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L-FENILALANIN’IN TANINMASINA YONELIK AFINITE KARTUSLARININ
HAZIRLANMASI

SEMRA AKGONUOULLUO

OzZET

Afinite kromatografisi, biyolojik karisimlarin ayriminda ve taninmasinda kullanilan
yuksek secicilikte kimyasal etkilesimlere dayanan kromatografik bir yontemdir.
Afinite kromatografisinin bir alt grubu olan hidrofobik etkilesim kromatografisi
(HEK), proteinlerin ve aminoasitlerin yapisinda bulunan polar olmayan bdlgeler ile
hidrofobik ligandlar arasinda gerceklesen, hidrofobik etkilesimleri temel alan
kromatografik bir ydontemdir. Bu yontem, proteinlerin ve aminoasitlerin hidrofobik
bdlgelerinden taninmasini hedef alir. Hidrofobik bir amino asit olan L-fenilalanin (L-
Phe), merkezi sinir sisteminin normal g¢alismasi igin gereklidir. L-Phe; saglik, ila¢
ve yiyecek endustrisinde kullaniimaktadir. Enantiyomerler; ayni kimyasal veya
fiziksel Ozelliklere sahip fakat biyolojik, farmakolojik ve toksikolojik etkileri gibi
onemli farkliliklarindan dolayi farkli biyolojik dogaya ve farmakolojik aktivitelere
sahiptirler. Bundan dolayi, enantiyo-ayirim 6nemlidir ve farmakoloji, klinik ve
ekoloji (cevresel) gibi gesitli arastirma alanlarinda vazgegilmezdir. Bu ¢alismada,
molekuler baskilama teknigi kullanilarak L-Phe taninmasi igin L-Phe baskilanmis
membran formunda kriyojeller hazirlanmistir. Fonksiyonel monomer olarak N-
metakriloil-(L)-fenilalanin (MAPA) ve kalip molekil olarak L-Phe kullaniimigtir.
Farkli oranlarda fonksiyonel monomer-kalip molekulu iceren bes farkli gesit kriyojel
membran sentezlenerek polimerizasyon kosullari optimize edilmistir. L-Phe MIP
kriyojel membranlar; Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR), ylzey alani
Olcimu (BET), taramali elektron mikroskop (SEM) ve sisme testleri ile karakterize
edilmigtir. L-Phe’ye 6zgu kaviteler iceren kriyojel membranlarin, kromatografik L-
Phe tanima performanslari farkh kosullar altinda yapilan (pH, akis hizi, sicaklik,
iyonik siddet etkisi, farkl iyonlarin etkisi, L-Phe baslangi¢ derigimleri) adsorpsiyon
calismalari yurGtilerek belirlenmistir. Calismanin son asamasinda, yarismaci
amino asitler (D-Phe, L-Trp ve D-Trp) varliginda secicilik calismalari ve kriyojel

membranlarin tekrar kullanilabilirlik deneyleri yapilmigtir.
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ABSTRACT

PREPARATION OF AFFINITY CARTRIDGES FOR RECOGNITION OF L-
PHENYLALANINE

SEMRA AKGONULLU

Affinity chromatography is a chromatographic method of separating biological
mixtures, based on highly specific biological interactions. Hydrophobic interaction
chromatography, (HIC), which is a sub-group of affinity chromatography, takes
advantage of the hydrophobicity of proteins promoting its separation on the basis
of hydrophobic interactions between immobilized hydrophobic ligands and non-
polar regions on the surface of the proteins. L-Phenylalanine (L-Phe) is a
hydrophobic amino acid and the central nervous system requires it for normal
operation. L-Phe is used in medicine, pharmaceutical and food industry.
Enantiomers have the same chemical or physical properties, but different
biological, pharmacological and toxicological effects due to differences such as the
nature of different biological and pharmacological activity. Therefore,
enantioseparation is important and essential in diverse pharmacological, clinical,
and environmental research areas. In this study, L-Phe imprinted membranes in
the cryogel form were prepared by using molecular imprinting technique for the
recognition of L-Phe. N-Methacryloyl-(L)-Phenylalanine (MAPA) and L-Phe was
used as functional monomer and template, respectively. Polymerization conditions
were optimized by synthesizing five different cryogel membranes having different
functional monomer-template molecule ratios. L-Phe imprinted cryogel
membranes were characterized by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
surface area measurement (BET), scanning electron microscope (SEM) and
swelling tests. Chromatographic L-Phe recognition performance of the L-Phe
specific cryogel membranes was investigated under different adsorption conditions
(pH, flow rate, temperature, ionic strength effects, the effect of different ions, initial
concentrations of L-Phe). In the last step, selectivity studies were performed in the
presence of competitor amino acids (D-Phe, L-Trp and D-Trp) and the reusability

of the cryogel membranes was investigated.
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1. GIRIS

