyonu i¢in Phillips mekanizmasi (Voet ve Voet, 1990)

Phillips mekanizmasi, lizozimin yapisal arastirmalarmin temeliyle ve enzimatik
olmayan asetal hidrolizinin mekanizmasinin bilinmesiyle formiiliize edilmistir. Bu

mekanizmanin gegerliliginin dayanaklarini sunan kanitlar ¢esitlidir.

Lizozimin O6nemli katalitik gruplar1 olan Asp 52 ve Glu 35, grup spesifik

reaksiyonlarm kullanimi vasitasiyla deneysel olarak tanimlanmistir.

Ayrica, lizozimin pH hizi profilinin analizi, bu enzimin pK’lar1 3,8 ve 6,7 olan

katalitik olarak 6nemli 2 iyonlasabilir gruba sahip oldugunu gdstermistir. Bu ikinci
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iyonlasma, bir karboksil grubu i¢in anormal derecede yiiksek olmasma ragmen, bu
iyonlagsmanin lizozimin I, oksidasyonuyla yok olmas1 nedeniyle Glu 35’e atfedilir.
Bu iyonlagma i¢in diger tek mantikli olasilik, bu pK’nin lizozimin tek olan Histidin
biriminin olmasidir fakat bu birim aktif bolgeden oldukg¢a uzakta bulunmaktadir.
Trietoksonyum floroborat ile muamele edilmis enzimde pK 3,8’deki iyonlasmanin
gozlenememesi bu iyonlagmanin Asp 52 nedeniyle oldugunu gdosterir. Bu gozlem,
lizozimin yalnizca Asp 52 iyonlastiginda ve Glu 35 iyonlasmadiginda aktif oldugu

mekanistik kabuliinii dogrular.

Glu 35 ve Asp 52 yaninda lizozimin diger karboksil gruplari, substratin varliginda
karboksile 6zgili ajanlarla lizozimi reaksiyona sokarak gosterildigi iizere katalitik
isleme katilmazlar. Bu muamele, Glu 35 ve Asp 52 disindaki tiim karboksil gruplar1
tiirevlendirildiginde enzimin neredeyse tamamen aktif oldugu sonucunu verir. Diger
grup spesifik ajanlarla modifiye olan 6rnegin His, Lys, Met veya Tyr birimleri, temel
protein yapist bozulmalarma hi¢ neden olmaz fakat lizozimin katalitik etkinliginde

biraz degisiklige sebep olur (Voet ve Voet, 1990).

1.7. ENZIMLERIN IMMOBILIZASYONU

Enzimler, canli sistemlerdeki kimyasal reaksiyonlarn hizini artiran biyolojik
katalizorlerdir. Belli bir diizendeki binlerce atomdan olusan bu molekiiller, biyolojik
hiicreleri olusturan farkli kimyasal reaksiyonlarin pek c¢ogunu katalize etme
kabiliyetindedir. Enzimlerin biyolojik siireclerde ve saglik ve hastalik
durumlarindaki rolleri ayrintili bir sekilde arastirilmaktadir. Enzimler yiiksek substrat
ozgiilliikleri ile olduk¢a 1liml kosullar altinda reaksiyonlar1 katalizleme kabiliyetine
sahiptirler ve bunun sonucu olarak yan iirlin olusumu azalir. Katalizledikleri
reaksiyonlar arasinda biyolojik molekiillerin organik kimyadaki alisilmis metotlarla
basarilamayan pek ¢ok kompleks doniisiimleri bulunmaktadir. Bu durum enzimleri
biyoteknolojik kullanimlar i¢in ¢ok ilgi c¢ekici yapmaktadir. Yirminci ylizyilin
baslarinda enzimlerin fermantasyon islemlerinden sorumlu oldugu gosterilmistir ve
yapilar1 ile kimyasal bilesimleri incelenmeye baslanmistir. Ortaya cikan bilgiler,
biyolojik katalizorlerin tekstil, farmosotik ve kimya endiistrileri gibi diger cesitli

alanlarda yaygin teknolojik kullanimma yol agmistir. Bununla birlikte ¢ogu enzim
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goreceli olarak oldukca kararsizdir, saflagtirma maliyetleri olduk¢a fazladir ve
kullanimdan sonra reaksiyon karisimindan aktif enzimi geri kazanmak teknik olarak

zordur. Bu problemlerin olas1 ¢6ziimii enzim immobilizasyonu olabilir.

Enzimlerin immobilizasyonu, enzimleri katalitik aktivitelerinin korunmasi sartiyla
belli bir alan igerisinde fiziksel olarak hapsetmek veya sinirlamak ve bu sekilde
tekrar ve siirekli olarak kullanilabilmeleri islemi olarak tanimlanabilir. Dogal
formlar ile karsilastirildiginda immobilize enzimler artan kararlilik, daha kolay iiriin
ve enzim kazanimi ve saflastirmasi, enzimin tekrar kullanilabilme olasiligi,
reaksiyonun hizli1 sonlanmas1 gibi avantajlara sahiptir. Endiistriyel uygulamalarinin
yaninda, immobilizasyon teknikleri tani, biyoafinite kromatografisi ve
biyosensorlerdeki uygulamalari ile sayisiz biyoteknolojik iiriiniin {iretilmesine temel
olusturmustur. Baslangicta yalnizca tek enzim immobilizasyonu séz konusu iken
1970’lerde kofaktor rejenerasyonunu saglayan iki enzimli reaksiyonlarm veya tam
hiicrelerin kullanildig1 daha kompleks sistemler gelistirilmistir. Bir immobilize enzim

sisteminin temel bilesenleri enzim, matriks ve baglanma seklidir.

Immobilize enzimlerin ilk endiistriyel kullanimlari sentetik rasemik D-L amino
asitlerin ayrilmasi icin Aspergillus oryzae aminoacgilazinin immobilizasyonunu
gelistiren Tosa et al. (1966) tarafindan rapor edilmistir. Immobilize enzimlerin diger
temel uygulamalar1 sekerler, amino asitler ve farmosotiklerin endiistriyel
uygulamalaridir. Baz1 endiistriyel islemlerde istenen enzimi igeren tam mikrobiyal
hiicreler immobilize edilir ve katalizor olarak kullanilir (Brena ve Batista-Viera,

2006).

1.7.1. Desteklerin Secimi

Matrikslerin ~ Ozellikleri, immobilize  enzim  sisteminin  performansinin
belirlenmesinde baslica onem taswr. Ideal destek Ozellikleri baslica fiziksel
dayaniklilik, hidrofilisite, inertlik, kolay tiirevlendirilebilme, biyouyumluluk,
mikrobiyal ataga kars1 dayaniklilik ve diisiik maliyetle elde edilebilirliktir.
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Destekler kimyasal bilesimlerine gore organik ve inorganik olarak
simiflandirilabilirler. Organik destekler dogal ve sentetik polimerler olarak iki

kisimda incelenebilirler (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2 Enzim immobilizasyonunda kullanilan desteklerin siniflandirilmasi (Brena ve
Batista-Viera, 2006)

Organik

Dogal polimerler

o,

« Polisakkaritler, seliiloz, dekstranlar, agar, agaroz, kitin, alginat

¢ Proteinler, kollajen, albumin

«+ Karbon

Sentetik polimerler

« Polistiren

o,

« Diger polimerler: Poliakrilat polimetakrilatlar, poliakrilamid, poliamidler,
vinil ve allil-polimerler

Inorganik

o,

* Dogal polimerler: Bentonit, silika

o,

% Islenmis Materyaller: Cam (gdzeneksiz ve kontrollii gdzenekli), metaller,
kontrollii g6zenekli metal oksitler

Matrikslerin fiziksel 6zellikleri (ortalama tanecik capi, sisme davranisi, mekanik
giicii ve basing davranisi) immobilize sistemlerin performansi i¢in temel 6nem tasir
ve teknik kosullar (karistrmali tank, akiskan ve sabit yataklar) altinda kullanilacak
reaktor tipini belirlerler. Ozellikle gdzenek parametreleri ve tanecik biiyiikliigii
toplam yiizey alanini belirler; bu sebeple enzimlerin baglanma kapasitesini dnemli
bir sekilde etkiler. Gozeneksiz destekler az miktarda diflizyonel smirlamalar gosterir

fakat diisiik ylikleme kapasitesine sahiptirler. Daha fazla genis yiizey alan1 daha fazla
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enzimin yiiklenmesine izin verdiginden gézenekli destekler genellikle tercih edilir ve
bu sekilde immobilize edilmis enzim c¢evre etkilerinden daha fazla korunur.
Gozenekli desteklerin, kapasite ve akis Ozelliklerini optimize etmek i¢in kontrollii
gozenek dagilimma sahip olmasi gerekir. Inorganik tastyicilarin bir ¢ok avantajina
ragmen (fiziksel, kimyasal ve mikrobiyal parcalanmaya karsi yiiksek dayaniklilik
gibi), endiistriyel uygulamalarin ¢cogu organik matrikslerle gergeklestirilir (Brena ve

Batista-Viera, 20006).
1.7.2. Enzim Immobilizasyonu Yéntemleri

Enzim immobilizasyonu yOntemleri geri doniisiimsiiz ve geri donilislimlii olmak

iizere iki sinifa ayrilabilir.
1.7.3. Geri Déniisiimsiiz Enzim Immobilizasyonu Yontemleri

Geri doniisiimsiiz immobilizasyon kavrami, bir biyokatalizoriin bir destege
baglandiktan sonra enzimin veya destegin biyolojik aktivitesini kaybetmeden
ayrilmayacagi anlamimna gelir. Geri doniisiimsiiz enzim immobilizasyonunun en
yaygin islemleri kovalent baglama, tutuklanma (entrapment), mikrokapsiilleme ve

capraz baglamadir. Bu yontemlerin sematik gosterimi Sekil 1.13°deki gibidir.
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.
£

Kovalent baglanma

£

% Tutuklama (kiireler veva fiberler)

%+ Mikroenkapsiilleme

e

Capraz baglama

Sekil 1.13 Geri doniisiimsiiz enzim immobilizasyon yontemleri (Brena ve Batista-Viera,
2006)

1.7.3.1. Kovalent Baglanma

Kovalent baglarn olusumuna dayanan metotlarla proteinlerin immobilizasyonu
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu metodun avantaji enzim ve matriks arasinda
olusan baglarin kararli dogasi nedeniyle enzimin kullanilan ¢ozeltiye sizmamasidir.
Bununla birlikte yiiksek diizeyde baglanmanin saglanmas1 amaciyla katalitik aktivite
icin gerekli amino asit birimlerinin destege kovalent baglanmamasi gerekir. Ancak,
bu bazen Onlenmesi zor bir durum olmaktadir. Matrikste bulunan fonksiyonel
gruplara bagl olarak cok cesitli reaksiyonlar gelistirilmektedir. Genelde baglanma
metotlar1 iki temel smifa ayrilir. (1) Bir polimere reaktif bir fonksiyonel grubu ilave
ederek matriksin aktivasyonu ve (2) Aktive edilmis bir grubu olusturmak igin

polimer iskeletinin modifikasyonu. Bu aktivasyon islemleri genellikle baglanma
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sirasinda proteinler ilizerindeki giliclii niikleofillerle destek iizerinde reaksiyona
girebilecek elektrofilik gruplar1 iiretmek icin tasarlanmaktadir. Matrikslere kovalent
baglama islemini kontrol eden temel prensipler proteinlerin kimyasal
modifikasyonlar1 i¢in kullanilanlara benzerdir. En sik kullanilan reaksiyonlar lizin (e-
amino grubu), sistein (tiol grubu) ve aspartik ve glutamik asit (karboksilik grubu) yan

zincirlerini igerir (Brena ve Batista-Viera, 2006).

Bir tastyiciya enzimin kovalent baglanmasi, enzim yiizeyinde bulunan aktif amino
asit birimleri ve tagiyici yiizeyine baglanmis olan aktif fonksiyonel gruplar arasindaki
kimyasal reaksiyon veya bunun tersine dayanir (Sekil 1.14). Etkili bir baglanmaya
ulagmak i¢in tasiyicinin ve/veya enzimin fonksiyonelligi immobilizasyondan dnce

aktive edilmelidir.

—

oW >

¢

\‘-\_ | Tasiyict C I

Sekil 1.14 Tastyiciya enzimin kovalent baglanmasi: (A) aktif amino asit birimi; (B)
tasiyicinin baglayici fonksiyonel grubu; (C) tasiyici; (D) uzatici kol (Cao, 2005)

Kovalent bagli immobilize bir enzimin performansi, tagityicinin fiziksel 6zellikleri
(gozenek buylkligil, tanecik blylikligi, sekil gibi), tagtyicinin kimyasal ozellikleri
(iskeletin kimyasal bilesimi, aktif fonksiyonel gruplar1), bag veya baglanma
kimyasmin dogasi, immobilize oldugu anda veya immobilizasyondan sonra enzimin
konformasyonu, enzimin yOnlenmesi, uzaticinin uzunlugu ve dogasi, enzimin
baglanmasi i¢in kullanilan ortamin 6zellikleri, enzim ve tasiyici arasinda olusan
baglarin sayisi ve tasiyici iginde veya iizerinde enzimin dagilimi gibi faktorlere

baglidir (Cao, 2005).
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1.7.3.2. Tutuklanma (Entrapment)

Tutuklanma, enzimin g¢apraz baglanma veya jellesme gibi kimyasal veya fiziksel
yollarla olusturulan bir matriks i¢cinde gomiilmesi islemine verilen addir. Genellikle
tutuklama matriksi immobilizasyon islemi sirasinda olusturulur. Bu nedenle jel
matriksi bilesenlerinin ve kullanilan kosullari, enzimin 6zellikleri ile uyumlu olmasi
gerekmektedir. Enzim molekiilleri matrikse fiziksel veya kovalent baglanmayla
tutuklanabilirler. Bu sebeple tutuklama fiziksel tutuklanma ve kimyasal tutuklanma
olarak da smiflandirilabilir. Se¢ilen metoda bagli olarak matriksin hazirlanmasi i¢in
kullanilan bilesenler de farkli olabilir. Polimerizasyon tutuklamasi durumunda
doymamis monomerler ve komonomerler capraz baglayici olarak kullanilirlar.
Polimerizasyon islemi ismnlama ile veya kimyasal olarak baglatilabilir. Fiziksel
jellesmede enzimi (veya tam hiicreyi) igeren bir c¢ozelti ve ¢Ozlinmiis polimer
genellikle poli(vinil alkol)-kriyojel kiireleri veya tuzlar (6rnegin alginat-Ca®" sistemi)

kullanilarak ya da ¢6zgen uzaklastirilmasiyla diisiik sicakliklar altinda jellestirilir.

Hidrofilik veya hidrofobik bir cok enzim c¢esitli jel matrikslerinde tutuklanmastir.
Ornegin: alginat veya kitosanda Candida rugosa lipazi, jelatin veya poliakrilamid
jelinde penisilin G agilaz aktivitesiyle tam hiicre, pH cevapli hidrojellerde glukoz
oksidaz, poli(akrilamid-ko-hidroksietilmetakrilat)ta maya alkol dehidrogenazi,

seliiloz kiirelerde tam hiicre glukoz izomerazi tutuklanmistir.

Tutuklama metoduna ve uygulamaya bagli olarak tutuklanan enzimlerin geometrik
ozellikleri kiire, film, fiber ve kopiik gibi cesitli formlara kolayca adapte olabilir.
Tutuklama yontemindeki 6nemli bir dezavantaj, difiizyonel sinirlamalar nedeniyle
enzimin goriiniir aktivitesindeki azalmadir. Ancak bir matrikste tutuklandiginda diger
immobilizasyon yontemlerindeki (6rnegin kovalent immobilizasyondaki) kadar veya
daha yiiksek aktivite gosteren enzim Ornekleri de bulunmaktadir. Bu sebeple
kovalent baglanma durumunda kolayca deaktive olan enzimler i¢in tutuklama

yontemini kullanmak oldukga yararhidir (Cao, 2005).
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1.7.3.3. Membranda Tutuklama (Enkapsiilasyon)

Enkapsiilasyon katalizérii por agzi boyutunun por boslugu capindan daha kiigiik
oldugu bir gozenekte hapsetme yontemidir. Kii¢iik por girisi, enkapsule katalizoriin
reaksiyon ortamina salinmasini onlerken, ayn1 zamanda reaksiyon ve iirlin i¢in gii¢lii
bir kiitle transfer direncinin olugsmasmi saglar (Zhao et al., 2006). Genellikle por
biiytikligli 1°’den 100 nm’ye kadar degisen membranlar enzimin sizmasini 6nlemek
ve membrandan substratin gegmesine izin vermek i¢in yeterlidir (Romanskevic et al.,
2006). Kiiciik por biiyiikligi, yiiksek molekiil kiitleli substratlar i¢in dezavantaj
olabilir. Enkapsiilasyon basit membran i¢inde, kiiresel veya sekilsiz bir membran
veya duvar iginde, benzer veya degisken duvarlardan olusan ¢oklu-duvar yapisi
icinde veya tek bir duvar yapisinda c¢oklu ¢ekirdek icinde gergeklestirilebilir (Gibbs
et al., 1999).

1.7.3.4. Capraz Baglama

Multifonksiyonel ajanlarla enzimin ¢apraz baglanmasi, kovalent baglar yoluyla bir
enzim molekiiliiniin digerine baglanmasmi icerir. Enzimin immobilizasyonu,
glutaraldehit, bisdiazobenzidin ve hekzametilen diizosiyanat gibi bifonksiyonel veya
multifonksiyonel ajanlar sayesinde enzim molekiilleri arasinda molekiiller arasi
capraz baglarin olusumuyla gerceklestirilir. Bu immobilizasyon metodu basitligi
nedeniyle ¢ekicidir fakat ¢ozlinmiis enzimin ¢apraz baglanmasinin kontrolii zordur

(Romanskevic et al., 2000).
1.7.4. Geri Déniisiimlii Enzim Immobilizasyonu Yéntemleri

Enzim-substrat baglanmasii 6zelligi nedeniyle geri doniisimlii immobilize
enzimler 1limli kosullar altinda destekten ayrilabilir (Sekil 1.15). Enzim
immobilizasyonunda geri doniisiimlii metotlarn kullanimi ekonomik sebepler
nedeniyle 6nemlidir ¢iinkii destek yeniden kullanilabilir ve taze enzimle yiiklenebilir.
Gergekten de destegin maliyeti, immobilize katalizorlerin tamaminin maliyetinde
genellikle temel faktordiir. Enzimlerin geri doniisiimlii immobilizasyonu, kararsiz

enzimlerin immobilizasyonu ve biyoanalitik sistemlerdeki uygulamalar i¢in oldukga
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onemlidir. Geri donilisimlii enzim immobilizasyon yOntemleri asagidaki alt

basliklarda incelenebilir.

%* Adsorpsiyon

«}+ Tyonik baglanma

+%* Afinite Baglanmas

o Y Y \E}r\}\\\
g o @
A

+* Selatlasma veya metal baglanmas:
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Sekil 1.15 Geri doniisiimlii enzim immobilizasyon yontemleri (Brena ve Batista-Viera, 2006)

o3+ Disiilfit baglan

bt S T

1.7.4.1. Adsorpsiyon (Nonkovalent Etkilesimler)

a) Nonspesifik Adsorpsiyon

En basit immobilizasyon metodu, fiziksel adsorpsiyona veya iyonik baglanmaya
dayanan nonspesifik adsorpsiyondur. Fiziksel adsorpsiyonda enzimler hidrojen
baglari, van der Waals kuvvetleri veya hidrofobik etkilesimlerle matrikse baglanirlar
buna karsilik iyonik baglanmada enzimler tuz baglar1 vasitasiyla baghdir.
Nonkovalent immobilizasyonla 1ilgili kuvvetlerin siddeti, etkilesimin giiclinii
belirleyen kosullarin (pH, iyonik siddet, sicaklik veya ¢ozgenin polaritesi)
degistirilmesiyle degisebilir. Adsorpsiyonla immobilizasyon 1limli, gergeklestirilmesi

kolay bir islemdir ve genellikle enzim katalitik aktivitesini korur. Boylesi metotlar
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ekonomik olarak ¢ekicidirler fakat etkilesim goreceli olarak zayifladiginda

matriksten enzimin sizmasi gibi problemler olusabilir (Brena ve Batista-Viera, 2006).
b) Iyonik Baglanma ile Adsorpsiyon

Enzimlerin geri doniisiimlii immobilizasyonunda bilinen bir yaklasim protein-ligand
etkilesimlerini kromatografide kullanilan prensiplere dayandirmaktir. Ornegin
enzimlerin geri doniislimlii immobilizasyonundaki kromatografik prensiplerin ilk
uygulamalarindan biri iyon degistiricilerin kullanilmas1 olmustur. Bu metot basit ve
geri doniisiimliidiir fakat genelde enzimin hem giiclii baglandigi hem de tamamen
aktif oldugu kosullar1 bulmak zordur. Yakin bir gegmiste, immobilize polimerik-
iyonik ligandlarm kullanimi protein-matriks iligkilerinin ayarlanmasimna izin vermis
ve boylelikle tlirevin 6zelliklerinin optimizasyonu miimkiin olmustur. Cok sayida
patent, cok cesitli enzimleri veya tam hiicreleri baglamak i¢in polietileniminin
kullanim1 {izerinde yogunlasmistir. Bununla birlikte, substrat veya iiriinlerin kendileri
yiiklii olduklarinda yiiksek yiik i¢eren desteklerin kullanilmasi, dagilma ve difiizyon
olaylar1 nedeniyle kinetigin bozulmast sonucu, problem yaratabilir. Bunun
sonucunda, optimum pH ve pH stabilitesi gibi enzim ozellikleri degisebilir. Bu
durum bir problem gibi goriilse de, uygulamaya bagh olarak, belli bir enzimin
optimum kosullarinin daha alkali veya daha asidik kosullara kaydirilmasi yararh

olabilir (Brena ve Batista-Viera, 2000).
¢) Hidrofobik Adsorpsiyon

Hidrofobik adsorpsiyon, enzimler iizerindeki hidrofobik bolgeler veya alanlar ile
tastyici lizerindeki hidrofobik kisimlar arasindaki etkilesimlere dayanir. Enzimlerin
hidrofobik adsorpsiyonu i¢in kullanilan tasiyicilar genellikle hazir olan tastyicilarin
tiirevlendirilmesiyle hazirlanir. Ornegin seliiloz, agaroz kiireler, sepharoz gibi dogal
polimerler bu amagla kullanilabilir. Alternatif olarak silika gibi inorganik tasiyicilar
ya da Eupergit C ve poli(vinil alkol) kiireleri gibi sentetik tasiyicilar da enzim
immobilizasyonu i¢in hidrofobik adsorbanlar1 hazirlamakta kullanilabilir. Hidrofobik
fonksiyonel grup, genellikle hazir alinan tasiyicilara kovalent baglanir. Bununla

birlikte nadiren hidrofobik bilesik tasiyici iizerine basit¢ce kaplanabilir. Tastyicilarin



40

adsorpsiyon kapasitesi tasiyict yapisi, fonksiyonel grubun baglanma derecesi,
fonksiyonel grubun baglanma Ozellikleri, aktivatorlerin veya inhibitorlerin varhigi,
proteinin dogast ve etkilesimin olustugu ortam gibi faktorlere baghdir. Ayrica
hidrofobik etkilesimlerle adsorplanan enzimlerin aktiviteleri, enzim yiiklemesi,
tastyicinin  hidrofobisitesi, substratin biiylikliigli, hidrofobik ug¢larin uzunlugu,
difiizyonel kisitlamalar ve baglanma yogunlugu faktdrlerine bagldir. Immobilize
enzimlerin  kararliligi, hidrofobik adsorpsiyonla artabilir, azalabilir veya

degismeyebilir (Cao, 2005).

d) Biyospesifik Adsorpsiyon

Biyospesifik adsorpsiyon enzim ve tasiyicinin 6zel fonksiyonel gruplari arasindaki
etkilesimlere dayanir. Bu teknoloji baglangicta adsorpsiyonun geri doniisimliiliigii ve
sec¢iciligi nedeniyle enzimlerin ayrilmasi ve saflastirilmasi i¢in tasarlanmistir.
Immobilize Con A gibi biyoafinite adsorbanlari iizerine immobilize edilmis
enzimler, muhtemelen diizenli yOnlenmis immobilizasyon (bdlge spesifik
immobilizasyon) nedeniyle olaganiistii yliksek aktiviteye sahiptirler. Depolama ve
islemsel stabilite ile termal stabilite, immobilize biyo ligandlar ile enzimin
komplementer etkilesimi nedeniyle genellikle artmaktadir. immobilize substratlar,
substrat anologlar1 veya inhibitérler yaygin olarak enzimleri saflastirmak icin
kullanilirken tasiyiciya bagl substratlar, substrat analoglar1 veya inhibitérler tizerine
immobilize edilmis enzimler nadiren biyokatalizor olarak kullanilirlar. Bunun sebebi

tastyict ile enzimin zayif etkilesimleridir (Cao, 2005).

