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insan serum albimini dolagim sisteminde en fazla bulunan proteindir. Kanin
ozmotik basincinin ayarlanmasi, safra asitleri, bilirubin, uzun zincirli yag asitleri,
amino asitleri, steroidler, metal iyonlar ve ilaglar gibi ¢cok sayida endojen ve
eksojen maddenin tagsinmasi, dagitilmasi ve metabolizmasi gibi pek ¢ok fizyolojik
islevi yerine getirir. Asiri kan kaybi ve bdbrek rahatsizligi ile protein kayiplar
durumunda tedavi amacl kullanilir ve kan turevli temel trtnlerden bir tanesidir.
Plazmadan saflastirma icin genellikle Cohn fraksiyonlama ydntemi kullanilir.
Ancak bu yontem segici degildir ve protein denatlrasyonuna neden olabilir.
Proteinlerin saflastirilmasi i¢in boya ligand adsorbentler, basit, hizh ve ucuz
ayirma olanagi sagladiklari i¢in tercih edilirler ve tek seferde 20-80 kat saflastirma
ve On islem olmaksizin ham 6zutten ylksek oranda geri kazanim saglayabilirler.
Bu calismada manyetik silika partikillerle albimine ilgisi bilinen Cibacron Blue
F3GA ligand olarak baglanmis ve manyetik sistemde albimin saflastirmasi
gerceklestiriimistir. Spesifik ylizey alani 222 m?/g olan silika partiklllerdeki
magnetit varligi ESR ve VSM yontemleri ile gosteriimis ve adsorbentin
spektroskopik yarilma carpani, g, degeri 2.3153 olarak hesaplanmistir. Manyetik

partikillere baglanan Cibacron Blue F3GA miktarinin, boya derigiminin artirilmasi
[



ile arttigr elementel analiz yontemi ile belirlenmis ve boyanin yapiya kovalent
olarak baglandigi FTIR ile gosterilmistir. Farkli kosullarda gerceklestirilien HSA
adsorpsiyonu c¢alismalarinda en yuksek adsorpsiyonun pH 5.5'de 27.82 mg/g
olarak gergeklestigi ve 3.0 mg/mL HSA derisiminde plato dederine ulastigi
gOzlenmigtir. Sicaklik ve tuz derisiminin artmasinin HSA adsorpsiyonunu azaltici
yonde etkisi oldugu gosterilmistir. Yapilan hesaplamalar boya bagli manyetik
partiklllere HSA adsorpsiyonunun Langmuir adsorpsiyon izotermine uydugunu
gOstermigtir. Kinetik hesaplamalar adsorpsiyonun kimyasal olarak gerceklestigini
gOstermigstir. Desorpsiyon ajani olarak 1.0 M NaCl ¢ozeltisi kullaniimig ve 10 kez
tekrarlanan  adsorpsiyon-desorpsiyon isleminin  ardindan  adsorbentin
kapasitesinde yalnizca %5 oraninda bir azalma olmustur. Yapay plazmadan
yapilan adsorpsiton ¢alismalarinda ise albimin adsorpsiyonu 48.6 mg/g’dir ve
plazmadan toplam protein adsorpsiyonunun %97’si albumin olarak

gerceklesmistir.

Anahtar Kelimeler: Manyetik silika partikil, Cibacron Blue F3GA, alblimin
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Human serum albumin is the most abundant protein in the circulatory system. It
performs many physiological functions such as the regulation, distribution and
metabolism of a large number of endogenous and exogenous sunstances such
as adjusting the osmotic pressure of the blood, bile acids, bilirubin, long cahin
fatty acids, amino acids, steroids, metal ions and drugs. It is used for therapeutic
purposes in case of excessive blood loss and kidney disease and protein losses
and is one of the basic products derived from blood. Cohn fractionation method
is generally used for purification from plasma. However, this method is not
selective and can cause protein denaturation. Dye ligand adsorbents for
purification of proteins are preferred beacuse they provide simple, fast and
inexpensive separation and can provide high recovery from crude extract 20-80
times in one time without purifications and pretreatment. In this study, Cibacron
Blue F3GA ligand, known to be associated with the albumin of magnetic silica
particles, was ligated and albumin purificaiton was carried out in the magnetic
system. The presence of magnetite in the silica particles with a 222 m2/g surface
area was shown by ESR and VSM techniques and the spectroscopic splitting



factor, g, was calculated as 2.3153. The amount of Cbacron Blue F3GA bound to
the magnetic particles was increased with the increasing dye concentration and
was determined by elemental analysis. The covalent binding of the dye was also
shown by FTIR. The HSA adsorption studies were performed under different
conditions. The maximum HSA adsorption was achieved at pH 5.5 as 27.82 mg/g
and reached a plateu value at 3.0 mg/mL HSA concentration. The increase in the
medium temperature and ionic strength was decreased the HSA adsorption. The
mathematical calculations have shown that the adsoption of HSA onto the
magnetic silica particles is consistent with the Langmuir isotherm and adsorption
occured chemically. 1.0 M of NaCl solution was used as a desorption agent and
after 0 adsorption-desorption cycle the adsorption capacity of the adsorbend
decreased only 5%. The adsorption of albumin from artificial plasma occured as
48.6 mg/g and the 97% of total protein adsorption from plasma occured as

albumin.
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1. GIRIS

Proteinlerin  saflastirilmasi amaciyla boyalar uzun vyillardir basari ile
kullaniimaktadir. Ozellikle Cibacron Blue F3GA, NAD* bagimh enzim ve
proteinlere afinitesi ile siklikla kullanilan bir boya liganddir ve albumine afinitesi
oldukga yuksektir. Antrakinon diaminobenzen sulfonat ve triazin halkalari sirasi
ile kofaktoriin adenin, adenil riboz ve pirofosfat gruplarina benzer davranarak ilgili
bdlgelerden proteine baglanmaktadir. Boyalar grup spesifik ligand sinifinda
olmakla birlikte biyolojik ligandlara gére gok dnemli avantajlara sahiptir. Ozellikle
saf albimin elde etmek yerine amag albUmini uzaklastirarak serum proteomunu

basitlestirmek oldugunda boya ligandlarin avantajlari daha da 6ne ¢ikmaktadir.

Kimyasal olarak sentezlenen manyetik partikuller es boyutlu olmalarina eslik
eden manyetik 6zllikleri nedeniyle manyetik rezonans goruntileme, manyetik ilag
hedefleme, hipertermi anti kanser stratejisi ve protein-enzim immobolizasyonu ve
saflastirimasi gibi pek c¢ok biyoteknolojik ve medikal uygulamada dikkat
cekmektedir. Manyetit (Fe3Oa4) parcaciklarin silika ile kaplanmasi hem temel hem
de teknolojik arastirmalarda énemli bir yaklagimdir. Demir oksit pargaciklarinin
silika ile kaplanmasi ¢ozeltide topaklagsmalarini dnler ve kimyasal kararlihgini
artirir. Diger bir avantaj ise ylzeye kazandirilan silanol gruplari sayesinde cesitli
baglama ajanlari kullanarak 6zgln ligandlarin ylzeye kovalent olarak
baglanabilmesidir. Son olarak silika kaplanmis manyetik partikiller biyolojik

sistemlere kargl zararsiz yapidadirlar.

Manyetik partikiller ayirma isleminde iki farkl sekilde kullanilabilirler. Bunlardan
biri adsorpsiyon islemi tamamlandiktan sonra bir miknatis yardimi ile partiktllerin
cOzeltiden hizli ve kolay sekilde ayriimasidir. Diger bir kullanim ise Ozellikle
proteinlerin buylk Olgekte saflastiriimasina olanak saglayan ve kati parcaciklarin
karigtinimasina gerek olmaksizin dig manyetik alan uygulamasi ile kutle
transferinin kolaylastiriimasidir.

Bu calismada hazirlanan manyetik silika partikillere, boya ligand Cibacron Blue
F3GA silanol gruplari Uzerinden baglanarak karakterize edilmesinin ardindan

manyetik alan varliginda albimin saflagtirma &zellikleri incelenmisgtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Albiimin

Kan plazmasi iginde en ¢ok bulunan protein ¢esidi albumindir. Yapilan ¢alismalar
albuminin plazma proteinlerinin yaklasik yarisi kadar oldugunu gostermektedir.
insan serum albiimin (HSA) bir takim hastaliklarin tedavisi icin gereklilik arz
etmektedir. HSA; denaturasyonu, pH karakteristi§i ve elektrostatik 6zelligi

bakimdan farkllik saglayacak tg¢ buyik domaine sahiptir (Denizli, 2011).

Sekil 2.1°de temsili gorunimu ¢izilen albumin yapisi ¢ozelti igerisinde az oranda
vizikozitesi olan elips geometrisine yakin bir durumdadir (Luensmann ve Jones,
2008).

Q>
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Sekil 2.1. Albuminin elipsoid yapisi.

Yuksek c¢ozunarlukla kristalografik teknikler kullanilarak yapilan analizler
sonucunda Sekil 2.2’de gosterildigi haliyle HSA'nin kristal formunda ¢ boyutlu
olarak kalp yapisinda bir gérinime sahip oldugu tespit edilmistir. Fizikokimyasal
Ozellikler bakimindan incelendiginde insan serum albimin ve sigir serum albumin
(BSA) birbirine ¢ok benzer bir yapi arz eder. Bu yapilar karsilastirildiginda

Cizelge 2.1’de belirtilen farkliliklar gérilmektedir (Luensmann ve Jones, 2008).



Cizelge 2.1 HSA ve BSA yapilari.

Molekiiler Agirlik (Da) | izoelektrik Nokta | Aminoasit Sayis|

HSA | 66.438 5.16 585

BSA | 66.411 5.15 583

insanlarda serum proteinleri icerisindeki dagilima bakildiginda %55-%60’lik bir
oranla en ¢ok paya sahip protein albuimindir. Molekuler agirhgr 66500 Da olan
585 aminoasit igeren tek polipeptid zincirinden olusmustur. Birgok a-heliks yapisi
ve bunlara tutunmus olan 17 sulflr kdprusu iceren bu molekuler yapi dolasik bir

yapl1 benzerligi géstermektedir (Nicholson, Wolmarans ve Park, 2000).

Lenf ve dolasim sisteminin proteini olan albumin karacigerde Uretilmektedir. Kan
pH’Inin korunmasi ve kan basincinin duzenlenmesinde énemli bir yere sahiptir.
Baglanma oOzellikleri dolayisiyla vitaminlerin taginmasi ve dagitiimasinda da
etkinlik gosteren albumin toksik yapilardan da korunma saglamaktadir. Baglanma
Ozellikleri hidrofobik ve anyonik molektller Gzerinde etkili olan alblimin bu 6zelligi
bakimindan dnemli bir tasiyici iglevi gorur. Sekil 2.2’den gorulecegi gibi herbir
bdlge kendi icinde A be B olmak Uzere ikiye ayriimis ¢ bolgeden (domain) olusan

sarmal yapiya benzemektedir (Wang ve ark., 2013).

Sekil 2.2. HSA'nin molekuler yapisi.



Var olan 17 sulfur koprusu HSA'nin kararli bir yapi olmasina buyuk katkilar
saglarken ayni zamanda biyolojik kararliligina da olumlu katki yapmaktadir. [IA
alt bolgesi IA ve IB bolgelerini birbirine badlayan ara kesit ile olusturdugu baglanti
hidrojen bagi ve hidrofik etkilesim Gzerinden olusmaktadir. Boylece ortaya ¢ikan
yap! | ve Il bolgelerinin birbirine dik bir sekilde yer aldigi T gorunumladar. 1.
Bolge ise IIB alt bolgesi ile etkilesim igerisindedir. I. ve lll. bolge, IlIB ve IlIA gibi
alt bolgeler ile olusturulan bir yol yardimiyla ayri tutulur ve sadece birkag baglanti
noktasi mevcuttur. Bolgeler birbiri ile bir takim benzesimler icerse de her bdlge
yakinindaki bolgeler ile kendine has etkilegimler icerisindedir. Sonugcta | ve |l
bdlgelerinin oryantasyonu Il ve Ill bolgelerine kiyasla farkli ¢esitlilikte baglanma
noktalari barindiran asimetrik bir yapir goésterir. HSA vyapisi dedisen pH
degerlerinde geri donusumll olabilen bir takim gecisler gosterir. HSA, pH
degerinin 2.7°’den dusuk oldugu ortamlarda genislemis bir yapi halindedir. pH 2.7-
4.3 arasinda yuUksek vizkoziteli, dUsuk ¢dzUnUrlUklU bir yapi arz eden hizli gegisli
olarak nitelendirilen bir F formuna sahiptir. pH 4.3-8.0 arasinda ise N formu olarak
bilinen Sekil 2.3’de gosterildigi gibi kalp seklini alir. pH 8.0 degerinin tzerinde ise
N formuna kiyasla bir takim ligandlara daha fazla afinite gosteren ve a heliks

icermeyen B formuna donusur (Fanili ve ark., 2012).

AlbUminin, plazma proteinlerinin gesidine ve hedef bolgeye bagh olmakla birlikte
ilaclara afinite gostermektedir. Bu 6zellik ilaglarin terap6tik amach kullanimlarda
albuminin dnemini daha fazla ortaya ¢ikarmigtir. Yag asitlerinin tagsinmasinda
onemli bir yere sahiptir. Bunun yanisira ozmotik kan basincini olusturur, organlar
arasindaki sivi dagihmini saglar ve nitrik oksit depolar. HSA, suda ¢dzlinebilen,
monomerik ve pozitif yukll bir proteindir. Bununla birlikte yliksek oranda ligand
badlama kapasitesine sahip olup genel olarak spesifik olmayan karisik bir
baglanma 6zelligine sahip bir tasiyicidir (Lambrinidis, Vallianatou ve Tsantili-
Kakoulidou, 2015).

Albumin yaniklarin, kan kayiplarinin, biyolojik sok gibi maruziyetlerin tedavisinde
kullaniimaktadir. Bununla beraber agi gibi farmakolojik yapilar ve hicre kulturleri
icerisinde de yer almaktadir. Bu ortamlarda diger proteinlerin ve nukleik asitlerin
biyodagilimi  ve farmakokinetigi gibi etkileri arttirmak i¢in alblimin



kullaniimaktadir. Kuguk molekullerin tagsinmasi ile birlikte kontrolli salim

teknolojileri igin in-vivo dlgekte kullanima agiktir (Theodore ve Alan, 2013).

2.2. Plazma Fraksiyonlanmasi: Geleneksel ve Kromatografik Albiumin

Saflagtirma Yontemleri

Yaklasik 180 yil dnce Ancell vicuttaki bir gok fonksiyon igin hayati bir protein olan
albuminin ozelliklerini olduk¢a dogru bir sekilde tanimladi ve Lancet dergisinde
soyle yazdi: “Albimin kuskusuz hayvana yakin 6zelliklerden en énemlilerinden
birisidir; sadece kan serumunda degil, birgok vlicut sivisinda bazen asit bazen
baz kombinasyonlarini koruma guclt o kadar buyuktur ki alblmin oranlari ve
seviyeleri 20-80 yaslari arasinda tim yuksek hayvanlarda hemen hemen aynidir”
(Ancell, 1839).

HSA plazmada en bol bulunan proteinlerden birisidir ve immunoglobulinlerle
birlikte tim plazma proteinlerinin %80’ini olusturur. HSA ayrica tim dokularda ve
salgilarda bulunur. Ozmotik kan basincinin saglanmasi, pek ¢ok endojen ve
eksojen toksinin ve lipid peroksidasyon Urunlerinin tagimasi ve metabolizmasina
yardimci olmak gibi bazi in-vivo fizyolojik gorevleri vardir (He ve Carter, 1992).
Bu Urdnler safra asitleri, bilirubin, uzun zincirli yag asitleri, amino asitler (6zellikle
sistein, triptofan ve tirozin), hormonlar (aldosterone, kortizol, progesterone,
testosteron), bakir, kalsiyum, klor, magnezyum, ¢inko gibi iyonlar ve ilaclar gibi

kimyasal olarak ¢ok farkli molekullerdir (Peters, 1985).

2.2.1. Plazma Fraksiyonlama Yontemleri

Plazma fraksiyonlamasi, Cohn ve arkadaslar tarafindan buyuk oOlgekte protein
saflastiriimasi igin yaklasik 70 yil 6nce gelistirilmig ilk islemdir (Cohn ve ark, 1946,
1950). Gunumuzde de plazma protein fraksiyonlamasi kuresel terapétik protein
uretiminde acgik ara en buyuk endustri segmentidir (Curling, 2002). Kan, hem
hicresel elementleri (alyuvarlar, plateletler, lenfositler) hem de plazmayi iceren
essiz bir biyolojik malzemedir. Plazma yaklasik 60 g/L protein igerir ve bunun 57
grami pek ¢ok terapdtik Grtn igin kullaniimaktadir. Plazma proteinleri Cizelge

2.2'de Ozetlendigi gibi plazma proteinleri genellikle 1 mg/mL veya Uustl



derisimlerde bulunmaktadirlar (Andrade ve Hlady, 1990). HSA, IgG, a-1-
antitrpsin, transferrin, IgA, haptoglobin, fibrinojen toplam plazma protein
katlesinin %90’ 1n1 teskil etmekte; HSA ve IgG tek basina %80’ine karsilik
gelmektedir. Plazma proteinlerinin genis derisim araligi ayirma ve saflastirma
islemlerinin  gugliglinu yansitmaktadir. Cizelge 2.3, insan plazmasindan
saglanan terapotik proteinleri ve duinya gapindaki Uretici sayilarini gdstermektedir
(Robert, 2011). Her yil 34 milyon litreden daha fazla plazmadan 500 tondan fazla
HSA ve 40 tondan fazla intraven6z immunoglobulin (IVIG) tretilmektedir (Curling
ve Bryant, 2005). Gelismis dinyada her milyon nufus basina ortalama 200-400
kg HSA ve 20-40 kg IgG tuketimi gergeklesmekte ve her yil artis gostermektedir.

Cizelge 2.2. Derisimi 1 g/L’den blyuk olan plazma proteinleri (Curling ve Bryant,
2005).

Protein Plazma Derigimi | Molekuler Agirlik
(mg/mL) (kD)
AlbUmin 40.0 66.5
lgG 125 150
LDL 4.0 2000
HDL 3.0 170
a-Makroglobulin 2.7 725
Fibrinojen 3.0 340
Transferrin 2.3 77
a1-Antitripsin 2.0 51
Haptoglobulinler 2.0 100
Komplement 3 1.6 180
IgA 1-4 150
IgM 0.05-2 900




Cizelge 2.3. Plazmadan elde edilen terapétik proteinler ve dinya gapinda Uretici

sayilari.
AlbUmin > 20 | Von Willebrandt faktor 6
imminoglobilin - > 20 | Fibrinojen 6
Faktor VIII >20 Trombin 3
Faktor IX 17 Fibrin 6
Faktor VII 3 Protrombin kompleksi 15
Faktor XIlI 2 Antitrombin 15
Protein C 2 Al-Antitripsin 4
Aktive proteinC 1 Cl-Esteraz inhibitora 2
Faktor Vila 1 Haptoglobin 1
Aktive protrombin 1
kompleksi

Cizelge 2.3'de gosterilen terapdétik Urtnler plazmadan farkh ydntemlerle izole
edilmektedir (Burnouf ve Radosevich, 2001). Serum veya plazmadan albimin
elde edilmesi igin Ug klasik endustriyel yontem vardir: (i) etil alkol fraksiyonlamasi
(i) 1s1 soku (iii) kromatografi (Curling, 1980). Her biri %96 oraninda elektroforetik
olarak saf Urln saglar. Geleneksel plazma fraksiyonlama yontemleri etil alkol
fraksiyonlamasina dayanmakla birlikte giderek daha fazla yonteme kromatografik
basmak dahil olmaktadir (Burnouf, 1991-1998; Manuzza ve Montalto, 2010;
Curling ve ark. 1977). Cohn ydntemi albimin icin gelistirilmistir ve dogal olarak

yuksek verimde albumin elde edilmektedir.

2.2.2. Etil Alkol Fraksiyonlamasi

Etil alkol fraksiyonlamasi albumin dretimi igin en yaygin yontemdir (Buchacher ve
Iberer, 2006). Etil alkol fraksiyonlama yontemi proteinlerin etil alkol ve su
karigimlarinda farkl ¢éztnurliklerine dayali ayirma biliminde essiz ydntemlerden
birisidir. ikinci Diinya Savasi siirecinde Cohn ve arkadaglari blyiik dlcekli plazma
fraksiyonlari Gretmek igin bu yontemi gelistirmislerdir. Plazma proteinlerinin
ayrilmasi igin pH, iyonik giddet, etil alkol igerigi ve sicakliga dayali 5 asamali bir
sistem gelistirmiglerdir (Sekil 2.3). En ¢ok bulunan bes protein etil alkoliin artan
derisimi ile birlikte ardisik ¢cokturme ile Fraksiyon I-V’de zenginlegtiriimiglerdir. Bu

calismayi takiben HSA, 27 Agustos 1941’de ilk defa lisanslanmistir. Cohn



yonteminin degiskenleri Cizelge 2.4’te verilmistir. Etil alkol derigsimi ve pH
degisimi ile birlikte her bir agsamada elde edilen proteinler Cizelge 2.5'te
verilmistir. Cohn yonteminin avantaji gbrece basit olmasidir. Basit reaktifler
kullanmasi ve guvenli olmasi kullaniminin slregelmesini saglamistir. Cohn
yonteminin islem gereksinimleri, Urin gereksinimleri ve ozelliklerini iceren bazi
dezavantalari da vardir. Yontemin avantaj ve dezavantajlari Cizelge 2.6'da

Ozetlenmisgtir.