Proteinlerin gesitli tiplerinin, peptitlerin ve spesifik molekullerin ayriimasi, taninmasi
ve saflastirlmasi biyoteknoloji, biyoloji ve kimyanin hemen her alaninda
kullaniimaktadir. Biyomolekullerin ayrimi; molekuler boyut, net yuk, biyospesifik
ve hidrofobik karakter gibi onlarin biyolojik ve fiziko-kimyasal dzelliklerine baghdir
(Queiroz ve ark., 1996). Biyokimyada ve biyoteknolojide proteinlerin ayrimi
genellikle kromatografinin c¢esitleri, ultrafiltrasyon, c¢oktirme ve diger islemler
kullanilarak gercgeklestiriimektedir. Afinite kromatografisi, biyolojik tanima, yuksek
secicilik ve geri kazanimi ile ¢ok etkili bir yontemdir. Ayni zamanda afinite
kromatografisi biyomolekillerin taninmasi, izolasyonu, ayirimi ve saflastiriimasi
icin hali hazirda ¢ok iyi kurulmus bir ydntemdir ve ¢ok ylksek spesifik molekuler
tanimaya dayanmaktadir (Scouten, 1981; Turkova, 1993). Bu yontemde, spesifik
tanima kapasitesine sahip bir molekul uygun ¢ézinmeyen kati destege (genellikle
kire veya membran formunda polimerik bir malzeme olan) immobilize
edilmektedir. Molekullu izole etmek igin basitce uygun kosullar altinda
kromatografik kolon iginden ya da kesikli sistem icinde hedef (kalip) molekull
iceren ¢Ozelti gecerek matrikse immobilize edilen ligand tarafindan
yakalanmaktadir. Hedef molekulin saf bir formda elde edilmesi icin, ligand ve
hedef molekll arasindaki etkilesimin kirilmasi pH, iyonik siddet veya sicakligi
ayarlayarak gerceklesmekte ve spesifik ¢ozeltiler veya yarismaci serbest ligandlar
kullanarak da ayricalikh desorpsiyon sartlari altinda uygun ellGentlerle ayirmaktadir
(Turkova, 1993).

Afinite kromatografisi ilk olarak 1968 yilinda Anfinsen ve Wilchek tarafindan
tanimlanmistir. Afinite kromatografisi spesifik immobilize ligand ve hedef protein
arasindaki etkilesime dayanan etkili bir protein ayirma yontemidir. Mevcut
ligandlarin buyudk bir orani farkh protein siniflarinda bir kompleks biyolojik ekstrakti
ayrimina veya duguk verimli post-translasyonel modifiye proteinlerin izole
etmesine izin verir. Bu yontem karisik proteinlerin izolasyonunda ve protein-protein

etkilesimi aginin tanimlanmasinda temel rol oynar (Azarkan ve ark., 2007).

Afinite kromatografisinin bir alt grubu olan hidrofobik etkilesim kromatografisi
(HEK), proteinlerin hidrofobisite 6zelliklerinden dolayr blylk avantaja sahiptir.

Proteinlerin ylzeyindeki polar olmayan bdlge ile hidrofobik ligand arasindaki



hidrofobik etkilesimin temelinde ayirimi saglar. Hidrofobik adsorpsiyon hareketli
fazda yuksek tuz derisimi ile arttirlmaktadir ve elisyon, eluentin tuz derigimi
dusdurulerek basariimaktadir (Malender ve Horvath, 1977; Fausnaugh ve Regnier,
1986; Roe, 1989).

Sentetik ve dogal bilesimlerin (ecza, pestisitler, biyolojik olarak aktif besin
destekleri gibi) cogunun biyolojik aktivitesi onlarin enantiyomerik bilesimlerine
baghdir. Ornegin, D-amino asitler canli organizmalarin isleyisi boyunca toksik
uretimi haricinde protein sentezinde yer almaz iken L-amino asit iceren proteinler
ila¢c ve gida uretiminde genis ¢apta uygulamaya sahiptir. Bu yuzden, kiral segici
analitik tekniklerin ve bir rasemik karisimda bir enantiyomerik izomerin miktarinin
geligtiriimesi in vivo/vitro Kklinik analizlerin yaninda ilag ve gida endustrisinde ¢ok
onemlidir. Enantiyo-segici sentezlerin buyuk gelismelerine ragmen, enantiyo-segici

analiz igin yontemler ¢ok az sayidadir (Prasad ve ark., 2009).

Aromatik bir amino asit olan L-fenilalanin saglik, ilag ve yiyecek endustrisinde
kullaniimaktadir. Fenilalaninin ona eslik eden amino asitlerden 6zgun ayrimi ve
taninmasi mikrobiyal ve substrattan enzimatik islemlerde bir sonraki islemler igin
gereklidir. Fenilalaninin diger amino asitlerden analitik sUreg igin ayriminda ¢ok
saylda calisma yayinlanmistir (Qiu ve ark., 2012). L-Phe, beyin ve sinir hicreleri
arasindaki iletimi saglayan dopamin ve nor-epinefrini iretmek icin beyin tarafindan
bir dncul olarak kullaniimaktadir. L-Phe, L-tirozinin (L-Tyr) éncul amino asitidir ve

birkac protein sentezi ile ilgili aktivitelerde yer alir (Mahalakshmi ve ark., 2006).

Molekuler baskilama; bir biyomolekul ya da sentetik bir bilesikten olusan bir kalip
molekile tamamlayici olan spesifik tanima ve baglanma bdolgeleri iceren polimerik
sistem olusturma teknolojisidir (Komiyama ve ark., 2003; Haupt, 2003). Gegen
yillarda sekerler, steroidler, pestisitler, gesitli ilaclar ve amino asit tlrevleri gibi
kiguk molekullerin baskilanmasina yonelik bircok yayin yapilmigtir. Bu da
molekuler baskilanmis polimerlerin kalip molekule 6zgu ylksek oranda spesifik
tanima yetenegine sahip oldugunu gdéstermistir (Yan ve Ramstrom, 2005; Mahony
ve ark., 2005; Hall ve ark., 2005; Piletsky ve Turner, 2006). Bunun aksine blyuk
molekullerin baskilanmasi, 6zellikle makromolekuller baskilama, az gelismis, geri
kalmig bir teknolojidir. Ozellikle biyomedikal ve biyotanisal uygulamalarda biyolojik