1.7.4.2. Selatlasma veya Metal Baglanmasi

Organik tastyicilarin yiizeyinde bulunan gegis metal tuzlar1 veya hidroksitler matriks
iizerindeki niikleofilik gruplara koordinasyon yoluyla baglanir. Baglica titanyum ve
zirkonyum tuzlar1 kullanilmaktadir ve bu metot metal bagli immobilizasyon olarak
bilinmektedir. Bu metal tuzlar1 veya hidroksitleri 1sitma veya notralizasyon ile destek
(seliiloz, kitin, alginik asit ve silika bazli tasiyicilar) lizerine ¢oktiiriiliirler. Sterik
etkiler nedeniyle metalin tiim koordinasyon pozisyonlarina oturmasi matriks icin

imkansizdir, bu nedenle bazi pozisyonlar enzimlerden gelen gruplarla koordine
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olmak iizere serbest kalir. Bu metot oldukga basittir ve bu sekilde immobilize olmus
enzimlerle elde edilen spesifik aktiviteler goreceli olarak yiiksektir (% 30-80).
Bununla birlikte elde edilen islemsel kararlilik oldukca degiskendir ve sonuglar
kolayca tekrar edilebilir degildir. Tekrar edilememenin nedeni muhtemelen 6zdes
olmayan adsorpsiyon bdlgeleri ve destekten dnemli oranda metal iyonu sizmasi ile
ilgilidir. Adsorpsiyon bolgelerinin olusumunun kontroliinii artrmak i¢in selatlayici
ligandlar, kararli kovalent baglar yardimiyla kati destekler iizerine immobilize
edilirler. Daha sonra metal iyonlar1 koordinasyon yoluyla baglanir ve olusan kararlh
kompleksler proteinlerin alikonmasi i¢in kullanilir. Bagl proteinin eliisyonu ¢oziiniir
ligandlarin yarismasiyla veya pH’1 disiiriilerek kolayca saglanir. Destek eger
istenirse EDTA gibi giiclii bir selatlayici ile yikanarak rejenere edilir. Immobilize
metal iyonu afinite adsorbanlari, protein kromatografisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Enzim immobilizasyonu i¢in destek olarak farkli immobilize metal
iyonu afinite jelleri kullanma yaklasimlar1 E.coli B-galaktozidazi model olarak

kullanilarak arastirilmistir (Brena ve Batista-Viera, 2006).

1.7.4.3. Disiilfit Baglarinin Olusumu

Bu enzim immobilizasyonu yaklasimi, destek ile enzim arasinda disiilfit (S-S)
baglarmin olusumuna dayanir. Bu nedenle, acik tiol (-SH) gruplar1 tasiyan enzimler,
iliml1 kosullar altinda reaktif disiilfiir veya disiilfiir oksitlerle saglanan reaktif tiol
destekleri iizerine immobilize edilirler. Bu yaklasimin temel potansiyel avantaji, tiol
grubu tasiyan enzim ve aktive edilmis kati destek arasinda olusan baglarin geri
dontistimliiliigiidiir ¢iinkii bagli protein, disiik molekiil kiitleli tiollerin (6rnegin
dithiothreitol, DTT) asirisinda serbest kalir. Enzim adsorbandan oldukg¢a hizli bir
sekilde ayrilir ve destek tekrar yliklenebilir. Enzimin inaktivasyonundan sonra
polimerik destegin yeniden kullanilabilme imkani, destek materyalinin yiiksek
maliyeti nedeni ile kullaniommin kisith oldugu endiistrilerde immobilize enzimlerin

pratik kullanimlarina izin verir (Brena ve Batista-Viera, 20006).
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1.8. ADSORPSIYON IZOTERMLERI ve KINETIiKLERI

Adsorpsiyon siirecinin  degerlendirilmesinde iki ©Onemli fizikokimyasal faktor
adsorpsiyonun dengesi ve kinetigidir. Denge caligmalari adsorbanin kapasitesini
aciklar (Ho, 1995). Adsorban ile adsorplanan arasindaki denge iliskileri, genellikle
sabit sicaklikta denge durumunda, adsorplanan miktar ile ¢ozeltide kalan arasindaki
orani veren adsorpsiyon izotermleri ile tanimlanir. Langmuir ve Freundlich olarak iki

cesit adsorpsiyon izotermi kullanilir.

1932°de yiizey kimyas1 alanindaki kesifleri ve arastirmalar1 ile Nobel 6diiliine layik
goriilen Amerikali kimyaci Irving Langmuir ylizeye adsorplanan gaz miktar: ile o
gazimn basinci arasinda bir bagint1 gelistirdi (Mohann et al., 2006). 1916’da gazlarin
adsorpsiyonu i¢in gelistirdigi bu ilk kantitatif teori asagidaki kabuller iizerine

kurulmustu (Moore, 1972).

1) Kati yiizeyi, belirli sayida adsorpsiyon bolgeleri icerir. Herhangi bir sicaklik
ve gaz basmcindaki denge durumunda bu bolgelerin 0 kadar1 adsorplanan

molekiiller tarafindan tutulurken, 1- 6 kadar1 bostur.

2) Her baglanma bdlgesi bir tane adsorplanan molekiil tutabilir.

3) Tiim bolgeler i¢cin adsorpsiyon 1sis1 ayni olup, kaplanan 0 bolgesi ile bagntili

degildir.

4) Farkli baglanma bolgelerindeki molekiiller arasinda iligki yoktur. Bir
molekiiliin bos bir bolgeye baglanma veya dolu bir bolgeden ayrilma olasiligi

komgsu bolgelerin dolu veya bos olmasina bagl degildir.

Langmuir adsorpsiyon izotermi genellikle bir sivi ¢ozeltiden ¢dziinen maddenin
adsorpsiyonu i¢in kullanilir. Langmuir adsorpsiyon izotermi adsorpsiyonu

tanimlayan izotermler i¢inde en iyi bilinendir ve genellikle asagidaki gibi ifade edilir:

0,=X,KC,/(1+KC,) Esitlik 1.1
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Burada Q. c¢oziinen maddenin denge derisimindeki adsorpsiyon yogunlugu (g
adsorban basina mg adsorplanan madde), C. ¢ozeltideki adsorplanan maddenin
derisimi (mg/L), X, tek tabakali tam kaplamaya iliskin maksimum adsorpsiyon
kapasitesi (g adsorban basina mg adsorplanan madde), K adsorpsiyon enerjisi ile

ilgili Langmuir sabitidir (mg adsorplanan madde basina adsorbanin litresi).

Yukaridaki esitlik asagidaki gibi lineerlestirilebilir.

C/Q :%( K+C%( Esitlik 1.2

C.’ye kars1 Co/Q. grafiginin c¢izilmesi ile elde edilen dogrunun egiminden X,, ve

kesiminden K bulunabilir (Muhammad ef al., 1998).

1906°da Alman fizikokimyac1 Herbet Max Finley Freundlich ideal olmayan sistemler
icin bir ampirik adsorpsiyon izotermi onermistir. Freundlich izotermi adsorpsiyon

denklemini tanimlayan bilinen en eski bagintidir ve asagidaki gibi ifade edilir:
0, =K,C,"" Esitlik 1.3

Burada Q. adsorpsiyon yogunlugu (g adsorban basina mg adsorplanan madde), C.
cozeltideki adsorplanan maddenin derisimi (mg/L), K¢ ve n pek ¢ok cevresel faktore

bagli ampirik sabitler olup n, 1’den biiyiiktiir.
Bu esitlik her iki tarafin logaritmasi alinarak lineerlestirilebilir:

InQ,=mK,+1/nlnC, Esitlik 1.4

InC.’ye karst InQ. grafigi bir dogru verir ve bu adsorpsiyon i¢in Freundlich
izoterminin uygunlugunu gosterir. Sabitler egim ve kesimden belirlenebilir

(Muhammad ef al., 1998).
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Adsorpsiyon, adsorplanacak tiiriin ¢ozeltiden adsorban yiizeyine kiitle transferini
iceren bir fizikokimyasal islemdir. Cozelti ile adsorban arasinda adsorplanan
maddenin konsantrasyonunun termodinamik dengesi kuruldugunda artik daha ileri
net adsorpsiyon gerceklesmez. Bu denge adsorban ve adsorplananin derisimlerti,
sicaklik, viskozite ve pH kosullar1 ile tanimlanir. Adsorban-adsorplanan iliskisinin en
temel O6zelligi adsorpsiyon dengesidir. O halde, tersinir adsorpsiyonu tanimlayan
teorik ve ampirik modeller termodinamik denge temeline dayandirilarak

gelistirilmistir.

1924°de Freundlich bir sulu ¢6zeltideki tek bir adsorplananin adsorpsiyonunu sabit
sicaklikta  birkag saniye veya dakikada kurulan bir tersinir denge olarak

tanimlamistir.

Freundlich esitliginin 6énemli bir smirlamas1 adsorpsiyon kapasitesine bir smir
koymamasidir. Yani teorik olarak ¢Oziinen derigimi arttikca adsorplanan miktar
sonsuz olarak artar. Ote yandan, esitlik tersinir adsorpsiyonu tanimladig i¢in tersinir
olmayan bir islem olmasina ragmen yaglarin kil ile adsorpsiyon yolu ile
temizlenmesine basari ile uygulanmistir. Freundlich esitliginin yag rengi agma ve
diger endiistriyel islemlerde genis olarak kullanilmasi {ic nedene dayanmaktadir

(Proctor ve Toro-Vazquez, 1996):

1) Pratik olarak dar bir adsorplanan derisim araliginda esitlik lineer olmayan

adsorpsiyonu tanimlamak i¢in yeterlidir.

2) Esitligin matematiksel basitligi kolayca kullanilmasini saglar.

3) Freundlich modeli enerji agisindan heterojen olan yiizey adsorpsiyon
bolgeleri iizerindeki adsorpsiyonu tanimlar ki bu durum adsorpsiyon
sistemlerinde siklikla goriilen bir durumdur. Tersine olarak Langmuir modeli,
enerji agisindan 6zdes olan adsorpsiyon bdlgeleri {izerinde adsorpsiyonun
gerceklestigi varsayimina dayanir ki bu durum yag temizleme sistemlerinde

ender olarak goriiliir.
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Adsorpsiyon i¢in ¢esitli kinetik modeller Onerilmistir. Pseudo birinci dereceden
kinetik ve pseudo ikinci dereceden kinetik modelleri bir adsorban ve adsorplanan
madde arasindaki adsorpsiyon mekanizmasini anlamak i¢in kullanilmaktadir (Hsieh

et al., 2000).
Lagergren’in pseudo birinci dereceden kinetik modeli asagidaki gibidir:
dqt/dt=ki(qeq-qr) Esitlik 1.5

ki, pseudo birinci dereceden adsorpsiyon hiz sabiti (dak™); Jeq (Mg/g) ve q; (mg/g)

sirasiyla dengede ve t zamaninda adsorplanan tiiriin miktaridir.

t=0’da q=0 ve t=t’de q=q; olarak alindiginda asagidaki esitlik elde edilir.

log qeq/qeq-q=ki.t/2,303 Esitlik 1.6
Bu esitlik asagidaki gibi lineerlestirilebilir.

log(qeq-q0)=logqeq-ki.t/2,303 Esitlik 1.7

t’ye kars1 log(qeq-q:) karst grafige gecirildiginde egim k/2,303°%; y eksenini kesim

noktast log qeq’1 verir.

Ho et al. (2000) tarafindan 6nerilen pseudo ikinci dereceden kinetik modeli asagidaki

gibi ifade edilebilir.
dqi/di=k.(qeq-0)* Esitlik 1.8

Burada k, (g.mg™.dak™), pseudo ikinci dereceden adsorpsiyon hiz sabiti; qeq (ME/g)

ve q; (mg/g) sirasiyla dengedeki ve t anindaki adsorplanan tiiriin miktaridir.
t=0’da q=0 ve t=t’de q=q; olarak alindiginda asagidaki esitlik elde edilir.

1/Geq-q=1/qeq + kot Esitlik 1.9
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Bu esitlik asagidaki gibi lineerlestirilebilir.
t/q=1/k2.qeq” + t/qeq Esitlik 1.10

t’ye kars1 t/q; grafige gecirildiginde elde edilen dogrunun egim ve kesiminden qeq

(mg/g) ve k; elde edilir (Oncel, 2004).
1.9. HIDROFOBIK ETKILESIM KROMATOGRAFISI (HIC)

Biyolojik arastirmalardaki son gelismelerin bir ¢ogu proteinlerin ayrilmasi ve
saflastirilmasi i¢in teknikler ve metotlarin gelistirilmesini gerektirir. Bir proteinin saf
olarak elde edilmesi, daha sonra yapilacak yap1 ve fonksiyon caligmalari i¢in bir 6n
gereksinimdir. Istenen saflik diizeyi proteinin kullanim amacina baghdir. Yapi
aydmlatmas1 caligmalar1 veya terapotik amaglar i¢cin yiliksek saflik derecesi; gida
endiistrisi veya evsel deterjanlar ya da endiistriyel uygulamalar icin diisiik saflik

dereceleri tercih edilmektedir.

Bir proteinin saflastirma isleminin temel amaci yalnizca istenmeyen kirliliklerin
uzaklastirilmasi degil ayni zamanda istenen proteinin deristirilmesi ve istenen
uygulamalar icin hazir bir forma sokulup kararli oldugu bir g¢evreye transfer

edilmesidir.

Giliniimiizde pek cok protein saflastirma teknikleri mevcut olmakla birlikte farkl
kromatografi tipleri yiiksek ayirma giigleri nedeniyle baskin olmaya baslamistir. Jel
filtrasyon kromatografisi, iyon degisim kromatografisi, afinite kromatografisi ve
hidrofobik etkilesim kromatografisinde proteinlerin ayrilmasi sirasiyla proteinlerin
molekiiler biiyiikliik, net yiik, biyospesifik 6zellikleri ve hidrofobisite gibi biyolojik
ve fizikokimyasal 6zelliklerine baghdir (Queiroz et al., 2001).

1948’de basilan “Adsorption Separation by Salting Out” baslikli yaymninda, Tiselius
artik popiiler olarak bilinen hidrofobik etkilesim kromatografisi adli aywrma
metodunu tanimlamigtir. Tiselius bu yayminda, proteinler ve diger nesnelerin,

cokmeleri i¢cin gerekli yiiksek tuz derisimlerinden daha az tuz iceren ¢d6zeltilerde
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siklikla oldukca kuvvetli adsorbe olduklarini ve bazi adsorbanlarm bir dereceye
kadar yiiksek tuz derisimlerinde miikemmel davranirlarken tuzsuz ¢ozeltiler iginde
proteinler i¢in hi¢ veya ¢ok az afinite gosterdiklerini belirtmistir. 1948’de temeli
belirlenmis olan bu metot, kromatografik destek malzemelerin ve destek
malzemelerine ligandlarin immobilize edilmesindeki yontemlerin gelismesine paralel
olarak 1970’lerden itibaren cesitli hidrofobik adsorbanlarin senteziyle giiniimiize

kadar hizli bir gelisim gdstermistir (Ozkara-Yavuz, 2007).

Hidrofobik etkilesim kromatografisi, proteinlerin yiizeyindeki apolar bolgeler ve
immobilize hidrofobik ligandlar arasindaki hidrofobik etkilesimlere dayanir.
Adsorpsiyon mobil fazdaki yiiksek tuz derisimi ile artar ve eliisyon, eluentin tuz
derisiminin azaltilmasiyla saglanir. Bu ylizden “tuz tesvikli adsorpsiyon” terimi

kromatografinin bu tipi i¢in kullanilabilmektedir (Queiroz et al., 2001).

Hidrofobik etkilesim kromatografisi ve ters faz kromatografisi teorik olarak
biyomolekiil iizerindeki nonpolar gruplarla (hidrofobik) jel matriksine kovalent bagl
hidrofobik ligandlar (alkil veya aril gruplar1) arasindaki etkilesmelere dayanmakla
birlikte pratikte farklidirlar. Ters faz kromatografide kullanilan adsorbanlar
hidrofobik etkilesim kromatografisi adsorbanlarima goére daha hidrofobiktir ve daha
fazla ligand igermektedir. Hidrofobik etkilesim kromatografisi adsorbanlari
genellikle 10-50 pmol/mL C,-Cs alkil veya basit aril ligand jeli igerirken ters faz
kromatografi adsorbanlar1 birkac yiiz umol/mL Cy4-C;g alkil ligandt icerirler. Sonug
olarak ters faz adsorbanlarina proteinler ¢ok kuvvetli baglanirlar ve desorpsiyon i¢in
nonpolar c¢oziiciilerin kullanilmast gerekir. Ters faz kromatografideki yiiksek
hidrofobik yiizey ve desorpsiyon isleminin zorlugu proteinin denatiirasyonuna sebep
olabilir. Temel olarak ters faz kromatografi sulu-organik coziiciilerdeki protein
molekiillerinin ve diisiik molekiil agirlikli proteinlerin analitik ve preperatif
ayrmminda yaygin kullanim alani bulmustur. Hidrofobik etkilesim kromatografisi,
daha az hidrofobik ylizey ve daha ilimli protein ligand etkilesimi nedenleriyle
proteinlerin dogal konformasyonlarinda ve biyolojik aktivitelerini kaybetmeden

saflastirilmasma izin vermektedir (Ozkara-Yavuz, 2007).
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Son yillarda hidrofobik etkilesim kromatografisi bir ¢ok arastirict tarafindan
gelistirilmektedir ve giinlimiizde proteinlerin endiistriyel olcekte saflastirilmasi icin
oldugu kadar laboratuar Olgeginde giiclii bir biyoayirma teknigi olarak da
kullanilmaktadir. Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan sabit fazlarin
cesitliliginin artmasi serum proteinleri, ¢ekirdek proteinleri, hormonlar, rekombinant
proteinler ve enzimler gibi biyomolekiillerin saflastirilmasinda hidrofobik etkilesim
kromatografisi uygulamalarmin 6nemli 6l¢lide artmasini saglamistir (Queiroz et al.,

2001).

1.9.1. Amino Asit ve Protein Hidrofobisitesi

Amino asitlerin hidrofobisitesi, farkli yollarla degerlendirilebilmektedir bu nedenle
amino asit hidrofobisitesini tahmin etmede kullanilan ¢esitli skalalar vardir. Sekil
1.16°da gosterildigi gibi 6zel bir amino asidin hidrofobisite derecesindeki farklilik
bazen onemlidir. Bu farklilik gesitli faktorler nedeniyle ortaya ¢ikabilir, 6rnegin
aromatik amino asitlerin (fenilalanin, triptofan ve tirozin) amfifil karakterleri, metoda
ve sec¢ilen ¢oziinmiis maddeye baglh olarak hidrofobisiteye farkli bagil katkilarda
bulunurlar. Histidinin yiiklii veya yiiksiiz olmas1 hidrofobisite derecesini etkilerken

sistein birimleri disiilfit baglarini olusturduklarinda daha hidrofobik goriiniirler.

Protein hidrofobisitesi incelendiginde ise, protein hidrofobikligi aciktaki ve
gomiilmiiy amino asitlerin hidrofobisitelerine bagli olarak  ‘‘hidrofobisite
derecesi’’veya yalnizca agiktaki amino asitlerin hidrofobisitelerine bagli olarak

‘“‘ortalama yiizey hidrofobisitesi’’ olarak ifade edilir (Lienqueo et al., 2007).
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Sekil 1.16 Farkli hidrofobisite skalalar1 kullanilarak amino asit hidrofobisitelerinin
karsilastirilmasi. (a) Fenilalanin, (b) triptofan, (¢) histidin, (d) sistein, (e) tirozin
(Lienqueo et al., 2007)
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1.9.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisinde Proteinin

Kromatografik Davranmisim Etkileyen Temel Faktorler

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde protein alikonmasi, temel olarak protein
hidrofobisitesi ve 6zellikle bu saflagtirma tekniginin segiciliginin énemli bir kismin1
olusturan proteinin yiizey hidrofobisitesindeki dagilimdan etkilenir. Bununla birlikte
islem kosullari, proteinin hidrofobik etkilesim kromatografisindeki kromatografik
davranisint Onemli bir oranda etkiler. Hidrofobik etkilesim kromatografisi
performansi iizerinde 6nemli etki gosteren faktorler mobil fazin 6zellikleri (tuz tipi,
iyonik siddet, pH), sabit fazin 6zellikleri (kimyasal dogasi, hidrofobik ligandm tipi,
re¢inenin substitusyon diizeyi) ve kromatografik sistemin sicakligidir (Lienqueo et

al.,2007).
1.9.2.1. Mobil Fazin Etkisi

Mobil fazi1 karakterize eden baslica faktorler, iyonik siddet, tuz tipi ve tamponun

pH’1dr.

a) Iyon Siddetinin EtKkisi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi ortaminda proteinlerin adsorpsiyonu, yiiksek tuz
derisimlerinde artar fakat adsorban ve farkli proteinler arasindaki etkilesimlerin giicti
arasindaki farkliliklara bagli olarak adsorpsiyon i¢in gereken tuz derigimi 6nemli
oranda degisir. Bununla birlikte kullanilan tuzun derisimi, farkli proteinleri ¢oktiiren
derigimin altinda olmalidir. Tuz derigimi genellikle amonyum siilfat ile 0,75-2,0 M,
sodyum kloriir ile 1,0-4,0 M arasindadir. Protein alikonmasi iizerinde tuz etkisi,
proteinlerin klasik elektrostatik teorilerle yeterince agiklanamayan kompleks dogalar1

nedeniyle genis bir sekilde arastirilmaktadir (Lienqueo et al., 2007).

Tsai et al. (2002) adsorpsiyonun ikincil islemlerini Onererek adsorpsiyon
entalpilerinin, hidrofobik etkilesim kromatografisindeki etkilesim mekanizmasini

yorumlamakta kullanilabildigini gostermistir. Ede edilen veriler tuzlarm ilavesinin
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sadece proteinler ve hidrofobik adsorbanlar arasindaki etkilesimleri artirmadigini,

ayni zamanda dehidratasyon icin gereken 1s1y1 azalttigini1 gostermistir.
b) Tuz Tipinin Etkisi

Protein alikonmasi tizerine tuz tipinin etkisi ayrmtili bir sekilde arastirilmistir ve sulu

cozeltilerden proteinlerin ¢okmesinin Hofmeister serisini izledigi gosterilmistir.
Anyonlar: PO,>, SO4*, CH;COO", CI, Br, NO3, ClO4, I, SCN°
Katyonlar: NH,", Rb", K, Na", Cs", Li", Mg*", Ca’", Ba*"

Hofmeister iyotropik serisinde, katotropik tuzlar (magnezyum siilfat ve magnezyum
kloriir), sivi suyun yapisini rasgele dagitir ve bu sebeple hidrofobik etkilesimin
giiclinli azaltma egilimindedirler. Aksine kozmotropik tuzlar (sodyum, potasyum ve
amonyum siilfatlar), daha yiiksek salting out veya molal yiizey gerilimi artis1 etkileri
nedeniyle hidrofobik etkilesimleri ve protein ¢okmesini tesvik ederler. Bu nedenle
eluentteki tuzun uygun tipinin se¢ilmesi yalnizca tiim proteinin alikonmasinda degil
ayni zamanda ayirma segiciliginde de onemli degisikliklerle sonuglanir (Lienqueo et

al., 2007).
¢) Mobil Fazin pH’1min Etkisi

Mobil fazin pH’1, hidrofobik etkilesim kromatografisinde protein alikonmasini
etkileyen onemli bir faktordiir. Genellikle pH degerindeki artis (9-10’a kadar),
hidrofobik ligandlar ve proteinler arasindaki hidrofobik etkilesimleri, proteinin
yiikiindeki degisimden kaynaklanan hidrofilikligi artrmasi nedeniyle azaltir. Diger
taraftan pH degerindeki bir azalma, hidrofobik etkilesimlerde goriiniir bir artigla
sonuclanir. Bununla birlikte Hjertan et al. (1986), lizozim ve sitokrom C gibi bazik
proteinlerin daha diisiik pH’larda hidrofobik ligandlara zayif bir sekilde baglandigini
gbozlemlemislerdir. Bu arastiricilar, ayn1 zamanda 5,0-8,5 pH araligindan ziyade pH
8,5’lin iistiinde ve/veya 5,0’1n altindaki pH degerlerinde proteinlerin alikonmasinin

dramatik olarak degistigini bulmuslardir. Her protein farkli pH degerlerinde farklh
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davrandig1 i¢in, bu parametrenin HIC ile protein ayrilmasmin optimizasyonunda

kullanilmas1 gerekir (Queiroz ef al., 2001).