Plazma

Etil alkol % 25

Etil alkol % 18

Supernatant Il + Il

Sicaklik -5°C  Protein % 3.0
pH 6.9 r/2= 0.09
! | 3
Etil alkol % 8 Supermatant| Fraksiyon |
Sicaklik -3°C  Protein % 5.1 (Fibrinojen)
pH 7.2 2= 0.14
|

Fraksiyon Il + Il
(imminoglobiilinler)

Sicakhk -5°C  Protein % 1.6
pH 5.2 /2= 0.09
| }
Supernatant IV Fraksiyon IV

(a-globilinler, a1AT)

1 )
Slupernatant V Fraksiyon V
] 1
Atik ALBUMIN

Sekil 2.3. Cohn fraksiyonlama yontemi (Stotz ve ark. 1990).

Cizelge 2.4. Cohn yonteminin degiskenleri (Curling 1982).

Degisken Aralk

Etil alkol derigimi % 8 —40

pH 7.2-45
iyonik siddet 0.14-0.01
Sicaklik -3°C--10°C
Protein derigimi % 5.1-0.8




Cizelge 2.5. Cohn fraksiyonlama sisteminde plazma proteinlerinin dagilimi
(Curling, 1982).

Fraksiyon Etil alkol (%) pH Proteinler

| 8-10 7.2 Fibrinojen, Faktor VI, Fibronektin, C1q, C1r, Cls

I+ 1l 25 6.9 1gG, IgA, IgM, Faktor 11-VII-IX-X, globdlinler

V-1 18 5.2 a,b-globdlinler, AT-Ill, al-antitripsin, IgM, complementler
V-4 40 5.8 a,B-globdlinler, transferrin, seltloplazmin, haptoglobin

\Y, 40 4.8 Albumin, a- ve - globdlinler

Cizelge 2.6. Cohn sisteminin avantaj ve dezavantajlari (Curling, 1982).

Avantajlar Dezavantajlar

Etanol ucuz ve ulagilabilirdir 2 L etil alkol /L plazma geri kazaniimaldir
islemler ve iiriin onaylanip kabul edilmistir | Sogutma sistemleri gereklidir

islemler bakteriyostatik kosullarda yiriir | Soguk alan ve sogutma tanklari gerekir
Uriinler tarapétik kullanim igin giivenlidir | Protein denatiirasyonu olur (6rn. IgG)
islem teknolojisi kesikli/surekli | Protein kayiplari gerceklesir

muamkandur Kigik olgek tretime uygun degildir

Buyuk olgek uretime uygundur Yuksek kalite baglangi¢c materyali gerekir

Yaygin kullanima sahiptir

2.2.3. Is1 Soku ile Saflagtirma

Diger plazma proteinlerine gore albuminin termal kararliligi 1s1 soku ile
saflastirilmasina olanak verir (Burnouf, 1998). Albimin kolaylikla denatlre olmaz
ve albumin ¢ozeltileri potansiyel patojenlerin inaktive edilmesi i¢in glvenle 60
°C’ye kadar isitilabilir (Rothschild ve ark. 1988). 0.04 M kaprilik asit ile stabilize
edildiginde albimin pH 5te 60 °C’ye ayarlanmis serumdan geri kazanilabilir.
Diger serum proteinleri denatire olmuslardir ve bu kosullar altinda
¢bzunmezdirler. Toplanan albumin ultrafiltrasyon veya ¢okturme ile derigtirilebilir.

Tipik olarak 1s1 goku ile elde edilen albuminin safligi %98’den yuksektir.



2.2.4. Kromatografi

Etil alkol fraksiyonlamasi kan proteinleri icin en eski fraksiyonlama yontemi
olmakla birlikte yeterli saflikta albimin elde edilemez (Stotz ve ark. 1990). TUm
saflastirma ydntemleri icerisinde islemden kaynakh alblimin heterojenitesini
azaltmak igin en uygun aday kromatografidir. Albumin saflastirilmasi igin ¢ok
cesitli kromatografik yontemler kullanilabilir. Oldukc¢a spesifik molekuler tanima
tanima temeline dayali olan afinite kromatografisi bu yontemler arasinda protein
saflastirma icin kuskusuz en genis uygulama bulandir. Son birka¢g on yilda
saflastirma isleminin segiciligi, 6zgunlugu, tekrar kullanilabilirligi, ekonomisi, Griin
geri kazanimi ve depolama anlaminda onemli gelismeler kaydedilmigtir. Bu da
yeni afinite yaklasimlariyla baglantii  yeni ligand ve adsorbentlerin
gelistiriimesiyle mumkun olmustur. Maliyet problemi dikkate alindiginda
biyospesifik afinite yonteminin ylksek maliyetini digirmek gugtir ve daha ucuz

grup-spesifik afinite ligandlarinin kullanimi iyi bir alternatif olabilir.

2.2.5 Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi makromolekullerin tanimlanmasinda, ayristirimasi ve
saflastirimasinda sik kullanilan yontemlerden biridir. Bu ydntem iceriginde
molekull tanimaya 6zgu ligand adi verilen birim, bu birimin sabitlendigi polimerik
malzeme veya zar formunda destekleyici unsur olan matriks yapisi mevcuttur.
Uygun kosullar altinda kromatografik kolondon gegcirilen hedef molekul matrikse
sabitlenmis ligand tarafindan yakalanarak adsorplanmis olur. Daha sonra hedef
molekul uygun desorpsiyon kosullari altinda ¢ozuculer ile yikanarak ilk haline geri
getirilir.

Afinite kromatografisi protein ve proteinin baglanabilecedi bir ligand arasinda
gerceklesen tersinir bir etkilesime dayanan biyokimyasal ayristirma teknigidir.
Ayirma islemleri yillar igerisinde 6zgulluk, segicilik, tekrarlanabilirlik, ekonomi,
depolama, rejenerasyon gibi kavramlarin geligimi ile ligandlarin degisim seyri
icinde ilerleme kaydetmistir. Bu da afinite tekniklerinin gelisimini saglayarak yeni
baglanma ve beraberinde sabitleme islemleri tasarlanmistir. Ayristirma
islemlerinde yuksek verim ve saflik elde edilirken dikkat edilecek hususlardan biri
de ligandin bagh oldugu matriks yapisidir. Bir karigim igerisinde dugsuk
yogunlukta proteinlerin ayrigtirilmasinda etkin bir ayirma yontemi olarak manyetik
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kurecikler kullanilabilir. Bu manyetik tabanli teknoloji basit, hizli, dayanikli ve
ucuzdur. Bu manyetik kurecikler hazirlanirken ligandin sabitlenecegdi agaroz veya
polimerik bir malzemeye hapsedilerek islem vyapilir. Protein ve ligandin
etkilsemesi sonucunda ve bir manyetik alan varliginda ayirma hizh bir sekilde

yapiimis olur (Ayyar ve ark., 2012).

2.4. Boya Ligandlar

Afinite kromatografisinde boya-ligandlar énemli bir yere sahiptir. Ozellikle
proteinlerle bircok sekilde baglanma 6zelligi oldugundan boya-ligandlarin bu
alandaki degeri artmaktadir. Kolay immobolize olmasi (takilmasi), ucuz ve
ulasilabilir olmasi onemli Ozelliklerine katki saglayan unsurlar arasindadir.
Boyalar, ligand olarak vasiflandirlabilmektedir. Bunun sebebi kofaktorler,
substratlar ve baglanma ajanlari ile yapabildikleri etkilesmelerden dolayidir. Bu

boyalar ¢cogunlukla reaktif gruplara baglanabilen renk veren yapilar ithiva eder.

Boya ligandlar ve proteinler arasindaki etkilesme elektrostatik, hidrofobik ve
hidrojen bagi seklindedir. Boya afinite sistemlerinin dnemli temel unsurlarindan
birisi destek matriksin segimidir. Boya molekullerini destek matrikse immobolize
etmenin gesitli yontemleri vardir ama ilk basta adsorpsiyon ve desorpsiyon
yontemleri biribirinden iyi bir sekilde ayirt edilip optimize edilmelidir. Boya afinite
sistemleri, 6zellikle protein ayrilmasinda kullanilan sorbentler kiresel yapili
absorbentler veya afinite membranlardir. Molekillerin ylksek oranda
tanimlanmasinda, ayrilmasinda ve saflastirrmasinda afinite kromatografisi iyi
bilinen bir yontemdir. Kromatografik yéntemlerin gcogu albiminin saflastiriimasi
icin kullanilmistir. ilerleyen siiregler icinde segicilik, 6zgiinliik, tekrar kullanim gibi

bircok konuda onemli gelismeler kaydedilmistir.

Boya ligandlarda bulunan reaktif boyalar proteinlerin aktif birimleriyle spesifik bir
etkilesme veya genis bir aralikta spesifik olmayan etkilesme yapabilirler. Bu
surecte etkin bir sekilde etkilesmeler olmasi matriks tipi, ligand derigimi, kolon
geometrisi, yikama iglemi, etkilesme hizi gibi birgok faktére baglidir. Bu anlamda
boya ligand kromatografi ekonomik ve genis kullanima sahip olmasi, kolay
immobilize olmasi, ylksek kapasite igermesi, kolay c¢ogdaltilabilmesi, tekrar

kullanilabilmesi, bir aktivite kaybi olmadan adsorbentlerin depolanabilmesi,
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biyolojik ve kimyasal ataklara kargi kararli olmasi gibi 6zelliklerinden dolayi

onemli bir yere sahiptir (Boyer ve Hsu, 1993).

Ligandlarin immobilizasyonunda kullanilacak ideal bir matriksin yapisi sabit,
hidrofilik, kimyasal ve fiziksel olarak tutarli ve segici, yuksek adsorpsiyon
kapasitesine sahip olmalidir. Bunun yanisira minimum dizeyde spesifik olmayan

etkilesme yapmalidir (Denizli, 2011).

Codu ligandin Uretim ve saflastirma asamalarindaki maliyetlerin yanisira biyolojik
orneklere 6zgl matriks ile birlikte sabitlenilmesindeki gugclikler dikkate
alindiginda boya ligandlar ©Onemli avantajlar saglamaktadir. Proteinlere
baglanmasinin yanisra birgok biyolojik moleklle baglanabilen boya ligandlarin
ulasilabilir olmasi ve maliyet dusukliglu onemli 6zelliklerindendir. Bununla
beraber eger matriks hidroksil grup barindiriyorsa boya ligandin sabitlenmesi
daha kolay olabilmektedir. Biyolojik drneklerde bulunan baglanma noktalarina
uygun bir 6zellik gostererek etkilesmeleri raht¢a yapabilmektedirler. Bu anlamda

afinite ligandi olarak da dusunulebilmektedir (Denizli ve Pigkin, 2001).

Boyalar ile proteinler arasindaki etkilesmelerin anlagilmasi igin X isinlar
kristallografi, afinite isaretleme teknigi, kinetik ¢calismalar ve farkli spektroskopik
yontemler kullaniimig olup bu etkilesimlerden dogan kompleks yapinin
tanimlanmasinda aradaki kuvvetlerin anlagiimasinda onemli yol kat edilmistir
(Lowe ve ark., 1992).

Protein saflagtirmasinda afinite ligandlari olarak kullanilan reaktif boyalarin
avantajlari arasinda ekonomik ve genis bir kullaniminin olmasi, kolay bir sekilde
takilmasi, yuksek kapasite, matriks aktivasyonunda kullanilan bir takim toksik
kimyasallarin elimine edilmesi, matriksin kayip olmaksizin depolanmasi, tekrar
kullanimlara karsi dayanikh olmasi, farkli Olgceklendirme yapilabilmesi gibi

etmenler sayilabilir (Denizli, 2011).

Spesifik molekuler tanima agisindan essiz olan afinite kromatografisi proteinleri
tanima agisindan genis bir kullanim alanina sahiptir. Saflastirma iglemlerinde,
Ozellikle segicilik, 6zgulluk ve ekonomiklik gibi oOzellikler agisindan 6nemli
gelismeler kaydedilmigtir. Bu gelisim yeni ligand ve absorbent tasariminda énemili

adimlar atilmasini saglamistir. Cizelge 2.7°de goruldigu uzere biyospesifik afinite
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kromatografisi maliyeti agisindan diger teniklere gore daha yuksek olurken

segicilik bakimindan yuksek bir verime sahiptir (Denizli, 2011).

Cizelge 2.7. Farkh kromatografi tekniklerinin karsilastiriimasi.

Ozellik Biyosifesifik | Grup Spesifik | lyon degisimi | Hidrofobik
Afinite Afinite Etkilesim
Adsorpsiyon Dusuk Orta/YUksek | YUksek Orta/YUuksek
kapasitesi
Secicilik Yuksek Orta/Yuksek | Dusuk/Orta DusUk/Orta
Geri kazanim | Orta Yuksek Yuksek Orta
Yukleme Yavas Yavas Yavas Bazen sert
Sagim Sert Yavas Yavas Yavas
Rejenerasyon | Yetersiz Yeterli Yeterli Yetersiz
Maliyet Fazla DusUk Dusuk Dusuk

Etil alkol ayirma teknigi 1940’larin baglarinda plazmadan albimin ve globulin gibi
temel yapi elementlerini ayirmada kullanilsa da halen temel tekniklerden birisidir.
Codu endustriyel islemde plazma albimin ayristirilirken afinite kromatografi
derisimin yuksek olmasi sebebiyle kullaniimaz. Bunun yerine albuminin dogrudan
yakalanmasi yolu tercih edilir. Boya molekulleri 6zellikle Cibacron Blue F3GA,
monoklorotriazin reaktif grubuna katilarak ¢ok verimli sonuglar alinmistir (Burnouf
ve Radosevich, 2001).

2.4.1. Boya Ligandlarin Kimyasal Yapisi

Triazin boyalarin yapisina bakildiginda birimlerden biri rengi veren yapi olan
kromofor ve diger ise yapiya kovalent baglatiyr saglayan aktif birimdir. Reaktif
birimin en iyi bilinen hali siyanirik klorGr'dar (1,3,5-trikloro-sym-triazin). YUksek
bir reaktivite goOsteren siyanurik klorir karbon atomlarinin halkasindaki
elektronlarin eksikliginden ve karbon kloriri baginin polarizasyonundan

olugsmaktadir. Diklorotriazinil boyalari pH 5-6 ve 0-5°C'de 0.5-1 saat sureyle amin
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iceren kromoforlarin yogunlastirimasiyla hazirlanmaktadir. Burada bulunan
kromofor yapi, baglanabilmeyi saglayacak bir amino grubu ve su bazli yapilar
icinde ¢6zunurligu olusturacak sulfonik grup ihtiva etmelidir. Monoklorotriazinil
boyalar ise, pH 6-8 ve 25-40°C'de bir diklorotriazinil boyanin triazinil halkasinin
ikinci klorun bir klor alkoksi, ariloksi, amino veya arilamino grubu ile arasindaki
degisimi sonucunda olusturulur. Genelde ticari boyalar, antrakinon, azo ve/veya
ftalosiyanin kromoforlari ihtiva etmektedir. Antrakinon kullanildi§i i¢in yapi
icerisinde mavi renk baskin olurken ftalosiyanin ise parlak turkuaz rengini
olusturur. Bu yapilar azo igerikleri ile eslestiklerinde renk yesil hal almaktadir
(Labrou ve Clonis, 2002).

Biyomimetik boya olarak adlandirilan boyalar proteinler ile etkilesmesinin daha
verimli hale gelebilmesi icin dizayn edilmis yapilardir. Bu yapilar modifikasyon
gegirmemis olup daha spesifik durum igerisindedirler. Bu konsept ilk olarak 1980
yillarinda Lowe’un 6nculugunde basarili bir sekilde uygulamaya konmus ve diger
bilim insanlari tarafindan enzimlerin geri kazaniminda uygulanmistir. Calismalar
biyomimetik boyalarin protein saflastirimasinda kullanimina olanak saglamis ve
bdylece ilk olarak katyonik sari ve anyonik mavi biyomimeteik boyalar olusmustur
(Clonis ve ark., 2000).

ilk kullanim olarak kimotripisin yapisindan tripsin yapisini ayristirmak igin
kullanilan biyomimetik boyalar diaminometilbenzen grubu yoluyla benzamidini
klorotriazin halkasi ile iligkilendirilerek olusturulmustur (Bode ve Schwager,
1975). Biyoteknolojinin gelisimi ve molekller modellemelerin ivme kazinmasi
neticesinde biyomimetik boya ligandlarda yeni tasarimlar olugturulmustur. Bunlar
icinde bir ¢ok protein ile bag yapabilen Cibacron Blue 3GA veya F3GA d6rnek
gosterilebilir (Labrou ve Clonis, 1995).

2.5. Proteinler ve Boya Ligandlar Arasindaki Etkilegsimler

Proteinlerin yapisi igerisinde olan hidrofobik, iyonik ve polar gruplar
stereokimyasal bir olusum sonucu proteinin baglanma 6zelligini kazandirir ve
beraberinde yuksek oranda esnekligi saglarlar. Boya ligandlar kovalent olmayan
baglar yaparak proteinler ile 6zel ve sik bir etkilesimde olurlar. Cogu kinetik
calismalarda dogal ligand yapilari icin baglanma bdlgeleri yoluyla enzimler ile

etkilesmeleri goralmustur (Wilson, 1976; Lowe ve ark., 1981; Clonis ve Lowe,
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1981). Triazin boyalar indirgenmig nikotinamid adenin dinukleotit (NADH),
indirgenmig nikotinamid adenin dinukleotit (NAD), lavinler, nuklotit monofosfat,
nikleotit difosfatlar ve nukleotit trifosfatlar gibi dogal yapilari taklit ederler
(Kaminska ve ark., 1999).

Fourier transform infrared spektrofotometresi (FTIR), elektron spin rezonans
spektrometrisi (ESR), circular dichroism (CD), ntkleer manyetik rezonans (NMR),
ultraviyole-gorinir bdlge spektroskopisi (UV Visible) gibi spektrofotometrik
yontemler kullanarak boyalar ile proteinler arasindaki etkilesimler daha iyi
anlasilmigtir. Bu anlasiimalar gostermistir ki, boyalar ve biyolojik birimlerden biri
olan 6rnedin enzimler arasindaki etkilesim hidrofobik ve elektrostatik kuvvetlerin
birlesimi olabilmektedir. Bu etkilesmeler ile birlikte enzimler ile baglanmalari
saglayan boyalar Uzerindeki benzen sulfanot halkalarinin ve antrakinonun
onemidir. Molekller modellemelerin gelismesi yoluyla Cibacron Blue F3GA ve
NAD arasindaki benzerlik kabaca gozlenmigtir. Bu benzerlik 6zellikle planar
halkalar ile negatif gruplar arasindadir. Cibacron Blue F3GA 6zellikle protein
bagdlayicilar i¢cin énemli bir boya ligand olarak kendini géstermektedir. Sonug¢
olarak, proteinler ve boya ligandlar arasindaki etkilesmeler baktigimizda ortaya
cikan sonuglar, boya ligandlar ve bazi protein yapilarinin baglanmasi yapilarin
aktif noktalarindan yapilmaktadir ama bazi durumlarda boya ligand yapilari
proteinler adsorplayabilmektedir. Bu da aslinda ligandlarin protenin diger
kisimlari ile etkilesmesinde olanak saglayabilmektedir. Bir ¢ok proteinler,
hidrofobik olarak, hidrojen bagi ile veya elektrostatik etkiyle, yik transferi yolu ile
ve bunlarin karisimi yoluyla bag yapabilmekte bu ise boyalarin yapisi ile uyum

gOsterebilmektedir (Denizli ve Pigkin, 2001).