yapi ve fonksiyonun kontrolinde dogal sistemlerden yararlanmak ve bu sistemleri
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kullanabilmek i¢in molekuler tanima teknolojisine gosterilen ilgi gun gegtikge
artmaktadir. Klasik bir molekuler baskilanmis polimerde kuguk kalip molekdl,
polimer matriksindeki tamamlayici baglanma bolgelerine dogru 6zgur bir sekilde
hareket edebilir. Fakat makromolekiler bir kalip molekuliin baglanma bdlgelerine
erisebilmesi daha zordur. Ayrica bir makromolekulin daha karmagsik olan yapisi ve
baylk boyutu, daha heterojen ve 6zgul olmayan baglanmalara neden olur ve
bunun sonucu olarak da baskilanmis polimer zayif tanima davranisi sergiler
(Turner ve ark., 2006).

Makrogozenekli polimerik malzemeler biyoteknolojide, biyotipta ve eczacilik
biliminde buyuk ilgi gormektedir (Chen ve ark., 1995; Hentze ve ark., 2002).
Biyoteknolojide oldukg¢a buyuk potansiyeli ile polimer jellerin yeni olugsumlarindan
biri ‘kriyojeller'dir (Lozinsky, 2002). Kriyojeller kriyojenik islemin bir sonucu olarak
olusmaktadir (Lozinsky ve ark., 2003). Kriyojeller, monomerik veya polimerik
baglaticilarin kismi olarak donmus c¢oOzeltilerinden hazirlanan jel matrikslerdir.
Kriyojeller tipik olarak, birbiri ile baglanti makro gbézeneklere (veya stper makro

g6zeneklere) sahiptirler.

Bu galismada, molekiler baskilama teknigi kullanilarak L-Phe taninmasi igin L-
Phe baskilanmis membran formunda kriyojeller hazirlanmigtir. Fonksiyonel
monomer olarak N-metakriloil-(L)-fenilalanin (MAPA) ve kalip molekil olarak L-
Phe kullaniimigtir. Farkl oranlarda fonksiyonel monomer-kalip molekull iceren
kriyojel sentezlenmigstir. Adsorpsiyon kosullarinin optimize edilmesi amaciyla ortam
pH’sI, sicaklik, L-Phe derigimi, iyonik siddet ve iyon tlrl gibi parametrelerin etkileri
incelenerek hazirlanan L-Phe baskilanmis kriyojel membranlarin en yuksek etkinlik
gOsterdigi kosullar belirlenmistir. Belirlenen bu kosullarda farkli yarismaci amino
asitler kullanarak baskilamanin etkinligi incelenmistir. Elde edilen sonuglar
hazirlanan molekiler baskilanmig kriyojel membranlarin, bu c¢alismada
hedeflendigi sekilde, fenilalaninin D ve L enantiyomerlerini yeterli segicilikte
ayirabildigini gostermektedir. Calisma sonucunda L-Phe’ye segici, tekrar
kullanilabilir bir adsorbent elde edilmistir.



2. GENEL BILGI
2.1. L-Fenilalanin

L-Fenilalanin (L-Phe), aromatik ve hidrofobik bir amino asittir. Kan beyin bariyerini
gecebildigi icin Ozellikle beyin hastaliklarinin tedavisinde etkilidir. Beyin Kigiyi
bilincli ve dikkatli tutar, aghk agrisini (hissini) azaltir, bir antidepresan olarak goérev
yapar ve hafizayl gelistirmeye yardimci olur. L-Phe, beyin ve sinir hicreleri
arasindaki iletimi saglayan dopamin ve nor-epinefrini iretmek igin beyin tarafindan
bir dncul olarak kullaniimaktadir. L-Phe, L-tirozinin (L-Tyr) dncul amino asitidir ve
birka¢ protein sentezi ile ilgili aktivitelerde yer alir. Beyinde biyokimyasal eksiklikler
ve dengesizlikler, yiyecek, uyusturucu, alkol bagimlihgr gibi zorunlu bozukluklarda
faktorleri sebebiyle ortaya ¢ikar. Beyinin beslenmesi gelistirilerek, bu dengesizlikler
(bozukluklar) duzeltiimesine yardimci olunur. Beyin beslenmesinde yeterli gelisme

L-Phe igeren diyet ile meydana gelebilir (Mahalakshmi ve ark., 2006).

Fenilalanin, D-fenilalanin (D-Phe) ve L-fenilalanin (L-Phe) iki izomerik formda
bulunan bir alfa-amino asitidir. Her iki enantiyomerin farmakolojik aktiviteler ve
biyolojik dogasinin farkliliklarindan dolayi, spesifik tedavi kullanimlari igin onlarin
saf formlarinin kullanimi énemlidir. Genelde, saf enantiyomerlerin sentezi zordur.
Genellikle bir rasemik karisim olan son Urinde (tamamlanmis Grin) sonuglanir ve

bir ilag olarak kullaniimadan 6nce ayrilmalidir (Khan ve ark., 2008).
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Sekil 2.1. L-Fenilalanin yapisi
2.1.1. L-Fenilalaninin Tip Uygulamalari

Fenilketonlri (PKU), fenilalanin hidroksilaz enziminin eksikliginden kaynaklanan
dogustan gelen bir metabolizma hatasidir. Bu fenilalaninin tirozine dénusimunde
bir eksiklikle ve diger metabolitler ve fenilalanin seviyesinin artinimasi ile

sonuglanir. Kanda ve idrarda fenilalaninin (Phe) derisiminin 6lcimiU genetik



calismalarda ve PKU’nin tedavisinde dnemlidir. 1938’ de fenilketonurik ¢ocuklarin
biyokimyasal karakteristik 6zelliklerinden biri olarak idrarda fenilalanin salinimi

arttinlarak kaydedilmigtir.