1.9.2.2. Sabit Fazin EtKkisi

Sabit faz, hidrofilik polimer omurgasma bagh kiiciik non-polar gruplardan (biitil,
oktil veya fenil gibi) olusur. Bu sebeple, hidrofobik etkilesim kromatografisinde
kullanilan gesitli sabit faz tipleri ligandin kimyasal dogasi, destek iizerindeki ligandin
ylizey derisimi ve temel destegin kimyasal dogasi ve tanecik biiyiikliigiine bagl

olarak farklilasir.

a) Ligand tipinin etkisi

En yaygmn kullanilan ligandlar lineer zincirli alkanlar (biitil, oktil gibi) ve bazi
aromatik gruplardir (fenil gibi). Alkil ligandin zincir uzunlugundaki bir artis, protein
ve reg¢ine arasindaki hidrofobik etkilesimin giiclinii artirir; ayn1 zamanda adsorplanan
proteine karsi re¢inenin 6zgulliigli degisir. Bununla birlikte, aymrma giicii zincir
uzunlugu arttiginda azalir. Diger taraftan reginenin substitusyon derecesindeki bir
artig, cok noktali baglanma olusumunun daha yiiksek olasilig1 nedeniyle sabit fazin
baglanma kapasitesindeki bir artisa yol acar ve bu kez de denatiirasyonsuz olarak
bagli proteini elue etmek zorlasabilir. Aymi tip ligand ve ayni tip temel destek
kullanilarak, hidrofobik etkilesim kromatografisi rec¢inesinin segiciligi, ligand

yogunlugu degistirilerek ayarlanabilir (Lienqueo ef al., 2007).

b) Destek etkisi

Destek etkisi, kimyasal yap1 ve tanecik biiyiikliigiiyle verilir. Destegin kimyasal
dogast durumunda destek, hidrofilik karbohidratlar (¢apraz bagl agaroz gibi), silika
veya sentetik kopolimer materyalleri olabilir. Ayni tip ligand1 kullanan sabit fazlarin

seciciligi, desteklerin tipine gore degisebilir (Lienqueo et al., 2007).
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1.9.2.3. Sicakhik EtKisi

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde sicaklik artisi protein alikonmasimni artirir ve
sicakliktaki azalma genellikle protein eliisyonunu tesvik eder. Aslinda hidrofobik
etkilesim kromatografisi entropi ile yOnetilen bir islemdir. Gibbs serbest enerjisi

Esitlik 1.11°e gore vertilir.

AG= AH-T.AS Esitlik 1.11

AH kiiciik bir pozitif veya negatif deger olabildiginden AG, pozitif entropi degisimi
ile kontrol edilr ve bu yiizden sicaklikla artar. Hidrofobik etkilesim
kromatografisindeki k' kapasite faktorii Esitlik 1.12°ye gore sicaklik artisiyla artar.

In k'=Inp- AG/RT Esitlik 1.12

Burada R gaz sabiti, ¢ faz orani, T mutlak sicakliktir.

Bununla birlikte, protein alikonmasi iizerindeki zit bir etki, farkli proteinlerin
konformasyonel durumlar1 ve sulu ¢ozeltilerdeki ¢oziiniirliikleri iizerine sicakligin
etkisi nedeniyle olabilir. Hidrofobik etkilesim kromatografisinde sicakligin rolii ¢ok
basit olmamasma ragmen, bu parametre daha zayif etkilesimlere ulagsmak ve
denatiirasyonsuz 1limli kosullar altinda proteinlerin ayrilmasim ve eliisyonunu

saglamak i¢in kullanilabilir (Queiroz et al., 2001).

1.10. POLIMERLER

Polimerler modern toplumda cok ¢esitli uygulamalara sahip olan ¢ok yiiksek molekiil
kiitleli maddelerdir. Polimerler, kovalent baglarla baglanmis c¢esitli yapisal
birimlerden olusur. Ornegin, polietilen uzun zincirli bir polimerdir ve asagidaki

sekilde ifade edilir (Esitlik 1.13):

-CH,CH,CH,- veya [-CHzCHz-]n E$it1ik 1.13
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Burada yapisal veya tekrarlanan birim -CH,-CH,- dir ve n, polimerin zincir

uzunlugunu temsil eder.

Polimerler, monomer olarak adlandirilan kiiciik molekiil agirlikli bilesiklerin
kimyasal reaksiyonu sonucu elde edilirler. Ornegin esitlik 1.13’deki polietilen, etilen
monomerinden olusur. Monomerler polimer olusturmak i¢in reaksiyonun tekrarlanan
birimleri arasindaki baglar1 saglamak iizere ya fonksiyonel gruplara ya da ikili (veya
ticlii) baglara sahiptir. Polimerik maddeler genellikle yiiksek dayanikliliga sahiptirler,
bir cams1 gecis sicakliklar1 vardir, kauguk elastikiyeti sergilerler ve eriyikler ve

cozeltiler gibi yiiksek viskoziteye sahiptirler.

Aslinda polimerlerin sahip oldugu bu essiz 6zelliklerin bir ¢ogunun kullanilmasi
insanlik i¢in olduk¢a faydalidir. Polimerler gida paketleme, giyim, ev dosemesi,
ulagim, medikal aygitlar, bilgi teknolojisi ve daha bir ¢ok alanda yaygm olarak
kullanilmaktadir. Ipek, yiin ve pamuk gibi dogal lifler polimerdir ve binlerce yildir
kullanilmaktadirlar. Poliolefinler, poliesterler, akrilikler, naylonlar ve epoksi
regineleri gibi sentetik polimerler, plastikler, filmler, yapistiricilar ve koruyucu

kaplamalar olarak genis bir kullanim alan1 bulmustur.

Biyomateryaller yapay organlar, kemik ve dis ¢imentolari, bag dokulari, kalp pilleri
veya kontak lensler seklinde viicut igerisinde kullanilan maddeler olarak
tanimlanmaktadir. Insan viicudu biyolojik dokulardan (kan, hiicreler ve proteinler)
olusur ve bu biyolojik dokular kan ile veya dokular ile uyumlu olmayan maddeleri
reddetme kabiliyetine sahiptirler. Boylesi uygulamalar i¢in hayvanlar veya
bitkilerden tiiretilen polimerik maddeler dogal adaydirlar. Bunlardan bazilar:
seliilozikler, kitin (veya kitosan), dekstran, agaroz ve kollajendir. Sentetik maddeler
arasinda polisiloksan, poliliretan, polimetil metakrilat, poliakrilamid, poliester ve
polietilen oksitler yaygm olarak kullamilir ¢linki bu polimerler viicut igerisinde
inerttirler. Bazen mekanik dayaniklilik, secimli geg¢irgenlik, yapiskanlik ve/veya
parcalanma gereksinimleri nedeniyle uyumlu olmayan polimerik maddeler bile
kullanilmaktadir; fakat bu maddeler kullanilmadan once yiizeyleri biyolojik
molekiillerle (heparin, biyolojik reseptorler, enzimler vb.) modifiye edilmektedir

(Kumar ve Gupta, 2003).
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1.10.1. Polimerlerin Simiflandirilmasi

Polimerlerin smiflandirilmasindaki en eski yol polimerleri 1siya karst olan
cevaplarina gore smiflandirmadir. Bu sistemde polimerler iki tiptir: Termoplastikler
ve termosetler. Termoplastik, 1s1 etkisiyle eritilerek yeniden sekillendirilebilen
polimerler i¢in kullanilan genel bir kavramdir. Termosetler, zincirleri arasinda yogun

capraz bag bulunan (ag-yap1) 1s1 ile eritilemeyen polimerlerdir (Sacak, 2006).

Polimerlerin  onemli diger smiflandirmast ise molekiill yapilarina gore
smiflandirmadir. Bu sisteme gore polimerler 1) Lineer zincir polimeri 2) Dallanmis
zincir polimeri 3) Ag veya jel polimeri olarak siniflandirilirlar. Lineer zincir
polimerinde farkli molekiiller daha zayif ikincil kuvvetlerle bir arada tutulurken,
tekrarlanan birimler giiclii kovalent baglarla bir arada tutulurlar. Polimere termal
enerji saglandiginda, ikincil kuvvetlerin iistesinden gelmeye calisan molekiilerin
diizensiz hareketi artar. Tiim kuvvetlerin iistesinden gelindiginde molekiiller serbest
hareket etmeye baglarlar ve polimer erir ve bu polimerlerin termoplastik dogasini
aciklar. Dallanmis polimerler, lizerinde rasgele yayilan dallanmalar ile lineer bir
iskelete sahip olan molekiilleri igerir. Bu tip polimeri olusturmak i¢in monomer iki
dogrultudan daha fazla biiylime kabiliyetine sahip olmahdir ki bu da baslangic
monomerinin ikiden daha fazla fonksiyonellige sahip olmas1 gerektigine isaret eder.
Dallanmis zincirler, yalnizca monomerlerin diisiik cevrilmeleriyle olusur ancak
yiiksek cevrilmeleri olusturan reaksiyonlara izin verilirse polimer jel olarak
adlandirilan ii¢ boyutlu bir ag olusturur. Aslinda multifonksiyonel bir monomer
polimerlestiginde dallanmis ve lineer zincirlerin toplu hareketiyle gelisir ve eninde
sonunda ag yapili bir polimer (veya bir jel) olusturur. Jel polimeri herhangi bir
cozgende ¢oziinmez fakat kendi matriksinde bulunan ¢6zgen molekiillerinin yapiya

girmesiyle siser (Kumar ve Gupta, 2003).
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1.10.2. Polimerlerin Polimerizasyon Mekanizmasina Gore Kimyasal

Siiflandirilmasi

Eski literatiirlere bakildiginda polimerler sentezlendikleri mekanizmaya bagli olarak
iki smifa ayrilir (Kumar ve Gupta, 2003). 1) Katilma Polimerleri ve 2) Basamakli

Polimerler.

1.10.2.1. Katilma Polimerleri

Bu polimerler, bir monomer molekiiliiniin herhangi bir kismi ¢ikarilmaksizin uzayan
zincirine (P,) bir bifonksiyonel veya polifonksiyonel monomerin ardisik ilavesiyle
olusur. Zincir uzunlugunu ifade eden n alt indisi ile asagidaki gibi sematik olarak

gosterilebilir.

P+ M ———>Puy

Burada M, monomer molekiiliinii ifade etmektedir, bu zincir uzama adimi genellikle

¢ok hizlidir.

1.10.2.2. Basamakh Polimerler

Bu polimerler, kiiciik molekiiler tiirlerin ¢ikarilmasi ile bifonksiyonel veya
polifonksiyonel monomerlerden olusur. Bu reaksiyon herhangi iki uzayan polimer

molekiilleri arasinda olabilir ve su sekilde ifade edilebilir.

Py+Py, &Py + W

Burada Py, ve P, polimer zincirleri ve W, kondenzasyon iirlintidiir.

Gilinitimiizdeki literatiire baktigimizda bu smiflandirma sekli ¢ok dogru degildir ve
polimerizasyon mekanizmasi su iki sekilde smiflandirilmaktadir (Kumar ve Gupta,

2003).
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1.10.2.3. Zincir Uzamasi Polimerizasyonu

Katilma polimerizasyonuna alternatif olarak verilebilecek fakat kimyasal olarak daha
uygun bir isimdir. Zincir uzama polimerizasyonunda, 6zel molekiillerin uzamay1
baslattigi, uzamanin hizli oldugu ve daha sonra aniden durdugu bulunmustur. Bu
sebeple, bu reaksiyon herhangi bir anda monomer molekiilleri, uzamig polimer

molekiilleri ve yalnizca az sayida hizlica uzayan polimer molekiillerinden olusur.

1.10.2.4. Adim-Uzamasi Polimerizasyonu

Bu mekanizmanin kinetigi kondenzasyon polimerizasyonuna benzer fakat kiiciik
molekiillerin ~ elimine  edilmedigi  reaksiyonlar1 igerir. ~Adim  uzamasi
polimerizasyonunda, monomer molekiilleri baslangicta diisik molekiil kiitleli
polimerleri olusturmak i¢in birbirleri ile reaksiyona girer ve monomer ¢ok hizli bir
sekilde tiiketilir. Monomerler ilk olarak diisiik molekiil kiitleli polimerleri olusturur
sonra bu polimerler siirekli uzayan zincirler olusturmak i¢in birbirleri ile reaksiyona

girmeyi siirdiirtir.

1.10.3. Polimer Sentezleme Teknikleri

Polimer iiretim teknikleri Sekil 1.17°deki gibi li¢ farkli kategoriye ayrilabilir (Braun
et al., 2005).

Polimer Sentezleme Teknikleri

Kiitle Islemleri (Kiitle Cozelti Islemleri Dispersiyon Islemleri
polimerizasyonu) (Cozelti (Heterojen

v Sivi Hal polimerizasyonu) polimerizasyon)

v’ Kat1 Hal v Sulu Cozeltiler v' Siispansiyon

v' Gaz Hal v Organik Cozeltiler v Emiilsiyon

Sekil 1.17 Polimer sentezleme teknikleri (Braun et al., 2005)
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Radikalik polimerizasyonlar gerceklestigi kosullar altinda hem homojen hem de
heterojen tiplerde olabilir. Bu smiflandirma genellikle baslangic reaksiyon
karistmmin homojen veya heterojen olup olmamasma dayanir. Bazi homojen
sistemler, reaksiyon ortammda polimerin ¢6ziinmezliginin bir sonucu olarak
polimerizasyon ilerledik¢e heterojen olabilir. Kiitle ve ¢ozelti polimerizasyonlari
homojen islemlerken, slispansiyon ve emiilsiyon polimerizasyonlar1 heterojen

islemlerdir (Odian, 2004).

1.10.3.1. Kiitle (Bulk) Polimerizasyonu

Saf bir monomerin bulk veya kiitle polimerizasyonu, en basit islem ile minimum
kirlenmis iiriin olusturur. Bununla birlikte, radikal zincir polimerizasyonunun 6zelligi
nedeni ile bulk polimerizasyonunun kontrolii zordur. Yiiksek derecede ekzotermik
oluslari, yiiksek aktivasyon enerjisine sahip olmalart ve jel olusturmaya yatkinlik
ozellikleri birlikte 1s1 dagilimini zorlastirir. Bulk polimerizasyonu, dikkatli sicaklik
kontrolii gerektirir. Dahasi, bir ¢ok sistemin viskozitesi yavas karistirmada hizli bir
sekilde ytikseldiginden giiclii ve 6zenli bir karistirma ekipmanina da gereksinim
vardir. Viskozite ve ekzoterm etkileri, sicaklik kontroliinii zorlastirir. Bolgesel sicak
noktalar olusur ve bu durum polimer iirlinlin bozunmasma ve renksizlesmesine
neden oldugu gibi polimere zincir transferleri nedeni ile molekiil agirligi dagilimi
genisler. Polimerizasyon hizinin kontrolsiiz arttigi ekstrem durumlarda yikici,
kontrolsiiz reaksiyonlar olusabilir. Kiitle polimerizasyonu problem c¢ikarmasimdan
dolay1 zincir polimerizasyonu i¢cin adim polimerizasyonundaki kadar ticari olarak
kullanilmaz.  Bununla  birlikte etilen, stiren ve metil metakrilatin
polimerizasyonlarinda kullanilir. Is1 dagilimi ve viskozite problemlerinin, reaksiyona
girmeyen monomerin geri doniisimii ve ayrilmast ile disiik doniisiimle
polimerizasyonu gerceklestirerek iistesinden gelinir. Bir alternatif, polimerizasyonu
genis bir reaktorde diisiik doniisiimle ve ince tabakalardaki final doniisimiiyle

gerceklestirmektir (Odian, 2004).
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1.10.3.2. Cozelti Polimerizasyonu

Monomerin bir ¢ézgen i¢inde polimerlesmesi, kiitle polimerizasyonu isleminin bir
cok dezavantajinin {istesinden gelir. Cozgen bir seyreltici gibi davranir ve
polimerizasyon 1sisinin transferine yardim eder. Cozgen, reaksiyon karigiminin
viskozitesini  azaltarak, karistirmayr kolaylastirir. Termal kontrol, kiitle
polimerizasyonuyla karsilastirildiginda ¢ozelti polimerizasyonunda daha kolaydir.
Diger taraftan ¢ozgenin varligi yeni zorluklara neden olabilir. Cozgen uygun bir
sekilde se¢ilmezse ¢Ozgene zincir transferi bir problem olabilir. Dahasi, ¢6zgenin
uzaklastirilmasinda zorluklar olursa polimerin saflig1 etkilenebilir. Vinil asetat,

akrilonitril ve akrilik asidin esterleri ¢ozeltide polimerlesir (Odian, 2004).

1.10.3.3. Heterojen Polimerizasyon

Bir ¢ok polireaksiyon, 6zellikle zincir polimerizasyonlari, heterojen kosullar altinda
da gerceklesebilir. Bu durumda sivi monomer, ¢oziinmedigi bir sivida karigtirilarak
kii¢iik damlaciklara dagilir ve bu durumda polimerlesir. Reaksiyon siiresince olusan
makromolekiiller kati halde oldugundan dagilan fazin yigisma durumunda bir
degisiklik olur. Bu sebeple orijinal sivi/sivi dagilimi (emiilsiyon), bir sivi/kati
dagilim1 (siispansiyon) haline gelir. Eger polimer (poliakrilonitril gibi) monomerde
cOzlinmiiyorsa bu gecis reaksiyonun baslarinda olur. Aksi durumda, yani polimer
(polistiren gibi) monomerde ¢oziinliyor ya da sisiyorsa, emiilsiyonun hali sadece
yiiksek doniisiimde degisir. “Emiilsiyon polimerizasyonu” terimi sistemin baglangic
durumuna iliskin iken “siispansiyon polimerizasyonu” terimi final durumuna gore
secilmistir. Bu bicimsel benzerlige karsin iki islem polimer taneciklerinin biiyiikligi
(emiilsiyon polimerizasyonunda 0,1-0,5 pum, siispansiyon polimerizasyonunda 0,5
um-2 mm) ve reaksiyon kinetikleri bakimindan farklidir. Bu metotlarin su avantajlar
vardir: Polimerizasyon 1s1s1, monomerin kii¢iik damlaciklara pargalanmasi ve suyun
yiiksek 1s1 kapasitesi nedeniyle kolayca dagitilir. Reaksiyon karisimi, yiiksek
dontisimde bile ¢ok hareketli kalir ¢linkii viskozite, monomer/polimer
damlaciklarinda artarken c¢ozeltinin tiimiiniin viskozitesinde biiyiikk degisiklikler
olmaz. Bu sebeple % 50 kati icerikleri kolay muamele edilir. Dispersiyon i¢indeki

polireaksiyonlar laboratuarda kolayca hazirlanabilir. Bazi durumlarda dagilim
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polimerizasyonlari, polikatilmali ve polibasamakli reaksiyonlarda da kullanilabilir.
Stispansiyon ve emiilsiyon teknikleri, olusan polimerlerin 6zelliklerini modifiye
etmek icin ilave yollar saglar. Ornegin: Tanecik biiyiikliigii ve tanecik biiyiikliigii
dagilimmin degistirilmesi, iyonik gruplarin kiiciik miktarlarmmn yapiya girmesi,
cekirdek/kabuk yapisina sahip polimer taneciklerinin hazirlanmasi gibi (Braun et al.,

2005).

a) Siispansiyon Polimerizasyonu

Siispansiyon polimerizasyonu (boncuk veya kiire polimerizasyonu olarak da
adlandirilir) monomerin su i¢inde (siirekli faz) damlaciklar halinde (50-500 pm
capinda) siispanse edilmesiyle gerceklestirilir. Stiren, akrilik ve metakrilik esterler,
vinil kloriirler, vinil asetat ve tetrafloroetilen siispansiyon metoduna gore
polimerlesir. Su/monomer kiitle orant ¢ogu polimerizasyonda 1/1°den 4/1’e degisir.
Monomer damlaciklarmin (daha sonra polimer taneciklerine doniisiir) birlesmeleri
calkalama ve siispansiyon stabilizoriiniin (ayn1 zamanda dagiticilar veya ylizey aktif
maddeler olarak da adlandirilir) varligi ile Onlenir. Stabilizorlerin suda ¢dziinen
polimerler (sikca elektrolit veya tamponun varhiginda) ve suda c¢oziinmeyen
inorganik maddeler olmak iizere iki tipi kullanilmaktadir. Suda ¢dziinen polimer
smifin1 poli(vinil alkol), hidroksipropil seliiloz, sodyum poli(stiren siilfonat) ve
akrilik asit-akrilat ester kopolimerinin sodyum tuzu; suda ¢oziinmeyen inorganik
maddeler sinifin1 ise talk, hidroksiapatit, baryum siilfat, kaolin, magnezyum karbonat
ve magnezyum hidroksit, kalsiyum fosfat ve aliminyum hidroksit olusturur.
Stiispansiyon stabilizorliniin miktar1 genelde sulu fazin (suda ¢6ziinen polimerler
bazen yiiksek derisimlerde kullanilmasina ragmen) kiitle ylizdesinin 0,1’inden daha
azdir. Bu deger emiilsiyon polimerizasyonunda kullanilan yilizey aktif madde
derisimlerinden daha diisiiktiir ve siispansiyon polimerizasyonunda daha biiylik
boyutlu monomer damlaciklar: elde edilmesini agiklar. Emiilsiyon polimerizasyonun
aksine  slispansiyon  polimerizasyonunda iki fazli  sistemin  stirekliligi
calkalanmaksizin saglanamaz. Diger bir fark siispansiyon polimerizasyonunda
kullanilan dagiticilarin, emiilsiyon polimerizasyonundaki gibi kolloidal miselleri
nadiren olusturmasidir. Siispansiyon polimerizasyonda kullanilan baslaticilar

monomer damlaciklarinda ¢oziiniir. Boyle baslaticilar genellikle yagda-¢oziinen
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baslaticilar olarak adlandirilir. Siispansiyon polimerizasyonundaki her monomer
damlacig kii¢tiltiilmiis bir kiitle polimerizasyon sistemi olarak ele alinabilir. Her bir
damlacik  icindeki  polimerizasyon  kinetikleri  karsiik  gelen  kiitle

polimerizasyonunkinin aynisidir (Odian, 2004).

b) Emiilsiyon Polimerizasyonu

Emiilsiyonda ¢alismak, aslinda sudaki radikal polimerizasyonu ile smirhdir.
Siispansiyon polimerizasyonuna benzer olarak temel prensip suda eser miktarda
¢Oziinen bir monomerin su i¢inde dagilmasi ve bu durumda polimerlesmesidir.

Bununla birlikte, bu iki islem arasinda bazi farkliliklar vardir. Bunlar:

o Monomerin suda ¢ok az da olsa bir ¢oziiniirliigii gereklidir. Stearil
akrilat gibi fazla hidrofobik monomerler emiilsiyon kosullarinda

polimerlesmezler.

o Monomerin emiilsifikasyonu, miseller olusturabilen suda c¢oziiniir
emiilsiyonlastiricilarin varliginda olur. Polimerizasyonun baglangicinda

monomer misellerdeki gibi monomer damlaciklar: seklindedir.

o Birkag 6zel durumun disinda suda c¢oziiniir baglaticilar (potasyum

peroksodisiilfat; redoks sistemleri) kullanilir.

o Baslangi¢ basamagi tercihen sulu fazda gerceklestirilir.

o Polimerizasyon, monomer damlaciklarinda degil lateks taneciklerine

yavasca sismek sureti ile misellerde gerceklesir.

o Polimerizasyonun hizi (sabit baslatic1 derisiminde) misellerin sayisina
ve dolayistyla emiilsiyonlastiricinin derisimine baglhdir. Polimerizasyon

hiz1 ve derecesi es zamanli olarak arttirilabilir.
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o Olusan polimer taneciklerinin biiytikligi, slispansiyon

polimerizasyonununkinden ¢ok daha kiigiiktiir.

Emiilsiyon polimerizasyonu i¢in gerekli malzemeler aslinda 4 bileseni icerir. Bunlar:
su (demineralize), suda c¢ok az ¢Oziinen bir monomer, suda ¢oziinen radikal
olusturucu  bir baglatict ve bir emiilsiyonlastiricidir.  Bir  emiilsiyon
polimerizasyonunun  gidisi ve  olusan  polimer lateksin  Ozellikleri
emiilsiyonlastiriciddan giiclii bir sekilde etkilenir. Emiilsiyonlastirici molekiiller
hidrofilik ve hidrofobik kisimlardan olusur. Hidrofilik kisim {izerindeki elektrik
yiikiine gore anyonik, katyonik ve non-iyonik emiilsiyonlastiricilar olarak
siniflandirilir. Anyonik emiilsiyonlastiricilarin 6rnekleri alkil-baghh benzen veya
naftalen siilfonik asitlerin tuzlar1 yaninda yag asitleri, sodyum dodesil siilfatlarm K",
Na' ve NH, " tuzlaridir. Katyonik emiilsiyonlastiricilarm drnekleri, en azindan tek bir
hidrofobik siibstitiiente sahip olan kuaterner amonyum tuzlaridir. Tipik non-iyonik
emiilsiyonlastiricilar, etoksillenmis fenoller ve etilen oksit ve propilen oksitin blok
kopolimerleridir. Cok seyreltik sulu ¢ozeltilerde emiilsiyonlastiricilar, izole edilmis
molekiiller veya elektrolitler olarak davranir. Bununla birlikte emiilsifiyer
derisiminin artmasi ile ¢ozeltinin yiizey gerilimi, viskozite, elektriksel iletkenlik ve
ozmotik basig gibi bazi fiziksel 6zelliklerinde beklenmedik degisimler olabilir. Bu
beklenmedik degisimlerin gozlendigi derisim kritik misel derisimi (CMC) olarak
adlandirilir. Her emiilsifiyer icin bu deger karakteristiktir. Kritik misel derisiminin
altinda emiilsifiyer yalniz bir molekiil gibi ¢oziiniir, CMC’nin tizerinde emiilsifiyer
molekiiller, diizenli molekiil agregatlarini olusturmak iizere toplanir ve bu misellerde
hidrofobik birimler i¢ kisimlara yonelirken hidrofilik kisimlar sulu faza dogru

yonelir. Bu miseller yaklasik 3,5 nm ¢apidadir.