2.6. Cibacron Blue F3GA

Protein saflastirma ydntemlerinden biri olan boya ligand kromatografisi kayda
deger guclu bir teknik olarak kendini gostermektedir. Bunun temel sebeplerinden
sayabilecegimiz bir etki ise triazin boyalarin matriks bilesenleri ve diger birimler
ile yapmis oldugu baglarin sagladigi énemli avantajlari oldugunu sdyleyebiliriz.
Bunlar, boyanin ucuz, basit, hizli, toksik bilesen igermeyen bunun yani sira boya-
ligand absorbentlerin biyolojik olarak ¢ozulebilir olmasi drnek verilebilir.
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Proteinler ile gesitli baglar yapabildiginden dolayi boya ligandlari icinde Cibocran
Blue F3GA (CBF3GA) onemli bir yer sahiptir. CBF3GA molekull hidrofobik bir
yapilya sahiptir. Dolayisiyla protein yapisindaki polar olmayan yuzeylerle bir
etkilesime girebilmektedir bunun yanisra CBF3GA, bir ¢ok biyolojik yapinin
fosfatinin karakteristik oryantasyonunu ve anyonik gruplarini taklit eden bir
yaplya sahiptir. CBF3GA, negatif yuklu sulfonat aromatik halkalar sebebiyle
boyalar proteinlerle elektrostatik etkilesme iginde katyon degisimim yapabilirler.
Boyalar kullanilan matriksler ile kovalent bir ¢ift olusturduklarindan kolayca
¢Ozulemez bir yapi olustururlar. Genellikle boya ve protein arasindaki baglanma
elektrostatik veya hidrofobik etkilesimler Gzerinden olusabilmektedir. Calismalar
gOstermigtir ki, proteinlerin baglanma kapasiteleri iyonik gicun artmasiyla birlikte
azalmis ve bdylece elektrostatik etkilesmeler 6nem kazanmistir. BSA ve
CBF3GA BSA'’nin izoelektrik noktarindan daha buyuk pH degerlerinde negatif
yik tasirlar. lyonik kuvvetin artmasiyla BSA ve CBF3GA arasindaki itme kuvveti
zayiflar ve bdylece BSA adsorpsiyonu artar (Zhang ve Sun, 2001).

Kimyasal yapisi Sekil 2.4’de gdsterilen Cibacron Blue molekulinin proteinlerle
etkilesime girdigi aktif gruplart NH, NH2 ve SOsH gruplandir. Cibacron Blue
molekull herhangi bir biyokimyasal yan etkiye sahip degildir. Fakat ¢ogu ticari
boyalar biyokimyasal ve buna baglh olarak yan etkilere sahiptir. Dolayisiyla bu tir
boyalarin c¢esitli kromatografik teknikler ile saflastirimasi gerekmektedir.
Saflastirimis boya kullanimi sadece saf olarak boya kullanimlari icin gereklidir
bununla beraber eger boya takili bir sekilde kullanilacaksa bu tur saflastirma
gerekli degildir. Clnku cok az safsizlik destek materyaline gececek ve bunlarda
yikama isleminde uzaklastiriimis olacaklardir. Cibacron Blue birgok protein ile
denuklodit baglanma bolgeleri Uzerinden etkilesimde olur. Fakat HSA gibi
denuklotid baglanma bdlgesi olmayan proteinler de Cibacron Blue ile
etkilesebilmektedir (Yavuz ve ark., 2003). Cibacron Blue ile albumin etkilesmeler
uzerinde gesitli Gnermeler olmakla beraber bilribln baglanma noktalari ile uyumlu
oldugu sdylenir. Bununla beraber Cibacron Blue ve bilriblin arasinda yapisala
benzerlik dikkat gekicidir. ki molekiil de planar aromatik halkaya sahip ve negatif
gruplarin pozisyonlari konumsal benzerlik gostermektedir (Leatherbarrow ve
Dean, 1980).
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Sekil 2.4. Cibacron Blue F3GA’nin kimyasal yapisi.

2.7. Boya Ligand Afinite Kromatografisinde Matriks Se¢imi

Afinite kromatografisinde destek malzemeleri olan matriks yapilari se¢imi 6nem
arz etmektedir. Matriks liganda destek saglayan bir etkisi vardir. ideal bir matriks
tekduze, blyuk gozenekli, suyu seven (hidrofilik), kimyasal ve mekanik olarak
sabit, secici, 6zel baglanmalardan uzak, ¢ézlcu iginde ¢dzllmeyen ve liganda
baglanmak icin genis bir ylzey alanina sahip olmalidir. Ligand-matriks
baglanimini saglayan bircok yapi ¢ifti vardir. Bunlar genelde amin, sulfidil, aldehit,
hidroksil ve kabroksi asit iceren yapilardir. Afinite kromatografisinde matriksler
dogal, sentetik ve inorganik olmak Uzere U¢ grupta incelenirler. Agaroz, dekstroz
ve sellloz yapilar genellikle dogal olarak kullanilan matrikslerdir. Akrilamid,
polistiren ve polimetakrilatin tlrevleri sentetik ve son olarakta gdozenekli silika ve

cam inorganik matriksler olarak sdylenebilmektedir (Ayyar ve ark., 2012).

Matrikslerin ylksek gozenekli yapida olmasi ligandlarin immobolizasyonunu
arttirarak baglanma kapasitelerini artismis olurlar. Cogunlukla hedef veya
ligandlar buylUk molekller yapida oldugundan gdzeneklerin blylUk olmasi
olmalidir. Gézeneklilik ayristirma sirasinda hedef molekulin kolay bir sekilde
difuz etmesi etkilesimi hizlandirici bir etki yapmaktadir. Matriks yapilari degisken
pH, sicaklik gibi ve de organik, uyarici ¢gozuculere kargi kimyasal ve fiziksel olarak
kararli olmasi gerekmektedir. Matriksin hidrofilik yapisi istenmeyen spesifik
olmayan baglanmalari azalttigi gibi sulu ortamda siserek onceki durumuna gore

daha fazla gézenekli yapi halini almasina imkan verir (Denizli ve Piskin, 2001).
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2.8. Boya Ligand Afinite Kromatografisinde Ligand Se¢imi

Ligandlar afinite kromatografisinde 6zgunluk ve dayaniklilik noktasinda onemli
bir yere sahiptir. Protein ayristirma c¢alismalarinda bir¢gok ligand bu anlamda
calisilarak gelistiriimistir. Genel olarak ligandlarin karakteristiklerine bakildiginda
hedef yapiyla ¢ekimi, baglanma kapasitesi, 0zgunlugu, sabitlenmeye olan
uygunluk, yikanma esansinda baglanma dayanikliigi gibi gO0sterilebilir.
Liganlarda sterik engellemeleri onlemek igin genellikle ligandin yonlendirmek

daha iyi bir baglanma igin gereklidir (Ayyar ve Arora, 2012).

Afinite ligandlari ¢ok genis bir Olgekte baglanma etkilesimleri gosterirler. Bunlar
protein, enzim, antijen, DNA veya RNA, boyalar, enzim substuratlari veya
inhibitorleri, ilag ve hormonlar seklinde siralanabilir. Afinite kromatografisinde
ligandin sabitlenmesi énemli bir igslemdir. Bu teknikte kullanilan bir ¢ok ligand
enzim, antibadi, protein ve karbonhidrat baglh proteinlerden saglanir. Bunun
yanisira metal iyon selatlari, boronatlar ve boyalar olarak bilinen sentetik ligandlar
da kullaniimaktadir (Hage ve ark., 2012).

Ligandlarin geneline baktigimizda iki sekilde gruplandirma yapabiliriz.
Monospesifik ve bir digeri grupspesifik olandir. Monospesifik olan ligandlar viicut
sivisi igerisinde bulunan dusuk miktarda proteinin yapiya baglanmasi olarak
bilinir. Bu baglanma c¢ogunlukla spesifik olmayan baglanma c¢esidi i¢cindedir. Bu
baglanma ligand ile etkilesimden veya uzatici koldan kaynaklaniyor olabilir. Bir
diger ligand c¢esidi olan grupspesifik ligandlar, biyomimetik boyalar, vitaminler ve
aminoasitlerinde icinde oldugu genis bir dlgekte yer alan ligand grubudur. Bu grup
icinde bulunan yuksek mol kitleye sahip olan ligandlar basit bir sekilde
immobilizasyon yapabilirler. Yapilar arasinda etkilesmelerin azalmasi
durumunda matriksten ayrilmamay! saglayan kovalent bag araciligi ile bir
fonksiyon Uzerinden tlrevlendirme yapilir. Baglanan yapi eger protein ise bu
baglanmalar birgok noktadan olabilmektedir. Dusuk mol kutleye sahip ligandlarin
etkilesimlerini artirmak icin iceriginde hidrokarbon zincirleri barindiran fonsiyonel
gruplarin olusturdugu uzatici kol birimleri olusturulabilmektedir. Bu uzatici kolun
bir tarafi matriks yapisina baglanirken diger tarafi ise liganda baglanarak iletisim
kurarlar. Uzatici kollarin etkilesem yapan kisimlari karboksil (-COQ) veya amino
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(-NH2) kisimlandir. Kimyasal olarak yapi Ozelliklerine baktigimizda spesifik
olmayan etkilesemler yapabilme potansiyeli barindiran hidrofobik ve poplipeptit
yapili hidrofilik 6zellikleri mevcuttur. Bunun yanisira uzatici birimlerin boyu
etkilesmelerde 6enmli rol oynar. Uzun bir kol spesifik olmayan etklesmeler yapma
ihtimaline sahip olabilirler. Yaygin olarak var olan uzatici birimler 6-
aminohekzonik asit [H2N-(CH2)-COOH], hekzaetilen diamin [H2N-(CH2)-NHz] ve
1,7-diamino-4-azoheptan’dir (3,3-diamino dipropilamin) (Oncel, 2004).

Proteinlerin saflastirma ve ayirma iglemlerinde, bu yapiya ve buna iligkin
fonksiyonlara 6zgun ligand gelistiriimesi uygulamalari mevcuttur. Bunun igin
proteinlerin baglanma bodlgeleri yapisal bilgisi Uzerinden vyararlanilarak
yapilmaktadir. Bu bdlge aktif bir bdlge olarak c¢o6zllebildigi ¢ozelti iginde
etkilesebilen bodlge olabildigi gibi tamamlayici bir yapi arz eden bdlge de olabilir.
Ozellikle proteinler ile bir etkilesim s6z konusu ise iki 6nemli unsur vardir. Ligand
tasariminin yapilirken didzenlemenin iyi yapilmasi ve baglanmayi olusturan
afinitenin dogru bir sekilde belirlenmesidir. Protein yapisina bagh ligand
tasarimlar yapilirken temel fikir anahtar-kilit gibi teoriler varken bunlar daha

geliserek protein ve ligand yapilarin esnekligi Gzerinden sekillenmigtir.

Egder proteinin ¢ boyutlu yapisi hakkinda bilgimiz yoksa fakat ligand bazi
Ozellikleri biliniyorsa bir takim tasarimlar yapilabilir. Ligandin bu o6zellikleri
oncelikle uygun molekiler yapi igerikli olmasidir. Ornek vermek gerekirse
Cibacron Blue F3GA yapisi enzimlerin sahip oldugu ntkleotid birimi ile iyonik ve
hidrofobik 6zellikler bakimindan uyumlu oldugundan etkin bir sekilde etkilesim
yapabilmektedir. Ligandin islevsel birimlere sahip olmasi proteinlerin yanisira
bircok yapinin saflastirimasinda kullanilabilmektedir. Cibacron Blue F3GA
benzeri ticari tekstil boyalari maliyetlerinin disuk olmasi, kolay elde edilebilir
olmasi, sabitlemede gosterdikleri kolayliklar bir diger tercih sebebini
olusturmustur (Andag ve ark., 2014).
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2.9. Boya Ligand Afinite Kromatografisinde Ligandlarin Matriks Yapilarina

Baglanmasi

Ligandlarin destek matrikslerine baglanmasi igin bilinen birkag yontem mevcuttur.
lyi bir sekilde baglanmayi gergeklestirebilmek ligand ve matriksin uygun bir ¢ift
olusturan yonetmin ve bu olusturan kosullarin iyi belirlenmesini gerektirir. Hedef
molekul ile sabitlenmis ligand arasinda etkilesmeleri en az bir durumda saglamak
icin sabitlenme iglemi bir kritik bolge Uzerinden yapiimalidir. Deneyin yapildigi
kosullar ve bunun igin kullanilan kimyasal ajanlar ligand molekullerinin
bozulmasina sebep olacagdi i¢in 6zenli davraniimalidir. Molekullerin G¢ boyutlu
yapisina baktigimizda bu yapilarin etkilesmeleri yapabilen bdlgeleri olan aktif
bdlgeleri cogunlukla i¢ bodlgelerde yer almaktadir ve bdylece bu durum hedef
molekdl ile ligand arasinda bir takim engeller olusturabilmektedir. Boyle durumlar
icin kisa alkali zincirli uzatici kol yardimiyla hedefe ulasmanin kolayhgini
saglamak igin ligand ve matriks yapilari arasina yerlestirilebilir. ilgili yonteme
iliskin sematik gosterim Sekil 2.5’de verilmigtir. Bu sekilde baktigimizda éncelikle
aktivasyon ajani yardim etkilestirilen matrikse kovalent bag ile aktif noktalardan
uzatici kol baglanir ve boylece ligand uzatici kolun bosta kalan kismina ulagarak
etkilesme yapar. Diger bir durumda ise ligand ve uzatici kol ¢ift olusturacak
sekilde sentezlenmesinin ardindan matrikse baglanir. Her iki baglanma turlerinde
de tekrar kullanimlari dugunerek kararlilik onem arzetmektedir. Matriksler
uzerinde bulunan reaktif gruplarin bir pargaci olan hidroksil gruplari ve triazinil
gruplarindaki Cl veya F yapilari ile etkilesmesi sonucunda boyalar matrikslere
baglanirlar. Buradaki baglanma hidroksil gruplari Uzerinden gergeklesmesi
guvenli, ucuz ve basit bir yontemdir. Baglanma, boya molekullerinde bulunan klor
atomlari ile matriks yapilarinda bulunan hidroksil birimlerinin alkali bir ortamda
yer degistirmesi sonucu gergeklesir. Matriks yapilarinin hidroksil birimleri artan
pH degerleri altinda iyonlasarak bu yer degismeyi olustururlar. Sekil 2.6’de bu
baglanma gosteriimektedir. pH degerinin 12’'nin Ustu degerlerinde klorotriazin
yapilarin hidroliz olmasina neden oldugundan bu degerlerde bir ortam kosullari
yaratiimamalidir. pH degeri 10 — 11’de ve %2 degerinde boya icerikli bir ortamda
matriks bekletilirse, matriksin hidroksil birimleri ile reaktif boyalar baglanma
yapabilirler. Benzer sekilde bir tuz ¢ozeltisi de ilave etmek istersek %2’lik bir
miktar ortam iginde olabilir ve bu da matriks ylzeyinde boya molekullerinin daha
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iyi tutulmasina ve hidrolizine imkan vermis olur. Ornegin Cibacron Blue ve
Procion H serileri gibi monoklorotriazn boyalar igin baglanma oda sicakliginda pH
degeri 10-12 arasinda 2-3 gun igerisinde gerceklesir. Buna karsilik Procion MX
serileri gibi diklorotriazin boyalar reaktifliklerinin yiksek olmasi sebebiyle benzer
durum altinda baglanma sureleri 1-2 saat dolaylarinda olur. Monoklorotriazin
boyalar ile bu sirede gerceklestirmek istedigimizde sicakligi 80-90°C gibi
degerlerde tutmaliyiz. Baglanmayi takip eden sure igerisinde istenmeyen veya
kovalent bir sekilde bag yapmayan baglanmalari ortamdan ayri tutmak igin
oncelikle su yardimiyla sonrasinda ise 1M NacCl, etilen glikol, %20’lik etanol
karisimh su gibi ¢ozlculerle yikama yapilmalidir. Daha sonra pH duzeyi 8-9
civarinda olan %25 etanol ve %0.02 sodyum azid igerikli bakteri dncleyici bir
ortamda baglanma gercgeklestiriimis matriks yapi1 saklanmalidir. Baglanmalarda
onemli olan bir diger nokta kullanilacak olan boyanin safligidir. Tekstil boyalar
genellikle fosfor, NaCl ve dodesiyalinbenzen gibi bir takim ajanlar
barindirmaktadir. Bu ajanlar boyalarin afinite ligandi olarak kullanirken
Ozelliklerinde etki yapacagi ve bunun da baglanmay: etkileyecegdinden dolayi bu
tur yapilarin gesitli teknikler kullanarak uzaklastiriimasi gerekir (Denizli ve Piskin,
2001).
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2.10. Boya Ligand Afinite Kromatografisinde Adsorpsiyon

Boya ligand yapilari ¢ozelitiler icerisinde genellikle antibakteriyel bir ortamda
bulunurlar. Cozeltiler kromatografik kolondan geciriimeden 6nce olusabilecek
kontaminasyonu 6nlemek amaciyla dengeleyici tamponlar yardimiyla
yikanmalhdir. Benzer sekilde kolondan gegcirilecek numunenin de kirleticilerden
uzaklagmasini saglamak amaciyla filtre edilmesi gerekir. Proteinin bulundugu
¢Ozelti ile tampon ¢ozeltinin pH ve iyonik siddet bakimindan benzer olmasi
baglanacak protein degerini yukseltecektir. Bu bakimdan tampon c¢ozletiler
secilirken dogru bir tercih yapiimalidir. Ayrica bu tamponlar protein ve boya ligand
baglanmasindaki spesifik olmayan baglanmalari azaltmak i¢in de
kullanilmaktadir. Tampon ¢ozelti icindeki iyonik siddetin derecesini artirmak
istiyorsak ¢ozeltiye potasyum ve sodyum igerikli tuzlari eklenebilir. Proteinler ile
boya ligandlar arasindaki etkilesimi arttirip baglanmayi maksimize edilmesi ve
proteinleri kararl bir ortamda tutabilmek amaciyla tampon ¢ozeltiye Mg*?, Zn*2
Al*3 Fe*3, Ca*?gibi metal iyonlari eklenebilir. Bunun yanisira ortamdaki pH diizeyi
metal iyonlar igin ¢okme durumu olusturacagi sebebiyle dikkatli olunmasi
gereklidir. Proteinler ve boya ligandlar arasindaki etkilesim mekanizmalari
ortamin sicaklik degerinden etkilenmektedirler. Bu bakimdan etkilesimleri dogru
yonde ilerlemesini saglamak amaciyla ortamin uygun sicaklik degeri secilmelidir.
Bu nedenle adsorpsiyon ve desorpsiyon islemlerinde uygun bir sicaklik
degerinde sabit tutularak yapilmalidir. Absorbanlarin boyutlari baglanmalarin
daha iyi gergeklesmesini saglayan bir diger onemli parametre olmaktadir.
Boyutlarin kuguk olmasi pargaciklarin yuzey alanlarini artirdiklarindan dolayi
etkilesim oranini artiracak ve boylece daha hizli bir adsorpsiyon saglayacaktir.
Fakat parcacik boyutlarinin bu denli kigik olmasi beraberinde basing
dusukligune sebep olacagindan kolonda sivi faz gecisi kolaylagsacak bu da
absorbanlar Uzerinde mekanik deformasyonlar olusturabilmektedir. Yuzey
alanini  daha arttirtacak olan parcaciklarin gozenekli yapisi ligand
immobolizasyonu ve sonug olarak protein adsorpsiyonunu daha etkin olmasini
saglayacaktir. Gézenekli yapilar proteinlerin buyuk yapili olmasindan dolayi igeri
ve digari kolayca girip ¢ikabilmektedirler. Kolonlarin igerisinden gegirilen tampon
cOzeltilerin gecis hizlari ayarlanabilmektedir. Yuksek gegis hizi protein
molekullerinin adsorbanin aktif yerlerine ulagiminda hizl olacaktir. Bunun yani

sira gegcis hizlarinin ylksek olusu tek kolonlu yapilarda protein adsorpsiyonunun
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azalmasina sebep olabilecektir. Ek olarak bir takim mekanik hasarlar verme
potansiyeline sahiptir. Birgok uygulama gostermistir ki, en uygun akis hizi 10-30
mL/h civarindadir. Kolon boyutlari olan uzunluk ve ¢ap orani énemli bir diger
parametreler arasindadir. Yuksek boy ¢ap orani yliksek hizi bu da kitle transferi
agisindan vyararli olabilmektedir. Fakat bu sekilde basing dususlerine sebep
olacagindan partikullerin mekanik hasarina imkan yaratabilir (Denizli ve Pigkin,
2001).