Kanda fenilalanin miktar1 icin Guthrie testi, fluorimetrik, kromatografi ve kutle

spektrometri iceren farkli yontemler rapor edilmistir (Ates ve Dogan, 2010).
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Sekil 2.2. L-Tirozin yapisi

Fenilketonuri (PKU), fenilalanin hidroksilaz enziminin kodladigi PAH genini
etkileyen amino asit metabolizmasinin en yaygin hastaligidir. Bu hata, Phe
katabolik metabolizmanin ilk adiminda Phe'’nin tirozine hidroksilazyonunda olusan
hatadan toksik hiperfenilalaninemi de sonuglanir. Bu hata, asiri zeka geriligine ve
merkezi sinir sistem metabolizmasinda kotu dengesizlikleri doguran PKU
semptomlarina sebep olur. PKU tespiti ve teshisi gogunlukla dogumda yuksek Phe

kan plazma seviyesi yoluyla meydana gelir (Madden, 2007).

2.2. Enantiyomer Ayriminin Onemi

Enantiyomerlerin ayrimi igin yeni yontemlerin gelistirimesi ylksek maliyeti, zorlugu
ve Oneminden dolay! buyuk bir ilgiye sahiptir. Bu 6zellikle enantiyo-saflik iceren
ila¢ endustrisinde, ilag Uretimi sonunda yuksek saflik gerektirdiginden dolayi
temeldir. Son zamanlarda, Lakshmi ve Martin enantiyo-secici tasiyici olarak
immobilize olan apoenzimleri kullanarak D- ve L-amino asitlerin ayrimini iceren
yeni bir yontem rapor etmiglerdir. Bu yontem kullanilarak, D- ve L-amino asitleri
arasinda tasima oranlari arasinda bes kat fark elde edilmistir. Bu c¢alismada,
molekuler baskilama teknigi kullanilarak enantiyo-segici polimerik tagiyicilar
geligtirmiglerdir.



Molekuler baskilama, ilk defa Dickey tarafindan tanimlanmistir. Hedef “baskilanan”
molekuller igin biyomimetik polimerik reseptorler yapilan bir tekniktir. Yontem, (1)
fonksiyonel gruplarin yer aldigi monomerler ile “baskilama” hedef molekilin bir
araya geldigi karisim, (2) dusik sicaklikta polimerizasyon, ve (3) baskilanmis
molekulin fonksiyonel grup ile uyumu, sekil ve boyut icinde tamamlayan polimer
icinde kavitelerden ayrilan “baskilanan” molekuilin polimerden uzaklastiriimasidir.
Bu teknik molekullerin genis ¢esit araligi i¢in secici tanima bdlgeleri hazirlanmasi
icin kullanilmaktadir. Daha yuksek enantiyo-segiciliklerden biri baskilanmig
polimerler hazirlamak i¢in  kullanilarak amit fonksiyonel gruplar ile
gerceklestiriimistir. Mosbach ve ark., segici tanimanin bir 6lgim olarak HPLC
kapasite faktérini kullanarak enantiyosecici faktére sahip olan amit baskilanmis
polimerler gelistirdiler. Ayrica Mosbach ve ark. tarafindan kalip molekill olarak
peptitlerin  kullanildigi LL ve DD formlari taniyan polimerik reseptorlerde

gelistirilmigtir (Liao ve ark., 1998).

Enantiyomerler ayni kimyasal veya fiziksel 6zelliklere sahip fakat onlarin biyolojik,
farmakolojik ve toksikolojik etkileri gibi dnemli farklihklarindan dolay: farkli biyolojik
dogaya ve farmakolojik aktivitelere sahiptirler. Bundan dolayi, enantiyoayirim
onemlidir ve farmakolojik, klinik ve ekolojik (cevresel) gibi gesitli arastirma
alanlarinda vazgecilmezdir. Fakat, enantiyomerik saf bilesimi elde etmek c¢ok
zordur. Ayrica enantiyoayirim igin; sivi kromatografisi (LC), kapiler elektroforez
(CE) ve kapiler elektrokromatografi (CEC), sivi ve kati (polimerik) membranlar ve
kiral sivi-sivi ekstraksiyon gibi birka¢ yontem rapor edilmistir. Gunumuzde,
molekuler baskilama teknigi tarafindan hazirlanan kiral-ayirma polimerler blytk
onem ve gelismeye sahiptir. Molekuler baskilama, kalip molekl icin yliksek afinite
ve segcicilik ile molektler baskilanmis polimerlerin (MIP) hazirlandidi; tg-boyutlu
gcapraz-bagl polimer matrikste kalip molekulin etkilestigi ¢ok yonlu bir iglemdir.
Kalip molekul uzaklastirildiktan sonra, MIP orijinal kalip molekdl i¢in bir degismez
(kalici) baskilanan kaviteye sahiptir. MIP kiral ayrimlar elde edildigi zaman,
enantiyomerler igin dnceden belirlenmis bir eliusyon duzeni elde edilir (Zhang ve
ark., 2011).