Monomerin ilavesi ile misellerin biiyiikligii 4,5-5,0 nm c¢apina kadar 6nemli oranda
artar. Bununla birlikte, monomer damlaciklarinin boyutlar1 misellerinkinden yine de
cok daha biiyiiktiir. Emiilsiyon polimerizasyonunda genellikle monomerin % 0,5-
5,01 kadar emiilsifiyer kullanilir. Sudaki yag emiilsiyonlarinda, su igerigi
monomerin miktarinm yarim katindan 4 katina kadar degisir. Bu miseller sivilarin
mL’sinde yaklasik 10'®1ik bir derisimde bulunurlar ve her misel yaklasik 100

monomer molekiiliinii icerir. Aksine monomer damlaciklarinin sayis1 yaklagik mL
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basmna 10'° kadardir. Bu sebeple monomer damlaciklarinim daha genis hacimlerine
ragmen miseller daha genis yiizey alami sunar. Sulu fazda olusan bir radikal,
monomer damlaciklarindan ziyade daha siklikla monomer dolu miseller ile
carpisacaktir. Boylece, polimerizasyon pratik olarak monomer damlaciklarinda degil
sadece misellerde gerceklesir. Misellerde tiiketilen monomerin yerine sulu faz
icinden gecerek monomer damlaciklarindan difiizlenenler gecer. Harkins ile Smith
ve Ewart’m teorilerine gore emiilsiyon polimerizasyonunun kinetik gidisati li¢c kisima
ayrilir: Baglangigta polimerizasyon ilerlerken misellerden bazilarmin boyutlart
hizlica artar ve hem monomer hem de polimeri iceren lateks olarak adlandirilan
taneciklere doniisiir. Bu tanecikler hala monomer damlaciklarindan ¢ok daha
kiigiiktiirler ve stvinin mL’si basina yaklasik 10'* tanecik olacak sekilde yaklagik 20-
40 pum baslangic caplarina sahiptirler. Tiiketilen monomer siirekli olarak sulu faz
icinden difiizyon yolu ile gelen monomer damlaciklarindan tamamlanir. Biiyiimekte
olan lateks partikiillerinin yiizeyine sulu fazdan giderek daha c¢ok emiilsifiyer
molekiilii adsorplanarak stabilizasyona yardim ederken hi¢ polimer icermeyen
miseller yavasca ortadan yok olur. Serbest emiilsifiyerin derisimi sonunda kritik
misel derisiminin altina diiser ve bu durumda yiizey gerilimi 6nemli oranda artar.
Bundan sonra, pratikte hi¢ yeni lateks tanecikleri olusmaz. Tanecik olusumu
periyodu olarak adlandirilan emiilsiyon polimerizasyonunun bu ilk fazi yaklasik %

10-20’lik doniistimden sonra tamamlanir.

Bu noktadan sonra, polimerizasyon sadece sayisi sabit kalan lateks taneciklerinde
gergeklesir. Monomer damlaciklar: lateks partikiillerine monomer tasiyici rezervuar
olma fonksiyonlarin1 devam ettirirler boylece lateks partikiilleri igindeki monomer
derisimi ve buna bagli olarak da polimerizasyon hizi sabit kalr. Ikinci periyot

sirasinda, reaksiyon monomer agisindan sifirinci derecedendir.

Polimerizasyonun monomer taneciklerinin tiimiini harcadigi yani doniisiimiin % 60-
80 diizeyinde oldugu durumda, artik kalan monomerlerin tiimii lateks taneciklerinde
bulunmaktadir. Bu durumda taneciklerdeki monomer derisimi polimerizasyon
ilerledik¢ce azalir yani reaksiyonunun son periyodu birinci derecedendir.
Polimerizasyonun sonunda emiilsiyon, orijinal misellerden daha biiytik fakat orijinal

monomer damlaciklarindan daha kii¢iik olan 50-150 um aralifinda biiyiikliiklere
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sahip polimer taneciklerinden olusur (Braun et al., 2005). Sekil 1.18’de emiilsiyon

polimerizasyonundaki mevcut tiirlerin sematik gosterimi goriilmektedir.

monomer damlacigi

R (d=1pm)
g
":;»:"J -5:? .
R %
&
su
monomerle sismis

bos sabun sabun miseli
miseli

sabun molekiilii

biiyiimekte olan

zincir iceren sabun

miseli
monomer ve polimeri
iceren lateks partikiilii
(d=0,01 pm)

Sekil 1.18 Emiilsiyon polimerizasyonundaki mevcut tiirlerin sematik gésterimi (S: stiren
monomeri, R-X: uzayan polimer zinciri) (Braun et al., 2005)

Emiilsiyon polimerizasyonu, c¢esitli aywrt edici avantajlara sahiptir. Emiilsiyon
(kolloidal) sisteminin fiziksel durumu islemin kontroliinii kolaylastirir. Termal ve
viskozite problemleri, kiitle polimerizasyonundan daha az 6nemlidir. Lateks olarak
adlandirilan emiilsiyon polimerizasyonunun iiriinii bir ¢ok durumda ileri bir ayirma
gerektirmeksizin dogrudan kullanilabilir. Boylesi uygulamalar boyalari, kaplamalari,
apreleri ve yer cilalarmi icerir. Emiilsiyon ve diger polimerizasyon islemleri
arasindaki fiziksel farkliliklardan bagska kinetik farkliliklar cok 6nemlidir. Emiilsiyon
polimerizasyonu, polimerizasyon hizint azaltmaksizin polimerin molekiil kiitlesini
arttirma kabiliyetine sahip olan essiz bir igslemdir. Farkli reaksiyon mekanizmasi
nedeni ile emiilsiyon polimerizasyonu, hem yiiksek molekiil kiitlesi hem de yiiksek
reaksiyon hizlarina es zamanlh olarak ulasma kabiliyeti avantajina sahiptir (Odian,

2004).
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1.10.4. Destek Maddesi Olarak Poli(2-hidroksietil metakrilat):
p(HEMA)

Biyotip ve biyoteknolojide metakrilat hidrojellerinin kullanimi, son on yilda ¢ok
onemli ilerlemeler gostermistir. 1960’larda gelisen Oncii ¢galismalardan (Wichterle ve
Lim, 1960) sonra metakrilat hidrojelleri ilag dagitim sistemleri, kontak lensler, gida
teknolojisi, kalite kontrol sistemleri ve biyosensorler i¢cin sentetik membranlarda
uygulanmaktadir. Metakrilat hidrojeller genellikle iki farkli monomerden olusur.

Olusan kopolimerin 6zellikleri monomerlerin yapisina ve derisimine baglidir.

2-hidroksietil metakrilat (HEMA), biyolojik molekiillerin ve enzimlerin
immobilizasyonuna izin veren ve diisik sicakliklarda (-20’den +10°C’ye)
polimerlesen suda ¢Oziiniir bir monomerdir. Polimer iskeletindeki hidroksietil
gruplarmin varligi materyale yiiksek hidrofilisite ve iyi biyouyumluluk kazandirir.
[laveten bu gruplar yeni monomerler hazirlamakta kullanilabilir. pHEMA
polimerinin sertligi hidrojelin hazirlanmasi sirasinda suyun miktar1 degistirilerek
kolayca modifiye edilebilmekte ve enzim immobilizasyonunda matriks olarak
basaril1 bir sekilde kullanilabilmektedir. Yukarida bahsedilen 6zellikleri pHEMA’y1
enzim elektrotlarinda ¢ok sik olarak kullanilan metakrilat immobilizasyon destegi
yapmaktadir. Ayrica HEMA’nin diger monomerlerle kopolimerizasyonu sisme
derecesi, mekanik dayanikliligi, optik 6zellikleri ve oksijen gecirgenligi gibi fiziksel

ve kimyasal 6zellikleri degisen hidrojeller verir (Perez et al., 2006).
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2. KAYNAK OZETLERI

Lizozim (E.C. 3.2.1.17) ticari olarak degerli bir enzimdir ve yaygm olarak farklh
uygulamalarda (siit iirlinlerinde gida katki maddesi, bakteriyel hiicre i¢i iiriinlerin
ekstraksiyonunda bir hiicre parcalama ajani, oftalmolojik preperatlarin bileseni ve
iilserler ve enfeksiyonlarin tedavisinde bir ilag olarak) kullanilmaktadir. Bu
uygulamalara ilaveten biiyiik miktarlarda saf lizozim, arastirma laboratuarlarindaki
biyokimyasal ve biyofizyolojik ¢alismalarda model protein olarak kullanilmaktadir.
Lizozimin bir antikanser ilaci olarak potansiyel kullanimi hayvan ve in vitro hiicre
kiiltiirii deneyleriyle gosterilmistir (Das et al., 1992; Sava et al., 1989; Warren et al.,
1981). Ayrica insan kanseri kemoterapisinde lizozimin kullanimi da rapor edilmistir
(Cartei et al., 1991; Cartei et al., 1992; Vacca et al., 1985). Ilaveten lizozimin in
vitro insan-insan hibridoma HB4CS5 hiicrelerinde immunoglobulin M (IgM)’in
dretimini 13 kat artirdig1 rapor edilmistir (Murakami et al., 1997). Bu sonug,
lizozimin hibridoma teknolojisi ile antikor iiretimini artirmada bir ajan olarak
kullanim bulabilecegini gostermektedir. Lizozimin papaya siitii, at, esek ve deve
siitli, bocek larvast ve diger hayvansal ve bitkisel kaynaklarda varligi bilinmektedir
ve farkli kaynaklardan lizozim saflastirilmasi ile ilgili literatiirde yapilmis ¢ok sayida

calisma bulunmaktadir (Ghosh ve Cui, 2000).

Pahud ve Widmer (1982), dana iskembesinden lizozim enziminin saflastirilmasini
DEAE-Sephacel anyon degisim ve Sephadex G-100 jel ge¢irgenlik kromatografisini
kullanarak gerceklestirmisler ve enzimin 6nemli oranda kitinaz aktivitesine sahip
oldugunu bulmuslardir. Moss et al. (1997) tarafindan farkli sigir kikirdag:
dokularindan yeni lizozim enzimi izoformlar1 katyon degisim, jel filtrasyon ve ters-
faz FPLC’yi i¢eren 3 adimli bir islemle saflastirilmistir. Yumusak kene
(Ornithodoros moubata) bagirsagindan lizozim enziminin saflastirilmas: magnetik
kitin {iizerine afinite adsorpsiyonu ve ardindan MonoS FPLC kullanilarak
gerceklestirilmistir (Kopacek et al., 1999). Yeni bir kaz tipi lizozimi tepeli deve kusu
(Casuarius casuarius) yumurtasindan pH uygulama adimlar1 ve katyon degisim
kromatografisi ile saflastirilmistir (Thammasirirak ez al., 2001). Manda siitii lizozimi

Priyadarshini ve Kansal (2002) tarafindan CM-seliiloz iyon degisimi ve Sephadex G-
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50 biyiiklik diglama kromatografisi ile saflastirilmis ve N-terminal amino asit
sekansi, biyokimyasal Ozellikleri ve antibakteriyel aktivitesi arastirilmistir. Tiitiin
kurdu (Spodoptera litura) hemolenflerinden lizozim enzimi 1s1 muamelesi, katyon
degisimi ve ters faz kromatografisi ile saflastirilmistir (Kim ve Yoe, 2003). Istiridye
(Crassostrea  virginica) plazmasmdan 1iyon degisim ve jel filtrasyon
kromatografilerinin kombinasyonu kullanilarak lizozim enziminin saflastirilmasi ve
karakterizasyonu gergeklestirilmistir (Xue et al., 2004). Siirlingen lizozimleri pH
muamelesi, katyon de8isim ve jel filtrasyon kromatografileri kullanilarak
saflastirilmis ve karsilastirilarak karakterizasyonlar1 yapilmistir (Thammasirirak et
al. 2006). Bufo andrewsi tiirii kara kaplumbagasi deri salgisindan 3 adiml
kromatografik islemlerle lizozim saflastirilmistir (Zhao et al., 2006). Mor
Washington midyesi, Saxidomus purpurata’dan lizozim saflastirilmasi Chitopearl
Basic BL-01 afinite ve TSKjel ODS-120T kolon kromatografileri kullanilarak
gerceklestirilmistir  (Miyauchi et al, 2006). Deniz tiirlerinden lizozimin
saflastirilmas: amonyum siilfat ¢oktiiriilmesi, diyaliz, Sephadex G-100 jel filtrasyon
kromatografisi ve CM-Sephadex-50 iyon degisim kromatografisini izleyen

ultrafiltrasyonla gerceklestirilmistir (Zhang et al., 2008).

Lizozim enzimi dogal olarak tavuk yumurtasi akinda (Chicken Egg White: CEW)
bulunmaktadir. Tavuk yumurtast akinda bulunan proteinler ve bazi Ozellikleri

asagidaki ¢izelgede (Cizelge 2.1) goriilmektedir (Ghosh, 2003).

Cizelge 2.1 CEW’de bulunan temel proteinler (Ghosh, 2003).

Molekiil izoelektrik  nokta Toplam proteindeki
Proteinler kiitlesi (pD) yiizdesi (%)
Ovalbumin 45 000 4.5 54
Konalbumin 80 000 6,1 12
Ovomukoid 28 000 4,1 11
Ovomusin 55-83x10° 45-50 3,5
Lizozim 14 300 11,0 3.4
G2 globulin ~ 3,0-4,5x10* 55 4,0
G3 globulin 12 700 4,8 4,0
Ovoinhibitor 49 000 5,1 1,5

Tavuk yumurtasindan lizozim enziminin saflastirilmas: ile ilgili literatiirde

yayinlanan ¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Ruckenstein ve Zeng (1997),
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makrogozenekli kitin afinite membranlarin1 kullanarak tavuk yumurtas: akindan
lizozim enzimini saflastrmistir. Ghosh ve Cui (2000), 25 kDa ve 50 kDa’luk
MWCO polisiilfon membranlarmi kullanarak ultrafiltrasyon ile tavuk yumurtasi
akindan lizozim enziminin saflastirilmasini incelemislerdir. Ghosh et al. (2000), 30
kDa’luk MWCO polisiilfon membranlarin1 kullanarak hollow fiber ultrafiltrasyonu
ile lizozim enzimini ayirmay1 basarmistir. Senel et al. (2001), destek matriksi olarak
poliamid kullanarak boya ve metal selat afinite hollow fiberlerini hazirlamis ve
yumurta aki lizoziminin adsorpsiyonunda kullanmislardir. Ticari olarak temin
edilebilir polivinilidin floriir (PVDF) membraninin katyon degisim mekanizmasiyla
lizozimi segici olarak baglayabildigi gdsterilmis ve bu membranlar CEW’den lizozim
enziminin saflastirilmasinda kullanilmistir (Ghosh, 2003). Cesitli caplardaki silika
nanopartikiiller izerine CEW lizoziminin adsorpsiyonu c¢alisiimistir (Vertegel ef al.,
2004). Yapilan bu caliymada, adsorplanan lizozim molekiillerinin fonksiyonu ve
yapis1 iizerinde nanopartikiillerin biiylikliigiiniin etkisi incelenmistir. Rojas et al.
(2006) tarafindan hidrofobik bir regine Streamline Phenyl adsorban olarak
kullanilarak yumurta aki proteinleri ve lizozim enziminin adsorpsiyonu
gerceklestirilmis ve farkli tuz tipleri ve derisimlerinin adsorpsiyona olan etkileri
incelenmiglerdir. Gong et al. (2006), 5 um ¢apli non-poréz poli(glisidilmetakrilat-ko-
etilendimetakrilat) kiireleri tek adimli bir sisme polimerizasyon metodu ile
hazirlayarak bu kiirelerin kimyasal modifikasyonu ile zayif katyon degistirici (WCX)
sabit fazini sentezlemistir. Hazirlanan WCX recineleri yumurta akindan lizozim
saflagtirilmasinda kullanilmistir. Islam et al., (2006), pH’a bagimli olarak Sephadex
G-75 matriksini, CEW’den lizozim saflastirmasinda kullanmiglar ve % 80’in
iizerindeki verimle lizozim enzimini 70 kat saflagtirmislardir. Chiu et al. (2007), cam
fiber bazli katyon degisim membranlarmi kullanarak yumurta akindan lizozimin
izolasyonunu gerceklestirmislerdir. Afinite ¢Oktiirmesi icin termo duyarh
poliakrilamid tiirevleri sentezlenmis ve yumurta akindan lizozim saflastirilmasinda
kullanilmistir. Saflagtirma katsayis1 28 ve lizozim verimi % 80 (veya daha fazlasi)
olarak bulunmustur (Shen ve Cao, 2007). Lizozim adsorpsiyonu icin yeni bir
adsorban, kollajen fiber matriks iizerine Fe (III) immobilizasyonu ile Lu et al. (2007)
tarafindan hazirlanmistir. Bu immobilize metal afinite destegi yumurta akindan

lizozim saflastirilmasinda kullanilmis ve % 100 saflikta ve % 70,5 oraninda geri
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kazanim ile lizozim elde edilmistir. Baker ez al. (2007) kum kullanarak % 77 verimle
yumurta akindan lizozim enzimini 21 kat saflastrmislardir. Wen et al. (2007)
tarafindan 1518a duyarli katyon degisim kopolimeri sentezlenerek yumurta akindan %
81,3 verimle lizozim enzimi saflastirilmistir. Metakrilat agilanmis ve boya ligandi
immobilize edilmis PET fiberler, lizozim adsorpsiyonu i¢in kullanilmistir. Eliie
edilen lizozimin safligit HPLC ile % 84 olarak bulunmustur (Karakisla et al., 2008).
Poli(metakrilik asit) asilanmis capraz bagl kitosan [kitosan-g-poli(MAA)] kiireler
lizozim adsorpsiyonunda iyon degistirici destek olarak kullanilmistir. Bu destek
maddesi kullanilarak batch sistemi ile yumurta akindan lizozim % 94 oraninda

saflagtirilmistir (Bayramoglu ef al., 2007).

Yumurta aki lizoziminin magnetik desteklere adsorpsiyonu ile ilgili literatiirde
yapilmis bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Safarik (1991), lizozim izolasyonu igin
magnetik biyospesifik afinite adsorbanlarini kitin, agar ve agarozun yapisina
magnetit partikiillerini inkorpore ederek hazirlamistir. Tek bir adimda yumurta aki
lizozimini % 90 saflikta izole etmistir. Safarik ve Safarikova (1993) magnetik kitini,
asetik anhidrit ile asetilasyondan sonra magnetik kitosandan hazirlamislar ve
magnetik kitinin kapasitesini 1 mL sorbent basma 2,5 mg lizozim olarak
bulmuslardir. Magnetik nanoboyutlu bir adsorban, c¢ekirdek olarak Fe;O4
nanopartikiilleri ve iyon degistirici grup olarak poliakrilik asit kullanilarak
sentezlenmistir (Liao ve Chen, 2002). Bu magnetik adsorban yumurta lizoziminin
adsorpsiyonunda kullanilmistir. Liao ve Chen (2002) baska bir ¢alismasinda yeni bir
magnetik nanoadsorbani karbodiimid aktivasyonu ile Fe;O4 siiperparamagnetik
partikiiller iizerine poliakrilik asidi kovalent baglayarak hazirlamiglardir. Bu
adsorban iizerine maksimum lizozim adsorpsiyonu 0,224 mg/mg olarak bulunmustur.
Magnetik poliHEMA) kiirelerine inkorpore edilmis Cibacron Blue F3GA iizerine
lizozim adsorpsiyonu gergeklestirilmis ve maksimum lizozim adsorpsiyonu 295
mg/g olarak bulunmustur (Odabasi ve Denizli, 2004). Nano boyuttaki magnetik
partikiiller {izerine lizozim adsorpsiyonu ve desorpsiyonunu Peng et al. (2004)
gerceklestirmislerdir. Adsorpsiyon ve desorpsiyon islemleri sirasinda lizozimin
konformasyonel degisimini circular dichroism (CD), floresans ve diferansiyel

taramal1 kalorimetre (DSC) ile incelemislerdir. Safarik ef al. (2005), odun talasini su
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bazli magnetik sivi ile temastan sonra magnetik olarak modifiye etmis ve yumurta
aki lizoziminin saflastirilmasinda kullanarak tek adimda % 96 saflikta lizozim elde
etmislerdir. Hidrofobik afinite ligandi L-triptofan immobilize edilmis magnetik
poli(glisidil metakrilat) kiireleri 1,6 pm ¢apinda tek boyutlu formda sentezlenerek
tavuk yumurtasi akindan lizozimin afinite saflagtirilmasinda kullanilmistir (Altintas
et al., 2007). Maksimum lizozim adsorpsiyonu 259,6 mg/g olarak bulunmus ve
yumurta akindan lizozim enzimi 71 kat saflastirilmistir. Basar et al. (2007), Cibacron
Blue F3GA tasiyan magnetik poliHEMA) kiireleri nano boyutta ve toz haldeki
Fe;04’lin varliginda, HEMA’nin siispansiyon polimerizasyonu ile hazirlamislardir.
Bu magnetik polimer yumurta akindan lizozim saflastirilmasmda kullanilmustir. Iki
magnetik makro godzenekli seliiloz katyon degistirici (Iontosorb MG CM 100 ve
Iontosorb MG SHP 100) yumurta beyazini seyreltmeden lizozim saflastirilmasinda

kullanilmistir (Safarik et al., 2007).

Destek materyali olarak HEMA monomerinin kullanildigi lizozim adsorpsiyonu
calismalar1 da literatiirde mevcuttur. Arica ve Bayramoglu (2005), HEMA-kitosan
membranlar1 hazirlayarak Reactive Blue 4 ve Reactive Red 120’yi bu membranlara
immobilize etmis ve lizozim adsorpsiyonunda kullanmistir. Baska bir ¢alismada,
poli(HEMA-kitosan) kompozit membranina Reactive Green 19 immobilize edilerek
lizozim saflastirilmasinda kullanilmistir (Y1lmaz et al., 2005). Ortalama biiytkligi
150-200 pm olan poliHEMA-MAPA) kiireleri sentezlenerek yumurta akindan
lizozim adsorpsiyonunda kullanilmistir (Oncel et al., 2005). Desorplanan lizozimin
safligmi % 74 verimle % 82 olarak bulmuslardir. Odabas1 et al. (2007), lizozim
saflastirilmas: i¢in lizozim baskilanmis polimerleri, p(HEMA-MAH)[Lys-MIP]
hazirlamislardir. Derazshamshir et al. (2008), yumurta aki lizoziminin afinite
saflagtirilmasi i¢in Zn*"-selatlanmis poliHEMA-MAH) kriyojelleri sentezlemis ve

maksimum lizozim adsorpsiyonunu 209 mg/g olarak bulmustur.

Lizozim enziminin saflastirilmas: kadar immobilizasyonu da olduk¢a Onemlidir.
Lizozim enziminin immobilizasyonu ile 1ilgili literatiirde ¢ok sayida c¢alisma

bulunmaktadir. Bunlardan bazilar1 soyledir:
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Appendini ve Hotchkiss (1997), yumurta aki lizozimini gida ile temas1 uygun olan
polimerlerden polivinil alkol kiireler, naylon 6,6 peletleri ve seliiloz triasetat filmleri
iizerine immobilize ederek aktivite verimlerini karsilastirmustir. Hidroksipropil
metilseliiloz asetat siiksinat polimerik destegine yumurta aki lizozimi kovalent olarak
immobilize edilerek optimum immobilizasyon kosullar1 ve serbest ve immobilize
lizozim aktivitelerine pH ve sicakligin etkisi incelenmistir (Chen et al., 2003). Baska
bir caligmada keratin siinger lizerine lizozim enzimi immobilize edilerek kararliligi
incelenmistir (Kurimoto et al, 2003). Cesitli ¢aplardaki silikon nanopartikiiller
iizerine yumurta aki lizozimi Vertegel et al. (2004) tarafindan immobilize edilerek
enzimin yapist ve aktivitesi incelenmistir. Lei et al. (2004), morfolojileri kontrol
edilebilen mezopor6z  silikalarda  lizozimin  immobilizasyon  davranisini
arastrmiglardir. Ding et al. (2005) silika nanotiipler iizerine lizozim enzimini
immobilize ederek immobilize lizozim molekiillerindeki yapisal degisiklikleri ve
enzimatik aktiviteleri incelemislerdir. Deng ef al. (2006) tarafindan lizozim igeren
kitosan nanopartikiiller hazirlanarak karakterizasyonlar1i yapilmistir. Conte et al.
(2007), polivinil alkol {izerine lizozimi immobilize ederek lizozimin antimikrobiyal
aktivitesini ve secilmis mikroorganizmalara karsi etkinligini arastirmistir. Lizozim
NaY zeolit iizerine immobilize edilerek Micrococcus lysodeicticus hiicrelerinin
parcalanmasi i¢in kullanilmistir (Chang ve Chu, 2007). Bagka bir ¢alismada silika
materyallerinin li¢ farkli morfolojisi: hollow silika nanotiipler, hollow silika
nanokiireler ve kati silika partikiiller lizozim immobilizasyonu i¢in kullanilarak

lizozim baglama kapasiteleri karsilastirilmistir (Xiao ef al., 2008).