2.11. Boya Ligand Afinite Kromatografisinde Desorpsiyon

Segcici olarak adsorplanarak sistemde Kkirletici bir etki yapan molekkuller
desorpsiyon islemi gergeklestiriimeden 6nce yikama islemi yapilarak sistemden
uzaklastirilir. Yikama yapilirken tamponun hacimi, akis hizi ve tampon ¢ozeltinin
icerig@i iyi bir sekilde ayarlanmalidir. Desorpsiyon islemi kui¢uk bir hacimde ve geri
kazanimi yuksek oranda olacak sekilde yapilmalidir. Desorpsiyon igslemi segici
veya segcici olmayan suregler ile gerceklestirilir. Burada ulagiimasi istenen nokta
proten ve beraberinde ylkanma sonucunda kalan diger proteinleri de
uzaklastirmaktir. Bu islemlerde polarite, pH ve iyonik siddet gibi degiskenler
ayarlanarak desorpsiyon tamponun yapisi degistirlebilir. Proteinlerin boya ligand
yapilarindan desorpsiyon iglemleri tek seferde veya kademeli olarak
yapilabilmektedir. Bagli yapilari olusturan etkilesimlerde eger elektrostatik
kuvvetler baskinsa pH degerinin arttiriimasi proteinlerin desorpsiyon iglemi igin
yeterli olabilmektedir. Katyonik bir degisim baskinsa iyonik siddetin kuvvetli bir
etkisi s6z konudur. Diger etkilesim olan hidrofobik kuvvetler baskin oldugunda ise
etilen glikol veya gliserol yardimiyla desorpsiyon tampon ¢ozletisinin polaritesi
dusurulerek islem gerceklestirilir. Ure, sodyum tiyosiyanat ve guanidin hidroklorir
gibi bir takim ajanlar proteinlerin desorpsiyon islemlerinde kullanilan etkin
yapilardir. Fakat ayni zamanda bu yaplilar proteinlerin bozulmasina da sebep
olabilmektedirler. Bu bakimdan yikama islemlerinde kullanilmasi 6neriimez. Bu
yapilar tekrarli kulllanimlar igin 2-8 M’lik bir degerde sistemi kalinti proteinlerden
arindiriimak igin etkili olabilmektedir. Baglanmayi olusturan birimler arasinda
eger metal iyonlari mevcut ise bu iyonlarin yapidan ¢ikariimasi desorpsiyon
islemini saglayacagi tespit edilmistir. Pretein boya ligandi ve metalin olusturdugu
guglu yapilar icin birlikteligi dagitmak icin tampon ¢ozleti icine EDTA benzeri
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ajanlar dahil edilebilmektedir. Afinite eleme uygulamasi protein bagl boya ligandli
yapilarda etkilesimin temel noktasi aktif birimlerde oldugundan dolayi etkili bir
teknik olmaktadir. Nikotinamid adenin dinikleotit (NADH), Adenozin-monofosfat
(AMP) ve Adenozin-trifosfat (ATP) gibi nikleotid kofaktor birimleri Cibacron Blue
F3GA ve benzeri diger reaktif immobolize edilmis boyalardan enzimlerin

uzaklastiriimasi igin kullaniimigtir (Denizli ve Pigkin, 2001).

2.12. Manyetik Parcaciklar

Manyetik parcaciklar mikro boyutlarindan nano boyutlara genis bir dlgekte Uretilip
incelenen dikkat cekici bir malzemelerdir. EGer pargcacik boyutlarn ¢ok kuguk
boyutlara getirilebilirse  beklenmeyen kimyasal ve fiziksel o&zellikler

sergilediginden birgok uygulama igin ilgi toplamistir (Goya ve ark., 2003).

Kromatografik ayristirma uygulamalarda oldugu gibi manyetik parcaciklar iyonik,
hidrofobik ve hidrojen baglanmasi gibi spesifik olmayan etkilesmeler; boya ligand,
sabit metal afinite kromatografisi (IMAC) gibi grup spesifik etkilesmeler ve antijen-
antibody, avidin-biyotin gibi spesifik afinite etkilesmeleri gergeklestirir. Buna
benzer olusan sistemlerde biyopolimer, inorganik iyonlar ve gesitli hlicre gruplari
gibi yapilar icin ayristirma, saflastirma ve analiz imkani vermektedir.
Uygulamlarda manyetik parcaciklarin pargacik boyutu mikro veya nano boyutlara
getirilip yuzey modifikasyonu iyonik gruplar ile guglu veya zayif sekilde yapilarak
ve boya ligand vyapilar segilmesi sonucunda birlesik bir afinite yapisi
olusturulmus olur. Genelde manyetik parcaciklar kor-kabuk tipine sahiptirler.
Manyetik pargcacik, yuksek veya dusuk molekuler agirlikta inert bir birim ile
kaplanarak istenmeyen etkilesmeler onlenerek sabit bir yapi olugmasi saglanir.
Bu tur yapilar olusturulurken 6ncelikle gerekli boyutta ve manyetik 6zellige sahip
parcacik alinir. Ylzeyine onu saran polimer veya inorganik yapida malzeme ile
kaplanir ve son olarak istenilen ozellikteki uygulama igin gerekli gruplar ile
fonsiyonlastirmayi saglamaktir. Manyetik pargaciklari manyetik alan varligi
altinda kontrolU ayristirma islemlerinde kullanilabilecegi gibi ila¢ salinimi veya isi
ile tedavi (hypeterma) gibi uygulamalarda yapildigi gibi pargacidi istenilen bir
bolgede tutmak iginde kullanilabilir. Ornegin stiper paramanyetik nanopargaciklar
sulu ortamlarda manyetik rezonans gorunttilemede etiketli htcrelerin gdozlenmesi

icin  kullanilabilir.  Tum bu uygulamalarda o6nemli olan nokta manyetik
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pargaciklarin yuksek bir manyetik 6zellige, biyouyumlugu ve interaktif bir yuzey

fonsiyonlarina sahip olmasini saglamaktir.

Manyetik pargaciklarin kullanildigi malzemeler pargacigin manyetizmasina,
boyutuna, es dagilimina ve morfolojisine bagli olarak pratikte 6onem
kazanmaktadir. Cubuk, tel, levha gibi birgok fiziksel yapida olsada eger
parcaciklarin akigkanlik 6zelligi 6n planda olmasi gerekli olursa bu durumda bilye
seklinde olan yapilar daha uygun olacaktir. Bu birgok ayrigtirma igleminde
kolayliklar sunacaktir. Yapilar eger duzensiz bir halde ise asinma ve dagilmaya
kUresel haldekinden daha fazla miktarda hassasiyet gosterecektir. Parcaciklarin
genis bir dagilim gosteren boyutlarindan ziyade duzgun dagilimh dar bir boyut
sekline sahip mikro kireler sabit kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip olmasi
yanisira sivi igerisinde kolayca topaklanmamasi sebebiyle énemli bir ayricaliga
sahiptir. Buyuk boyutlu parcaciklarda kiguk spesifik alan 6zelliginde oldugundan
fonsiyonel grup baglanmasi ve bir takim biyomolekillerin immobolizasyonunda
dezavantajlara sahiptirler. Bu durum mikro ve daha az boyuttaki pargaciklarin
neden gerekli oldugunun bir sebebi niteligindendir. Bunun yanisira eger cok
klguk parcacik olusturuldugunda manyetik 6zelliklerin hassasiyeti degisebilme
ihtimali vardir. Manyetik parcaciklarin manyetik hassasiyetlerinin  ylUksek

tutulmasi geregi duyulur ve aktif ylzey yapisi ile bir uyum gozetilir.

Manyetik parcaciklarin kullanildidi ayirma tekniklerinde parcaciklar inorganik,
dogal polimer veya sentetik yapilar ile kaplanmaktadir. Bu kaplama malzemelerin
en bilinenleri Polisitren (PS) ve polimetilmetakrilattir (PMMA). Yaygin
kullanimlarinin aksine malzemlerin hidrofobisite 6zellikleri bakimdan bir takim
dezavantajlari vardir. PS proteinler ile spesifik olmayan etkilesimler yaptigi icin
istenmeyen fon uyarimlari olusturur. PS’nin bir diger dezavantaji ise ligandlara
kimyasal olarak uyum saglamayabilmesinin zor olmasidir. Bunun yaninda PS
alkol ve su gibi ¢dzlculer igcinde hidrofobik yapisindfan dolayi sismeyi dnleyici bir
Ozelligi de vardir. Bundan dolayi incelemelerin manyetik polihidroksietil-metakrilat
(PHEMA) yoénunde olmasina sebep olmustur. PHEMA biyouyumluluk, dusuk
spesifik olmayan adsorpsiyon 6zelligi, toksik olmamasi, mekanik kararllik ve
hidrofobik yapisindan dolayi biyomedikal alanda énemli bir yere sahiptir. Fakat,

banyesinden bulundurdugu hidroksil gruplarinin reaktiflik derecesi olmasi
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sebebiyle ligandlara baglanirken polietilenamin, amin gibi fonsiyon birimleri
araciligi ile mimkan olmaktadir. Diger polimerler igin ise fonsiyon gruplari

polisakkaritler, sellloz, dekstran ve alblimin gibi yapilardir (Horak ve ark., 2007).

2.12.1 Manyetik Parcaciklarin Hazirlanigi

Genellikle superparamanyetik cekirdege sahip manyetik mikrokurelerin
disaridaki analit ¢ozeltinin metal ile direk temasini dnlemek i¢in polimer kabuk
icine yerlestirilirler. Bu yapi yuzeyin fonsiyonel bir davranis kazanmasinda ve
hedef molekule immobolize olmasi agisindan bir avantaja sahiptir. Manyetik
akiskan yapilar mikro veya nano boyutta manyetik polimer olusturulmasinda ilk
adimi olusturur. Bu yapilari sentezlerken gesitli yontem bulunmaktadir. Tasiyan
birimin boyutsal buyUkligu, hidrofobik veya hidrofilik 6zelligi, kimyasal icerigi,
manyetik karakteri, minimum spesifik olmayan adsorpsiyon 06zelligi yanisira
immobolizasyon yontemi de farkliliklar sergilemektedir. Manyetik malzeme
tercihi, polimer igcerisindeki orani ve dagilimi, derisimi gibi 6zellikler manyetik
parcaciklarin yapi igindeki manyetizma davraniglarini belirleyen unsurlar
arasindadir (Horak ve ark., 2007).

2.12.2. Demir Oksit Yapilar

Farkli kimyasal birimler ve bunlarla birlikte degiskenlik gosteren farkli manyetik
Ozellikler gosteren demir oksit yapilari mevcuttur. y-Fe203, Fe3Os, MO.Fe203
(M=Co, Mn, Ni, Cu) gibi gesitilik gosteren demir oksitler Ferrimanyetik bir yapiya
sahiptir. Manyetik alan varligindan yanit verme hassasiyetleri ferromanyetik
yapilara gore daha iyi olan ferrimanyetik demir oksitler kararli bir manyetik 6zllik
gosterirler. Cizelge 2.8'de ¢esitli demir oksit turleri ve bunlarin manyetik ézellikleri
verilmistir. Bu demir oksit ¢esitleri arasinda manyetit (FesO4) ve maghemit (y-
Fe203) en yaygin kullanilan yapilardir. Bu demir oksitler benzer fiziksel 6zellik
gosteren ferri manyetik birimlerdir. Bunun yanisira maghemit manyetik 6zellik
goOsteren malzemeler miknatislanma doygunlugu dusuk degerdedir. Bu davranigi
etkileyen onlarin alt 6rgu etkilesimleri sebebiyledir. Maghemit yapisinda yalnizca
Fe*3 iyonlari mevcuttur. Bu iyonlarin kristal yapisina baktigimizda terahedral ve
oktahedral diizenlenis yari yariya bir orana sahiptir. Manyetit yapida ise Fe*3 ve
Fe*? iyonlari mevcut olup olusan yapi birimi igerisinde yarisini olusturan

oktahedral iyonlarinin hepsi Fe*2iyonlari olusturmaktadir.
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Cizelge 2.8. Demir Oksit gesitleri.

Mineral Formil Manyetik Ozellik
Goethite a-FeOOH Antiferromanyetik
Akaganeite B-FeOOH Antiferromanyetik
Lepidocrocite y-FeOOH Antiferromanyetik
Feroksayt 0-FeOOH Ferrimanyetik
Ferrihidrit FesHOs.4H,0 Antiferromanyetik
Hematit a-Fe;03 Zayif ferrimanyetik
Maghemit y-Fez03 Ferrimanyetik
Manyetit Fes0a4 Ferrimanyetik

Manyetit ters spinal yapi icerisinde oksjan atomlarinin karsilikli dizenli bir sekilde
dizildigi kubik birim hucre merkezli bir yapiya sahiptir. Bu hicre igerisinde toplam
56 atomdan olusarak 32 O2 anyon, 16 Fe*3 katyon ve 8 Fe*? katyonu seklinde
dagilim gostermektedir. FeO.Fe20z olarak bilinen manyetit Fe*2 iyonlarinin yarisi
tetrahedral yapida olup arta kalan Fe*® ve Fe*? iyonlarinin tamami ise oktahedral

sekilde kubik yapisi icinde yer almaktadir.

Manyetitin elektron dagilimina baktigimizda manyetik momentler saglayan
cifttenmemis 3d elektronlari mevcuttur. Tetrahedral bir yapi seklinde dizilmis Fe*3
iyonlarinin spinal durumlari ile oktahedral olarak dizilmis Fe*3 ve Fe*? iyonlarinin
spinal drumlar farkli bayUklikte ve ters paralel sekildedir. Hava kosullarinda
maghemit yapiya okside olarak manyetik Ozelligi ayni kalarak ferrimanyetik
Ozellik gosterir. Sicakhgr 300°C Uzerinde oldugunda ise antiferromanyetik olan
hematite yapi sekline degiserek okside olur.
4 Fe304 + O2 — 6Fe203

Manyetit pargaciklarin kimyasal 6zelliginin yanisira yuzeysel yapisi da énem
arzetmektedir. Su igerisindeki dagihmi ¢ozeltinin pH degerine baglh olarak
degisebilmektedir. izolektrik noktasi 6.8 olan manyetit sitrat veya silika kaplama
yapilarak veya elektrostatik bir ¢ift katman yapilarak stabil hale getiriimesi
yapilabilmektedir. Benzer sekilde bu kaplama birgok uygulama iginde yarar
saglamaktadir. Fe° cekirdeginin ylUkseltgenir olmasi bu yapidaki tepkime

olusumunu gergeklestiren unsurun oldugu bilinmektedir. Fe® ¢ekirdegi boyutu ve
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Ozgul alani neticesinde havada oksitlenebilmektedirler. Bu oksitlenme
tepkimesinden g¢ekirdegi korumak amaciyla yapilari polimer, metal oksit, soy
metaller veya organik yapilar ile kullanmiglardir. Bunlar sitozan, dekstra veya
PEG gibi polimerler olabilecedi gibi silika gibi inorganik malzemeler de
olabilmektedir. Pargaciklarin ylzey alanlarini degisime ugratacak sekilde
kimelenme olusturan cevresel kosullar mevcut olabilmektedir. Dolayisiyla
parcacigin aktif ylizey ve buna baglh olarak aktif alanlarini belirlemek énem arz
etmektedir (Saribugra, 2014).

2.12.3. Manyetik Polimer Partikullerin Sentezi

Organik veya inorganik icerikli malzemlerle manyetik polimer yapilabilmektedir.
Yapim prosedurleri gesitlilik arz etmekle birlikte malzeme icerisinde kullanilan
manyetik birimlerin boyutu, dagilimi ve miktari dikkate alindiginda bir takim
kisittanmalar mevcuttur. Herhangi bir prosedur istenen butin kosullar
saglayamaz. Manyetik malzemenin gosterilmesi istenen afinite OH, NH2, COOH;
PO(OH)2 gibi fonsiyon gruplarinin varliginda veya olusturulan ortamin uygun
afinite uygunlugu ile veya elektrostatik etkilesim ile yapilabilmektedir. Sekil 2.7'de
gOsterildigi gibi bu tar yapilarin olusturulmasinda yontemsel farkliliklar mevcuttur.
Sekil 2.7.a’da polimer kabuk manyetik dolgulu yapi, Sekil 2.7.b’de polimer bir
matriksde homojen bir sekilde dagilan manyetik yapilar, Sekil 2.7.c’de polimerin
Uzerine sabitlenmis manyetik yapilar ve son olarak da Sekil 2.7.d’de polimer
zincirleri ile manyetik yapiya sabitlenmis firga modeli sunulmaktadir. Gosterilen
bu yapilar polimerler ve manyetik parcaciklarin faz ayirma, c¢oézicu ile
buharlastirma gibi yontemler ile elde dilebilmektedir. Metal oksit ¢okturme ile
polimer yapilarin icinde veya Ustinde yapilarak farkli bir yontemle de elde
edilebilir. Kullanilan bu yontemlerin haricinde manyetik pargaciklar ile heterojen

polimerizasyon sik kullanilan yontemler arasindadir (Horak ve ark., 2007).

Sekil 2.7. Manyetik polimerlerin farkli morfolojik gesitleri.
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2.12.4. Manyetik Polimerlerin Ayrigtirma iglemlerinde Kullanimi

Manyetik yapili pargaciklar bir ortam igcerisinde hedeflenen birimin ayristiriimasi
ve duzenlenmesini yapabilmektedirler. Ayrimi yapilip saflastirilacak birimler
proteinler, bakteriler, enzimler ve peptitler benzeri biyomolekul yapilar
olabilmektedir. Bundan dolay1 bu hedef molekulleri kan, dokular, toprak ve
benzeri karmasik yapilar igerisinden uzaklastirmak olanakli bir durumdur.
Filtrasyon veya santriflj benzeri 6n iglemlerin yapilmama kolayligini tasiyan
manyetik ayirma iglemin hizlica yapilabilen, makul ve derecelendirilebilir bir
yapisi vardir. Fiilen uygulanabilir olmayan farkli tekniklerin yapilamadigi
durumlarda rahatga yapilabilmektedir. Bu ayirma teknikleri baglica iki sekilde

incelenebilmektedir.

A) lyon degisimli ayirma

B) Afinite bazli ayirma : Nuikleik asitlerin ayrimi, hiicre ayrimi, enzimler ve
proteinlerin ayrimi olarak ¢ grup altinda incelenmektedir (Horak ve ark.,
2007).

2.13. Aynistirma Calismalarinda Akiskan Yataklarin Kullanimi

Saflastirma calismalari uygulamalari igerisinde akiskan yataklar kan érnegi gibi
direnc¢ ortamlarindan molekuler uzaklastirma veya saflastirma yaparken yapilan
hizli, yan etkisiz ve basit dizeneklerdir. Bu yataklar kullanilirken yuksek akis hizi
partikullerin kendi aralarinda olusturduklari surtinme kuvvetini ile birlikte yer
cekimi etkisine baskin gelerek bir denge olustururlar. Bu denge durumundaki
yataga akiskanlanmis yatak ya da minimum akiskan durumundaki yatak adi
verilir. Bu kosulda kabarcik olugsumu buylk boyutlarda olmadigindan homojen bir
nitelik kazanir. Boylece akiskan yatak Uzerinde basing dusmeleri degiskenlik

gOstermeyerek sabit duruma gelir.
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2.13.1. Akigkan Yataklarda Manyetik Alan Kullanimi

Akigkan yataklarda manyetik alan kullanimi ¢o6zelti icindeki partikallerin
yogunlugu, birbirleri Gzerindeki etkileri, akiskan veya yer ¢ekimi yonunde bir¢ok
dinamik etkinin kontrol edilebilecedi sistemlerdir. Asagidaki Sekil 2.8’de goérllen

sistem bunlara tipik bir 6rnek tegkil etmektedir.
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Sekil 2.8. Manyetik akigkan yataklarin deney duzenegi.

Manyetik akigkan yataklarinda manyetik alanin duzgun kurulabilmesi i¢in gerekli
homojen olarak sariimis bobinler kullanilir. Kullanilan bobinlere farkli akim
degerleri uygulanarak yatak Uzerindeki manyetik alan degistirilebilir ve boylece
partikillere etki eden kuvvet dedistiriimis olur. Degisen kuvvet yardimiyla
partikuller kimelegip bir agirlik olusturabilirler. Bu etki akiskanligi bozacagi ve yer
cekimi etkisini de hesaba katinca akigkanin dinamigini degisecegi bunun da
adsorpsiyon uzerine etki edecegdi dusunulerek manyetik alan degerini bir denge

olusturacak sekilde dizenlemek 6nemlidir.

Manyetik alan altinda akigkan igindeki partikullere etki eden kuvvet Sekil 2.9'da
gosterilmigtir. Bu etkiler incelendiginde manyetik alan akimin dolasiyla manyetik
alanin yonune bagh olarak degisen manyetik alan kuvveti (Fm), yergekimi kuvveti
(Fg) ve akigkanin surukleyici kuvveti (Fa) olmak uUzere kuvvetler varligini

goOstermektedir. Bu kuvvetler dengede oldugunda akis kararli bir yapi saglanmis
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olur. Akigkanin ve yer cekimi etkisinin etki ettigin kuvvetler manyetik alanin
saglamis oldugu kuvvet ile olusturulan bilesik kuvvet sonucunda akiskan iginde
bir dengeleyici durum yaratilarak akigkan yatak igerisinden gegerek adsorpsiyonu
gercgeklestirmis olur. Burada onemli problemlerden biri matriks malzemesinin
secilmesidir. Genel yaklasimla kutle aktariminin hizli olabilmesi igin partikullerin
kiguk boyutlarda olmasi istenir. Ayrica, partikullerin tikanmaya ve basing
farkhliklarina sebep olabilecek yogunlugu ve manyetik alana vermis olduklari
tepkiler de dnemlidir. Ornegin surekli bir manyetizasyona sahip olan pargaciklar
akiskanin kontrolll bir sekilde sirmesine etki ederek yigilmalara sebep olacak
bdylece adsorpsiyon etkin bir sekilde gergeklesmeyecektir. Matriks malzemesini
olusturan partikuller ve ayristiriimasi istenen partikulin akiskan igerisindeki
davranisini iyi bilmek ve akis igerisindeki hareketlerini etkileyen faktorlerin iyi

belirlenerek sistemin tasarimini yapmak énemlidir (Oztlrk ve ark., 2016).