Sentetik ve dogal bilesimlerin (ecza, pestisitler, biyolojik olarak aktif besin

destekleri gibi) cogunun biyolojik aktivitesi onlarin enantiyomerik bilesimlerine



baghdir. Ornegin, D-amino asitler canli organizmalarin isleyisi boyunca toksik
uretimi haricinde protein sentezinde yer almaz iken L-amino asit iceren proteinler
ilac ve gida uretiminde genis capta uygulamaya sahiptir. Bu yuzden, kiral segici
analitik tekniklerin ve bir rasemik karisimda bir enantiyomerik izomerin miktarinin
gelistiriimesi in vivo/vitro klinik analizlerin yaninda ila¢ ve gida endustrisinde ¢ok
onemlidir. Enantiyo-secici sentezlerin buyuk geligmelerine ragmen, enantiyo-segici
analiz i¢cin yontemler ¢ok az sayidadir. Geleneksel kromatografi ve kapiler
elektroforez enantiyomer safligin tanimlanmasi igin kullanigh olarak rapor edilse
de, yuksek verimli goruntileme icin uygun degildir ve uygun kiral segiciler ise
zaman alicidir. Son on yilda, zaman alici ayirma yontemlere alternatif ucuz bazi

enantiyo-segici algilayan araclar rapor edilmistir (Prasad ve ark., 2009).

Aydogan ve ark., L-glutamik asit ayrimi icin molekuler baskilanmis kriyojeller
hazirlamiglardir. Bu ¢aligmada kromatografik uygulama ile L-glutamik asit ayrimi
icin L-glutamik asit molekuler tanima bolgelerine sahip baskilanmis kriyojeller

hazirlamislardir (Aydogan ve ark., 2011).

Say ve arastirma grubu tarafindan yapilan ¢alismada L-Histidin baskili polimerik
mikrokurelerin D ve L-Histidin igceren enantiyomerik bir karigimin kromatografik
ayiriminda kullanilabilirligi FPLC sistemi ile denenmigtir. Bu c¢alismada ylzey
baskilama ydntemiyle metal-selat etkilesiminden vyararlanilarak N-metakroil-L-
histidin-Cu?** monomeri sentezlenmis daha sonra bu monomerle histidin
baskilanmis polimer sentezlenmistir. Hazirlanan bu polimer hizli protein sivi
kromatografisinde (FPLC) kolon dolgu malzemesi olarak kullaniimis ve D,L-

Histidin enantiyomerik ayirimi basariyla gerceklestirilmistir (Ozcan ve ark., 2006).

2.3. Biyoafinite Kromatografisi

Biyokromatografi, etkili bir biyomolekul/protein saflastirma yontemidir. Biyoayirma,
(1) Biyomolekullerin molekuler 6zelliklerinin bilinmesine (6rnegin protein), (2)
kromatografik yontemler de molekiler etkilesimlerin  termodinamik ve
fizikokimyasal 6zelliklerinin bilinmesine dayanmaktadir. Proteinler hakkinda bilgi
birikimi arttikga kromatografik yontemlerde gelismistir. Biyoafinite kromatografisi
biyolojik olarak aktif maddelerin tamamlayici bilesenlerini ¢ok segici ve tersinir
olarak baglama yeteneklerine dayali bir g¢esit adsorpsiyon kromatografisidir
(Vijayalakshmi, 2002).



Afinite kromatografisi, molekuller ve onlarin ligandlari arasindaki spesifik
etkilesimlerin kullanimina dayanmaktadir. “Afinite” terimi latince bir kelime olan
“yakin iligkili” anlamina gelen “afinitas” kelimesinden tlretilmistir. Biyokimyada,
afinite ifadesi biyomolekllerin (proteinler, karbohidratlar, polintkleotitler ve onlarin
ligandlar) etkilesimlerini tanimlamak ic¢in kullaniimaktadir. Proteinler ile onlarin
baglandigi bolgelerin etkilesimleri transduksiyon ve hicre gogalmasi gibi cesitli
hicresel olaylarda énemli rol oynar. Biyomolekuller yalnizca diger biyomolekuller
ile etkilesim yapmaz, ayni zamanda metal iyonlarin ve kuguk-molekul ilag gibi

yapay ligandlara spesifik bir sekilde baglanirlar (Sprof® ve Sinz, 2011).

Afinite kromatografisinde, afinite giftinin bir egi kati sabit faza immobilize
edilmektedir. Bu baglanma sabit fazdan ligandin sizmasindan kaginmak igin
kovalent bag olmahdir. Ayrica kompleks olusumu igin gerekli olan baglanma
bdlgelerinden etkilenmemelidir. Bu kapsamda durgun fazda olusan kaviteler igin
spesifik etkilesimlerin bulundugu bir teknik olan molekller baskilamadan
bahsedilmelidir. Bu sabit faza sadece non-kovalent etkilesimler ile etkilesen bir
kalip molekilin varhginda monolit-olusumu monomerlerin polimerizasyonu ile
basariimaktadir. Non-spesifik baglanma, afinite destekler hazirlanmasi igin gogu
zaman molekullerin, sabit faz veya immobilize ligand ile 6rnek matrikste diger
analitten kaynaklanan non-spesifik etkilesimlerinden sonucglanan buylk bir engel
sunar. Non-spesifik baglanma genellikle birkac ylkama adimindan sonra
uzaklastiriimaktadir. Analitin elisyon iglemi polariteyi dedistirerek, pH dederi,
tamponun (non-spesifik ellsyon) iyonik siddetini veya ydrutulen tampona
(biyospesifik elisyon) analitin yarismacisini ekleyerek cogunlukla basariimaktadir.
Kullanilan elisyon yontemi her bir duruma spesifik olarak uyarlanmak zorundadir.
Biyomolekuller ve onlarin ligandlari arasindaki etkilesime bagli olan yontem sik sik

“biyoafinite” yontemi olarak 6zetlenmektedir (Sprof3 ve Sinz, 2011).