Bu tezde yumurta aki lizozim enziminin immobilizasyonu i¢in yeni bir adsorban
olarak nano boyutta ve magnetik Ozellik tasiyan magnetik-nano-poli(2-
hidroksietilmetakrilat-ko-metakriloilamidofenilalanin) [mag-nano-p(HEMA-
MAPA)] polimerinin sentezlenmesi amag¢lanmistir. MAPA komonomeri, metakriloil
kloriir ile fenilalaninin uygun kosullarda tepkimeye girmesi ile elde edilir ve ligand
olarak yapisma girdigi mag-nano-p(HEMA) polimerine hidrofobik bir amino asit
olan fenilalanin nedeniyle fonksiyonellik kazandirir. Bu yaklasimin en 6nemli
avantaji pseudo-biyospesifik MAPA’nin komonomer olarak yapiya girmesinden

dolayr matriks aktivasyonu ve ligand immobilizasyonu gibi basamaklara ihtiyag
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duyulmayacak olmasidir. Protein saflastirilmasinda kullanilan  matrikslerin
aktivasyonunda ve ligandlarin hazirlanmasinda karsilagilan teknik giigliiklerin
(aktivasyon ajaninin toksisitesi ve istenmeyen tepkimeler) ve zaman kaybmin bu
yeni yaklasimda olmamasi yeni hazirlanmis olan adsorbanin klasik tasiyicilara karsi
onemli bir {istiinlik elde etmesini saglayacaktir. Hazirlanacak nano boyuttaki
pseudo-biyospesifik afinite adsorbaninin bir diger O6nemli avantaji ise klasik
biyoafinite ligand1 i¢eren adsorbanlara gdre daha ucuz ve kararli bir yapiya sahip
olacak olmasidir. Hidrofobik bir yap1 olan metakriloilamidofenilalaninin polimer
yapismna girmesi nano boyutlarda sentezlenmesi planlanan polimerin hidrofobik
ozellik gostermesini ve lizozim immobilizasyonunda hidrofobik etkilesimlerin baskin
olmasin1 saglayacaktir. Ayrica sentezlenecek mag-nano-p(HEMA-MAPA) nin
magnetik 6zellikte olmasi, saflagtrma ve ayirma islemlerinde magnetik polimerlerin
sahip oldugu avantajlar1 sunacaktir. Sentezlenmesi planlanan mag-nano-p(HEMA-
MAPA) polimerinin gbézeneksiz olmasi, gozenekli materyallerle karsilagilan
difiizyonel sinirlamalarim minimum diizeyde olmasmi saglayacaktir. ilaveten nano
boyutlarda sentezlenmesi tasarlanan mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimeri, birim
kiitlesi basina sagladigi genis yiizey alani nedeniyle 6nemli miktarda lizozim

baglanmasina imkan verecektir.

Ozet olarak, bu tez c¢alismasinda ilk olarak yumurta aki lizozim enziminin
adsorpsiyon yoluyla immobilizasyonu i¢in magnetik, nano boyutlarda ve hidrofobik
ozellikte bir destek materyali hazirlanmasi amaglanmustir. ikinci olarak hazirlanacak
destek materyalinin lizozim enziminin immobilizasyonu ve yumurta akindan lizozim
enziminin saflastirilmasinda kullanilabilirligi arastirilacaktir. Nano boyutlarda bir
destek maddesinin sentezlenmesinin amaclandigi bu calisma, materyal boyutlarmin
kiigiiltiilmesi ilkesine dayanan nanoteknolojik uygulamalara bir 6rnek olusturacaktir.
Ilaveten, magnetik nanopartikiillerin enzimlerin immobilizasyonunda ve/veya
saflagtirilmasinda kullanilmasmin arastirildigi bu c¢alisma literatiire 6nemli katkilar

saglayacak ve farkli uygulama alanlarina temel olusturacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

Deneylerde, Velp (Multistirrer 15) coklu magnetik karistirici, Hettich (Universal
32R) santriflij, Hanna (pH 211) pH metre, Hereaus (Function Line) etiiv, Shimadzu
(UV-1601) spektrofotometre, IKA (MS2) vorteks, Memmert (WB14) calkalamali su
banyosu, VWR (1180S) sirkiilatorlii su banyosu, Bandelin Sonorex (RK255H)
ultrasonik banyo, Shimadzu (AX 200) 0,1 mg duyarlikta terazi, Bio-Rad (Mini-
Protean 3) elektroforez, UVP gii¢c kaynagi ve Brand (Transferpette) otomatik pipetler
kullanild.

Poli(vinil alkol), 2-hidroksietil metakrilat, magnetit (Fe;O4, nanotoz), potasyum
persiilfat, fenilalanin, NaNO,, K,CO;, metakriloil kloriir, etil asetat, eter,
siklohekzan, lizozim (chicken egg white), N-N'metilenbisakrilamid, elektroforez i¢in
standart protein karisimi [miyozin (tavsan kani, 205 kDa), B-galaktozidaz (E. coli
116 kDa), fosforilaz B (tavsan kani, 97 kDa), albumin (s181r serum, 66 kDa), albumin
(yumurta aki, 45 kDa), karbonik anhidraz (sigir eritrosit, 29 kDa)] ve Micrococcus
lysodeikticus (ATCC No 4698) Sigma (Steinheim, Almanya)’dan; 3-merkaptoetanol,
brom fenol blue, glisin, TEMED, Commasie Brillant Blue G-250, Bradford boya
cozeltisi, akrilamid, amonyum persiilfat, sodyum dodesil siilfat (SDS), gliserol, Tris-
Baz, NaNs;, K,HPO,, NaHCO;, NaCl ve KBr Merck (Dramstadt, Almanya)’dan;
asetik asit, etanol ve sodyum asetat Riedel-de Haén (Seelze, Almanya)’dan; KH,PO4
ve (NH4);SO4 Carlo Erba (Rodano, Italya)’dan; etilen glikol Panreac (Barselona,
Ispanya)’dan; etilen glikol dimetakrilat Aldrich (Milwaukee, WI, ABD)’den temin
edildi.

Sentezlenen polimerin karakterizasyonunu gergeklestirmek icin ADU Bilim
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nde bulunan FTIR spektrofotometresi
(Varian FTS 7000, USA), Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Fizik Boliimiinde
bulunan EL 9 Varian (Palo Alto, CA) Elektron Spin Rezonans Spektrometresi,
Anadolu Universitesi BIBAM’de bulunan Transmisyon Elektron Mikroskopu (TEM,
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FEI Company Tecnai'™, G2 Spirit, Biotwin, 20-120 kV) ve MALDI-TOF kiitle
spektrometresi (Applied Biosystems Voyager STR), Hacettepe Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Kimya Miihendisligi Boliimiinde bulunan Nano Zetasizer
(NanoS, Malvern Instruments, Londra, Ingiltere), TUBITAK ATAL’da bulunan
elementel analiz cihaz1 (Leco, CHNS-932, ABD), Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii-
Malzeme Arastirma Merkezi’'nde bulunan taramali elektron mikroskobu (SEM,
Phillips XL-30S FEG) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM, Digital Instruments-
MMSPM Nanoscope 1V), Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii
Biyokimya Anabilim Dalinda bulunan Bio-LC cihazi (DIONEX sistemi: PDA-100
Photodiode array dedektorii, LC 25 kromatografi firini, GS 50 gradient pompasi)
kullanild.

3.2. YONTEM

3.2.1. Nano-p(HEMA) Polimerinin Sentezlenmesi

Nano-p(HEMA) polimeri, emiilsiyon polimerizasyonu teknigi kullanilarak
sentezlendi. Nano-p(HEMA) polimerinin hazirlanmasi i¢cin 100 mL hacimli
laboratuar tipi bir cam reaktor kullanildi. Polimerin hazirlanmasi i¢in stabilizator
olarak 0,5 gram polivinil alkol (PVA, d:1,269 g/mL) alinarak 45 mL saf suda 60
°C’de ultrasonik banyo yardimiyla ¢oziildii. Reaktore, hazirlanan PV A ¢ozeltisinden
25 mL almarak tlzerine 0,6 mL 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA, d:1,074 g/mL)
monomeri ve 0,3 mL etilenglikoldimetakrilat (EGDMA, d:1,051 g/mL) ¢apraz
baglayicisi ilave edildi ve 30 saniye mekanik olarak ¢alkalandi. Potasyum persiilfatin
(KPS) 0,0198 gramu tartilarak 45 mL saf suda magnetik karistirict yardimiyla
karstirilarak (100 rpm) c¢oziildi ve reaktore ilave edildi. Reaktor 70 °C’deki
calkalamali su banyosunda 200 rpm’lik bir hizda c¢alkaland1 ve 7 saat sonunda
polimerizasyonun gerceklestigi renk takibi ile gozlendi. Reaktdr sogutulduktan sonra
nanoyapilar 18 000 g’de 1 saat siireyle santrifiijlenerek c¢oktiiriildii. Coken
nanoyapilar etanol (% 99,8) ile daha sonra etanol/su (1:1) karigimi ve su ile
yikanarak polimerizasyona katilmayan maddelerden arindirildi. Yikama isleminin

ardindan nanoyapilara polimerizasyon hacmi kadar (yaklasik 71 mL) saf su ilave
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edilerek  emiilsiyon  olusturmalar1  saglandi.  Uretilen  nano-polimerler,
kullanilmadiklar1 zaman mikrobiyal biiyiimenin olmamast i¢in % 0,02’lik NaNj3
cozeltisi igerisinde buzdolabinda saklandi. Polimerizasyon isleminin gsematik

gosterimi Sekil 3.1°deki gibidir.

0.6 mL HEMA 0,3 mL EGDMA
25 mL PVA

et

1. basamak é 3. basamak @

45 mL KPS

2. basamak { ]
4. basamak . -
71 mL saf su

o ( :

4

Sekil 3.1 Nano-p(HEMA) polimerinin sentezinin sematik gdsterimi

3.2.2. Metakriloilamidofenilalanin (MAPA) Monomerinin Sentezi

Fenilalanin (5 g) ve NaNO; (0,2 g), 30 mL K,COs (% 5, w/v)’m sulu ¢ozeltisinde
¢oziildii ve ¢ozelti 0 °C’ye buz banyosunda sogutuldu. Daha sonra ¢ozeltiye azot gazi

altinda yavas yavas 4 mL metakriloil kloriir (d: 1,07 g/mL) eklenerek oda
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sicakliginda 2 saat boyunca magnetik karistiricida 100 rpm hizda karistirildi. Bu
kimyasal tepkime periyodu sonunda, ¢ozeltinin pH’1 7,0’a ayarlandi ve etil asetat ile
ekstrakte edildi. Sulu faz, doner buharlastiricida uzaklastirildi ve kalan kisim

(MAPA), eter ve siklohekzandan kristallendirildi.

3.2.3. Mag-Nano-p(HEMA-MAPA) Polimerinin Sentezlenmesi

Magnetik-nano-poli(2-hidroksietilmetakrilat-ko-metakriloilamidofenilalanin) [mag-
nano-p(HEMA-MAPA)] polimeri, emiilsiyon polimerizasyonu teknigi kullanilarak
sentezlendi. Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin hazirlanmas: i¢in 0,5 gram
polivinil alkol (PVA) alinarak 45 mL saf suda 60 °C’de ultrasonik banyo yardimiyla
¢oOziildii ve laboratuar tipi bir reaktére hazirlanan PVA c¢ozeltisinden 25 mL alindi.
Uzerine 0,6 mL 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA) monomeri ve 0,3 mL
etilenglikoldimetakrilat ~ (EGDMA) capraz  baglayicis1  ve 80 pL
metakriloilamidofenilalanin (MAPA) komonomeri karigimi ilave edildi ve 30 saniye
calkalandi. Daha sonra bu reaktdre polimerin magnetik 6zellik kazanmasi i¢in 0,5 g
magnetit (Fe;O4) ilave edilerek yine 30 saniye calkalandi. Potasyum persiilfatin
0,0198 gramu tartilarak 45 mL saf suda magnetik karistiricida (100 rpm) karistirilarak
¢oOziildii ve reaktore ilave edildi. Reaktor 70 °C’deki calkalamali su banyosunda 200
rpm’lik bir hizda karistirild1 ve 7 saat sonunda polimerizasyonun gerceklestigi renk
takibi ile gozlendi. Reaktor sogutulduktan sonra magnetik nanoyapilar 18 000 g’de 1
saat siireyle santrifiijlenerek ¢oktiiriildii. Coken magnetik nanoyapilar 6nce etanol (%
99,8) ile daha sonra etanol/su (1:1) karisimi1 ve su ile yikanarak polimerizasyona
katilmayan maddelerden arindirildi. Yikama isleminin ardindan magnetik
nanoyapilara polimerizasyon hacmi kadar (yaklasik 71 mL) saf su ilave edilerek
emiilsiyon olusturmalar1 saglandi1 Polimerizasyon isleminin sematik gosterimi Sekil
3.2°deki gibidir. Sentezlenen magnetik nano-polimerler, kullanilmadiklar1 zaman
mikrobiyal biiylimenin olmamast i¢in % 0,02°lik NaNs; c¢ozeltisi igerisinde
buzdolabinda saklandi. Elde edilen polimerin fiziksel goriiniimii fotografi ¢ekilerek

goriintiilendi.
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0.6 mL HEMA 0.3 mL EGDMA

25 mL PVA \ //go_ﬂ MAPA

1 basamak é S @

0,5 g Fe,O,
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2. basamak 5. basamak

di=T=

45 mL KPS
71 mL saf su

3. basamak \—J 6. basamak

Sekil 3.2 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin sentezinin sematik gosterimi

3.3. MAG-NANO-p(HEMA-MAPA) POLIMERININ
KARAKTERIZASYONU

3.3.1. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrofotometre)

Ol¢iimleri

Nano-p(HEMA) ve mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerlerinin FTIR spektrumlari,
FTIR spektrofotometresi (Varian FTS 7000, USA) kullanilarak elde edildi. Bunun
icin kurutulmus nanopartikiiller (0,1 g), yaklasik 0,1 g KBr ile karistirild1 ve pelet

haline getirilerek spektrumlar1 alindi.
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3.3.2. ESR (Elektron Spin Rezonans) Ol¢iimleri

Sentezlenen polimerik yapiya magnetik partikiillerin inkorpore oldugu toz haline
getirilen nanopartikiillerin elektron spin rezonans spektrumu ile belirlendi. Bunun

icin EL 9 Varian (Palo Alto, CA) Elektron Spin Rezonans Spektrometresi kullanildi.
3.3.3. SEM (Taramal Elektron Mikroskobu) Olciimleri

SEM o6lglimlerinin yapilabilmesi i¢in polimerik nano yapilar ¢oktiiriilerek kurutuldu.
Havanda ogiitiilerek toz haline getirildi. Toz halindeki polimerin SEM 6l¢iimleri

taramali elektron mikroskobu (Phillips XL-30S FEG) kullanilarak gerceklestirildi.

3.3.4. AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu) Ol¢iimleri

Sentezlenen nanopartikiillerin morfolojisi hakkinda bilgi edinmek icin AFM
Olciimleri, Digital Instruments-MMSPM Nanoscope IV atomik kuvvet mikroskobu
kullanilarak gercgeklestirildi. Bunun i¢in nanopartikiiller ¢oktiiriilerek lem x Icm
boyutlarinda cam yiizey iizerine dagitildi ve kurutuldu. AFM 6l¢timleri tapping modu
kullanilarak gerceklestirildi.

3.3.5. TEM (Transmisyon Elektron Mikroskobu) Ol¢iimleri

Mag-nano-p(HEMA-MAPA)  polimerinin  fotografi, transmisyon elektron
mikroskobu (TEM, FEI Company Tecnai'™, G2 Spirit, Biotwin, 20-120 kV) ile
cekildi. Bunun i¢in emiilsiyon halindeki polimerler, formvar kaplh bir bakir 1zgara

iizerine damlatilarak kurutuldu ve TEM ol¢iimleri yapildi.
3.3.6. Yiizey Alaninin Hesaplanmasi
Sentezlenen olan mag-p(HEMA-MAPA) nanokiirelerinin ylizey alaninin bulunmasi

icin 1 mL siispansiyondaki partikiil sayisin1 (Bangs, 1984) ve kiirenin ylizey alanini

veren Esitlik 3.1 ve 3.2 kullanild1.
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N =6x10"x S /n x ps x d° Esitlik 3.1
Kiirenin yiizey alan1i =4 x 7 x r Esitlik 3.2

Burada N, 1 mL silispansiyondaki nanopartikiil sayisini; S, % kat1; d, partikiiliin
capmi (um); ps, polimer yogunlugunu (g/mL), r partikiillerin yarigapmi (nm)
gostermektedir. Ayrica nanopartikiillere ait ¢izilen kiitle-hacim standart grafiginden

yararlanilarak mL siispansiyondaki mg nanopartikiil kiitlesi teorik olarak hesaplandi.
3.3.7. Yiizey Yiikii Analizi (Zeta Potansiyel Ol¢iimii)

Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin zeta potansiyeli, Nano Zetasizer (NanoS,
Malvern Instruments, Londra, Ingiltere) ile analiz edildi. Bu amagla zeta potansiyel
Olciim cihazmin 6rnek haznesine 1 mL polimer ¢6zeltisi enjekte edilerek yilizey yiikii

Olciimii gerceklestirildi.
3.3.8. Elementel Analiz

Sentezlenen polimere MAPA monomerinin katilma derecesi elementel analiz ile

arastirildi. Bunun i¢in Elementel Analiz LECO CHNS 932 (USA) cihazi kullanildi.

3.3.9. MALDI-TOF (Matriks-destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon-

ucus zamanh Kiitle spektrometresi) Ol¢iimleri

Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin  MALDI-TOF analizleri  Applied
Biosystems Voyager STR cihazi ile yapildi. Matriks olarak o-siyano-4-hidroksi
sinnamik asit (CHCA) kullanildi. Bunun i¢in 10 mg CHCA, 500 pL asetonitril ve
500 uL % 0,1’lik trifloroasetik asit karigiminda ¢6ziildii ve karigim vortekslenerek
¢oziinmeyen kisim santrifiijle uzaklastirildi.  Ornekler matriksle 1:24 oranmda
karigtirilarak vortekslendi ve daha sonra plakaya 1 pL Ornek-matriks karigimi
uygulandi. Plaka kurudugunda cihaza yerlestirildi ve kosullar degistirilerek analiz

gerceklestirildi.
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3.4. MAG-NANO-p(HEMA-MAPA) POLIMERINE LiZOZiM
ADSORPSIYONU VE DESORPSIYONU KOSULLARININ
INCELENMESI

Sentezlenen mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerine lizozim adsorpsiyonu deneyleri
kesikli sistemde incelendi. Bunun i¢in nano yapilar lizozim ¢6zeltisi ile denge siiresi
boyunca (2 saat) 100 rpm hizda magnetik olarak karistirildi. Adsorpsiyona pH, tuz
cesidi ve iyonik siddet, lizozim baslangi¢ derisimi, sicaklik ve adsorpsiyon siiresinin
etkisi incelendi. Desorpsiyon islemleri ile polimerin tekrar kullanilabilirligi

arastirildi
3.4.1. Lizozim Adsorpsiyonuna pH’1n Etkisinin Incelenmesi

Farkli pH ¢o6zeltilerinde (pH 4,0-5,0 asetat tamponu; 6,0-8,0 fosfat tamponu; 9,0—
11,0 karbonat tamponu; 100 mM) derisimleri 0,5 mg/mL olan 5’er mL lizozim
cozeltileri hazirlanarak bu ¢ozeltilerden 1’er mL alinarak spektrofotometrik olarak
280 nm’de absorbanslar1 okundu. Kalan 4’er mL’lik ¢6zeltilere 2’ser mL sentezlenen
polimer ¢ozeltilerinden ilave edilerek 2 saat siire ile 100 rpm hizda magnetik
karistiric1 ile karistirildi. Ikinci saatin sonunda drneklerden 1’er mL almarak 18 000
g’de 15 dakika santrifiijlendi ve siiziintiide 280 nm’de absorbans okundu. Esitlik 3.3
geregince gram polimer basina adsorplanan lizozim miktarlar1 hesaplanarak pH

degerlerine karsi grafige gecirildi.
Q =[(Co-C)V])/m Esitlik 3.3

Burada Q, birim nano yap1 lizerine adsorplanan lizozim kiitlesini (mg/g); C, ve C
strasi ile lizozimin nano yapilar ile etkilestirilmeden 6nceki ve sonraki derigimlerini
(mg/mL); V, toplam hacmi (mL); m, deneylerde kullanilan nano yap1 kiitlesini (g)
gostermektedir. Adsorpsiyonun en yiiksek oldugu pH secilerek diger adsorpsiyon
deneylerine belirlenen pH ile devam edildi. Bu boliimde yapilan islemler MAPA
tasimayan nano-p(HEMA) i¢in de gerceklestirilerek karsilastirma yapildi.
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3.4.2. Lizozim Adsorpsiyonuna Farkh Tuzlarin ve Iyonik Siddetin

Etkisinin Incelenmesi

Lizozim adsorpsiyon deneyleri, pH 9,0 karbonat tamponunda derisimleri 0; 0,10;
0,25; 0,50; 0,75; 1,0 M olan NaCl, (NH4),SO4, Na,SOy tuzlari ile gergeklestirilerek
bu tuz derisimlerinde adsorplanan lizozim miktarlar1 hesaplandi. Tuz derigimlerine
karsi, gram polimer basina adsorplanan lizozim miktar1 (mg lizozim/gram polimer)

grafikleri ¢izilerek adsorpsiyonun en yiiksek oldugu tuz ¢esidi ve derisimi belirlendi.

3.4.3. Adsorpsiyona Lizozim Baslangi¢c Derisiminin Etkisinin

Incelenmesi

Adsorpsiyona lizozim baslangi¢ derisiminin etkisinin incelenmesi i¢in derisimleri
0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 1,0; 2,0 mg/mL olan lizozim ¢6zeltileri hazirlandi. Bu
cozeltiler 25 °C’de, pH 9,0 karbonat tamponunda ve 1,0 M Na,SOy iceren ortamda 2
saat boyunca polimer ¢6zeltisi ile muamele edildi. Her bir derisimde adsorplanan
lizozim miktar1 hesaplanarak lizozim derigimine karsi, adsorplanan lizozim miktar1
grafigi ¢izildi ve polimerin maksimum adsorpsiyon kapasitesi bulundu. ilaveten, bu
boliimde yapilan islemler MAPA tasimayan nano-p(HEMA) polimeri i¢cin de
gergeklestirilerek non spesifik adsorpsiyon degeri hesaplandi. Mag-nano-p(HEMA-
MAPA) i¢in lizozim derisimine karsi adsorplanan lizozim miktar1 verilerinden

yararlanarak Langmuir ve Freundlich izotermleri ¢izildi ve degerlendirildi.
3.4.4. Lizozim Adsorpsiyonuna Sicakhigin Etkisinin incelenmesi

Mag-p(HEMA-MAPA) nano kiirelerine lizozim adsorpsiyonu, 4, 15, 25, 35, 45, 55,
65 °C’deki sicakliklarda gergeklestirildi. 4 °C i¢in buzdolab1 diger sicakliklar i¢in su
banyolar1 kullanildi. pH 9,0 karbonat tamponunda ve 1,0 M Na,SO,4 tuzu iceren
lizozim enzimi belirtilen sicakliklarda polimer ¢ozeltisi ile 2 saat boyunca muamele
edilerek adsorplanan lizozim miktarlar1 hesaplandi ve sicaklik degerlerine karsi

grafige gecirildi. Sicakligin lizozim adsorpsiyonuna etkisi degerlendirildi.
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3.4.5. Lizozim Adsorpsiyonuna Zamanin Etkisinin Incelenmesi

Lizozim adsorpsiyonu, farkli lizozim baslangic derisimlerinde Bolim 3.4.3.°de
anlatildig1 sekilde gercgeklestirilerek 120 dakika boyunca belli araliklarla (5, 10, 15,
20, 25, 30, 45, 60, 90, 120 dakika) izlendi. Bu zaman araliklarinda adsorplanan
lizozim miktarlar1 hesaplanarak zamana kars1 grafige gecirildi. Bu verilerden
yararlanilarak mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerine lizozim adsorpsiyonunun
birinci ve ikinci dereceden kinetik bagintilar: tiiretilerek grafikleri cizildi ve

degerlendirildi.

3.4.6. Mag-Nano-p(HEMA-MAPA) Polimerinden Lizozimin
Desorpsiyonu ve Polimerin Tekrar Kullanilabilirliginin

Incelenmesi

Mag-p(HEMA-MAPA) nano kiirelerinin tekrar kullanilabilirliginin arastirilmasi i¢in
lizozim adsorpsiyonu ve ardindan desorpsiyonu islemleri gerceklestirildi.
Desorpsiyon ajanmi olarak % 50’lik etilen glikol sulu ¢ozeltisi kullanildi. Lizozim
adsorplanmis polimerik nano yapilar oda sicaklifinda 6 mL % 50’lik etilen glikol
cozeltisi 1le 100 rpm hizda 1 saat siire ile magnetik olarak karistirildi. Desorpsiyon
ortamindaki lizozim miktar1 280 nm’deki absorbansin spektrofotometrik olarak

okunmasi ile bulundu. Yiizde desorpsiyon orani Esitlik 3.4’e gore hesaplandi.