Strikleyici Kuvvet ,Fy

Manyetik Alan
Yonelimi, F,,

Yer Cekimi Kuvveti ,F,

Sekil 2.9. Manyetik partikile etki eden kuvvetler.

32



3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Manyetik Silika Partikiillerinin Uretimi

Manyetik silika partikiillerin sentezi Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi
Anabilim Dal Laboratuvarinda gergeklestiriimistir. Sekil 3.1°de partikillerin tGretim
asamalar gosterilmistir. Yapim asamasi, sabit olarak konumlanmig demir oksit
partikuller, demir tuzlarinin poli-MAA-ko-EDMA gozenekli i¢ yapisina alkali bir
ortam icerisinde c¢oOkturulmesi yoluyla Uretilmigtir. Silika kapli demir oksit
partikullerin sentezlenmesi, demir oksit partikll igerikli polimetakrilat pargaciklarin
asamal hidroliz ve yogunlastirma islemi ¢ergevesinde olugturulmustur. 30 mL 2-
propanol, 7.5 mL damitik su, 0.4 mL 0.1 M NH4OH c¢ozeltisi ile karigtirildiktan
sonra 375 mg TBAI ¢ozelti icerisinde ¢dzilmustir. Igerisinde 0.5 g demir oksit
bulunan polimetakrilat parcaciklar, 180 W, 50 Hz degerinde 1 dakika streyle
ultrasonikasyon yoluyla dagitilmis ve 30 dakika karistiriimistir. 3.0 mL 2-propanol
ve 1.5 mL TEOS g¢ozeltisi, hazirlanan demir oksit ¢ozeltisi icerisine damlatiimis
ve oda sicakliginda bir karistirici igerisinde gece suresince karigtiriimistir. Bir
miknatis yardimiyla ¢ozelti iginde olusan silika-jel polimetakrilat partikuller
ayrilmistir. Ayrilan partikuller ethanol ve damitik su ile yikanarak 48 saat boyunca
70°C'de vakum altinda kurutulmustur. Dakikada 2°C’de isitma hiziyla 450°C
olacak sekilde atmosfer basinci altinda 2 saat sureyle toz haline getirilen

partikiller sonucunda gozenekli yapida silika kapli demir oksit partikuller elde

edilmistir.
Diisiik
molekiler
agurlikh Monomer, Polimerizasyon
organik ajan faz o
. 5 Ee————
Laurik siilfat Baglatici 80°c
\\\\\\\\\ o
/N
7 CH
Kurutma, 450°C Tetrasthoxysilane FeCl, / FeCly
. ‘ Poli-MAA-ko-EDMA
TBAI, NH.OH_ NH,OH, 80°C
Hidroliz ve yogunlasma Ikili goktiirme
Demir aksit icerikli Demir oksit igeriki Demir oksit
gdzenekli silika silika /polimetakrilat. icerikli
partikiller bilesigi polimetakrilat

Sekil 3.1. Manyetik silika partikillerin sentezi (Ogiit ve ark., 2019).
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3.2. Manyetik Silika Partikullere Cibacron Blue F3GA Baglanmasi

Afinite ligandi olarak kullanilan monokloro triazin boya Cibacron Blue F3GA
partikullere kovalent olarak baglanmistir. Bu islemde 6ncelikle 100 mg silika kapli
manyetit (FezO4) alinmistir. 0.1 M NaOH iceren 10 mL ¢Ozeltide farkl miktarlarda
Cibacron Blue F3GA ¢ozulerek (0 — 5 mg/mL) toplam 100 mL olacak sekilde boya

¢Ozeltisi hazirlanmistir.

Hazirlanan ¢ozelti partikillere eklenerek 80°C’de 4 saat boyunca baglanma
tepkimesi gergeklestirilmistir. Tepkime sonrasinda baglanmayan Cibacron Blue
F3GA kalintilarini ortamdan uzaklastirmak igin distile su ile defalarca yikanmis

ve ardindan ¢okturme islemi yapiimigtir.

Cibacron Blue F3GA ve manyetik silika partikuller arasindaki baglanma tepkimesi
Sekil 3.2°de verilmis olup tepkime sonucunda NacCl bilesigi olugsmaktadir.

CcB

WLy e

Nl -y
@ Nl o8 MH2 @ 6rse 0
I N, 2N ‘08  NH;

cl C
+ NaOH, 80°C, 4 saat SR S
OH OH OH . | | + NacCl
CB@Fe:04@8i0:
Fe;0.@8Si0: @ e

Sekil 3.2. Cibacron Blue F3GA ve manyetik silika partikallerin baglanma
mekanizmasi (Zhu ve ark., 2011).
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3.3. Cibacron Blue F3GA Takih Manyetik Silika Partikullerin Yikama ve
GCoktiirme islemleri

Boya ligand Cibaron Blue F3GA baglanmis manyetik silika partiklllerin yikama
ve c¢Oktirme islemleri icin santrifij (Universal 320R, Hettich, Almanya)
kullaniimistir. Partiktller 10 mL’lik tipe yerlestirilerek 8500 rpm hizda 15 dakika
santrifujlenmistir. Coken kisim mikropipet yardimiyla alinarak tekrar yikama
islemine tabi tutulmustur. Yikama islemi bu sekilde 30 defa tekrarlanmistir.
Santrifljleme islemi sonucunda elde edilen partiklller adsorpsiyon deneyleri igin

kurutularak hazir hale getirilmistir.

3.4. Karakterizasyon Calismalari

3.4.1 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Caligmalari

Bolum 3.1’de aciklandigi sekilde elde edilen partikullere Cibacron Blue F3GA
baglandiktan sonra yuzey Ozelliklerini gorebilmek icgin yaygin olarak kullanilan
yontemlerden biri olan taramali elektron mikroskopu (SEM) ile analiz edilmigtir.
Ornek 6ncelikle kaplama islemine tabi tutulmustur. Kaplama islemi vakum
altinda, karbon ile yapilmis ve numuneler daha sonra SEM cihazinda (SEM;

Zeizz, EVO 50, Almanya) farkli blyiatme oranlarinda goérunttlenmistir.

3.4.2. Yuzey Alami Olgiimleri
Manyetik silika partikullerin yazey alani olgumleri azot atmosferinde 210°C ve
100°C’de adsorpsiyon ve desorpsiyon islemi ile yapilmis ve elde edilen veriler

hesaplanmistir (Quantochrome, Nova 2200e, USA).

3.4.3. Elektron Spin Rezonans (ESR) Olgiimleri

Silika kapli manyetik partikullerin elektron spin rezonans (ESR) oOlgimlerinde
Hacettepe Universitesi Fizik Miihendisligi Bélimiinde bulunan Bruker EMX 113X-
Band ESR spektrometresi kullaniimigtir. ESR optimum deneysel c¢alisma
kosullari Cizelge 3.1’de verilmistir. Bu kosullar altinda ESR spektrumlarinin

sogurma egrilerinden yararlanarak elde edilen bulgular verilmigtir.
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Cizelge 3.1. ESR spektrometresi calisma kosullari.

Merkezi Alan 270 mT
Supurme Alani 500 mT
Mikrodalga Frekansi 9.78 GHz
Mikrodalga Gucu 0.1 mW
Modulasyon Frekansi 100 kHz
Modulasyon Genligi 1G
Kazang 3.17x10°
Supurme Zamani 83.89s
Zaman Sabiti 81.92s
Donuslm Zamani 163.84
Sicaklik 24°C

3.4.4. Titresimli Ornek Manyetometresi (VSM) Olgiimleri

Silika kapli manyetik partiktllerin manyetik 6zellikleri bir diger yontem olan
titresimli 6rnek manyetometresi ile de degerlendiriimistir. Bu degerlendirme
Hacettepe Universitesi Fizik Miihendisligi Stperiletkenlik ve Nanoteknoloji Grubu
Laboratuvarindaki Quantum Design Model 600 Fiziksel Ozellikler Olgiim
Duzenegi (PPMS) VSM secenegi kullanilarak oda sicakhidinda, £ 20 kOe siddeti
altinda, 50 @e degerindeki basamaklarla gerceklestiriimistir. Olcim duyarliligi

1luemu degerindedir.

3.4.5. Elementel Analiz

Elementel analiz i¢cin oncelikle silika partikuller (1.0 mg) elementel analiz
cihazinin (Leco, CHNS-932, ABD) aliminyum 6rnek hticresine yerlestirilerek +
0.0001 g hassaslikla tartilmistir. Daha sonra Cibacron Blue F3GA takili silika

partiklller cihaza yerlestirilerek yakma iglemi ile % kukart (S) analizi yapiimistir.
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3.4.6. Enerji Dagilimh X-1gin1 (EDX) Analizi
Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partikullerin EDX analizi ile yapinin

temel bilesenleri olan Si, Fe atomlarinin varligi arastiriimigtir.

3.4.7. FTIR Analizi

Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partikuller ile boya baglanmamig
manyetik silika partikillerden 2 mg olacak sekilde 6rnekler alinarak zayiflatiimis
Toplam Yansimali Fourier Donlusumli Kizilétesi Spektroskopi (ATR-FTIR)
cihazina (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD)
yerlestirilerek 400 — 4000 cm™ dalga sayisi araliinda spektrum kaydedilmistir.

3.5. Adsorpsiyon ve Desorpsiyon Caligmalari

3.5.1. HSA Adsorpsiyonu

Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partikillere HSA adsorpsiyon deneyleri
asa@ida verildigi sekilde farkli durumlar icin incelenmistir. Oncelikle pH
degisiminin adsorpsiyon Uzerindeki etkisini gorebilmek igin pH degerleri 4.0- 8.0
araliginda calisiimistir. HSA baslangi¢ derisiminin etkisini gorebilmek icin
derisimi 0.25-3.00 mg/mL arasinda olan HSA c¢o6zeltileri ile adsorpsiyon deneyleri
gerceklestiriimigtir. Sicakligin adsorpsiyon Uzerindeki etkilerini gorebilmek icin
ortam sicakhi§i 4-40 °C arasinda degistirilmistir. iyonik siddetin adsorpsiyona
etkisini belirlemek Uzere HSA c¢o6zeltisinde NaCl derisimi 0-1.0 M arasinda
degistirilmistir. Baglanan boya ligand miktarinin etkisini gorebilmek igin farkli
miktarlarda boya igceren manyetik partikillerle baglanma deneyleri de

gerceklestirilmigstir.
Adsorpsiyon c¢alismalari icin  Sekil 3.3'de verilen sistem kullaniimistir.

Adsorpsiyon deneyleri 20 rpm karistrma hizinda ve 2 saat sure ile

gergeklestiriimistir.
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Sekil 3.3. Adsorpsiyon islemi igin kullanilan deney diizenegi.

Adsorplanan HSA miktari, adsorpsiyon éncesi ve sonrasinda HSA derisimlerinin
280 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iimesi ile belirlenmistir. Esitlik

3.2. yardimiyla adsorplanan HSA miktari mg/g cinsinden hesaplanmistir.

d= [(Co-C)V]/m (3.2)

Bu esitlikteki q, partikil basina adsorplanan HSA kuatlesi (mg/g); Co, HSA
¢cOzeltisinin adsorpsiyondan ©Once bagslangi¢ derisimi (mg/mL); C, HSA
¢ozeltisinin adsorpsiyon sonrasi derigimi (mg/mL); V, mL cinsinden hacim ve m

ise partikuluin g cinsinden kutlesini gostermektedir.

Bu esitlikte Co ve C degerleri sisteme iligkin kalibrasyon dogrusu yardimiyla tespit
edilmigtir. Bunun i¢cin 10 mL tampon ¢dzelti igerisinde (pH: 7.0; fosfat tamponu)
30 mg HSA c¢ozilerek 3 mg/mL HSA ¢o6zeltisi hazirlanmigtir. Bu ¢ozelti gerekli
oranlarda seyreltilerek 3.0-0.05 mg/mL derisim aralidinda c¢ozeltiler elde
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edilmistir. Elde edilen ¢Ozeltilerin spektrofotometrik olarak 280 nm dalga boyunda
absorbanslari tespit edilerek $ekil 3.4."de gOsterilen kalibrasyon grafigi elde

edilmistir.
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Sekil 3.4. HSA igin kalibrasyon grafigi.

3.5.2. Manyetik Alan Varhginda HSA Adsorpsiyonunun incelemesi

incelenen parametreler altinda yapilan adsorpsiyon deneylerinde elde edilen
optimum kosullarda Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partiktllere HSA
adsorpsiyonu Sekil 3.5’deki deney dizenegdi yardimiyla manyetik alan varliginda
yapilmistir. Bu calismalarda 1.0 mg/mL derisimde HSA c¢ozeltisi (pH 5.5)
kullanilmigtir. Kurulu sistemde akim degeri 1.33 A ve bobinler uzerindeki
manyetik alan siddeti merkezde 25 mT degerindedir. Manyetik alan gsiddetinin
HSA adsorpsiyonuna etkisinin belirlenmesi igin farkli manyetik alan siddetlerinde

caligsmalar tekrarlanmistir.
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Sekil 3.5. Manyetik alan varliginda adsorpsiyon islemi deney dizenegi.

3.5.3. Desorpsiyon ve Tekrarlanabilirlik

Baglanan HSA’nin desorpsiyonu igin 1.0 M NaCl c¢ozeltisi kullaniimistir.
Desorpsiyon islemi adsorpsiyon igleminde de yapildigi gibi Sekil 3.3'de verilen
sistem yardimiyla 20 rpm hizinda oda sicakliginda 2 saat karistirilarak
yapilmistir. Desorpsiyon igleminin ardindan partikiller saf su ve tamponla
yikanarak tekrar kullaniimak tGzere +4 °C’de muhafaza edilmistir. Desorpsiyon ve
yikama iglemleri sonrasi sivi faz 15.000 rpm altinda 1 saat santrifujlenerek

uzaklastiriimigtir.

Desorpsiyon yuzdesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

Desorpsiyon (%) = (Desorplanan HSA miktari/ Adsorplanan HSA miktari) x 100
Bir diger 6nemli parametre olan tekrarlanabilirlik 6zelligine bakmak i¢in Cibacron
Blue F3GA takili manyetik silika partikillere 10 kere adsorpsiyon ve desorpsiyon

dongusu uygulamistir. Her bir donglu sonunda partikillere yikama iglemi

gerceklestiriimigstir.
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3.6. Yapay Plazma ile Saflagtirma ve SDS-PAGE Analizi

Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partikullere HSA adsorpsiyonu yapay
plazma kullanilarak incelenmigtir (Tokra Medical, Ankara, Turkiye). Yapay
plazma igerisine toplam albimin derisimi 1.0 mg/mL olacak sekilde HSA
eklenmigtir. Saflastirllan HSA’nin safligini belirlemek Uzere sodyum dodesil
sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullaniimistir. Bu
yontemde mini-protein TGX Stain-Free Precast Gels kullaniimigtir. 1mL yapay
plazma ¢ozeltisi Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partikiller ile 2 saat
boyunca etkilestirilmistir. Adsorpsiyon éncesi ve sonrasi plazma ile desorbe
edilen g¢ozeltiden 10 pL ornek kuyucuklara yerlestirilerek elektroforez iglemi
gergeklestiriimistir. Bu islemin ardindan jel Coomassie Blue G-250 boyasi ile 12
saat sUre ile bekletilerek boyanmis ve ardindan %20 metanol, %20 asetik asit ve

%60 oraninda su igeren ¢ozelti kullanilarak yikama islemi gergeklestirilmistir.

Sekil 3.6. SDS-PAGE dizenegi.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Karakterizasyon Caligmalari

4.1.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Caligmalari

Yuzey bilgisinin detayh bir sekilde verildigi analizlerden biri olan taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile incelenmis olan Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika
partiklllerin farkli buydtme oranlarindaki SEM fotograflari Sekil 4.1-4.4’te

gOsterilmistir.

EHT = 7.00kV Signal A = SE1

Sekil 4.1. Manyetik silika partikullerin 500 X buyutmeli SEM fotografi.
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Mag = 1.00 KX EHT= 7.00kV Signal A=SE1

Mag = 2.50 KX EHT= 7.00kV Signal A=SE1

Sekil 4.3. Manyetik silika partiktllerin 2.50 X buyutmeli SEM fotografi.
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1 pym*

Mag = 10.00 KX EHT= 7.00kV Signal A=SE1

Sekil 4.4. Manyetik silika partiktllerin 10.00 X buyatmeli SEM fotografi.

Goruntulerden partiktllerin boyutunun ortalama 7000 nm ve kuresel yapida

oldugu gorulmektedir.
SEM cihazi Uzerinde yapilan bir diger inceleme olan haritalama galismasi Sekil

4.5de gosterilmistir. Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partikallerin

icerdigi silika ve demir yapilari belirgin olarak gorulmektedir.
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Sekil 4.5. Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partikillerin

haritalandiriimis fotografi.

4.1.2. Yiizey Alani Olgiimleri

Gozeneklilik dagihmi azot adsorpsiyon/desorporsiyon yonetimiyle elde edilmistir.
Elde edilen sonug¢ Cizelge 4.1’de verilmistir. Sonuglara baktigimizda gézenek
yapisi ortalama boyutu 41 nm duzeyinde olup yapida makro ve mezo gézenekler
kendi gostermektedir. Sonuglar Gzerinden boyut dagdilimina baktigimizda Sekil
4.6’da verilen bir dagihm oldu tespit edilmistir. Manyetik silika partiktllerinin
spesifik ylizey alani 222 m?/g olarak belirlenmistir. Bu deger partikllerin yiksek
bir ylzey alanina sahip oldugunu gostermektedir ve bdylece silika mezo
gozeneklerine yeterli yuksek sayida demir oksit baglanmasi beklenmektedir.
Manyetik silika partikullerin boyut dagihmi degisim katsayisina (CV) baktigimizda
% 4.5 ile dar bir aralikta kendini gosterdigi sonucuna varilabilmektedir. Bu deger
boyut dagihmi degisim araliginin yuksek olmadigi bir yapinin var oldugunu

g6stermektedir (Ogut ve ark., 2019).
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Cizelge 4.1. Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partikullerin yazey analizi.

CV (%) Ortalama Gdzenek Go6zenek Hacmi SSA (m?/g)
Boyutu (nm) (cclg)
4.50 41.00 0.43 222.00
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Sekil 4.6. Manyetik silika partikullerin gézenek
boyut dagilimi.

4.1.3. Elektron Spin Rezonans (ESR) Caligmalari

Partikilin manyetik 6zelliginin incelenmesi ESR spektrometresi yardimiyla
yapilmigtir. Partikilde manyetik 6zellik gdsteren bir bilesen bulundugunun kaniti
olarak $Sekil 4.7’7de verilen ESR spekturumu gosterilmigtir. Spektrum
incelendiginde disaridan uygulanan manyetik alan siddetinin degisimi ESR
sinyalinde degisime neden olmaktadir. Oyle ki, alan arttikca yerel manyetik alan
deg@eri artarak sinyal siddetinde artis egilimi gdstermektedir. Artma devam
ederken bir tepe de@erine ulasan sinyal azalma egilimi gostererek rezonans
manyetik alan (Hr) degerinde sifira ulagsmaktadir. Manyetik alan artisin devam
etmesiyle birlikte sinyal ters yonde artarak belirli bir tepe degerinden sonra
azalarak sifira ulagsmaktadir. Bu aslinda disaridan uygulanan mikro dalganin

sogurma spektrumunun birinci tlrevidir.

Spektroskopik yarilma garpani olan g sabiti 2.3153 olarak elde edilmistir. Bu
degeri elde ederken rezonans sartinin gergeklestigi Egitlik 4.1 kullaniimistir.
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g=hv/B.H (4.1)

Bu esitlikte h (Planck sabiti) = 6.626 x 1034 J.s, B (Bohr magnetonu) = 9.274 x
1024 JIT, v (frekans) = 9.707 x 10° Hz ve Hr manyetik alanin rezonans degeridir.

Spektrumdan elde edilen bir diger nicelik ise tepeden tepeye c¢izgi genisligidir:

Apr =~=135mT

Onceki galismalar gdstermistir ki, diisiik spin siddeti iceren yapilarda Fe*3 iyonlari
icin g sabitinin degisim araligi 1.4 — 3.1 arasinda olup, yuksek siddet iceren
yapilarda Fe*3 iyonlari igin g sabitinin degisim araligi ise 2.0 — 9.7 dederlerindedir
(Sari ve ark., 2006). incelenen érnegin belirlenen g degeri, referans degerler
dikkate alindigindan partikil icinde ferrimanyetik 0Ozellik gdsteren Fe
komplekslerinin bulundugu sdylenebilir. Spektrum incelendiginde, ferrimanyetik
karakterde Fe atomlarina sahip genis sinyale ek olarak, 3500 G civarinda
(g~2.002), siddeti daha dusuk olan ve paramanyetik karaktere sahip bir bagka
sinyal olusumu daha gozlenmektedir. Bu sinyal demir atomlarinin kaplandigi
polimere ait olabilecegi gibi, ornegin hazirlamasi asamasinda kullanilan

malzemelerden ve/veya safsizliklardan da kaynaklanabilir.
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Sekil 4.7. Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partiktllerin
ESR spektrumu.