Asagidaki sekilde afinite kromatografisinin prensipleri gosterilmektedir. ilk
basamakta tasiyici matriks segcilir ve aktive edilir. Eger gerekiyorsa, tasiyicinin
aktif bolgelerinden kovalent olarak uzatici kol takilir. Ligand adsorban ile uzatici
kol Gzerinden tepkimeye girer. Bazi durumlarda ligand-uzatici kol kombinasyonu

ilk basamakta sentezlenir ve daha sonra tasiyiciya tek basamakta immobilize



edilir. Sekil 2.3° de afinite kromatografisindeki temel basamaklarin sematik
g6sterimi yer almaktadir (Oncel, 2004).
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Sekil 2.3. Biyoafinite kromatografisinin temel adimlarinin sematik sunumu

2.4. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HEK)

Protein saflastirma tekniklerinin genis c¢apta cesitliligi glinimizde mevcuttur,
ancak bununla birlikte, kromatografinin farkli tipleri onlarin yiksek c¢6zinme
gucunden dolayr etken olmustur. Jel-filtrasyon kromatografisi, iyon-degisim
kromatografisi, afinite kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi (HEK)
de, protein ayrimi onlarin sirasiyla biyolojik ve fiziko-kimyasal 6zellikleri olan:
molekuler boyut, net yuk, biyospesifik ve hidrofobik karakterlerine baglidir (Queiroz
ve ark., 2001). Biyomolekiller, onlarin spesifik 6zelliklerindeki farkliliklara gore
ayrimini  saglayan kromatografik yontemler kullanilarak saflastirilmaktadir.
Hidrofobik etkilesim kromatografisi (HEK), biyomolekdlleri onlarin hidrofobisite
Ozelligindeki farklarina gére ayirir. Hidrofobik etkilesim kromatografisi, immobilize
hidrofobik ligandlarla protein yluzeyindeki non-polar bolgeler arasindaki hidrofobik

iliskiye dayali bir saflastirma yontemidir. Adsorpsiyon hareketli fazdaki ylksek tuz
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derisimleriyle artar ve ellUsyon, elluentin tuz derigimini azaltmakla gerceklestirilebilir
(Melander ve Horvath, 1977; Fausnaugh ve Regnier, 1986; Roe, 1989). Bu
yuzden, ‘salt-promoted adsorpsiyon’ terimi bu tip kromatografi icin kullanilabilir
(Porath, 1986). Diger kromatografik tekniklerle saflastiriimasi glc¢ olan protein
karigimlarini ayirmak igin farkli elisyon kosullari kullanilabilir. HEK, kompleks
mekanizmasina ragmen hidrofobik etkilesimlerde baskin olan van der Waals
baglar (ylzeysel etkilesimler) sayesinde diger kromatografik tekniklere oranla
saflastirmada daha basarilidir (Janson ve Ryden, 1993). Bdylece afinitede iyon
degisim ve ters faz kromatografisine kiyasla biyomolekullerin yapisal olarak zarar
gormeleri azalir ve biyolojik aktiviteleri korunur (Fausnaugh ve ark., 1984; Regnier,
1987).

HEK, biyomolekillerin ayrimi ve saflastirimasi i¢in kullanilan gugli bir tekniktir.
Hidrofobik etkilesim biyolojik sistemde makromolekuler etkilesimde ¢ok yaygindir
(Mahn, 2012). HEK ilk kez Shepared ve Tiselius tarafindan 1949 yilinda “salting-
out kromatografi” terimi kullanilarak tanimlandi. Later, Shaltiel ve Er-el (1973)
“hidrofobik kromatografi” terimini getirdiler. Sonunda, Hjerten (1973) tuz varhiginda
zayif etkilesimli hidrofobik matriks de proteinlerin alikkonmasina dayanarak bu
teknigi “hidrofobik etkilesim kromatografisi” olarak tanimlamistir (Mahn, 2012).
HEK, bir kati destegin ylzeyindeki hidrofobik bdlgelerle protein molekillerinin
ayrimini igerir. Ayirma surecinde, hidrofobik bdlgesi olan protein hidrofilik kati
destek (agaroz gibi) ylzeyine immobilize edilen hidrofobik molekuller (6rnegin;

alkil zincirler) ile etkilesir (Jennissen, 2002).

2.4.1. Hidrofobik Etkilegsimler Kromatografisinin Temeli

HEK proteinleri, ylzey hidrofobisitelerindeki farkhliklara gore, bir ortamda
hidrofobik bir ylzey ve bu proteinler arasindaki tersinir iliskiden yararlanarak ayirir.
Standart proteinler ylzey hidrofobisitelerinin farkhliklar ile ayrilabilirler. Bir HEK
ortami ve hidrofobik proteinler arasindaki etkilesim ydurutlici tamponda belli tuzun
varhiginda onemli bir sekilde etkilenmektedir. Bir ylksek tuz derisiminde etkilesim
artarken tamponun iyonik siddetinin azaldigi dusuk tuz derigsiminde de etkilesim
zayiflamakta; etkilesim terse doner ve protein ile duslik derecedeki hidrofobik
etkilesim ilk elisyon gergeklesir. Hidrofobik 6zelligi en ylksek olan protein en son
ayrilir, etkilesimi terse gevirmek icin yuksek tuz derigsimini azaltmak gerekir
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(Handbooks from GE Healthcare). HEK sureci, proteinler (¢ozunebilen) gibi
makromolekdller ile hidrofobik etkislesimin gerceklestigi spesifik olarak tasarlanan
bir sabit faz ile kolona bir makromolekul ¢dzeltinin enjekte edilmesiyle meydana
gelir. Genellikle alikonma ylksek tuz derisimi sartlar altinda gerceklesmektedir.
Elusyon hareketli fazda azalan bir tuz gradiyenti yapilarak iyonik siddeti azaltarak
basariimaktadir. Analit molekuller, sabit fazin gozenekli yuzeyindeki hidrofobik
ligandlar ile etkilesime girer. Sabit fazin hidrofobik ligandlari ¢ézeltide (genellikle
sulu ¢ozelti), mevcut olan makromolekulin hidrofobik kutuplar ile etkilesir ve