% desorpsiyon = [desorpsiyon ortamina salinan lizozim miktar1 (mg)/adsorplanan

lizozim miktar1 (mg)] x 100 Esitlik 3.4

Desorpsiyon isleminden sonra mag-p(HEMA-MAPA) nano kiireleri pH 9,0 karbonat
tamponu (100 mM) ile yikanarak tekrar lizozim adsorpsiyonu i¢in kullanildi.
Adsorpsiyon-desorpsiyon islemleri 10 kez tekrar edilerek adsorplanan lizozim

miktari, dongi sayisina kars1 grafige gecirildi.
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3.5. LIZOZIM AKTIVITESI TAYINI

Lizozim aktivitesi, Shugar (1952) tarafindan 6nerilen spektrofotometrik metoda gore
tayin edildi. Bunun i¢in 9,0 mg Micrococcus lysodeikticus (M. lysodeikticus) hiicresi
tartilarak 25 mL 100 mM pH 9,0 karbonat tamponunda siispanse edilerek ayni
tamponla son hacim 30 mL’ye tamamland1. Ornek kiivetine 2,9 mL hiicre ve 0,1 mL
lizozim enzimi, kor kiivetine ise 2,9 mL hiicre ve 0,1 mL 100 mM pH 9,0 karbonat
tamponu konarak hiicrenin pargalanma hizi spektrofotometrik olarak 450 nm’de 5
dakika boyunca izlendi. 1 Unite lizozim, pH 9,0 ve 25 °C’de 450 nm’de dakika
basma bulanikliktaki 0,001°lik azalma olarak tanimlandi. Spesifik aktivite asagidaki
formiile (Esitlik 3.5) gore hesaplandi.

(Ad,,,, / dakika) x10°

Spesifik aktivite = ;
mg protemn

Esitlik 3.5

3.5.1. Serbest ve Immobilize Lizozim Aktivitesine pH’in Etkisinin

Incelenmesi

Serbest ve immobilize lizozim aktivitesine pH’1n etkisinin incelenmesi i¢in farkli pH
degerlerinde (pH 4,0-5,0 asetat tamponu; 6,0-8,0 fosfat tamponu; 9,0—11,0 karbonat
tamponu) 100 mM’lik derisimlerde tampon c¢ozeltiler hazirlandi. Serbest ve
immobilize lizozim i¢in Esitlik 3.5 kullanilarak spesifik aktivite degerleri hesaplandi.
En yiiksek spesifik aktivite 100 kabul edilerek % aktivite degerleri bulundu. pH
degerlerine karsilik % aktivite grafikleri ¢izilerek serbest ve immobilize lizozim i¢in

optimum pH degerleri bulundu.
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3.5.2. Serbest ve Immobilize Lizozim Aktivitesine Sicakhgin

Etkisinin Incelenmesi

Serbest ve immobilize lizozim i¢in farkli sicakliklarda (4, 15, 25, 35, 45, 55, 65
°C’de) aktivite Ol¢limleri yapildi. Bu sicakliklar spektrofotometreye baglanan bir
sirkiilatorlii su banyosu ile saglandi. Serbest ve immobilize lizozim i¢in sicakliklara

kars1 % aktivite grafikleri ¢izildi ve optimum sicaklik degerleri belirlendi.

3.5.3. Serbest ve Immobilize Lizozim Aktivitesine Substrat

Derisiminin Etkisinin incelenmesi

Serbest ve immobilize lizozim aktivitesine substrat derisiminin etkisinin arastirilmasi
icin farkli derisimlerde (0; 0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30 mg/mL) M.
lysodeikticus hiicresi hazirlanarak 450 nm’de absorbanslar1 okundu ve substrat
derisimine kars1 absorbans standart grafigi ¢izildi. Serbest ve immobilize lizozim ile
farkli substrat derisimlerinde aktivite dl¢iimleri yapildi. Bunun icin 6rnek kiivetine
0,1 mL lizozim enzimi ve 2,9 mL pH 9,0 karbonat tamponunda hazirlanmis hiicre,
kor kiivetine ise 0,1 mL lizozim enzimi ve 2,9 mL pH 9,0 karbonat tamponu konarak
hiicrenin parcalanma hizi spektrofotometrik olarak 5 dakika boyunca izlendi.
Aktivite hesaplar1 yapilarak Lineweaver-Burk grafikleri c¢izildi. Bu grafiklerden

yararlanarak serbest ve immobilize lizozim i¢in Ky, ve Vnax kinetik sabitleri bulundu.

3.5.4. Serbest ve Immobilize Lizozimin Depo Kararhhgimin

Incelenmesi

Serbest ve immobilize lizozim i¢in, belli araliklarla toplam {i¢ ay boyunca aktivite
Olciimleri yapildi. Bu zaman aralifinda serbest ve immobilize lizozim buzdolabinda
4 °C’de muhafaza edildi. Aktivite Olglimleri Bolim 3.5’de anlatildig1 sekilde
gerceklestirildi. Serbest ve immobilize lizozim i¢in zamana kars1 % aktivite grafikleri

cizilerek depo kararliliklar1 incelendi.
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3.5.5. Serbest ve Immobilize Lizozimin Isil Kararhliginin

Incelenmesi

Serbest ve immobilize lizozimin 1s1l kararliliimin incelenmesi igin yiiksek bir
sicaklik olan 55 °C secildi. Bu amagla serbest ve immobilize lizozim, 55 °C’deki su
banyosunda 240 dakika boyunca tutuldu ve belli zaman araliklarinda aktivite
Olciimleri yapildi. Serbest ve immobilize lizozim i¢in zaman karst % aktivite

degerleri grafige gegirilerek degerlendirildi.
3.5.6. Immobilize Lizozimin Islemsel Kararhhginin incelenmesi

Immobilize lizozimin islemsel kararliliginin incelenmesi i¢in immobilize lizozim ile
10 kez aktivite Ol¢iimleri yapildi. Bunun i¢in substrat iceren ortama immobilize
lizozim ilave edilerek Bolim 3.5’de anlatildig1 sekilde aktivite Ol¢iimleri yapildi.
Immobilize lizozim her bir aktivite dl¢iimiinden sonra tampon ¢dzelti ile yikanarak
hiicre artiklarindan temizlendi ve tekrar aktivite Ol¢timii icin kullanildi. Dongi
sayisma karsilik % aktivite grafigi cizilerek immobilize lizozimin islemsel kararliligi

incelendi.
3.6. YUMURTA AKINDAN LIZOZiM SAFLASTIRILMASI

Yumurta akindan lizozimin saflastirilmasi i¢in taze yumurtanin beyaz kismi ayrildi.
Ayrilan beyaz kisim pH 9,0 karbonat tamponu ile 2 kat seyreltilerek 4 °C’de 30
dakika karistirildi. Elde edilen homojenat 12 000 g’de 15 dakika santrifiijlendi.
Stipernatanda protein tayini ve aktivite 6l¢iimleri yapildi. Daha sonra yumurta akinin
yaklasik % 54’iinii olusturan ovalbuminlerin (Ghosh, 2003) izoelektrik ¢oktiirme ile
ayrilmasma c¢alisildi.  Bunun i¢in siipernatanin pH’1i, 1,0 M’lik HCI ile 4,5¢
ayarlanarak 4 °C’de 1 saat bekletildi ve 12 000 g’de 30 dakika santrifiijlendi ve
siipernatan ayrilarak pH’1 9,0’a ayarlandi. Elde edilen siipernatandan 4,0 mL alinarak
4,0 mL pH 9,0 karbonat tamponu ile seyreltildi. Daha sonra ortama derisimi 1,0 M
olacak sekilde Na,SO, ilave edildikten sonra 8 mL polimer ¢ozeltisi ile 2 saat

boyunca karistirildi. ki saatin sonunda polimer enzim ¢dzeltisi karisimi 18 000 g’de
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15 dakika santrifiijlendikten sonra siiziintiide protein tayini yapilarak baglanan
protein miktar1 hesaplandi. Immobilize lizozimin destek maddesinden ayrilmasi igin
% 50’lik etilen glikol ile 1 saat karistirilarak desorpsiyon islemi gerceklestirildi.
Desorpsiyon iglemi sonunda elde edilen 6rnekte protein tayini ve aktivite dlgtimleri

yapild1 ve elektroforeze uygulandi.

3.6.1. Protein Tayini

Yumurta akindan lizozim saflastirilmas: islemlerinde protein tayinleri Bradford
(1976) yontemine gore yapildi. Commassie Brillant Blue G-250, negatif yiikli olan
ve proteindeki + yiiklii gruplara se¢imli olarak baglanan bir boyadir. Boya kirmizi
(Amax = 465 nm) ve mavi (Amax = 595 nm) formlarda bulunur. Kirmizi form
cozeltideki haldir ve boya proteine baglandiginda mavi renk olusur. Reaksiyon
oldukca tekrarlanabilir ve hizhidir. Iki dakika i¢inde renk olusur ve bir saat kadar

kararl kalir (Robty ve White, 1987).

Bradford yontemi ile protein tayini i¢in piyasadan hazir alinan sivi haldeki Bradford
boya ¢dzeltisi kullanildi. Bu amagla 6rnek tiipiine 2,5 mL boya ¢ozeltisi ve 50 pL
protein ¢ozeltisi, kor tiipline ise 2,5 mL boya ¢ozeltisi ve 50 pL saf su konarak
vortekslendi. Iki dakika beklenerek 595 nm’de absorbans okundu. Okunan
absorbanslara karsi gelen protein derisimleri kalibrasyon grafiginden elde edildi.
Kalibrasyon grafigi i¢in derisimleri 0-1,4 mg/mL araliginda olan sigir serum albumin
(BSA) ¢ozeltileri (0,15 M NaCl igerisinde) hazirlanarak bu ¢ozeltilerde protein
tayinleri gerceklestirildi. BSA derisimine karst 595 nm’de o6lgililen absorbans
degerleri ile elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 3.3’de gosterilmistir.
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Sekil 3.3 Bradford yontemi ile protein tayini i¢in kalibrasyon grafigi

3.6.2. SDS-PAGE Elektroforezinin Uygulanmasi

Lizozimin safligi Laemmli (1970) yontemine gore SDS-PAGE kullanilarak yapildi.
SDS PAGE jel hazirligi ve elektroforeze uygulama islemleri Arat (2007)’ye gore
gergeklestirildi. Protein kontaminasyonunu ve her tiirlii kirliligi dnlemek icin biitiin
islemler eldiven giyilerek yapildi. Elektroforez camlar1 % 70’lik etanolle iyice
temizlendikten sonra jelin sizmasimi Onlemek icin kenarlar1 silikonlandi. % 10’luk
ayirma jeli i¢in 2,55 mL saf su, 1,66 mL pH 8,8 ayirma tamponu (2,8.10° M SDS
iceren 3,0 M Tris-baz tamponu) ve 2,2 mL % 30’luk akrilamid/N,N’-metilenbis
akrilamid ¢ozeltisiyle karistirilarak hava kabarcigi kalmamasi i¢in 10 dakika vakum
altinda gazi uzaklastirildi. Alt1 mikrolitre TEMED ve 43 puL % 10’luk amonyum
persiilfat ilave edildikten sonra karistirildi. Hazirlanan jel enjektor kullanilarak mini
elektroforez camlar1 arasina dokiildii. Jelin havayla temasin1 kesmek i¢in iizeri %
70’lik etanolle kapatildi ve jelin polimerlesmesi igin 1 saat beklendi. Bir saatin
sonunda jel lizerindeki alkol kurutma kagidi ile jele temas etmeden yavasca alindi.
Ayirma jelinin lizerine % 5’lik yogunlastirma jeli dokiildii. Yogunlastrma jelinin
hazirlanmast icin 965 pL saf su, 416 pL pH 8,8 yogunlastirma tamponu (3,5.10* M
SDS iceren 0,5 M Tris-baz tamponu), 278 uL % 30’luk akrilamid/bis akrilamid
karstirilarak vakum altinda 10 dakika gaz1 uzaklastirildi. Uzerine 1,7 pL TEMED ve
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17 uL % 10’luk amonyum persiilfat ilave edilerek karistirildi ve elektroforeze
dokiildii. Tarak, jelle hava kabarcigi kalmamasina ve ayirma jeline degmemesine

dikkat edilerek jele yerlestirildi. Jelin polimerlesmesi i¢in 1 gece beklendi.

Jele uygulanacak Ornekler ve standart [miyozin (tavsan kani, 205 kDa), pB-
galaktozidaz (E. coli 116 kDa), fosforilaz B (tavsan kani, 97 kDa), albumin (sigir
serum, 66 kDa), albumin (yumurta aki, 45 kDa), karbonik anhidraz (sigir eritrosit, 29
kDa)], pH 8,5 yiikleme tamponuyla (12,5 mL 1 M pH 6,8 Tris Baz, 40 mL % 10’luk
SDS, 20 mL gliserol, 2 mL % 2’lik brom fenol mavisi, 5 mL % 5’lik j-
merkaptoetanol) uygun oranlarda seyreltildikten (10 pg protein/15 pL) sonra kaynar
su banyosunda 5 dakika bekletildi. Tarak jele zarar vermeden ¢ekildi ve jel saf su ile
yikanarak polimerlesmeyen jel uzaklastirildi. Daha sonra kuyucuklar yarisina kadar
pH 8,5 yiiriitme tamponu (2,5.10% M Tris baz, 0,2 M glisin, 3,5.10° M SDS) ile
dolduruldu. Uygun derisimlerde seyreltmeleri yapilan 6rneklerden kuyucuklara 15
pL yiiklendi. Ornekler jele yiiklendikten sonra jel tankin icine yerlestirildi ve
kuyucuklarm iizerini ortecek sekilde yiiriitme tamponu eklendi. Gii¢ kaynagi ile iist
jele 100 V 20 mA, alt jele 200 V 40 mA elektrik akimi uygulanarak elektroforez
islemi 90 dakikada tamamlandi.

Elektroforetik yiirlitme tamamlandiktan sonra cam plakalar arasindan ¢ikarilan jel
Commasie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisi icine almarak bir gece bekletildi. Daha
sonra jel boya c¢oOzeltisinden c¢ikarilarak boya giderimi icin iki ayr1 yikama
cozeltisinde bekletildi. Birinci yikama ¢ozeltisinde (400 mL metanol, 70 mL asetik
asit, 530 mL saf su) ve ikinci yikama ¢ozeltisinde (50 mL metanol, 70 mL asetik asit,
880 mL saf su) 6’sar saat bekletildi. Fotograf ¢cekiminden sonra jel % 5’lik asetik asit

¢Ozeltisinde sakland1.

3.6.3. Bio-LC’nin Uygulanmasi

Yumurta akindan saflastirilan lizozim enziminin miktarini belirlemek i¢in Bio-LC
kullanildi. Bu amagla piyasadan satin alinan saf lizozim enzimi, yumurta aki ve
polimerden desorbe edilen (saflastirilan) lizozim enzimi Bio-LC cihazmna enjekte

edildi. Bio-LC analizi DIONEX sistemi: PDA-100 Photodiode array dedektorii, LC
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25 kromatografi firini, GS 50 gradient pompas1 kullanilarak gerceklestirildi. Kolon
olarak Hamilton PRP-Infinity Reversed Phase (I.D. 30x4,1 mm, partikiil biiyiikligii
4 pm) kullanildi. Mobil faz A (% 20 asetonitril, % 1 trifloroasetik asit) ve B (% 60
asetonitril, % 0,095 trifloroasetik asit) ¢Ozeltilerinin 2,0 mL/dakika akis hizinda,
back pressure 1000-1200 psi ve lineer gradient (5 dakikada % 100 A— % 80 B)
programinda uygulandi. Kolon sicakligi 25 °C, injeksiyon hacmi 100 pL olarak
ayarlandi. Dedeksiyon 215 nm’de gergeklestirildi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. MAG-NANO-p(HEMA-MAPA) POLIMERININ FOTOGRAFI

Sentezlenen mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin fotografi Sekil 4.1°de
goriilmektedir. Bu polimerin fiziksel goriiniimiine bakildiginda, hafif kizilimst bir
renge ve bulanik bir goriintiiye sahip oldugu goriilmektedir. Sivi igerisinde dagilmis

partikiiller 18 000 g’de santrifiij edildiginde ¢cokmektedir.

Sekil 4.1 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin fotografi
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4.2. MAG-NANO-p(HEMA-MAPA) POLIMERININ
KARAKTERIZASYONU

4.2.1. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrofotometre)

Ol¢iimleri

Sentezlenen mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin olast kimyasal yapis1 Sekil
4.2°deki gibi dnerilmistir (Oncel et al., 2005).

i |y
|

= C C cC—C

AR iy

A% = A%

(l:) 5 O/' \TIH OH (l:) \.D

,,;’

| CH Q |

CHy 2 (|3H2

OH OH

HEMA  2-Metakriloilamidofenilalanin
Sekil 4.2 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin kimyasal formiilii

Nano-p(HEMA) ve mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerlerinin FTIR spektrumlar:
Sekil 4.3 ve 4.4’de gortilmektedir.
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Sekil 4.3 Nano-p(HEMA) polimerinin FTIR spektrumu
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Sekil 4.4 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin FTIR spektrumu

Sekil 43 ve 4.4’de, nano-p(HEMA) ve mag-nano-p(HEMA-MAPA)
nanopartikiillerinin —OH gruplarinin gerilme titresimleri 3400-3500 cm’ araliginda
goriilmektedir. Bu aralikta mag-nano-p(HEMA-MAPA) nanoyapilarinin yaptigi
pikin nano-p(HEMA) nanoyapilarinin gosterdigi pike gore daha genis olmasmin
nedeni, mag-nano-p(HEMA-MAPA) yapisindaki  —NH gerilme titresimlerinin bu
aralik igerisinde titresim gostermesinden kaynaklanabilir. Mag-nano-p(HEMA-
MAPA) nanoyapilarmin FTIR spektrumunda goriilen 748 cm™ civarindaki keskin
pik ise MAPA vyapisindaki aromatiklikten kaynaklanabilir. 1700 cmcivarinda
gozlenen —C=0 gerilme titresiminin mag-nano-p(HEMA-MAPA) yapilarinda daha
keskin olmasmin sebebi mag-nano-p(HEMA-MAPA) yapisindaki ekstra —C=0O

gruplarindan ileri gelebilir.
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4.2.2. ESR (Elektron Spin Rezonans) Olciimleri

Polimerik yapidaki manyetik partikiillerin varligi ESR ile saptanir. Manyetik alana
(Gauss) kars1 manyetik pik yogunlugu grafigi bu anlamda oldukga karakteristiktir.
Sekil 4.5’de mag-nano-p(HEMA-MAPA) i¢in c¢ekilmis olan ESR spektrumu

goriilmektedir.

T Sample
> Hr Hr: 4550 Gs
= (V g:2.2128
74
g
&
=

Standard

Hr: 5025 Gs

g2 2.0036

———

Magnetic Field (Gs) —
Sekil 4.5 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) nin ESR spektrumu

g Faktorii, eslesmemis elektronlar1 bulunan molekiillerin nicel 6zelliginin ortaya

konmasinda kullanilir ve Esitlik 4.1 ile hesaplanir:
g =hv/ BH; Esitlik 4.1

h: Planck sabiti (6,626.107" erg/s)
B: evrensel sabit (9,274.107" erg/G)
v: frekans (Hz)

H,: magnetik alanin rezonansi (G)
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Bilinmeyen bir sinyal i¢in g faktoriiniin 6l¢iilmesi, sinyal orijininin tanimlanmasinda
cok yararlidir. Literatiirde g faktorii degerleri Fe®* i¢in sirasiyla, 1.4-3.1 ve 2.0-9.7
arasinda bulunmustur (Sar1 et al., 2006). Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimeri i¢in
yukaridaki esitlikten g faktorii 2,2128 olarak bulunmustur. Bu da sentezlenen

polimerik yapinin manyetik 6zellik kazandigini géstermektedir.

4.2.3. SEM (Taramah Elektron Mikroskobu) Ol¢iimleri

Sekil 4.6’da mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin SEM fotografi goriilmektedir.

AccV Spot Magn Det WD |—'_| 1 pm
300kV 20, 35000x TLD 48 IYTE-MAM

Sekil 4.6 Mag-nano-p(HEMA-MAPA)’nin SEM fotografi

SEM fotografi sentezlenen nano yapilarin kiiresel yapida ancak biraz deforme
oldugunu gostermektedir. Bu deformasyon ornek hazirligi asamasinda polimerin

kurutulduktan sonra toz haline getirilmesi sirasinda gelismis olabilir.
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4.2.4. AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu) Ol¢iimleri

AFM ile biiytikliik ve yiizey morfolojileri incelenir (Kumar ve Lehr, 2004). Sekil
4.7°de sentezlenen polimerin AFM fotografi, Sekil 4.8°de ise sentezlenen polimerin
iic boyutlu AFM fotografi goriilmektedir. Fotograflara bakildiginda, sentezlenen
nanopartikiiller yaklasik olarak es boyutta (< 400 nm) ve kiiresel yapidadir.

200.0 nm

tal Instruments hNa

Sekil 4.7 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) nin AFM fotografi
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Digital Instruments NanoScope

Scan size 5.000 pm
Scan rate 1.001 Hz
Number of samples 512
Image Data Heiaght

Data scale BOO.O nm

@ view angle

-j(l}i- Tight angle

Hm * 1.000 pm/div
Z B00D.000 nm/div

Sekil 4.8 Mag-nano-p(HEMA-MAPA)’nin ii¢ boyutlu AFM fotografi
4.2.5. TEM (Transmisyon Elektron Mikroskobu) Ol¢iimleri

Sekil 4.9°da sentezlenen mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin TEM fotografi
goriilmektedir. Fotograftan da goriildiigii gibi sentezlenen polimer oldukca kiiresel
yapida olup, ¢ap1 386,26 nm’dir. Nanoboyutlarda sentezlenen partikiiller genis yiizey
alan1 saglamalar1 nedeni ile partikiillerin birim kiitlesi basina daha fazla miktarda

enzim yliklemesine izin verirler (Kim ez al., 2006).
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Length 386,26 n

¥

M-N-PX9900 386.26
Sekil 4.9 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) nin TEM fotografi

4.2.6. Yiizey Alaninin Hesaplanmasi

Sekil 4.10’da  sentezlenen nanopartikiillerin  hacim-kiitle standart grafigi
goriilmektedir. Bu grafikten ve Bolim 3.3.4°deki esitliklerden yararlanarak mag-
nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin spesifik yiizey alani 580,0 m’/g olarak
bulunmustur. Bu deger literatiirdeki ¢aligmalar ile karsilastirildiginda oldukga genis
bir yiizey alani saglanabildigini ifade etmektedir. Ruckenstein ve Zeng (1997),

lizozim adsorpsiyonu i¢in 1,6 m’/g yiizey alanma sahip makrogozenekli kitin
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membranlarini, Odabas1 ve Denizli (2004), lizozim adsorpsiyonu i¢in 56 mz/g ylzey
alanma sahip Cibacron Blue F3GA inkorpore edilmis magnetik poli(HEMA)
kiirelerini hazirlamiglardir. Lu et al. (2007), lizozim adsorpsiyonu icin Fe (III)
immobilize kollajen fiber destegini hazirlayarak yaklasik 6 mz/g yiizey alanina,
Bayramoglu et al. (2007) lizozim adsorpsiyonu i¢in poli(metakrilik asit) asilanmis
capraz bagh kitosan kiireleri hazirlayarak 4,36 mz/g yiizey alanina ulagmislardir.
Genis yiizey alani, enzim immobilizasyonunda birim kiitle bagina baglanan enzim

miktarini artirmaktadir.

0,004
ou 0,003 -
E)
=
=< 0,002
b
E
S
A&~ 0,001 -
y =0,0002x + 6E-05
R*=0,9986
0 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Polimer hacmi, mL

Sekil 4.10 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) partikiillerinin hacim-kiitle grafigi

4.2.7. Yiizey Yiikii Analizi (Zeta Potansiyel Ol¢iimii)

Zeta potansiyel degeri, partikiiliin hem kararliligit hem de mukoadhezyon 6zelligini
etkileyen onemli bir faktordiir. Teorik olarak pozitif veya negatif yiiksek zeta
potansiyel degerleri partikiil siispansiyonunun kararliligini gésterir. Aym elektrik
yiikiine sahip partikiiller arasindaki elektrostatik itme kiirelerin bir araya gelmesini
(agregasyonunu) onler. Ote yandan, mukoadhezyon pozitif zeta potansiyel

durumunda artabilir (Kumar ve Lehr, 2004).

Zeta potansiyel terimi koloidal sistemlerde elektrokinetik potansiyelin bir dlgiisiidiir.

Baska bir degisle zeta potansiyel, dispersiyon ortami ile disperse olmus partikiile
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baglh akiskanin duragan tabakasi arasindaki potansiyel farktir. Zeta potansiyelinin
onemi bu degerin koloidal dispersiyon ortamlarinin (6rnegin multi vitamin suruplar)
kararliligmin bir 0Olglisii olarak kabul edilmesindendir. Zeta potansiyeli bir
dispersiyon igerisindeki benzer yiik tasiyan komsu partikiillerin aralarmdaki itmenin
derecesini gosterir. Bir siispansiyon olusturacak kadar yeterli diisiik yogunluga ve
kiigiik partikiil boyutlarina sahip molekiil ve partikiiller i¢in yiiksek bir zeta
potansiyel degeri kararhilik gostergesidir. Yani bu c¢ozelti veya dispersiyon
agregasyona karsi direnglidir. Zeta potansiyelinin diisiik olmasi durumunda ¢ekim
kuvvetleri itme kuvvetlerinden daha yiiksektir ve dispersiyon bozulur ve flokule olur.
Sonug¢ olarak negatif veya pozitif yliksek zeta potansiyeline sahip kolloidler

elektriksel olarak kararhidirlar (http://en.wikipedia.org/wiki/Zeta potential).