4.1.4. Titresimli Ornek Magnetometresi (VSM) Olgiim Sonuglari

Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partikillerin titresimli 6rnek
manyetometresi ydontemiyle oda sicakliinda 6l¢imui sonucunda elde edilen farkl
manyetik alan altinda manyetizasyon degisim etkisi Sekil 4.8'de verilmistir. Elde
edilen sonuglara gore partikillerin doyum manyetizasyonu 30 emu/g olarak
g6zlenmigtir. Ayrica herhangi bir degerde koerzivite gdzlenmemigtir. Oda
sicakliginda partikullerde zorlayici alanin olmadigi ve yuksek manyetizasyon
degerini de dikkate aldigimizda spinleri rastgele yonelttigi siperparamagnetik
davranis sergiledigi sdylenebilir.

Cizelge 4.2. Manyetizasyon analiz verileri.

Doyum Manyetizasyonu (Ms) 30 emu/g

Rezidual Manyetizasyon (M) 0 emu/g

Bagil doygunluk remanansi (m. = M/Ms) | 0 emul/g

Zorlayici Manyetik Alan (Hc) 0 Oe
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Sekil 4.8. Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partiktllerin VSM spektrumu.

Manyetik partiklllerden magnet sizintisinin  olmadiginin anlagilmasi igin
partikuller yikama, adsorpsiyon ve desorpsiyon ¢ozeltileri igerisinde dort saat
sure ile manyetik olarak karigtiriimis ve ardindan g¢ozeltiler grafit firinli Atomik
Absorpsiyon Spektrofotometresi ile demir analizine tabi tutulmustur (ICE 3400
AAS, Thermo Fischer Scientific, Cambridge, UK). Olgciim sonuglari yapidan

magnet sizintisinin olmadigini gostermigtir.

4.1.5. Elementel Analiz Sonuglar

Manyetik silika partikillere baglanan Cibacron Blue F3GA miktar kukuirt
sitokiyometrisi kullanilarak hesaplanmistir. Farkh derigsimlerde boya ¢ozeltileri ile
etkilestirilen manyetik silika partikillere baglanan boya ligand miktari Cizelge
4.1’de verilmistir. Manyetik silika partikullerine Cibacron Blue F3GA baglandiktan
sonra yapi igerisinde tim N, C, H ve S atomlarinda artis gorilmektedir. Bu da bu

atomlarin baglanan boyadan kaynakli oldugu ve bdylece boyanin varhgini
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gosterir niteliktedir. Ayrica boya derigiminin artmasi ile partikullere baglanan boya

miktarinin arttigr gorulmektedir.

Cizelge 4.3. Elementel analiz verileri.

Cibacron Blue Baglanan Cibacron
F3GA Derigimi Blue F3GA Miktari
(mg/mL) (mmol/g)
0.5 0.13
1.0 0.28
3.0 0.62
5.0 0.76

4.1.6. Enerji Dagilimh X-i1sin1 (EDX) Analizi

Sekil 4.9’da goéruldigu gibi EDX analizi sonucunda olusan spektrumda
partikullerin igerigi ile ilgili bilgi sunarken belirgin bir sekilde kendini gosteren
yapidaki silika’dir. Boylece yapi igerisindeki silika kaplanma durumu da tespit

edilmis olmaktadir.

)

Sekil 4.9. Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partiktllerin
EDX spektrumu.
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4.1.7. FTIR Analiz Sonucu
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Sekil 4.10. Silika kaph demir oksit partikullerin FTIR spektrumu.
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Sekil 4.12. Cibacron Blue F3GA takiimis ve takilmamig manyetik silika
partikllerin FTIR spektrumu.
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Cizelge 4.4. FTIR spektrum sonucunda tespit edilen titresim bantlari.

Dalga Sayisi(cm™) Karakteristik Bant
3293 Si-O-Si
- . , 1645 O-H

Silika kapli demir oksit 1053 Si-O-Si
790 - 410 Fe-O
1594 C=N

Cibacron Blue F3GA | 1355 S=0

takili silika kapli demir | 1057 C-Cl

oksit 1033 S=0
592 - 406 C-Cl

FTIR analizi sonucunda silika kapli demir oksit malzemenin boya takili oldugunda
ve olmadiginda elde edilen spektrumlari Sekil 4.10 ve Sekil 4.11’de verilmistir. iki
spektrum Sekil 4.12°'de birlikte gosterilmektedir. 3293 cm™ ve 1053 cm* yapi
icerisindeki silanol gruplarinin simetrik ve asimetrik gerilme titresimini temsil
etmektedir. Bu da demir oksit parcaciklarinin silika ile kaplandiginin bir
gostergesi olmaktadir. 1645 cm! dalga sayisinda gorilen bant hidroksil gruplarin
icerisinde bulunan H baglarinin kendi arasindaki etkilesimlerinin yani sira demir
iyonlari ile -OH gruplari arasinda olusan elektrostatik etkilesim de katki
saglamaktadir. 790 cm™ ile 410 cm™ arasinda kalan tim diger pikler demir ve
oksijen arasindaki titregsim bantlarini gostermektedir. Bu da yapinin manyetik

ozelliginin bir kanitini olusturmaktadir.

Cibacron Blue F3GA takili yapinin spektrumuna baktigimizda Cizelge 4.4.de
gosterilen bantlar kendini gostermektedir. 1594 cm™ dalga sayisindaki pik
boyanin triazin halkasindaki karbon ile azot atomlari arasindaki gerilme titresimini
temsil etmektedir. 1355 cm'deki pik S ve O arasindaki gerilme titresimlerini
gostermekte olup yapiya Cibacron Blue F3GA baglanmasina bir ipucu teskil
etmektedir. Cibacron Blue F3GA baglanmasina en biyik kanit 1057 cm*'de
bariz olarak gérdigimuiz Cl igeren amino benzen halkasindaki C-Cl gerilme
titresim bandidir. Bu bant ve beraberindeki 592 cm* — 406 cm! bant aralijinda
gorulen zayif siddetteki diger bantlar ile birlikte yapiya Cibacron Blue F3GA boya

maddesi katiliminin birer gdstergesi olarak ifade edilebilir.
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4.2. Cibacron Blue F3GA Takii Manyetik Silika Partikiillere HSA
Adsorpsiyonu

4.2.1. pH Etkisinin incelenmesi

Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partikiillere HSA adsorpsiyonu pH
4.0-8.0 arasinda incelenmistir.

35
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S - 4
E I =& CBF3GA/m-Silika
.&? == m-Silika
S
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= T
= T © T
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5 151 ¢ * .
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T
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Sekil 4.13. pH degisiminin adsorpsiyon Uzerine etkisi. Calisma kosullari: HSA
derigimi: 1.0 mg/mL, Partikul miktari: 25 mg, Sicaklk: 25°C, Zaman:

2 saat.

Sekil 4.13'de goruldigu gibi HSA adsorpsiyonu pH’nin artmasi ile artmis ve pH
5.5 degerinde en ylksek adsorpsiyon miktari gézlenmistir (27.82 mg/g). Daha

ylksek pH degerlerinde HSA adsorpsiyonunun azaldigi gézlenmistir.

Adsorpsiyon etkilesmelerinden biri olan elektrostatik kuvvet degisen asidik ve
alkali kosullarda kendini daha belirgin olarak géstermektedir. Bu sebeple en
yuksek noktaya kadar olan etkilesimde HSA molekilii daha ¢ok pozitif yukli
oldugundan Cibacron Blue F3GA'nin yukli gruplari arasindaki elektrostatik
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cekim sonucunda artis gostermistir. Cekim etkisi pH 5.5 degerinde maksimum
noktaya ulagsmistir ki bu pH degeri HSA’'nin izoelektrik noktasidir. Bu noktada
net yik miktar sifirdir ve HSA molekulti boya ligand ve molekuller arasi
etkilesimler icin en uygun konformasyondadir. Bdylece adsorpsiyon artis
gostermistir. Izoelektrik noktadan sonra artan pH degerinde bir azalma egilimi
gorilmektedir. Bu azalmada HSA molekiliiniin izoelektrik noktadan sonra sahip
oldugu negatif yiki ile Cibacron Blue F3GA boyasinin negatif yuk gruplan
arasindaki elektrostatik itme kuvveti etkili olmaktadir. Bu etkilesimlerin yani sira
HSA'nin amino asit yan zincirleri ve Cibacron Blue F3GA boyasinin benzen
halkalarinin iyonlasma durumlari ile HSA molekilinin degisen pH kosullarinda
konformasyonunda ve dolayisiyla etkilesim noktalarinin  degisimi de
adsorpsiyonda etkili olmustur. Buna ilaveten sunu da eklemek gerekir ki,
etkilesimler spesifik olarak gerceklesmis olsa da spesifik olmayan etkilesimler
de baglanma dinamigine katki sunmaktadir ve spesifik olmayan etkilesimler pH
degerinden bagimsiz olarak her durumda mevcut olmaktadir. Bu ¢alismalarda
boya baglanmamis manyetik silika partikillere de ayni kosullarda HSA
baglanmasi incelenmistir. Grafikten gorilecegi lizere boya ligand icermeyen
partiktillere HSA baglanmasi ihmal edilebilir diizeydedir. Bu da etkilesimin boya

molekulleri Gzerinden gergeklestirgini géstermektedir.

Br'jylece diger kosullar altinda gegeklestiriliecek adsorpsiyon calismalari igin

kullanilacak pH degeri 5.5 (asetat tamponu) olarak belirlenmistir.

4.2.2. Boya Ligand Miktarinin Etkisi

Proteinlerin afinite ayirma iglemlerinde ligand yikleme miktan énemli bir
parametredir. Bu ¢alismada baglanan Cibacron Blue F3GA miktarinin etkisinin
belirlenmesi icin farkli derisimlerde boya ¢ozeltsi ile etkilestirilen manyetik silika
partikillere baglanan boya miktarinin HSA adsorpsiyonuna etkisi Sekil 4.14°'te
verilmistir. Sekilde géraldugu gibi 3 mg/mL dederine kadar boya derigiminin
artmasi ile baglanan HSA miktari artmakta daha yiiksek boya derigsimlerinde ise
baglanan boya miktari ve dolayisiyla baglanan HSA miktarinda énemli bir artis
gozlenmemektedir. Bu durum yilizeyde boya ligandin baglanabilecegi gruplarin

doygunluga ulasmis olmasi ile agiklanabilir. Dolayisiyla diger ¢alismalarda 3
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mg/mL Cibacron Blue F3GA g¢ozeltisi ile boyanan manyetik silika partikiller

kullanilmigtir.
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Sekil 4.14. Cibacron Blue F3GA miktarinin HSA adsorpsiyonuna etkisi.

4.2.3. HSA Derisimi Etkisinin incelenmesi

HSA derigiminin adsorpsiyon (izerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla 0.10-
3.50 mg/mL arasinda degisen derisimlerde HSA cozeltileri pH degeri 5.5'de
Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partikillerle etkilestiriimis ve elde

edilen sonuglar Sekil 4.15’de verilmistir.

56



35 1

30

25

20 1

15

Adsorplanan HSA Miktari, mg/g

10

&
== CBF3GA/m-Silika
== m-Silika
Vi
o 1
___B,_-B
0.5 1 1.5 2 25 3 35

HSA Derigimi, mg/mL

Sekil 4.15. HSA derisiminin adsorpsiyon Uzerine etkisi. Calisma kosullari: pH:
5.5, Partikill miktar: 25 mg, Sicaklik: 25°C, Zaman: 2 saat.

Sekil 4.15'de goruldugu gibi HSA derisimindeki artis ile adsorplanan HSA
miktan da artmistir. 1.5 mg/mL HSA baslangi¢c derisiminde adsorplanan HSA

miktari en ylksek degerine ulasmis (31.22 mg/g) ve bu degerden sonra

derigimin artmasinin adsorpsiyon miktarina énemli bir etkisi olmamigtir.

Ortamdaki HSA derigimi adsorpsiyon igin slriicii kuvvettir. Dolayisiyla HSA
derigiminin artmasi ile adsorplanan HSA miktarinin artmasi beklenen bir

durumdur. Fakat bu baglanma bélgeleri belirli bir doyum noktasina ulastiginda
derigim artigi etkisini gostermemektedir. Boya ligand baglanmamis manyetik
silika partikiillere HSA adsorpsiyonu da HSA derigiminin artmasi ile artig
gosterme egiliminde olmakla birlikte toplam adsorpsiyon miktari ihmal edilebilir

dizeydedir.
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4.2.4. Sicakhk Etkisinin incelenmesi

Sicakligin Cibacron Blue F3GA takihi manyetik silika partikillere HSA
adsorpsiyonu (izerindeki etkilerini incelemek igin galigmalar +4°C, +25°C ve
+40°C sicaklik degerlerinde gerceklestiriimistir. Elde edilen sonuglar S$ekil
4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.16. Sicaklik degisiminin adsorpsiyon uzerine etkisi. Calisma kosullari:
pH: 5.5, HSA derisimi: 1.0 mg/mL, Partikil miktari: 25 mg, Zaman: 2

saat.

Sekil 4.16 incelendiginde sicaklik artiginin HSA adsorpsiyon miktarini azalttigi
gozlenmistir. Protein ve ligand arasindaki etkilesimlerden hidrofobik katkilar
sicakhk artigi ile daha belirgin hale gelerek artis ile orantih bir gekilde
degismektedir. Sicaklk artisi, protein dogal yapilan {izerinde etki ederek tekrar
dizenlenmesini saglamakta ve boylece adsorpsiyon kapasitesini etkilemektedir.
Bunun yani sira adsorpsiyon iglemi ekzotermik bir etkilesim oldugundan sicaklik
artisi ile ters orantill olacak sekilde azalma egilimi gostermektedir. Bu

calismada sicaklik artisinin adsorpsiyon miktanni azalttigr gézlenmistir.

58



Dolayisiyla Cibacron Blue F3GA ile HSA molekillleri arasindaki etkilegsimde
hidrofobik etkilesimden daha cok elektrostatik etkilesimlerin baskin oldugu

soylenebilir.

4.2.5. iyonik Siddet Etkisinin incelenmesi
Ortamin iyonik siddetinin HSA adsorpsiyonuna etkisi 0 ve 1.0 M NaCl igeren
adsorpsiyon ortamlari kullanilarak incelenmigtir. Sekil 4.17'de elde edilen

sonuglar verilmistir.
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Sekil 4.17. lyonik siddetin adsorpsiyon (izerine etkisi. Galisma kosullari: HSA
derigimi: 1.0 mg/mL, Sicaklik: 25°C, Partikil miktari: 25 mg, Zaman:
2 saat.
Calismalar sonucunda iyonik siddetin artmasinin adsorpsiyon kapasitesini
azaltici yonde etkisi gézlenmisti. En yiksek adsorpsiyon miktari cozelti
icerisinde tuz bulunmadigi durumda elde edilmektedir. Tuz derigiminin 0.1 M
degerinden 1.0 M degerine arttinimasiyla adsorpsiyon miktarinin % 58.3
oraninda dustiigu belirlenmistir. Tuzun adsorpsiyon {izerindeki ters etkisi, iyonik
siddet artisinin ¢ozeltide Na iyonlarinin varhginin ¢ogalmasi ve bunun da
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Cibacron Blue F3GA Uzerinde bulunan sulfonat gruplarinin Gzerinde birikerek
yaplyl notralize etmesi yoluyla ligand ve protein arasindaki etkilesimleri azaltmasi
ile aciklanabilir. Benzer sekilde Na iyonlari yapilar arasinda Debye perdeleme
etkisi olarak bilinen bir durum yaratarak etkilesimlerin azalmasina yol agcmis ve

bdylece adsorpsiyon miktarini azaltmistir.

Adsorpsiyon miktarinin azalmasina katki saglayan bir diger etki iyonik siddetin
artmasi ile proteinin dogal yapisinin degiskenlik géstermesidir. iyonik siddetin
artmasinin protein ve ligand arasindaki etkilesim Uzerinde yansimasinin diger

yolu da var olan tuz kdprulerinin iyonik siddet icinde deforme olmasidir.

4.2.6. Adsorpsiyon izotermleri
Proteinlerin  absorbentler ile etkilesimlerini karakterize i¢in kullanilan
yontemlerden biri de adsorpsiyon izotermlerini incelemektir. Bu amagcla

Freundlich ve Langmuir izotermleri kullaniimaktadir.

Langmuir adsorpsiyon izotermi, benzer enerji degerlerinde olan baglanma
bolgeleri ile etkilesimde olan molekullerin yalnizca tek biri ile baglanmasiyla
olugsan modeldir. Dolayisiyla homojen bir dagihm gosterdigi varsayilir. Burada
molekullerin diger bolgeler ile olasi etkilesimleri dahil edilmez. Langmuir

yaklagimi Esitlik 4.2'de verildigi sekliyle kullaniimaktadir.
Ced/Q = 1/(Qmaks. b) + Ceq/Qmaks (4.2)

Verilen esitlikte Ceq ¢Ozelti icerisinde bulunan HSA’nin denge derigimini (mg/mL),
Q, adsorplanan HSA miktarini (mg/g), Qmaks maksimum HSA adsorpsiyon
kapasitesini (mg/g) ve son olarak b degeri de Langmuir sabitini (mL/mg)
gostermektedir. Ceq/Q degerinin Ceq degerine kargi grafiginin egimi yoluyla Qmaks
degerine ve y eksinini kestigi noktadan Qmaks.b degerine buradan da b degerine
ulasilabilir (Andag ve ark., 2014).

Deneyimiz igin Langmuir izotermini gosteren grafik Sekil 4.18’de gosterilmigtir.

Grafik yardimiyla teorik olarak hesaplanabilen maksimum adsorpsiyon katsayisi
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Qmaks degeri 37.59 mg/g ve Langmuir sabiti ise 4.93 mL/mg olarak bulunmustur.

R? olarak ifade edilen korelasyon katsayisi 0.98 degerindedir.

0,04 -
0,035
0,03
0,025 -

Ceq/Qe

0,02 - y =0,0266x + 0,0054

R*=0,9563

0,015 -
0,01 {®
0,005 {79

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Ceq

Sekil 4.18. Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partiktllerin Langmuir

izotermi

Freundlich adsorpsiyon yaklagsiminda kullanilan matematiksel ifade Esitlik 4.3’de

verilmistir.

Qeq = Ky Ceqlln (4.3)

Esitlikte Ceq ¢Ozelti igerisinde bulunan HSA’nin denge derisimi (mg/mL), Ks
adsorpsiyon kapasitesinin bir 6l¢itl, 1/n adsorpsiyon siddetinin gostergesi ve Qeq
ise dengedeki absorbent derisimini (mg/g) temsil etmektedir. Esitligin her iki

tarafini logaritmik olarak duzenlersek Esitlik 4.4’de verilen halini alir.

INQeq = INKt+ 1/n INCeq 4.4)

Bu denkleme gore InCeq'nin InQeg’ye karsi grafigi Sekil 4.19'da verilen sekilde

tespit etmis oluruz. Elde edilen bu dogrunun y eksenini kestigi noktadan Ks
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degerine, dogrunun egimini bularak 1/n degerine ulasilabilmektedir (Andag ve
ark., 2014).

Hesaplanan tim degerler Cizelge 4.5'de gosterilmektedir. Degerlere bakildiginda
korelasyon katsayilari bakimindan karsilastirdigimizda bu c¢alisma  Sekil
4.20'den de gorulecedi gibi Langmuir adsorpsiyon yaklasimina daha fazla
uygunluk saglamaktadir ve maksimum adsorpsiyon dederi deneysel olarak elde

edilen degerlere daha yakindir.

Bu sonuglara gore sistemin homojen, manyetik silika yuzeyinin Cibacron Blue
F3GA ile takih oldugu, tim albdmin molekillerinin Cibacron Blue F3GA ile
baglandigi ve adsorplanan albuminler arasi bir etkilesim olmadigi sonucuna
varilabilir (Uygun, 2014).

4,5 -
4 -

y=0,8620x +2,9574 o2 i»/‘
R2=00091 @ 3

InQe

InCeq

Sekil 4.19. Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partikullerin Freundlich

izotermi.
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Cizelge 4.5. Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partiktllerin Langmuir ve

Freundlich izotermleri.

Deneysel Langmuir Degerleri Freundlich Degerleri
Qmaks 2 2
mg/ b(mL/m R K n R
31.22 37.59 4.93 0.9782 18.17 | 1.17 0.9091
40 -
35 -
.
(@]
fs)
£ ¢ D I
o eneyse
—-Langmuir
Freundlich
1,5 2 2,5 3 3,5

¢, mg/mL

Sekil 4.20. Deneysel verilerin izotermler ile karsilastiriimasi.