bdylece protein regineye tersinir bir sekilde etkilesmis olur (Mahn, 2012).

Hidrofobisite su gibi polar bir ¢evre ve non-polar bilesik arasindaki itmedir (Querioz
ve ark., 2001). Termodinamik agidan, hidrofobik molekuller arasindaki etkilesim bir
entropi-dayali sure¢ olup ve bu durumda iki biyolojik molekil arasindaki hidrofobik
etkilesim bu slUre¢ boyunca sicaklik (T) ve basing (P) sabit kaldigi géz 6nune
alinan termodinamigin ikinci kanuna dayanmaktadir. Esitligi dusunursek, non-polar
molekuller polar bir ¢ézlict (genellikle su) ile etkilesime girer, hidrofobik molekulu
cevreleyen ¢ozucu molekullerin ylizey gerilimi artigi entropide azalisa neden olur
(AS < 0). Entalpi de (AH) énemli bir artis olmadiginda Gibbs enerjisinde (AG > 0)
pozitif bir dedisme meydana gelir. Dolayisiyla, non-polar bir molekul, polar
¢ozucude kendiliginden ¢6ziUnme meydana gelmemesi, termodinamik acgidan

elverigsizdir.
AG = AH - TAS (2.1)

Termodinamik durum bir polar ¢evrede iki veya daha fazla non-polar molekdl
yerlestii zaman degisir. Bu durumda, hidrofobik molekiller hidrofobik
etkilesimden dolay birbirleri ile birlesirler ve bu yolda makromolekiillerin hidrofobik
ylzeyi polar cevreden saklanirlar. Entropi (AS > 0), daha az yapisal molekuller
iceren yigin ¢ézucluye dogru hidrofobik molekullerin ylzeyini gevreleyen daha
yuksek yapisal ¢ozicu molekullerin yer degistirmesinden dolay artar. Bunun bir
sonucu olarak, Gibbs enerjisi azalir (AG < 0). Bu nedenle, hidrofobik etkilesim
termodinamik olarak uygun hale gelir. Sonug olarak, bir polar ¢ozicu ¢ozeltisinde
iki veya daha fazla non-polar molekul arasindaki hidrofobik etkilesim entropi de bir

degisim tarafindan yonetilen kendiliginden olusan bir suregtir. Buna gore,
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hidrofobik etkilesimler diger ¢ozuculer eklenerek ¢ozucu polaritesinin degismesiyle
zayiflatilabilir (Querioz ve ark., 2001).

Hidrofobik etkilesimler biyolojik sistemde buylk bir éneme sahiptirler. Protein

katlanmasi ve yapi stabilizasyonunda etken gulglerdir (Querioz ve ark., 2001).

2.4.1.1. Suyun Roli

Su; polar maddeler icin iyi bir ¢ézlclu iken, non-polar maddeler icin zayif bir
¢ozlicudur. Sivi suda su molekdllerinin gogunlugu molekiiller arasindaki hidrojen
baglarindan dolay1 kiimeler olusturur (Sekil 2.5.). Ornegin, yiksek bir kaynama
noktasina kadar olusan su kiimelerinin yari dmru ¢ok kisa olsa da, su molekdlleri

arasindaki net etki ¢cok gucltdur (Denizli ve Kifrevioglu, 2008).

Hava-su ara yuzeyinde, su molekulleri kendilerini duzenli bir kabuk yapiya
ayarlarlar. Burada, dengede hidrojen baglar olusturmak artik mumkuin degildir.
Fakat ara yuzey sivi tarafinda daha baskindir. Bu guglu bir yluzey gerilimi gosteren
duzenli yapiya kararlilik kazandirir. Su kabugunun dengesini etkileyen herhangi

birsey yuzey gerilimini de etkilemektedir (Denizli ve Kifrevioglu, 2008)

o 3 .
% i

~

D

Sekil 2.4. Su ¢dzlcu ozellikleri, dipollerle etkilesebilme ve HX (X= O; F; N ya da
Cl) ihtiva eden molekiillerle hidrojen bagdi yapabilme kabiliyetine baghdir.

Suya protein veya hidrofobik ligand gibi hidrofobik bir madde daldirldiginda yuzey
gerilimine benzer olaylar meydana gelir. Su moleklll hidrofobik maddenin

yuzeyini i1slatmaz. Tum yonlerde hidrojen bagi olugturma yeteneg@i olmamasindan
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dolayi, bunun yerine hidrofobik madde etrafinda duzenli kabuk olustururlar. Bu
kabuk boyutu kuguldugu zaman termodinamik olarak entropi artisinda (AS)
istenilen bir durumu temsil eden dizenli su molekdllerinin sayisinin azalmasina yol
acar. Entropi elde etmek icin, hidrofobik maddeler bunu basarmak icin bir araya
gelirler. Bu durumda hidrofobik etkilesim, hidrofobik molekullerin arasindaki
dogrudan etkilesiminden ziyade su molekdllerinin davranisina baghdirn (Sekil 2.5.)
(Denizli ve Kufrevioglu, 2008).