Sentezlenen mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin zeta potansiyel degeri pH
7,0’da -10 mV olarak bulunmustur. Negatif degerde elde edilen bu zeta potansiyel,
sentezlenen nanopartikiil yapilarmmn kararli oldugunu gostermektedir (Kumar ve

Lehr, 2004).

4.2.8. Elementel Analiz

Sentezlenen mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimeri elementel analize tabi tutularak
polimerdeki MAPA icerigi azot stokiyometrisi kullanilarak hesaplanmistir ve 4,30 x
10° mmol/g polimer olarak bulunmustur. HEMA ve polimerizasyonda kullanilan
diger kimyasal maddelerin yapisinda azot bulunmamaktadir. Elementel analiz ile
tespit edilen azot sadece polimerik yapiya katilmis olan MAPA komonomerinden

kaynaklanmaktadir.

4.2.9. MALDI-TOF (Matriks-Destekli Lazer Desorpsiyon/

Iyonizasyon-Ucus Zamanh Kiitle Spektrometresi) Ol¢iimleri

Sentezlenen mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin MALDI-TOF Glgtimleri
Anadolu Universitesi BIBAM’de gerceklestirilmistir. Elde edilen spektrumlar

asagida verilmistir.
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Sekil 4.11, 4.12, 4.13 ve 4.14’de goriilen m/z degerleri (172, 173, 190-191, 212, 294,
379-380), matriks olarak kullanilan a-siyano-4-hidroksisinnamik asitte aittir. Sekil
4.11’de m/z 234 olarak goriilen pik MAPA monomerine aittir [233 (MAPA My) + 1].
Sekil 4.12°de m/z 146 olarak gorillen pik —CH, grubuna bagh HEMA’y1
gostermektedir [130 (HEMA My) + 14 + 2]. Sekil 4.13°de goriilen m/z 146 ve m/z
234 siras1 ile —CH;, grubuna baglh HEMA’y1 ve MAPA’y1 gostermektedir. Sekil
4.14’de goriilen m/z 234 degert MAPA monomerini, m/z 335 ise HEMA-MAPA’dan
2 adet —CH, grubunun ayrilmasi ile olusan yapiy1 gostermektedir [363 (HEMA-
MAPA My)—2x14].
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Voyager Spec #1[BP=212.0,1956]
21219

172.31

190.27

173.28 191.20
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30
234.06 332.18
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312.89
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Sekil 4.11 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin a-siyano-4-hidroksisinnamik asit matriksi kullanilarak asagidaki ¢alisma kosullarinda elde
edilen MALDI-TOF spektrumu

Cahsma kosullar:

Hizlandirma gerilimi: 25000 V
Sistem gerilimi: 90%
Belirlenen kiitle aralig1: 100 -- 1500 Da
Lazer vuruglarinin sayisi: 100/spektrum
Lazer siddeti: 2376

Calisma modu: Lineer
Ayristirma modu: Gecikmeli
Polarite: Pozitif

Matriks: CHCA
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Voyager Spec #1[BP=379.2,50970]
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Sekil 4.12 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin a-siyano-4-hidroksisinnamik asit matriksi kullanilarak asagidaki ¢alisma kosullarinda elde
edilen MALDI-TOF spektrumu

Cahsma kosullar:

Calisma modu: Reflektor
Ayristirma modu: Gecikmeli
Polarite: Pozitif
Hizlandirma gerilimi: 20000 V
Sistem gerilimi: 63%
Ayristirma erteleme zamant: 100 nsec
Belirlenen kiitle aralig1: 50 -- 1500 Da
Lazer vuruglarinin sayisi: 100/spektrum
Lazer siddeti: 2305

Matriks: CHCA
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Sekil 4.13 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin a-siyano-4-hidroksisinnamik asit matriksi kullanilarak asagidaki ¢alisma kosullarinda elde

190.2401

191.2511

192.2650

212.2408

213.2526

edilen MALDI-TOF spektrumu

Calisma kosullar:
Calisma modu:
Ayristirma modu:
Polarite:

Belirlenen kontrol:
Hizlandirma gerilimi:
Sistem gerilimi:

Ayristirma erteleme zamant:

Belirlenen kiitle araligi:
Lazer vuruglarinin sayisi:
Lazer siddeti:

Matriks:

Reflektor
Gecikmeli
Pozitif
Maniiel
20000 V
65%

100 nsec

50 -- 1000 Da
100/spektrum
2305

CHCA

Voyager Spec #1[BP=1722,20733]
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Voyager Spec #1[BP=379.1,16343]

Mass (m /z)

Sekil 4.14 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin a-siyano-4-hidroksisinnamik asit matriksi kullanilarak asagidaki ¢alisma kosullarinda elde
edilen MALDI-TOF spektrumu

Caliyma kosullari:
Calisma modu:
Ayristirma modu:
Polarite:
Hizlandirma gerilimi:
Sistem gerilimi:

Ayristirma erteleme zamant:

Belirlenen kiitle araligi:
Lazer vuruglarinin sayisi:
Lazer siddeti:

Matriks:

Reflektor
Gecikmeli
Pozitif

20000 V

65%

100 nsec

50 -- 1500 Da
100/spektrum
2305

CHCA

_1.6E+4




105

4.3. MAG-NANO-p(HEMA-MAPA) POLIMERINE LiZOZiM
ADSORPSIYONU VE DESORPSIYONU KOSULLARININ
INCELENMESI

4.3.1. Lizozim Adsorpsiyonuna pH Etkisinin Incelenmesi

Mag-p(HEMA-MAPA) nano yapilarina maksimum lizozim adsorpsiyonu pH 9,0
karbonat tamponunda goézlenmistir. pH 9,0’dan daha yiiksek ve distik pH
degerlerinde adsorpsiyon Onemli oranda azalmistir Lizozimin izoelektrik noktasi
10,5 dir (Verhamme et al., 1988). Izoelektrik noktada proteinler yiiksiiz
olduklarindan izoelektrik noktaya yakin pH’larda elektrostatik etkilesimler minimum,
hidrofobik etkilesimler ise maksimumdur (Lienqueo et al., 2007). pH 9,0’da
maksimum adsorpsiyonun gozlenmesi sentezlenen polimere protein molekiillerinin

baglanmasinda hidrofobik etkilesimlerin oraninin yiiksek oldugunu gdstermektedir.

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde adsorpsiyonu etkileyen 6nemli bir faktor tuz
derisimidir (Queiroz ef al., 2001). Maksimum adsorpsiyonun pH 9,0’da oldugu tespit
edildikten sonra Boliim 4.2.2.’de sonugclar1 verilen farkli tuzlarmm etkileri incelenmis
ve bu incelemenin sonunda 1,0 M Na,SO4 ortaminda adsorpsiyonun en yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Bu tespitten sonra farkli pH’larda 1,0 Na,SO4 derisimde
adsorpsiyon kapasitesi tekrar incelenmistir. Sekil 4.15°de gorildigi gibi tuz
icermeyen ortamda pH 9,0’da adsorplanan lizozim miktar1 241 mg/g polimer iken
1,0 M’lik Na,SOy4 tuzu ortaminda bu deger 398 mg/g polimer olarak bulunmustur.
MAPA monomeri tasimayan poli(HEMA) nano yapilarina spesifik olmayan lizozim
adsorpsiyonu pH 9,0 karbonat tamponunda oldukca diisik (24 mg/g polimer)

bulunmustur.
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Sekil 4.15 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin lizozim adsorpsiyonuna pH ve tuzun
etkisi. Baslangig lizozim derisimi: 0,5 mg/mL; inkiibasyon siiresi: 2 saat; sicaklik:
25 °C; tuz derisimi: 1,0 M Na,SO,

4.3.2. Lizozim Adsorpsiyonuna Farkh Tuzlarin ve Iyonik Siddetin

Etkisinin Incelenmesi

Sekil 4.16, mag-nano-p(HEMA-MAPA) partikiillerinin lizozim adsorpsiyonuna tuz
derisimi ve ¢esidinin etkisini gostermektedir. Hidrofobik adsorpsiyonda kullanilan
tuz tipi, hidrofobik etkilesim kromatografisi 1ile protein adsorpsiyonunun
optimizasyonunda 6nemli bir parametredir. Hidrofobik etkilesim kromatografisinde
farkli  tuzlarin  etkisi  Hofmeister serisi ve suyun molal ylizey
gerilimi  iizerindeki  etkileri  ile incelenir  ve  asagidaki  gibidir

(http://brf.jcs.anu.edu.au/services/chromatography/HIC%20Handbook.pdf).
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Proteinlerin ¢okelmesinde bazi anyon ve katyonlarin Hofmeister serisi.

<+— Artan ¢okelme (“Salting out”) etkisi
Anyonlar: PO,>~ SO,*, CH;COO', CI, Br, NOs,, ClO,, I, SCN”
Katyonlar: NH,", Rb", K, Na", Cs", Li", Mg”", Ca’", Ba*"

Artan kaotropik (“salting in”) etki —

Suyun molal yiizey gerilimi lizerinde bazi tuzlarin bagil etkileri asagidaki siray1 takip

eder.

Na,SO4> K»SO4 > (NH4)2SO4 > NaHPO,4 > NaCl > LiCl....> KSCN

Her iki durumda sodyum, potasyum veya amonyum siilfatlar yiiksek salting out etki
ve molal ylizey gerilimi artis1 gosterir. Bu durum bu tuzlarin, ligand ve protein
arasindaki hidrofobik etkilesimleri artirmasini saglar. Sekil 4.16’da goriildiigii lizere
(NH4)2SO4 disinda diger tuzlarin derisimi arttikga adsorpsiyon kapasitesi artmustir.
Maksimum adsorpsiyon kapasitesi 1,0 M’lik Na,SO4 tuzu derisiminde ve 398 mg/g
polimer olarak bulunmustur. Rojas et al. (2006) tarafindan hidrofobik bir destek
olarak Streamline Phenyl reg¢inesi kullanilarak lizozim adsorpsiyonuna ii¢ farklh
tuzun (Na,SO4, NH4SO4, NaCl) etkisi incelenmistir. Benzer olarak bu arastiricilar en
fazla lizozim adsorpsiyonunun 1,0 M Na,SO4’1in varliginda gerceklestigini rapor

etmislerdir.
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Sekil 4.16 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin lizozim adsorpsiyonuna farkli tuzlarin
ve iyonik siddetin etkisi. Baglangi¢ lizozim derigimi: 0,5 mg/mL; inkiibasyon
stiresi: 2 saat; sicaklik: 25 °C; pH: 9,0

4.3.3. Adsorpsiyona Lizozim Baslangi¢c Derisiminin Etkisinin

Incelenmesi

Sekil 4.17°de lizozim baslangi¢ derisiminin adsorpsiyona olan etkisi goriilmektedir.
(Cozeltideki lizozim derisiminin artmasiyla gram nano partikiil basina adsorplanan
lizozim miktar1 artmakta ve 1 mg/mL lizozim derisiminde doygunluga ulagsmaktadir.
Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimeri i¢in gozlenen egrinin baslangic dogrusal
kismi, MAPA gruplar1 igeren mag-p(HEMA-MAPA) nano partikiilleri ile lizozim
arasindaki yliksek afiniteyr gostermektedir. 25 °C’de maksimum adsorpsiyon
kapasitesi 517 mg/g polimer olarak bulunmustur. Oncel et al. (2005), 150-200 um
boyutlarinda poliHEMA-MAPA) polimerini kullanarak maksimum lizozim
adsorpsiyonunu 114,3 mg/g olarak, Basar ef al. (2007) Cibacron Blue F3GA tasiyan
magnetik poli(HEMA) kiirelerini kullanarak maksimum lizozim adsorpsiyonunu 342
mg/g olarak rapor etmislerdir. Lu et al. (2007) Fe (III) immobilize kollajen fiber
destegini kullanarak maksimum lizozim adsorpsiyonunu 395 mg/g, Derazshamshir et

al. (2008), Zn** selatlanmis poliHEMA-MAH) kriyojellerini kullanarak maksimum
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lizozim adsorpsiyonunu 209 mg/g olarak bulmuslardir. Caligmamizda nano-
p(HEMA)’dan kaynaklanan non-spesifik adsorpsiyon degeri 24 mg/g polimer olarak
bulunmustur. Bu baglanma nano-p(HEMA) polimerinin hidroksil gruplari ile lizozim

iizerindeki gruplarin zayif etkilesimlerinden (van der Waals etkilesimi ve hidrojen

bag1) kaynaklanabilir.
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Sekil 4.17 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin lizozim adsorpsiyonuna lizozim
derisiminin etkisi. Inkiibasyon siiresi: 2 saat; pH: 9,0; sicaklik: 25 °C; tuz derisimi:
1,0 M Na2804

4.3.4. Lizozim Adsorpsiyonuna Sicakhgin Etkisinin incelenmesi

Sekil 4.18’de goriildiigii gibi sicaklik artisina bagli olarak gram polimer basina
adsorplanan lizozim miktarinda 6nemli bir artis oldugu goriilmektedir. 25 °C’de
adsorplanan lizozim miktar1 393 mg/g iken 65 °C’de bu deger 565 mg/g olarak
bulunmustur. Hjertan ef al. (1974) tarafindan hidrofobik etkilesim kromatografisinde,
sicaklik artisginin protein alikonmasini artirdigr ve sicaklik azalmasinin protein
eliisyonunu tesvik ettigi rapor edilmistir. Proteinler, yiliksek sicakliklarda gerceklesen
acilma ile godmiilmiis hidrofobik amino asit birimlerini ylizeye ¢ikarirlar (Arica ef al.,
2001). Boylece protein ve polimer matriksin hidrofobik gruplari arasindaki temas

alan1 artar ve yliksek sicakliklarda hidrofobik etkilesimler tesvik edilir. Altintas et al.



110

(2007), hidrofobik bir destek olan mag-poli(GMA)-L-triptofan kiirelerine lizozim
adsorpsiyonunu gergeklestirerek sicakligin adsorpsiyona olan etkisini incelemislerdir.
Sicakliga bagli olarak adsorplanan lizozim miktarinin 6nemli oranda arttigini
gozlemlemislerdir. Queiroz et al. (2001) ve Lienqueo et al. (2007) tarafindan
yayimlanan derleme makalelerinde de sicakligin HIC’de 6nemli bir parametre oldugu

ve sicaklik ile protein baglanmasinin arttigi rapor edilmistir.
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Sekil 4.18 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin lizozim adsorpsiyonuna sicakligin etkisi.
Baslangig lizozim derisimi: 0,5 mg/mL; inkiibasyon siiresi: 2 saat; pH: 9,0; tuz
derisimi: 1,0 M Na,SO,

4.3.5. Adsorpsiyon Izotermleri ve Kinetikleri

Langmuir modeli, esit ulasilabilir adsorspsiyon bolgeleri, tek tabakali ylizey kaplama
ve adsorplanan tiirler arasinda etkilesim olmamasi gibi homojenite varsayimi

temeline dayanir (Mohann ef al., 2006). Bu model asagidaki esitlikle tanimlanar.
Qeq=max-b.Ceq/(1+b.Ceq) Esitlik 4.2

Burada q¢q, denge aninda adsorbana bagli lizozim derisimi (mg/g); Ceq, ¢cOzeltideki

denge lizozim derisimi (mg/mL); b, Langmuir sabiti (mL/mg, adsorpsiyonun serbest
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enerjisi veya net entalpisi ile ilgili bir sabittir) ve (Qmax, maksimum lizozim

adsorpsiyon kapasitesidir (mg/g). Bu esitlik asagidaki gibi lineerlestirilebilir:

Ceq/qeqzl/qmax-b + Ceq/qmax ESltllk 4.3

Ceq’a karst Ceg/qeq grafige gecirildiginde olusan dogrunun kesimi 1/qmax.b’yl, egimi

1s€ 1/qmax’1 verir.

Sekil 4.19°da mag-p(HEMA-MAPA) nano kiirelerine lizozim adsorpsiyonunun
Langmuir adsorpsiyon izotermi goriilmektedir. Grafigin egim ve kesiminden
maksimum lizozim adsorpsiyon kapasitesi (qmax) 588 mg/g, Langmuir sabiti (b) 4,25

mL/mg olarak bulunmustur.
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Sekil 4.19 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin lizozim adsorpsiyonunun Langmuir
adsorpsiyon izotermi. Inkiibasyon siiresi: 2 saat; pH: 9,0; sicaklik: 25 °C; tuz
derisimi: 1,0 M Na,SO,

Freundlich izoterm modeli, genellikle heterojen adsorpsiyon sistemlerine uygulanir.
Adsorplanan maddenin miktari, tiim bolgelerdeki adsorpsiyonun toplamidir.
Freundlich izotermi geri doniisiimlii adsorpsiyonu tanimlar ve tek tabakanm olusumu

ile sinirlandirilamaz (Proctor ve Toro-Vazquez, 1996).
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e=K(Ceg)"" Esitlik 4.4

Burada qcq, denge aninda adsorpsiyonun birim kiitlesi basina adsorplanan lizozim
miktar1 (mg/g); Ceq, cOzeltideki lizozimin denge derisimi (mg/mL); Ky, adsorbanin
bagil adsorpsiyon kapasitesi sabiti (mg/g); 1/n, adsorpsiyon siddeti sabitidir. Bu
esitlik asagidaki gibi lineerlestirilebilir:

logqeq=logKt1/n.logCeq Esitlik 4.5

logCeq’e karsi logqeq grafige gecirildiginde olusan dogrunun egimi 1/n’i, kesimi

logK¢'yi vertir.

Sekil 4.20’de mag-p(HEMA-MAPA) nano kiirelerine lizozim adsorpsiyonunun
Freundlich adsorpsiyon izotermi goriilmektedir. Grafigin egiminden 1/n degeri
0,4075, kesiminden ise Ky degeri 494,5 mg/g olarak bulunmustur. 1/n degerinin

1’den kiicilik olmas1 adsorpsiyonun istemliligini gostermektedir.
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Sekil 4.20 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin lizozim adsorpsiyonunun Freundlich
adsorpsiyon izotermi. inkiibasyon siiresi: 2 saat; pH: 9,0; sicaklik: 25 °C; tuz
derisimi: 1,0 M Na,SO,
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Sekil 4.19 ve 4.20’deki adsorpsiyon izotermi grafiklerinin korelasyon katsayilari
(0,9958; 0,9524) karsilastirildiginda deneysel verilerin Langmuir adsorpsiyon

izotermine uygunlugu goriilmektedir.

Adsorpsiyonun goriinen Gibbs serbest enerji degisimi (AG°®), kendiliginden
gerceklesmenin temel bir kriteridir. AG® degeri negatif ise verilen bir sicaklikta
reaksiyon kendiliginden yiiriir. Mag-p(HEMA-MAPA) nano kiirelerine lizozim
adsorpsiyonunun standart Gibbs serbest enerji degisimi asagidaki termodinamik

esitlik kullanilarak hesaplanabilir (Al-Anber ve Al-Anber, 2008).

AG° = -R.T.Inb Esitlik 4.6

Burada T, mutlak sicaklik ve R, gaz sabitidir (8,314 J/mol.K). 25 °C’de standart
Gibbs serbest enerji degisimi degeri -3,59 kj/mol olarak hesaplanmistir. AG°’nin bu
negatif degeri mag-p(HEMA-MAPA) nano Kkiirelerine lizozim adsorpsiyonunun

istemli oldugunun gdstergesidir.

Sekil 4.21, zamana bagli olarak mag-p(HEMA-MAPA) nano kiirelerinin lizozim
adsorpsiyon kapasitesi lizerine lizozim derisiminin etkisini gdosterir. Grafikten
goriildiigl gibi adsorpsiyon kapasiteleri, zamana bagli olarak artmis, 120. dakikanin

sonunda doygunluga ulagmaistir.
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Sekil 4.21 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin lizozim adsorpsiyonunun zamana bagli
olarak farkl lizozim derisimlerinde incelenmesi. Inkiibasyon siiresi: 2 saat; pH:
9,0; sicaklik: 25 °C; tuz derisimi: 1,0 M Na,SO,

Sekil 4.22 ve 4.23’de mag-p(HEMA-MAPA) nano Kkiirelerine lizozim
adsorpsiyonunun pseudo birinci ve ikinci dereceden kinetik grafikleri goriilmektedir.
Cizelge 4.1°de ise bu grafiklerden elde edilen hiz sabitleri ile deneysel ve denge
anindaki adsorplanan protein miktarlar1 goriilmektedir. Cizelge 4.1°e bakildiginda
pseudo birinci dereceden kinetik i¢cin bulunan korelasyon katsayilarinin, pseudo
ikinci dereceden kinetik i¢cin bulunanlardan daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Ayrica deneysel qcq degerlerinin, pseudo birinci dereceden kinetik i¢in bulunan qeq
degerlerine daha yakin bulunmasi mag-p(HEMA-MAPA) nano kiirelerine lizozim

adsorpsiyonunun pseudo birinci dereceden kinetige uygun oldugunu gdostermektedir.
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Sekil 4.22 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin lizozim adsorpsiyonunun birinci
dereceden kinetiginin incelenmesi. Inkiibasyon siiresi: 2 saat; pH: 9,0; sicaklik:

25 °C; tuz derisimi: 1,0 M Na,SO,
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Sekil 4.23 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin lizozim adsorpsiyonunun ikinci
dereceden kinetiginin incelenmesi. Inkiibasyon siiresi: 2 saat; pH: 9,0; sicaklik:

25 °C; tuz derisimi: 1,0 M Na,SO,
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Cizelge 4.1 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin lizozim adsorpsiyonunun birinci ve
ikinci dereceden kinetik sabitleri

Baslangig .
Birinci dereceden kinetik Ikinci dereceden kinetik
lizozim  Deneysel
derisimi Ceq ex k; eq . k, eq
(mgmL)  (mg/g) (dk') (mg/g) (x10”* g/(mg.dk)  (mgg) R’
0.05 130 0.036 120.5 0.9767 3.2 153.8  0.9747
0.1 164 0.032 156.5 09714 1.69 208.3  0.9720
0.2 249 0.044 263.1 0.9833 1.12 322.6  0.9656
0.3 304 0.046 323.5 0.9895 0.79 416.7 0.9674
0.4 366 0.041 4052 0.9794 0.46 5263  0.9414
0.5 400 0.055 446.0 0.9866 0.88 500.0  0.9733
1.0 512 0.045 559.0 0.9906 0.42 714.0  0.9579
2.0 523 0.050 584.8 0.9841 0.47 714.0  0.9652

4.3.6. Mag-nano-p(HEMA-MAPA) Polimerinden Lizozimin
Desorpsiyonu ve Polimerin Tekrar Kullamilabilirliginin

Incelenmesi

Bir destek materyalinin en onemli 6zelliklerinden biri defalarca kullanilabilmeye
olanak vermesidir. Lizozim enziminin mag-p(HEMA-MAPA) nano yapilarina
adsorpsiyonu ve desorpsiyonu islemleri ayni nanoyapilar kullanilarak 10 dongi
boyunca tekrar edilmistir. Desorpsiyon orani % 98 olarak bulunmustur. Sekil 4.24°de
goriildigl gibi 10 dongii boyunca adsorplanan lizozim miktarinda énemli bir azalma
gozlenmemistir. Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin yeniden kullanilabilmesi
ve taze enzim ile yiiklenmesi ekonomik acidan olduk¢a onemlidir. Ruckenstein ve
Zeng (1997), lizozim adsorpsiyonu icin makrogdzenekli kitin membranlarini
kullanmiglar ve 10 dongli boyunca gerceklestirdikleri lizozim adsorpsiyon ve
desorpsiyon islemlerinde adsorpsiyon kapasitesinde bir degisiklik
gozlemlememislerdir. Altmtas et al. (2007), mag-p(GMA)-L-triptofan kiirelerini
lizozim enziminin adsorpsiyonunda kullanmislar ve 10 kez ardi ardmna
gerceklestirilen adsorpsiyon-desorpsiyon islemlerinde adsorpsiyon kapasitesinde bir

azalma olmadigmi rapor etmislerdir. Shen ve Cao (2007), termo-duyarh
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poliakrilamid tiirevli bir polimer sentezleyerek lizozim adsorpsiyonunda
kullanmiglardir. Bes adsorpsiyon-desorpsiyon isleminden sonra polimerin
adsorpsiyon kapasitesinde bir degisiklik gozlemlememislerdir.
450
400 - —e * * o o * o — o
E 350 ~
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S5 0
- £
= = 250 -
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5 & 200 -
2 oo
s E 150 -
=
< 100
50
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Dongii sayisi

Sekil 4.24 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin lizozim adsorpsiyonu i¢in tekrar
kullanilabilirligi. Inkiibasyon siiresi: 2 saat; pH: 9,0; sicaklik: 25 °C; tuz derisimi:
1,0 M Na2804

4.4. LIZOZIM AKTIVITESI OLCUMU

4.4.1. Serbest ve Immobilize Lizozim Aktivitesine pH’in Etkisinin

Incelenmesi

Pek ¢ok enzimin katalitik aktivitesi, icinde bulundugu ¢ozeltinin pH’mna baghidir.
Lizozim aktif bolgesinde iki adet karboksi grubu bulundurur. Kataliz reaksiyonunun
kabul edilen mekanizmasina gore hiicre duvart polisakkariti, enzimin aktif
bolgesindeki yariga baglanir. Aktif bolgedeki karboksi gruplarindan bir tanesi
polisakkarit yapidaki glikozidik oksijene bir proton verir. Glikozidik oksijen
okzonyum iyonu haline gelir ve sekeri iyi ayrilan grup haline getirir. Bu seker,
yapidan ayrildiginda komsu sekerlerin bir tanesinin anomerik karbonu {lizerinde

karbokatyon olusur. Ortamdaki su molekiilii bu iyona saldirir ve yeni bir okzonyum
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iyonu olusur. Notralligin geri kazanilmasi i¢in bir protonun uzaklastirilmasi gerekir.
Bu durumda ikinci protonu uzaklasmis karboksi grubu baz olarak davranir. Aktif
merkezdeki iki karboksi grubundan herhangi biri yanlis protonlanirsa istenilen
fonksiyonu gostermeyecektir. Aktivite sirasindaki bu proton hareketi acikga
gostermektedir ki, ortamin pH’1 katalizlenen reaksiyonun hizi lizerine etki edecektir

(www linfield.edu/chem/C440/Lysozyme.pdf).