4.2.7. Adsorpsiyon Kinetigi

Kinetik modeller, birinci ve ikinci dereceden olmak tzere iki sekilde adsorpsiyon
islemlerinde kimyasal reaksiyonlar ile kutle transferi gibi niceliklerin
belirlenmesinde dnemli yaklasimdir. Bu amacla pseudo (yalanci) birinci ve ikinci
derece modellerden yararlaniimistir. Lagergren’in birinci derece hiz esitligi
herhangi bir ¢ozelti icerisinde ¢dzunen maddeler i¢in adsorpsiyonu incelemek igin
yararlanilan en pratik yaklagsimdir. Bu yaklagsimin matematiksel modeli Esitlik

4.5'de verildigi gibidir.

dai/dt=k1(Qeq-0l) (4.5)
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Esitlikteki Qeq-q: degerleri denge halinde ve bir t aninda mg/g cinsinden
adsorplanan madde miktarini ve ki de@eri ise 1/dk cinsinden pseudo birinci
dereceden adsorpsiyon hiz sabitini gostermektedir (t =0 aninda gqg=0ve t =t

aninda qt = Q).

t = 0 zamaninda gt = 0 ve t = t zamaninda gt = gt sinir degerleri altinda integral
alinip esitligi logaritmik olarak tekrar duzenlendiginde asagidaki denklem elde

edilir.
IN(Qeq-qt)= IN(Qeq) - (k1t)/2.303 (4.6)
Esitlik 4.6’nin t - In(Qeq-qt) grafigine baktigimizda egdim bize ki1/2.303 niceligini, y

eksenini kestigi yere ise InQeq niceligine ulagiimaktadir. Esitlik 4.6'nin grafigi Sekil
4.21’de verilmektedir.

Pseudo ikinci dereceden denklem ise asagidaki haliyle ifade edilmektedir.

dqi/di = k2 (Qeq-r)? (4.7)

Denklem igerisinde verilen k2 degeri g.mgtl.dk?! cinsinden hiz sabitini
vermektedir. Yine benzer sekilde t = 0 zamaninda gt = 0 ve t = t zamaninda q: =
gt sinir deg@erleri uygulanip denklem tekrar duzenlenirse agagidaki sekildeki

haline ulasilabilmektedir.

(t/qy)= (1/k2Qeq2) + (1/Qeq)t (4.8)
t - t/q: grafigine bakarsak y eksenini kestigini noktadaki degeri 1/k2Qeq® degerini
ve egim degderi ise 1/Qeq niceligini verecektir. Esitlik 4.8’in grafigi Sekil 4.22’de
verilmektedir (Andag ve ark., 2014).

Pseudo birinci ve ikinci dereceden kinetiklerden elde edilen grafikler yardimiyla

hesaplana tim degerler Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partikullerin pseudo birinci

dereceden ve pseudo ikinci dereceden kinetik hesaplari.

Baslangic Pseudo birinci dereceden Pseudo ikinci dereceden
Derigimi | Deneysel kinetik degerleri kinetik degerleri
mg/mL 0 0 k2
" mg/g) | ki (dk? R2 et /mg. R2
(mg/g) QEQ( g g) 1 ( ) (mg/g) (gdk)g
1.50 31.22 4.71 0.0094 | 0.9589 | 38.16 | 0.0077 | 0.9802

y =-0,0111x + 1,5569
R? = 0,9589

O T T ‘ T 1
0 50 100 }w\. 200

Zaman (dak)

Log(Qe-Qt)

Sekil 4.21. Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partikillerin pseudo birinci

dereceden kinetigi.
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Sekil 4.22. Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partiktllerin pseudo ikinci

dereceden kinetigi.

Cizelge 4.6’da gosterilen hesaplanan degerlere bakildiginda sistemimiz igin ikinci
dereceden kinetik yaklagimin deneysel veriler ile uyustugu belirlenmistir. Bdylece

adsorpsiyonun kimyasal olarak kontrolli gerceklestiginin gostergesidir.

4.2.8. Manyetik Alan Varhginda HSA Adsorpsiyonunun incelenmesi
Degisen fiziksel sartlar altinda adsorpsiyon kosullari incelenerek elde edilen
optimal durumlar baz alinarak Sekil 4.23'deki deney duzenegi kurularak manyetik

alan varligi altinda HSA adsorpsiyonu incelenmigtir
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Sekil 4.23. Manyetik alan varliginda HSA adsorpsiyonunun incelenmesi

icin kullanilan deney dizenegi.

Adsorpsiyon iglemi 2 saat boyunca 0.5 mL/dk akis hizinda surdurllerek sureg¢
sonunda adsorpsiyon miktarlari tespit edilmis ve elde edilen sonuglar Sekil
4.24’te gosterilmistir. Silika kapli manyetik partikuller ile yapilan incelemede
adsorpsiyon 6.8 mg/g iken Cibacron Blue F3GA baglanmasi sonucu bu deger
27.8 mg/g’a ulasmistir. Manyetik alan varliginda ayni partikillerin HSA
adsorpsiyonunu daha etkin saglayarak 34.9 mg/g degerine ulastigi gézlenmistir.
Bu sonug iki sekilde aciklanabilir; (i) kesikli sistemde protein ve ligandin ayrisma
hizi manyetik sistemde baglanma hizindan daha yuksektir; (i) Boya ligand
Cibacron Blue F3GA manyetik silika partikillerin hem ylzeyinde hem
gozeneklerinde bulunmaktadir. Akis ve manyetik alan varligi proteinlerin
g6zeneklere ulagsimini kolaylastirmakta ve bdylece adsorpsiyon miktarini

artirmaktadir.
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Sekil 4.24. Manyetik alan varliginda incelenen adsorpsiyon degerinin
kargilagtirimasi. Calisma kosullari: pH: 5.5, HSA derigimi: 1.0
mg/mL, Partikil miktari: 25 mg, Sicaklik: 25°C, Zaman: 2 saat,
Manyetik alan: 25 mT

Manyetik alan varliginda adsorpsiyon kosullari incelenirken zaman ile degisen
adsorpsiyon Sekil 4.25'de verilmistir. Grafikte gorulecegi gibi adsorpsiyon suresi
arttikga adsorpsiyon miktari artarak 35 mg/g degerine ulastiktan sonra sabit
kalmaktadir. Deney dizeneginde, akim halkalari igerisinde maksimum akimin
saglandigi 1.33 A degerinde calisiimistir. Ayrica dizenek ig¢inde kolonun
sabitlenerek ¢dzeltinin kolon iginden gegirildigi slrecgte Isinmadan kaynakl olarak
120 dakika otesine gidilememistir. Bu i1sinma silika kapli demir oksit partikullerin
manyetik alan altinda adsorpsiyonunu saglarken belirli bir azalim géstermis olsa
da toplamda manyetik alan olmadan yapilan deneysel sonuglardan daha iyi verim

elde edilmistir.
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Sekil 4.25. Manyetik alan varliginda adsorpsiyon suresi. Calisma kosullari: pH:
5.5, HSA derigimi: 1.0 mg/mL, Partikil miktari: 25 mg, Sicaklik: 25°C,
Manyetik alan: 25 mT

4.2.9. Desorpsiyon ve Tekrarlanabilirlik

Tekrar kullanilabilirlik, absortbentler Uzerinde yapilan c¢alismalarda dikkat
edilecek unsurlar arasindadir. Absorbetin tekrar kullanimi ve buna bagli olarak
azalan maliyetler tasarimda buylk oOnem arz etmektedir. Bu beraberinde
tasarimda yenilenen kogullar altinda surekliligi getirmektedir. Boylece degiskenlik

azalacagindan absorbentten beklenen etkinlik maksimum duzeye ¢ikacaktir.

Deney icinde belirtilen adsorpsiyon kosulunda altinda 1.0 mg/mL HSA
derisiminde 10 kez tekrarlanan adsorpsiyon desorpsiyon iglemine tabi tutularak
tekrarlanabilirlik belirlenmeye c¢aligiimigtir. Desorpsiyon isleminde 1.0 M NacCl
¢Ozeltisinden yararlaniimistir ve sonuglar Sekil 4.26’da gosterildigi gibidir. Elde
edilen sonuca gore her bir desorpsiyon islemi sonucunda yaklasik %95 oraninda
HSA adsorpsiyon kapasitesnin var oldugu bdylece azalmanin %5 civarinda
kaldigi tespit edilmigtir. Bu da adsorbent igin 1.0 M NaCl ¢o6zeltisinin iyi bir
desorpsiyon ajani oldugu ve ayrica hazirlanan partikullerin iyi bir kararlihk
gosterdigi ve tekrar kullanimlarda etkinlik agisindan énemli bir basari gosterdigi

anlamina gelmektedir.
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Sekil 4.26. Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partikillerin adsorpsiyon
miktari ve desorpsiyon orani ifadeleriyle tekrar kullanilabilirligi.
Calisma kosullari: pH: 5.5, HSA derisimi: 1.0 mg/mL, Desorpsiyon
ajani: 1M NacCl, Sicaklik: 25°C.
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4.2.10. SDS-PAGE Analizi

Farkli deneysel kosullar altinda gergeklestirilen adsorpsiyon galismalarinda elde
edilen sonuglarin yardimiyla olusturulan optimal kosullar altinda Cibacron Blue
F3GA takili manyetik silika partiklller ile yapay plazmadan HSA adsorpsiyonu
incelenmigtir. Saflagtirlan HSA'nin saflik derecesi SDS-PAGE ile belirlenmistir.
Sekil 4.27°de 1 numarali kolon 1/3 oraninda seyreltiimis yapay plazma, 2
numarall kolon adsorpsiyon sonrasi yapay plazma, 3 numarali kolon belirte¢ ve
4 numarali kolon ise adsorpsiyon Oncesi yapay plazmayl gdstermektedir.
Adsorpsiyon sonrasi plazmanin kolondaki gosterimine baktigimizda molekuler

agirlik élgeginde albumin yogunlugu azalmis ve neredeyse belirsiz hale gelmigtir.

66 kDa

Sekil 4.27. SDS Analizi. 1-Desorpsiyon sonrasi yapay plazma,

2- Adsorpsiyon sonrasi yapay plazma, 3- Biomarker,

4- Adsorpsiyon 6ncesi yapay plazma
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Yapay plazmadan albimin adsorpsiyonunun belirlenmesi igin adsorpsiyon
sonras! plazma orneklerinde albumin tayini kolorimetrik yontemle Olympus AU
2700 (Mishima, Japonya) analizorl ile gerceklestiriimistir. Buna gore Cibacron
Blue F3GA takili manyetik partikillere baglanan serum albimin miktari 48.6 mg/g
olarak belirlenmigtir. Toplam protein miktari dikkate alindiginda yapay plazmadan

protein adsorpsiyonunun yaklasik %97’si albumin olarak gerceklesmistir.
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4.3. Literatiir incelemesi

Literatirde protein saflastirma Uzerine yapilan ¢alismalara bakildiginda 6zet
seklinde cizelge 4.7°de belirtilmistir. Kronolojik olarak incelemek gerekirse, Zhao
ve arkadaslarinin 2019 yilinda yayinladigi g¢alismada proteinlerin ve kuguk
molekullerin adsorbent olarak belirlenmesinde 3D krojeller kullaniimigtir. Bu
metodta islevselldi ile 6n planda bir polimer olan krojel kati faz ekstraksiyonu
monoliti seklinde bir siringa iginde olusturulmasina dayanmaktadir. Olusturulan
yap! ile BSA ve diger kiglik molekiiller Gizerinde segicilik etkisi incelenmigtir. Ug
boyutlu yapisi segicilige dnemli katkida bulunmustur. 10 defa seyretme iglemi
yapilan HSA ile yapilan 6rnek Uzerinden yapilan calismada fiziksel kosullar
altinda 10 dakikada %95 oraninda adsorpsiyon gergeklestiriimistir. Bu dongu 3
defa tekrarlandiginda adsorpsiyon %90 ylUksek oranlarinda kalmaktadir. HSA
yapisina 4 kuguk molekul eklenmesi ile elde edilen galismalarda geri kazanim
%65.6 - %81.8 oranlarinda olmaktadir (Zhao ve ark., 2019).

Santos ve arkadaslari tarafindan 2018 yilinda yapilan ¢calismada, HSA yakalama
kapasitesine sahip ligand tasarimi gelistirilmistir. Bu tasarim gelistirilirken HSA'ya
baglanabilen 64 traizin bazli ligand Uzerinden gidilerek uygun kosullarda
baglanma yapabilen ligand Uzerinde calisiimigtir. %50 Uzerinde baglanma
yapabilen A3A2 ve AGA5 adli triazin bazli kursun ligandlar tGzerinde durulmustur.
Ozellikle A6A5 ligandi ellisyon kosullarinda %98 saflik dlzeyinde HSA
saflastirmasi gerceklestiriimistir (Santos ve ark., 2018).

Raoufinia ve arkadaslari tarafindan 2018 yilinda yapilan calismada, HSA
saflastirilmasi incelenmistir. Bu arastirma icinde etonoliin sogutulmasi yoluyla
saflastirma calismasi yapilmis olup daha sonra kromatografik ydntemler
uygulanmigtir. HSA'nin saflik orani sellloz asetat zar elektroforez ve SDS-PAGE
analizleri yoluyla yorumlanmistir. Isil stabilite ve WB ( western blotting) analizleri
ile de stabilite degerlendirmeleri yapilmistir. Sonug olarak HSA saflastirma orani
%99 oldugu tespit edilerek WB analiz yoluyla da saglamasi yapiimistir (Raoufinia
ve ark., 2018).

Wu ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptig1 galismada, proteinlerin sulfidil gruplari
ile saflastirilan 1sil duyarlihdr olmakla birlikte geri dontsumla bir polimer protein
bilesigi calismalarda kullaniimistir. Baslatici olarak disulfit kullanilirken hedef

73



protein Uzerindeki bulunan sisteinden yola c¢ikarak modifikasyon yapilmigtir.
Sonug olarak %76.4 oraninda bir verime ulasilmigtir (Wu ve ark., 2018).

Liu ve arkadaslarinin 2018 yilinda yapti§i ¢alismada, grafen nano yuzeyler
uzerine farkli anyon ve katyonlar yardimiyla olusturulan iyonik polimerik sivilara
silika nano partikuller baglanarak elde edilen kompozit yapinin proteinlere kargi
adsorpsiyon 6zelligi incelenmigtir. Ozellikle BSA’'ya karsi pH 5’de yiiksek segicilik
gosteren bu nano kompozit yapi Britton-Robinson tampon ¢ézeltisi iginde %98’e
varan oranda adsorpsiyon verimi saglanmigtir. Boylece polimerik iyonik sivilar ile
birlikte grafen yuzeyler kullanilarak kompleks matrisler iginden proteinlerin ayirimi
kolaylikla yapabilecek yeni kombinasyonlar olusturulabilmektedir (Liu ve ark.,
2018).

Amiri ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptigi ¢alismada, agaroz kureciklerine
kapsullenen Fes0s4 nano partikulleri yardimiyla olusturulan nano kompozit
manyetik  parcaciklarla  saflastirma  etkinligi  arastinlmistir. ~ Yapinin
karakterizasyonu yapilmasi sonucunda duzenli boyut dagilimi sergileyen kuresel
sekilde kurelerden olusmus partikuller yaklasik 10nm gézenek yapisina sahiptir.
Partiklllere daha sonra baglanmis olan Cibacron Blue F3GA ile BSA
adsorpsiyonu incelendi. Sonug¢ olarak manyetik %8 agaroz partikullerinin
adsorpsiyon etkinligi daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bunun yanisira manyetik
%4 agaroz partikillerin dinamik performanslarinin daha iyi oldugu tespit
edilmistir. Ayrica manyetik nanoparcacik kompozitler ylzey alanlarinin, gézenek
yapisinin ve dolaysiyla puruzlugun arttigi sonucuna gidilmistir (Amiri ve ark.,
2017).

Bhakta ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptigi ¢calismada, silika kapli manyetik
nanopartikiller ile olusturulan yilzeysel nanocepler yardimiyla HSA
uzaklastiriimasi yapilmistir. Nanopartikuller organo silan tek tabakali yapilar ile
olusturulan karmasik dizende tabakalar Gzerine 200 nm buyuklUkte silika kapli
manyetik nanokureler baglanarak elde edilmistir. Olusturulan tek tabakali yapilar,
antikorlara ait olan baglanma alanlarini taklit edecek sekilde hidrofobik, hidrofilik
ve H baglanmasi yoluyla etkilelesim kurabilen zincir 6zelligi gosterirler. Sonucta
elde edilen bdyle bir yapi ile HSA baglanma kapasitesi 21 mg/g olarak bulunmus
ve bir gok deneme sonucu uzaklastinilan HSA miktari %88 olarak tespit edilmistir
(Bhakta ve ark., 2017).
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Alkan ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptigi galismada, monolitik krojeller iginde
hapsolmus Cu+2 bagli singer tasi pargaciklara ait HSA kromatografik 6zellikleri
incelenmigtir. Elde edilen sonuglara gére baslangi¢ derisimi 3 mg/ml olan HSA
adsorpsiyon kapasitesi pH 8 fosfat tamponu icinde 549.5 mg/g elde edilmigtir.
Olusturulan bu matris yapisi yuksek orandaki yluzey alani sayesinde ¢ok amagli
bir protein saflagtirma c¢alismasinda yuksek performansa sahip oldugu

gOrulmustir (Alkan ve ark., 2016).

Qu ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptigi ¢alismada, Cibacron Blue F3GA takili
manyetik PMMA nanokureleri kullanilarak BSA adsorpsiyon yapilmigtir. Mini
emulsiyon teknidi ile hazirlanan boyut dagilimi genis olmayan ve ¢ap oranina
bakildiginda 76 nm boyutundaki manyetik poli metil metakrilat malzemesine
Cibacron Blue F3GA takilarak numune elde edilmistir. BSA karsi gosterilen
adsorpsiyon sonuglarina bakildiginda 121.98 mg/g degerinde bir yiksek kapasite
gOstermigtir. Spesifik olmayan etkilesmelerin az oldugu ¢alismada yuksek iyonik
cOzelti icerisinde kolayca desorpsiyon gostermistir. Boylece protein saflastirmada
manyetik poli metil metakrilat ylksek kapasiteye sahip 6nemli bir malzeme

oldugu gosterilmistir (Qu ve ark., 2016).

Zhang ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptigi ¢galismada, manyetik mikro kureler
uzerindeki CB’ye dahil farkh uzatici kol tasarimlariyla etkinlik ve protein
adsorpsiyon incelemesi yapilmistir. Calismayi yaparken poli metil metakrilat
(PMMA) mikro partikiller hazirlanarak onlar Uzerine poli etilen glikol (PEG), poli
vinil alkol (PVA) ayni zamanda etilendiamin (EDA) kollari eklenmigtir. Daha sonra
bu kollar tzerine Cibacron Blue F3GA boyasi takilarak adsorpsiyon kinematigi
incelenmistir. Numuneler icindeki Cibacron Blue F3GA yogunluguna bakildiginda
PMMA-EDA-CB numunesi i¢cin 266.0 umol/g, PMMA-PVA-CB numunesi igin
209.7 umol/g ve PMMA-PEG-CB numunesi igin ise 138.1 umol/g olarak tespit
edilmistir. Elde edilen bu numuneler ile BSA adsorpsiyon etkinligine bakilarak
PMMA-EDA-CB numunesinin adsorpsiyon performansinin daha iyi oldugu
gorulmastur. Niceliksel olarak bakildigindan 114.0 mg/g olan adsorpsiyon orani
ile en iyi performansi gosteren bu numune ile protein saflastirma ¢alismalarinda

onemli bir yere sahip oldugu belirlenmistir (Zhang ve ark., 2016)

Andac¢ ve arkadaslarinin 2012 yilinda yaptigi ¢alismada, poli hidroksietilen

metakrilat krojellere CB takilmasi ile elde edilen numunenin HSA’dan albimin
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segciciligi Uzerine yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore, 345mg/g olarak
belirlenen Langmuir adsorpsiyon kinetigi cok benzerlik gosteren sonug verisi 343
mg/g olarak bulunmustur. Ayni kolon icin seyeriimemis serum o6rnegi igin
bakildiginda maksimum adsorpsiyon kapasitesi 950 mg/g olarak tespiti edilmistir.
Bu numunenin énemli bir Ustinligu ise diger yapilar ile etkilesimde bulunarak
amacin gergeklestirimesinde engel tegkil etmeden hizlica HSA'y1 batin halinde
ayristirabilmesidir. Ayrica serum igerisindeki HSA'nin tikenme orani olarak da

%77 olarak belirlendigi gosterilmistir (Andag ve ark., 2012).