Lizozim enzimi genis bir pH araliginda (6,0’dan 9,0’a kadar) aktivite gosterir. pH
6,2’de genis bir iyonik siddet araliginda (0,02°’den 0,10 M’a kadar) maksimum
aktivite gozlenirken, pH 9,2°deki aktivite daha dar bir iyonik siddet araliginda
(0,0I’den 0,06 M’a kadar) gozlenir (Davies et al., 1969). pH’in serbest ve
immobilize lizozim aktivitesi iizerine etkisi iyonik siddetin 0,10 M oldugu ortamda
incelenmistir. Serbest ve immobilize lizozimin optimum pH’lart 6,0 olarak
bulunmustur. Bu iyonik siddet ortaminda pH 6,0’daki aktivitenin daha yiiksek
cikmas1 beklenen bir sonugtur (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25 Serbest ve mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerine immobilize edilmis lizozim
aktivitesine pH’1n etkisi. Iyonik siddet: 0,10 M; sicaklik: 25 °C



119

4.4.2. Serbest ve Immobilize Lizozim Aktivitesine Sicakhgin

Etkisinin Incelenmesi

Bir sistemin sicakligi bir anlamda sistemdeki molekiillerin kinetik enerjilerinin bir
Olgtistidiir. Bu nedenle, sistemin sicakligmin artmasi sistemin kinetik enerjisinin
artmas1 olarak algilanabilir. Kinetik enerjinin yiikselmesi sistemde daha enerjik
carpigmalara, birim zamandaki c¢arpigma sayismmin artmasmna ve sistemdeki
molekiillerin 1sisinin artmasina neden olur. Enzim aktivitesine sicaklik etkisi belli bir
sicaklik artismna kadar, bahsedilen Ozelliklerin artmasi nedeni ile, aktivitenin
yiikselmesi seklinde olur. Ancak, daha ytiksek sicakliklarda isinin bir kismi kimyasal
potansiyel enerjiye doniistiigiinde ve bu kimyasal potansiyel enerji yeterli biiyliklige
eristiginde proteinlerin ii¢ boyutlu yapismi bir arada tutan zayif baglar
kirilabileceginden enzim denatiire olur ve inaktif bir protein haline gelir. Bu nedenle,

her enzimin maksimum aktivite gosterdigi bir optimum sicaklik vardir.

Sekil 4.26°da serbest ve immobilize lizozimin 4 - 65 °C araliginda sicakliga kars1 %
aktivite grafikler1 goriilmektedir. Serbest lizozim i¢in optimum sicaklik 45 °C
bulunurken, immobilize lizozim i¢in bu deger 55 °C olarak bulunmustur. Immobilize
lizozimin, serbest lizozime gore daha yiiksek optimum sicaklik sergilemesi enzim ve
destek materyali arasindaki hidrofobik etkilesimlerin bir sonucu olarak enzim
iizerindeki konformasyonel degisimlerin olusmasiyla agiklanabilir. ilaveten
immobilize lizozimin yiiksek sicaklik ile ortaya ¢ikan denatiirasyona dayanikliligi

daha rijit yapiya sahip olmasindan kaynaklanabilir (Chang ve Chu, 2007).



120

120 ~

100 -

80 ~

60

40 -

% Aktivite

20 A

0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
—e— Serbest Lizozim

—=— Immobilize Lizozim

Sicakhik (°C)

Sekil 4.26 Serbest ve mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerine immobilize edilmis lizozim
aktivitesine sicakligin etkisi. pH: 9,0; iyonik siddet: 0,1 M

4.4.3. Serbest ve Immobilize Lizozim AKtivitesine Substrat

Derisiminin Etkisinin incelenmesi

Serbest ve immobilize lizozimin kinetik sabitleri olan Michaelis sabiti (K,,) ve
maksimum hiz (Vmax) M. [lysodeikticus substrati kullanilarak belirlenmistir.
Kullanilan lizozim enzimi aktivite tayin yontemi oldukca duyarli olup, gram pozitif
bir organizma olan M. lysodeikticus siispansiyonunun tiirbiditesinin azalmasmin
goriintiilenmesini  icermektedir (Verhamme et al., 1988). Sekil 4.27°de M.
lysodeikticus substrat derisiminin (mg/mL) artmasiyla 450 nm’de absorbansin
(bulanikligin) arttig1 goriilmektedir. Sekil 4.28 ve 4.29°da serbest ve immobilize
lizozim i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri, Cizelge 4.2’de ise bu grafikler
kullanilarak tespit edilen kinetik sabitler goriilmektedir. Serbest lizozim i¢in bulunan
Vimax degeri (286 631,5 U/mg), immobilize lizozim i¢in bulunan Vy,x degerinden (16
548,1 U/mg) daha yiiksektir (yaklasik 17 kat). Vi, enzimin tiimii substratina
doygun oldugundaki olas1 en yiiksek hizdir ve bu parametre immobilize enzimin
gergek Ozelliklerini yansitir fakat diflizyonel smirlamalardan etkilenebilir (Reshmi et
al., 2007). Immobilize lizozimin K,, degeri (0,145 mg/mL), serbest lizozimin K,
degerinden (0,101 mg/mL) yaklasik 1,5 kat daha yiiksek bulunmustur. Bu veriler,

serbest enziminkilerle karsilastirildi§inda immobilize enzim ile substrati arasindaki
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aktivitenin azaldigin1 gostermektedir. Bu durum diflizyon engelleri ve sterik
etkilerden kaynaklanabilir (Arica ef al., 2000). Diger yandan afinitedeki bu degisiklik
enzimin destek {izerine immobilizasyonu sonucunda substratin aktif bolgeye
ulagilabilirliginin de azalmasindan kaynaklanabilir (Palmieri et al., 1993). Lizozim
enziminin degisik Ozellikteki desteklere immobilizasyonunun gergeklestirildigi ¢ok
sayida calisma olmakla beraber bu calismalarin ¢ogunda serbest ve immobilize

lizozimin kinetik parametreleri tespit edilmemistir.

Absorbans (450 nm)
=
[o2e]
1

06 - s
0.4 7 y=5,5271x
0,27 R’ = 0,9955
0 I I I I I I 1
0 0,05 0,1 0,15 0.2 025 03 035

Substrat Derisimi (mg/mL)

Sekil 4.27 M. lysodeikticus substrat1 derigimine karsilik absorbans grafigi
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Sekil 4.28 Serbest lizozim i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.29 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerine immobilize edilmis lizozim igin

Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.2 Serbest ve mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerine immobilize edilmis lizozim
icin kinetik sabitler

Enzim Sekli Km Vinax
Serbest lizozim 0,101 mg/mL 286 631,5 U/mg
Immobilize lizozim 0,145 mg/mL 16 548,1 U/mg

4.4.4. Serbest ve Immobilize Lizozimin Depo Kararhhgimin

Incelenmesi

Serbest ve immobilize lizozimin 4 °C’de 90 giin boyunca aktivite Ol¢limleri
yapilarak depo kararliliklar1 incelendi. Bu zaman periyodunda enzimde herhangi bir
sizma gozlenmedi. Serbest lizozim 90 giiniin sonunda aktivitesinin % 31’ini
korurken, immobilize lizozim baslangi¢ aktivitesinin % 68’ini korumustur (Sekil
4.30). Bir destek maddesine enzim immobilizasyonu genellikle bazi konformasyonel
degisikliklerin olugmasi ile enzimin serbestligini sinirlar ve bu denatiirasyona kars1
artan stabiliteyle sonuglanabilir (Hong et al., 2008). Yapilan bir ¢alismada
hidroksipropil metilseliiloz asetat siiksinat polimerik destegine lizozim enzimi
immobilize edilerek 4 °C’de serbest ve immobilize lizozimin depo kararlilig1 30 giin
boyunca incelenmistir. 30 giliniin sonunda serbest enzimde aktivite gézlenmezken

immobilize lizozimde yaklasik % 50 aktivite gozlenmistir (Chen et al., 2003).
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Sekil 4.30 Serbest ve mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerine immobilize edilmis lizozimin
depo kararliligi. Sicaklik 4 °C

4.4.5. Serbest ve Immobilize Lizozimin Isil Kararhliginin

Incelenmesi

Serbest ve immobilize lizozimin stabilitesi {izerine sicakligin etkisi Sekil 4.31°de
goriilmektedir. 55 °C’de 240 dakika boyunca isiyla muameleden sonra serbest
lizozim baglangi¢ aktivitesinin % 27’°sini korurken, immobilize lizozim % 67’sini
korumustur. Bu sonuglar adsorplanan lizozimin, 1siya kars1 serbest lizozimden daha
dayanikli oldugunu gostermektedir. Enzimlerin immobilizasyonla termal
kararliligmin artmasi onlarm uygulama potansiyellerini genisletebilir. Chen et al.
(2003), serbest lizozim enzimi ve hidroksipropil metil selilloz asetat siiksinat
polimerik desteg§ine immobilize ettikleri lizozim enzimini 50 dakika farkli
sicakliklarla (50, 60, 70 °C) muamele ederek aktivitelerini incelemislerdir. Serbest
lizozim 50 °C’lik sicaklik muamelesinden sonra baglangi¢ aktivitesinin % 80’ninden
fazlasin1 kaybetmis, 60 °C’de ise tamamen inaktif hale gelmistir. Diger taraftan
immobilize lizozim 50 dakika 70 °C’lik sicaklik muamelesinden sonra baslangic

aktivitesinin neredeyse yarisinit korumustur.
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Sekil 4.31 Serbest ve mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerine immobilize edilmis lizozim
aktivitesinin 55 °C’de zamana bagl olarak degisimi

4.4.6. Iimmobilize Lizozimin Islemsel Kararlihginin incelenmesi

Immobilize enzim sistemlerinin islemsel kararlilig1 ekonomik yénden ¢ok dnemlidir
ve kararliligmm korunmasi immobilize enzimleri serbest enzimlerden daha avantajli
kilar. Immobilize lizozimin islemsel kararlilig1, 25 °C’de ard arda aktivite dlgiimleri
yapilarak incelenmistir. Sekil 4.32’de goriildiigli gibi immobilize lizozim 10
dongiiden sonra aktivitesinin % 84’linii korumustur. Aktivitedeki bu hafif diisiis,
kullanimlar swrasinda meydana gelen lizozim inaktivasyonundan kaynaklanabilir.
Immobilize enzimlerin aktivitesinde dnemli bir azalma olmadan gosterdigi islemsel
kararlilik, endiistriyel uygulamalarin ekonomisi bakimindan 6nemlidir. Bayramoglu
et al. (2002), p(HEMA-MAPA) membranlarina karbodiimid aktivasyonu ile lipaz
enziminin kovalent immobilizasyonunu gergeklestirerek immobilize lipazin islemsel
kararliligmmi incelemislerdir. Yirmi kullanimdan sonra bile immobilize lipazin
baslangi¢ aktivitesinin % 63’linii korudugunu gézlemlemislerdir. Tang et al. (2006),
kitosan nanopartikiillerine immobilize ettigi proteinaz enziminin 9 kullanimdan sonra
baslangi¢ aktivitesinin % 88’ini korudugunu rapor etmislerdir. Tang et al. (2007),

baska bir calismasinda kitosan nanopartikiillerine immobilize ettikleri lipazin 10
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kullannmdan sonra baslangi¢ aktivitesinin yaklasitk % 60’11 korudugunu

gozlemlemislerdir.
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Sekil 4.32 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerine immobilize edilmis lizozimin islemsel
kararlilig

4.5. YUMURTA AKINDAN LiZOZiM ENZIMININ
SAFLASTIRILMASI

Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimeri kullanilarak lizozim immobilizasyonu
parametrelerinin optimizasyonu sirasinda ticari olarak satilan lizozim enzimi
kullanilmistir. Immobilizasyon parametrelerinin optimizasyonundan sonra tespit
edilen bu kosullarda polimerin bir biyokimyasal ortamdan lizozim enzimini ayirmak
ve saflastirmak i¢in kullanilabilirligini 6lgmek iizere yumurta akindan lizozim
saflagtirilmasi deneyleri gergeklestirilmistir. Bunun i¢in daha 6nce materyal ve
yontem boliimiinde anlatildig1 sekilde yumurta aki lizozimi polimere immobilize

edilmis daha sonra da desorbe edilen enzimin saflig1 ve miktar1 arastirilmistir.
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4.5.1. SDS-PAGE Elektroforezi Sonucu

Polimerden desorbe edilen lizozim enziminin safligi SDS-PAGE ile tayin edilmistir.
Sekil 4.33’de 1. siitunda protein standartlari, 2 ve 3. siitunlarda ticari olarak satilan
lizozim enzimi, 4 ve 5. siitunlarda yumurta aki proteinleri, 6. siitunda ise mag-nano-

p(HEMA-MAPA) polimeri ile yumurta akindan saflastirilan lizozim enzimi

goriilmektedir.

205 kDa ——
116 kDa ——
97 kDa —

66 kDla ——

45 kDa —»

29kDa —»

Sekil 4.33 Yumurta akindan lizozim enziminin saflastirilmasina iliskin SDS-PAGE analizi.
1: standartlar, 2 ve 3: ticari lizozim, 4 ve 5: yumurta aki, 6: saflastirilmig lizozim

Yumurta akindan lizozim enziminin saflastirilmasina iliskin veriler Cizelge 4.3’de

goriilmektedir.
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Cizelge 4.3 Yumurta aki lizozim enziminin mag-nano-p(HEMA-MAPA) ile saflagtirilmasi

Total Spesifik
Saflagtirma Total Protein ~ Aktivite  Aktivite Aktivite Saflagtirma
Adimi (mg) (Unite) (Unite)  (Unite/mg) % verim  Katsayisi
Yumurta aki 123,84 6300 25200 203,49 % 100 1
pH 4,5°de
izoelektrik
S 112,92 5760 23040 204,04 % 91,43 1
sonrast
Mag-nano-
p(HEMA-
MAPA) ile 0,148 4950 19800 133783,78 % 78,57 657
saflastirilan
lizozim

Cizelge 4.3’den goriildiigli iizere desorbe edilen enzimin 657 kat saflastirildigi
aktivite geri kazanimmin % 78,57 oldugu bulunmustur. Saflastirilan lizozimin
spesifik aktivitesi 133 783,78 U/mg olarak bulunmustur. Piyasadan satin alman

serbest lizozimin spesifik aktivitesi ise 266 171,05 U/mg olarak hesaplanmastir.

4.5.2. Bio-LC ile Lizozim Miktar1 Tayini

Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimeri ile yumurta akindan saflastirilan lizozim
enzimin saflig1 Bio-LC ile tayin edilmistir. Sekil 4.34, 4.35, 4.36’da sirasiyla 25, 250
ve 500 ppm ticari lizozim igeren drneklerin kromatogrami, Sekil 4,37°de 250 ppm
protein iceren yumurta aki Orneginin kromatogrami, Sekil 4.38’de mag-nano-
p(HEMA-MAPA) polimeri ile yumurta akindan saflastirilan lizozim Orneginin

kromatogrami goriilmektedir.
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Sekil 4.34 25 ppm ticari lizozim igeren érnegin Bio-LC kromatogrami
1.800 LYSOZYME #33 [modified by BIO] DLYS 2501 UVv_VIS 1
- mAU WVL:215 nm
1 %D: 0,0 %
1.500 %C: 0,0 %
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] .
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8,8 10,1

Sekil 4.35 250 ppm ticari lizozim igeren 6rnegin Bio-LC kromatogrami
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Sekil 4.36 500 ppm ticari lizozim igeren 6rnegin Bio-LC kromatogrami
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1 %D: 0,0 %
1 %C:0,0 %
500
250
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0,0 1,3 25 3,8 5,0 6,3 7,5 8,8 10,1

Sekil 4.37 250 ppm protein igeren yumurta aki érneginin Bio-LC kromatogram
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LYSOZYME #38 [modified by BIO] DLYS DES2 UVv VIS 1
mAU WVL:215 nm

%D: 0,0 %
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i
| 30,5
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Sekil 4.38 Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimeri ile yuamurta akindan saflagtirilan lizozim
orneginin Bio-LC kromatogrami

Kromatogramlara bakildiginda lizozim enziminin alikonma siiresi yaklasik 3,8
dakikadir. Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimeri ile yumurta akindan saflastirilan
lizozim Ornegindeki lizozim derisimi, ticari lizozim Ornekleri ile elde edilen
kromatogramlardaki pik alanlarinin integrasyonuyla hesaplanmistir. Saflagtirma

islemleri sonunda elde edilen lizozim enziminin saflig1 % 96 olarak bulunmustur.
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5. SONUC ve ONERILER

¢ Bu calismada lizozim enziminin immobilizasyonu ve saflastirilmasi i¢in yeni
bir destek maddesi olarak mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimeri emiilsiyon

polimerizasyonu teknigi ile sentezlenmistir.

e FElde edilen partikiiller oldukca kiiresel yapida olup ¢aplar1 386 nm’dir. Mag-
nano-p(HEMA-MAPA) polimerinin spesifik yiizey alan1 580,0 m*/g’dur.

e FTIR ve MALDI-TOF d4lgiimleri ile MAPA monomerinin mag-nano-
p(HEMA-MAPA)’ya inkorpore oldugu bulunmustur.

e Sentezlenen polimerik yapiya MAPA monomerinin katilma miktar1 elementel

analiz ile degerlendirilerek 4,30x10° mmol/ g olarak hesaplanmistir.

e SEM, TEM ve AFM fotograflar1 ile sentezlenen partikiillerin kiiresel ve

gozeneksiz yapida oldugu gozlenmistir.

e [ESR odlgtimleri ile polimerik yapmin magnetik 6zellik kazandig1 saptanmstir.
Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimeri i¢in bulunan negatif zeta potansiyel

degeri polimerin kararli yapida oldugunu gostermistir.

e Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerine lizozim adsorpsiyonu farkli pH
cozeltilerinde (pH 4,0-5,0 asetat tamponu; 6,0-8,0 fosfat tamponu; 9,0-11,0
karbonat tamponu; 100 mM) incelenmis ve maksimum lizozim

adsorpsiyonunun pH 9,0 karbonat tamponunda gerg¢eklestigi bulunmustur.

e Batch deneylerinde lizozim adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi farkli
derisimlerdeki tuzlar [NaCI, (NH4),SO4, Na,SO4] kullanilarak incelenmis ve

1,0 M Na,SO4 derisiminde adsorpsiyonun maksimum oldugu saptanmistir.

e Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerine maksimum lizozim adsorpsiyonu
1,0 mg/mL lizozim derigsimde ve 1,0 M Na,SO, igeren ortamda 517 mg/g
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polimer olarak bulunmustur. Nano-p(HEMA)’ya non-spesifik lizozim

adsorpsiyonu degeri oldukca diisiiktiir (24 mg/g polimer).

Mag-nano-p(HEMA-MAPA)  partikiillerinin ~ lizozim  adsorpsiyonuna
sicakligin etkisi 4 - 65 °C araliginda incelenmis ve sicaklik artisi ile

adsorplanan lizozim miktarmin 6nemli miktarda arttig1 bulunmustur.

Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerine lizozim adsorpsiyonuna iliskin
adsorpsiyon izotermleri (Langmuir ve Freundlich) incelendiginde Langmuir
adsorpsiyon izotermi bu afinite adsorpsiyon sistemine uygundur. Sentezlenen
polimere lizozim adsorpsiyonuna iligkin adsorpsiyon kinetikleri (pseudo
birinci dereceden ve pseudo ikinci dereceden) arastirildiginda adsorpsiyonun

pseudo birinci dereceden kinetik yaklasima uygunlugu goriilmiistiir.

Mag-nano-p(HEMA-MAPA)  polimerinden  lizozimin  desorpsiyonu,
desorpsiyon ajani olarak % 50’lik etilen glikol kullanilarak arastirilmistir.
Desorpsiyon orani % 98 olarak bulunmus ve 10 adsorpsiyon-desorpsiyon
adimindan sonra adsorplanan lizozim miktarinda Onemli bir azalma

gbozlenmemistir.

Gergeklestirilen bu tez caligmasi her ne kadar mag-nano-p(HEMA-MAPA)
polimeri kullanilarak lizozim enziminin saflastirilmasi olarak sunulsa da
lizozimin immobilize formda kullanilmasina olanak verdigi i¢in endiistriyel

islemlerde ekonomik yonden oldukc¢a dnemlidir.

Mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerine immobilize edilmis lizozim
enziminin aktivitesine pH’1n etkisi farkli pH degerlerinde (pH 4,0-5,0 asetat
tamponu; 6,0-8,0 fosfat tamponu; 9,0-11,0 karbonat tamponu; 100 mM) ve
0,1 M iyonik siddet ortaminda incelenerek serbest ve immobilize lizozimin

optimum pH’1 6,0 olarak bulunmustur.
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e Serbest ve immobilize lizozimin aktivitesi lizerine sicakligin etkisi 4-65 °C
araliginda arastirilmistir. Serbest lizozim i¢in optimum sicaklik 45 °C

bulunurken, immobilize lizozim i¢in 55 °C olarak bulunmustur.

e Serbest ve immobilize lizozim aktivitesine substrat derigiminin etkisi
incelenerek kinetik sabitler saptanmistir. Serbest lizozim i¢in bulunan Vax
degeri (286 631,5 U/mg), immobilize lizozim i¢in bulunan V,,x degerinden
(16 548,1 U/mg) yaklasik 17 kat daha yiiksektir. Immobilize lizozimin K,
degeri (0,145 mg/mL), serbest lizozimin K, degerinden (0,101 mg/mL)
yaklagik 1,5 kat daha yiiksektir.

e Serbest ve immobilize lizozimin depo kararliliklar1 4 °C’de 90 giin boyunca
aktivite Olglimleri yapilarak degerlendirilmistir. Serbest lizozim 90 giin
sonunda baslangi¢c aktivitesinin % 31’ini korurken immobilize lizozim

baslangi¢ aktivitesinin % 68’ini korumustur.

e Serbest ve immobilize lizozimin 1s1l kararliliklar1 55 °C’de 240 dakika
boyunca incelenmis ve serbest lizozim 240 dakika sonunda baslangic
aktivitesinin % 27’sini korurken immobilize lizozim baslangic aktivitesinin

% 67’sini korumustur.

e Immobilize lizozimin islemsel kararlilhigi 10 dongii boyunca aktivite
olciimleri ile incelenmistir. Immobilize lizozim 10 déngiiden sonra baslangig

aktivitesinin % 16’sm1 yitirmistir.

e Sentezlenen polimer yumurta akindan lizozim enziminin saflastirilmasinda
kullanilmistir. Saflastirma islemleri sonunda lizozim enziminin aktivite geri
kazanim1 % 78,57 ve saflastirma katsayis1 657 olarak bulunmustur. Enzimin
safligt SDS-PAGE ile goriintiilenmis, saflik oram1 Bio-LC ile % 96 olarak

bulunmustur.

Bilindigi iizere enzimler kimya, ila¢ ve gida endiistrilerinde biyokatalizor olarak,

klinik ve kimyasal analizlerde ise spesifik ligandlar olarak kullanilirlar. Bir enzimin
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yiiksek saflikta elde edilmesi onun potansiyel uygulama alanlarmi genisletmektedir.
Bu tezde yumurta akindan lizozim enziminin saflastirilmasi i¢in magnetik 6zellikte
ve nano boyutta bir destek materyali sentezlenmistir. Nano boyutta sentezlenen bu
destek materyali, birim kiitlesi bagina sundugu genis yiizey alani nedeni ile 6nemli
miktarda lizozim baglanmasini ve lizozim enziminin yiiksek saflikta elde edilmesini
saglamistir. Sentezlenen polimerin magnetik 6zellikte olmasi ise bu polimere farkl
alanlarda kullanilabilme potansiyellerini sunmustur. Yapilan bu calisma materyal
boyutlarinin kiigiiltiilmesi ilkesine dayanan nanoteknolojik uygulamalara bir 6rnektir.
Sunulan bu tez ¢alismas: literatiire 6nemli katkilar saglayacak ve farkli uygulama

alanlarina zemin olusturacaktir.
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