Odabasi’'nin 2011 yilinda yaptidi ¢calismada, takili manyetik poli vinil alkol
(mPVAL) mikro kureleri yardimiyla albumin saflagtiriimasi yapiimistir. Bunun igin
hazirlanan mikro kurelerin ¢api 100 ila 150 um boyutlarindadir. Mikro kurelere
Cibacron Blue F3GA takiimasiyla elde edilen numune ile ¢calismalar yapiimigtir.
Adsorpsiyon performansi incelenirken Cibacron Blue F3GA takili olmayana goére
daha fazla etkinlik gosteren numune maksimum adsorpsiyon kapasitesine pH
5.0'da gostermigtir. Spesifik olamayan etkilesme niceligi 1.7 mg/g olarak
belirlenerek ¢ok dusuk oranda oldugu tespit edilmistir. Albdmin icin elde edilen
adsorpsiyon degeri 88.7 mg/g iken diger protein olan fibronojen icin 1.5 mg/g ve
yglobdlin icin ise bu deger 3.8 mg/g olarak tespit edilmistir. Toplam protein miktari
Uzerinden bakildiginda bu deger 96.3 mg/g’dir. SDS-PAGE analizi yardimiyla da
adsorpsiyon verimi daha net bir sekilde gosterilmistir. 10 kez tekrarlanan dlgimler
sonucunda adsorpsiyon etkinliginde gorinur bicimde degisim gbzlenmemigstir
(Odabasi, 2011).

Tamahkar ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptidi calismada, bakteriyel nanofiber
sellloz yapilarin insan serumundan albumin uzaklastiriimasi incelemesi
yapmiglardir. Bakteriyel seluloz nanofibere Cibacron Blue F3GA yogunlugu
toplamda 178 umol/g olacak sekilde takilmistir. Spesifik yiizey alani 914 m?/g
olarak tespit edilmistir. Nanofiber numuneler Uzerinde gerceklesen spesifik
olmayan adsorpsiyon miktari 1.4 mg/g olarak ¢ok diusik miktarda kalmistir.
Numuneye Cibacron Blue F3GA takilmasi ile adsorpsiyon miktarinda artis
gorulerek pH 5 ortam kosulunda 1800 mg/g degerine ulasmistir. Denge
durumundaki HSA ¢ozeltisine 1 M NaCl eklenmesiyle elisyon yapilarak surecin

geri donlUs karakterinde oldugu tespit edilmistir. Calismada her konsantrasyon
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icin tukenme etkinliklerine bakildigindan %96.5’i asan degerlerde oldugu

gOrulmustur (Tamahkar ve ark., 2010).

Yapilan bu tez calismasinda, silika kapli FesO4 malzemesi Uzerine Cibacron Blue
F3GA boya takilarak manyetik alan varhd altinda albimin saflastirmasi
yapilmigtir. Boya takilarak elde edilen sonuglara bakildiginda adsorpsiyon miktari
27.8 mg/g iken boya takilmazsizin yapilan galismada ise bu miktar 6.8 mg/g
degerine kadar dusmektedir. Dolayisiyla boyanin yiksek bir afinite gosterdigi
gorulmektedir. Boya ile yapilan galismayi1 manyetik alan varliginda incelendiginde
ise 34.9 mg/g degerine ulasarak adsorpsiyon performansinin %25.5 oraninda
arttig1 gozlenmigtir. Yapay plazma ile galisma yapildiginda yapay plazmadan
protein adsorpsiyonu % 97’ye ulasmaktedir. Bdylece ¢aligilan numune ve fiziksel
kosullar tekrarnabilirligi yuksek, ucuz, hizli bir sekilde literatirde yer alan diger

yontemler ile kiyaslanabilecek dl¢tdedir.
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5. SONUGLAR VE TARTISMA

AlbUiminin ylUksek kapasitede basit, hizli, ucuz ve aktif bir halde saflastiriimasi
amaciyla Cibacron Blue F3GA boya ligand takili manyetik silika partikullerin elde
edilmesi ilkk asama olmustur. Manyetik silika partikullere belirtilen kosullar altinda
ligand baglanmasi saglanarak protein karigsimlarindan tek basamakta ve ylksek
geri kazanimh albimin saflastirimasina olanak verecek kararli ve tekrar
kullanilabilir adsorbent hazirlanmigtir. Hazirlanan bu absorbent daha sonra
morfolojik analizi yapilmak Uzere SEM; manyetik analiz icin ESR ve VSM,;
kimyasal yapi analizi i¢cin FTIR, EDX ve elementel analizler yapilmistir.
Karakterizasyon ¢aligsmalari sonucunda elde edilen sonuglara gore elde edilen

adsorbent ortalama 7000 nm boyutunda, klresel yapida bir dagihma sahiptir.

Absorbentin etkinligini belirleyen bir 6zellik de gozeneklilik yapisi oldugundan
ornegimiz i¢in gdozenek boyutu dagilimi incelediginde ortalama boyutu 41 nm
duzeyinde makro ve mezo gozenekler kendi gostermektedir. Buradan hareketle
spesifik ylzey alani degerlendirildiginde 222 m?/g olarak belirlenmistir. Bu deger
numunenin yuksek oranda yuzey alanina sahip oldugunu ve bdylece absorbenti
olustururken gozenekli yapi ile silika ve demir oksit baglanmasinin daha etkin bir
sekilde yuksek oranda gergeklesecedi anlasilabilmektedir. Boyut dagilimi
degisimi katsayisi (CV) %4.5 ile dagilimin dar bir aralikta gerceklestigi
gorulebilmekte boylece numune kuresel yapisi korunarak istenmeyen baglanma
cesitlerine imkan vermeyecektir. Bu da baglanmanin etkin bir sekilde
gerceklesecegini gostermektedir. Ayrica absorbentin haritalandiriimis fotografina
bakildiginda manyetik partikullerin silika takili oldugu net bir sekilde gorulebilmek

ve bdylece numune iginde silika varligi kanittanmis olmaktadir.

Numunenin manyetik Ozelliklerini incelemek Uzere Elektron Spin Rezonans
(ESR) analizi yapildiginda, manyetik alan degisimine kargi ESR sinyalinde bir
degisim gosterdigi gorulebilmektedir. Bu degisim alan arttikga manyetik alan
degeri de artarak sinyal siddetinde artis gdézlenmis ve bir noktada azalma egilimi
gOstererek rezonans manyetik alan (Hr) degerinde sifira ulasmaktadir. Bu
spektrum bize ferrimanyetik karakterde demir atomlarinin sahip bir sinyal
oldugunu gostermektedir. Manyetik karekterizasyonda onemli parametrelerden

biri g olarak bilinen spektroskopik yariima ¢arpanidir. Bu ¢arpan numune igin
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hesaplandiginda 2.3153 deg@erine ulasiimaktadir. Yuksek siddet igeren yapilarda
demir iyonlarii¢in g degeri 2.0 — 9.7 araliginda degismektedir. Kullanilan numune
referans degerler dikkate alindiginda ferrimanyetik 6zellige sahip demir

kompleksleri oldugu soylenebilir.

Numunenin manyetik karakterizasyonunu gosteren bir diger 6zelligine bakmak
icin titresimli 6rnek manyetometresi yontemiyle incelenmesi gerekli goraimustur.
Oda sicakhginda yapilan 6lgim sonucunda manyetik alan altinda manyetizasyon
degisimi bakildiginda doyum manyetizasyonu 30 emu/g olarak gézlenmistir. Bu
deger yuksek bir manyetizasyonu gostermekte dolasiyla dis bir manyetik alan
icerisinde numune manyetik alana hizlica tepki vereceginden manyetik alan
kaynakli olarak adsorpsiyon isleminde bir engel yasamayacak boylece daha etkin
bir sonu¢ alinabilecektir. Bu verilerin yani sira herhangi bir degerde koerzivite
g6zlenmemigtir. Koerzivitenin gbzlenmemesi numunenin manyetik alan
varhidindan adsorpsiyon iglemi gergeklesirken alanin varligi ortadan kalktiginda
kalintt manyetizasyon olmamasi adsorpsiyon igleminin sonlandiriimasi agisindan
onem tasimaktadir boylece desorpsiyon islemi yapilirken istenmeyen baglanma
gOzlenmesi acgisindan o6nem tasimaktadir. Oda sicakliginda partikillerde
zorlayici alanin olmadigi ve yuksek manyetizasyon degerini de dikkate
aldigimizda spinleri rastgele yonelttigi superparamagnetik davranis sergiledigi
sodylenebilmektedir. Superparamagnetizm ylksek bir manyetizasyon etkisi
gostermesi ve dig manyetik alan olmadiginda sifir manyetizasyon gostermesi

agisindan 6nem tagimaktadir.

Karakterizasyon c¢alismalarinda bir diger nokta adsorbent olusturmak igin
numuneye baglanacak Cibacron Blue F3GA miktarini belirlemektir. Bunu tespit
edebilmek icin kukurt sitokiyometersi kullaniimistir. Farkh derigimlerde boya
cOzeltileri ile etkilestirilen manyetik silika partikillere baglanan boya ligand
miktarlari degisen Cibacron Blue F3GA miktarina gore incelenmis ve artan
derigimler goére baglanan Cibacron Blue F3GA miktari da arttigi gézlenmisgtir.
Manyetik silika partikillerine Cibacron Blue F3GA baglandiktan sonra yapi
icerisinde tim N, C, H ve S atomlarinda artig goértlmektedir. Bu da bu atomlarin
baglanan boyadan kaynakli oldugu ve bdylece boyanin varligini gosterir

niteliktedir.
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Enerji Dagiimh X-i1sin1 incelesi yapildiginda elde edilen spektrum incelendiginde
silika partikullerinin varhgi belirgin olarak gorulmektedir. Bu da silikanin yapi
icerisinde bulunan demir oksit bilesigine baglanma gostermis oldugu
belirlemektedir. Boylece absorbenti olustururken Cibacron Blue F3GA takiimasini
etkin bir sekilde yapabilmek igin silika partikilerin varhgr onem arz ettiginden

numune igerisinde bulunmasi gerekliligi giderilmigtir.

Adsortbent icin yapilan son karakterizasyon galismasi da FTIR analizidir. FTIR
analizi sonucunda silika kapli demir oksit malzemenin boya takili oldup
olmadiginin tespit edilmesinde énemli bir calismadir. Cibacron Blue F3GA takili
yapinin FTIR spektrumunda 1594 cm™ dalga sayisindaki pik boyanin triazin
halkasindaki karbon ile azot atomlari arasindaki gerilme titregimini temsil
etmektedir. 1355 cm?¥'deki pik S ve O arasindaki gerilme titresimlerini
gOstermekte olup yapiya Cibacron Blue F3GA baglanmasina bir ipucu teskil
etmektedir. Cibacron Blue F3GA baglanmasina en blylk kanit 1057 cm*'de
bariz olarak goértlen Cl igceren amino benzen halkasindaki C-Cl gerilme titresim
bandidir. Bu bant ve beraberindeki 592 cm — 406 cm* bant araliginda goriilen
zayf siddetteki diger bantlar ile birlikte yapiya Cibacron Blue F3GA boya maddesi

katiliminin birer gdstergesi olarak ifade edilebilir.

Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partiktllere albimin adsorpsiyonu igin
optimum kosullari belirlemek tGzere pH, iyonik gug, sicaklik, derisim, manyetik
alan gibi farkli mikrogevre iginde incelemeler yapilmistir. Bu inlemelerin ilki olarak
adsorpsiyon kosullarini belirlemek Uzere pH etkisi tespit edilmek istenmistir.
Bdylece Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika partikillere HSA adsorpsiyonu
pH 4.0-8.0 degisim araliinda incelenmistir. inceleme sonucunda pH 5.5
degerinde en yuksek adsorpsiyon miktari gozlenmistir (27.82 mg/g). Daha
yuksek pH degerlerinde HSA adsorpsiyonunun azaldigi gozlenmigtir.
Adsorpsiyon etkilesmelerinden biri olan elektrostatik kuvvet degisen asidik ve
alkali kosullarda kendini daha belirgin olarak gostermektedir. Bu kuvvetin etkisi
altinda HSA molekull ve Cibacron Blue F3GA molekulu tzerindeki yukli gruplar
marifetiyle gergeklestirilerek adsorpsiyon miktari artis ve daha sonrasinda azalis
gOstermistir. Artisin maksimum oldugu nokta ayni zamanda HSA’nin izoelektrik
noktasidir.
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pH degisiminin gergeklesen etkilesimler spesifik olarak olmus olsa da spesifik
olmayan etkilesimler de baglanma dinamigine katki sunmaktadir ve spesifik
olmayan etkilegimler pH degerinden bagimsiz olarak her durumda mevcut
olmaktadir.Boylece diger kosullar altinda gecgeklestirilecek adsorpsiyon

calismalari igin kullanilacak pH degeri 5.5 olarak belirlenmigtir.

Boya ligandin adsorpsiyon uzerindeki etkisi incelendiginde ligandin yukleme
miktari dnemli parametreler arasindadir. Bu sebeple farkli derisim miktarlarinda
hazirlanan Cibacron Blue F3GA boya ¢ozeltisi ile etkilesimlim sonucunda olusan
adsorpsiyon deg@erlerine bakildiginda 3 mg/mL degerine kadar boya derisiminin
artmasi ile baglanan HSA miktari artmakta daha ylksek boya derisimlerinde ise
bagdlanan boya miktari ve dolayisiyla baglanan HSA miktarinda énemli bir artis
g6zlenmemektedir. Bu durum ylzeyde boya ligandin baglanabilecegi gruplarin

doygunluga ulagsmis olmasi ile agiklanabilmektedir.

HSA derisiminin adsorpsiyon Uzerine etkisine bakilmasi amaciyla 0.10 - 3.50
mg/mL arasinda degdisen derisimlerde HSA ¢ozeltileri pH degeri 5.5’de Cibacron
Blue F3GA takili manyetik silika partikullerle etkilestiriimis ve sonucunda artan
HSA degerlerinde adsorpsiyonda artis gozlenerek 31.22 mg/g degerinde
maksimum noktaya ulasmis ve bu degerden sonra sabit kalmistir. Bu sabit deger
doyuma ulastiktan sonra adsorpsiyonun gerceklesmedigini gostermektedir.
Bunun yani sira Cibacron Blue F3GA boya baglanmamis manyetik silika
partikUllerin adsorpsiyon Uzerindeki etkisi ihmal edilebilir dlizeyde kalmis
oldugundan Cibacron Blue F3GA boyanin etkisinin ¢ok ylksek oldugu tespit

edilmistir.

Ortam kosullarinin adsorpsiyon Uzerinde etkisini gérmek icin dncelikle sicaklik
etkisine +4°C, +25°C ve +40°C sicakhk deg@erlerinde bakilimistir. Elde edilen
sonuglara gore, adsorpsiyon miktarinin artan sicakhda karsi azaldigi tespit
edilmigtir. Sicakhk artigi, protein dogal yapilari Uzerinde etki ederek tekrar
duzenlenmesini saglamakta ve boylece adsorpsiyon kapasitesini etkilemektedir.
Bununla birlikte adsorpsiyon islemi ekzotermik bir etkilesim oldugundan sicaklik
artisi ile ters orantili olacak sekilde azalma egilimi gostermektedir. Bu bilgiler

Isiginda bakildiginda deneysel veriler ile uyum i¢inde oldugu goralmustar.
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Ortam kosullar icerisinde bir diger dikkat edilecek parametre ortamin iyionik
siddetidir. Bu sebeple 0 M, 0.1 M, 0.5 M ve 1.0 M NaCl igerikli ortamlarda
adsorpsiyon .alismasi yapilmistir. Elde edilen sonuclata gore artan iyonik siddet
kargisinda adsorpsiyon miktari azalmistir. NaCl derisiminin 0.1 M degerinden 1.0
M degerine arttirlmasiyla adsorpsiyon miktarinin % 58.3 oraninda dustugu
belirlenmigtir. iyonik siddet artisinin ¢gézeltide Na iyonlarinin varliginin cogalmasi
ve bunun da Cibacron Blue F3GA Uzerinde bulunan sulfonat gruplarinin Gzerinde
birikerek yapiyl notralize etmesi yoluyla ligand ve protein arasindaki etkilegimleri
azaltmasi ile agiklanabilir. Yine Na iyonlari birimler arasinda perdemele yaparak
etkilesimleri azaltma etkisi gosterdigi sOylenebilir. Bdylece iyonik siddet ile

adsorpsiyon arasinda ters orantil bir iligki oldugu tespit edilmigtir.

Absorbentlerin etkilegimlerini karakterize icin kullanilan yontemlerden biri de
adsorpsiyon izotermlerini incelemektir. Bu amagcla Freundlich ve Langmuir
izotermleri incelenmistir. Langmuir izotermlerinden elde edilen sonuglara gore
maksimum adsorpsiyon katsayisi Qmaks degeri 37.59 mg/g ve Langmuir sabiti ise
4.93 mL/mg olarak bulunmustur. R? olarak ifade edilen korelasyon katsayisi 0.98
degerindedir. Freundlich izoterminde ise adsorpsiyon kapasitesi 18.17 mg/g ve
R? olarak ifade edilen korelasyon katsayisi 0.90 olarak belirlenmistir. Boylece
deneyden elde edilen veriler gére adsorpsiyon Langmuir adsorpsiyon
yaklasimina daha fazla uygunluk sagladigi tespit edilmistir. Bu uygunluk
maksimum adsorpsiyon degeri ve korelasyon katsayisina bakilarak deneysel

olarak elde edilen degerlere daha yakin oldugundan gikarilmistir.

Adsorpsiyon iglemlerinde kimyasal reaksiyonlar ile kitle transferi gibi niceliklerin
belirlenmesinde dnemli yaklasim olan kinetik modeller birinci ve ikinci dereceden
kinetik modeller Uzerinden degerlendiriimis ve sonugta hesaplanan degerlere
gore sistem ikinci dereceden kinetik yaklasimin deneysel veriler ile uyustugu
tespit edilmistir. Bu adsorpsiyonun kimyasal olarak kontrolli gergeklestiginin bir

gOstergesi olarak sdylenebilmektedir.

Adsorpsiyonu etkileme Ozelligi bakimindan incelenen son parametre manyetik
alan uygulanarak elde edilen adsorpsiyon miktarlari olmustur. Bu bakimdan, 0.5
mL/dk akis hizinda 2 saat boyunca yapilan adsorpsiyon ¢alismasinda, silika kapli
manyetik partikuller ile yapilan incelemede adsorpsiyon 6.8 mg/g iken Cibacron
Blue F3GA baglanmasi ile elde edilen numune icgin bu sonug¢ 27.8 mg/g'a
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degerine ulagsmigtir. 25 mT’hk sabit bir manyetik alan varligindan elde edilen
adsorpsiyon miktari 35 mg/g degerine kadar ¢ikmistir. Bu sonuca
degerlendirildiginde kesikli sistemde protein ve ligandin ayrigma hizi manyetik
sistemde baglanma hizindan daha yuksek oldugu ve bunun yani sira akis ve
manyetik alan varligi proteinlerin gozeneklere ulagimini kolaylastirmakta ve
bdylece adsorpsiyon miktarini artirdigi tespit edilmistir. Zamanin bu adsorpsiyon
Uzerindeki etkisi ise artan zamanla adsorpsiyon miktarinin dogru orantili olarak
arttigi ve belirli bir sire sonunda bu artigin sabit kaldigi belirlenmistir. Bu sabit
adsorpsiyon iliskisi gozeneklere ile proteinler arasindaki etkilesimin doyuma

ulastiginin bir sonucu olarak gorulebilmektedir.

Genel olarak adsorpsiyon calismalarinda kullanilan adsorbentlerin tekrar
kullanilarak maliyet disikligu saglamasi istenmektedir. Deneyde adsorpsiyon
kosulunda altinda 1.0 mg/mL HSA derisiminde 10 kez tekrarlanan adsorpsiyon
desorpsiyon islemine tabi tutularak tekrarlanabilirlik belilenmeye caligiimistir.
Desorpsiyon igleminde 1.0 M NaCl ¢o6zeltisinden yararlaniimistir ve sonuglar
olarak yaklasik %95 oraninda HSA adsorpsiyon kapasitesinin var oldugu boylece
azalmanin %5 civarinda kaldigi tespit edilmistir. Bu sonug, adsorbent igin 1.0 M
NaCl ¢dzeltisinin iyi bir desorpsiyon ajani oldugu ve ayrica hazirlanan partikillerin
iyi bir kararhlik gostererek tekrar kullanimlarda dnemli bir etkinlik gosterdigi tespit

edilmistir.

Adsorpsiyon galismasi yapay plazmadan HSA adsorpsiyonu gercgeklestirilerek
incelenmigtir. Bu inceleme adsorpsiyon sonrasi plazma o6rneklerinde albUmin
tayini kolorimetrik yontemle gergeklestiriimistir. Elde edilen verilerle adsorplanan
albimin miktari 48.6 mg/g olarak belirlenmistir. Toplam protein miktari dikkate
alindiginda yapay plazmadan protein adsorpsiyonunun yaklagik %97’si alblmin
olarak gerceklesmistir. SDS-PAGE analizi yardimiyla da yapay plazmanin

adsorplanmasi gorsel olarak tespit edilmistir.

Bdylece elde edilen sonuglara gore, Cibacron Blue F3GA takili manyetik silika
partiktller HSA saflastirimasinda yluksek kapasitede basit, hizli, ucuz ve aktif bir
halde saflagtirlmasina olanak vermesi ile birlikte gelistirilien manyetik sistem
altinda daha yuUksek oranda adsropsiyon imkani vererek diger ¢alismalar igin

referans olarak alinacak bir absorbent 6érnegi olmustur.
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