2.4.1.2. Amino Asit Hidrofobisite Derecesi

Protein hidrofobisitesi onlari olusturan amino asitlerin hidrofobisitesi tarafindan
tanimlanmaktadir. Bu yuzden herhangi bir amino asitin katkida bulundugu
hidrofobik yolunun miktarinin belirlenmesi gereklidir. Bu amag icin, standart amino
asitlerin herhangi birinin hidrofobisite degerlerini belirlemek igin farkl yaklagimlar
amaclanmistir (Biswas ve ark., 2003; Kovacs ve ark., 2006). Bu yontem teorik
hesaplamalara veya deneysel tanimlamalara dayanmaktadir. Ayrica, her biri
tarafindan isgal edilen goéreceli pozisyonu yaninda herhangi bir amino asitin
belirlenen hidrofobisite skala derecesi farklidir. Bu derece farkli yazarlar (Lienqueo
ve ark., 2002; Mahn ve ark., 2009) tarafindan onlarin prensipleri altinda birkag
sekilde siniflandiriimaktadir. Farkli dereceler tarafindan her birinin belirlenen
hidrofobisite arasindaki farkhliklara ragmen, dinya c¢apinda acik bir sekilde

ongorulmastar.

izolésin ¢ogu derecede en yiiksek hidrofobisiteyi gosterir, bunu triptofan takip
etmektedir. Glisin genellikle bir orta diizey hidrofobisite seviyesine sahiptir, ve en
dusuk seviye olarak aspartik asit belirlenmistir (Lienqueo ve ark., 2007), yani bu en
iyi hidrofilik amino asit oldugunu gosterir. Hidrofobisite derecesinin kullanighligi bu
Ozelliklerinin tahminin yolunun yaninda, protein veya peptit hidrofobisitesinin
tahminini verecegine dayanmaktadir. Miyazawa ve Jernigan (1996) ve Cowan ve
Whittaker (1990) tarafindan onerilen 6lgek, HEK’de davraniglarina iliskin proteinin
ug-boyutlu yapisina (Lienqueo ve ark., 2007) bagh olarak protein hidrofobisite
tahmini etmek igin en uygun olarak éngorulmustur. Buna ek olarak, Salgado ve
ark. (2005), Wertz ve Scheraga (1978) tarafindan geligtirilen olgcek proteinlerin
amino asit bilesimine dayanarak protein hidrofobisitesini tahmin etmede en uygun

oldugunu ileri surmustar.
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Tablo 2.1 HEK’te kullanilan amino asitlerin hidrofobisite derecesi.

Cowan ve Whittaker(1990)

Miyazawa ve

Wertz ve Scheraga(1978)

Jernigan(1996)
Orijinal Standart Orijinal Standart Orijinal Standart

ALA 0.420 0.660 5.330 0.391 0.520 0.375
ARG -1.560 0.176 4.180 0.202 0.490 0.321
ASN -1.030 0.306 3.710 0.125 0.420 0.196
ASP -0.510 0.433 3.590 0.105 0.370 0.107
CYS 0.840 0.763 7.930 0.819 0.830 0.929
GLN -0.960 0.323 3.870 0.151 0.350 0.071
GLU -0.370 0.467 3.650 0.115 0.380 0.125
GLY -0.000 0.557 4.480 0.252 0.410 0.179
HIS -2.280 0.000 5.100 0.354 0.700 0.696
ILE 1.810 1.000 8.830 0.967 0.790 0.857
LEU 1.800 0.998 8.470 0.908 0.770 0.821
LYS -2.030 0.061 2.950 0.000 0.310 0.000
MET 1.180 0.846 8.950 0.987 0.760 0.804
PHE 1.740 0.983 9.030 1.000 0.870 1.000
PRO 0.860 0.768 3.870 1.151 0.350 0.071
SER -0.640 0.401 4.090 1.188 0.490 0.321
THR -0.260 0.494 4.490 0.253 0.380 0.125
TRP 1.460 0.914 7.660 0.775 0.860 0.982
TRY 0.510 0.682 5.890 0.484 0.640 0.589
VAL 1.340 0.885 7.630 0.770 0.720 0.732
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Miyazawa ve Jernigan (1996) Olgegi proteinlerin Ug-boyutlu yapisina
dayanmaktadir ve katlanmig proteinde bitisik amino asitler arasinda ener;i
temasini temsil etmektedir. Wertz ve Scheraga (1978) Olgegi ise katlanmis protein
bilgisine dayanmaktadir. Bu 6lgek standart amino asitin herhangi biri igin ¢ozucuye
maruz kalan veya gomulu kalanlarin sayisi arasindaki oran olarak amino asit
hidrofobisitesi tahmin edilmektedir. Her iki Olcek deneysel yontemler ile
aydinlatilan proteinlerin Ug-boyutlu yapilarinin énemli sayisi tarafindan olusan
kimelere dayanmaktadir. Her iki oOlgek dogrudan olmayan oOlgek olarak
siniflandinimaktadir (Mahn ve ark., 2009). Diger taraftan, dogrudan bir Glgek
olarak kabul edilen Cowan ve Whittaker (1990) 6lgegi, HPLC de her bir amino asit
z-tUrevlerinin alilkonma suresi esas alarak her bir amino asit igin standart bir
hidrofobik degeri belirlenmistir. Tablo 2.1. ’de yukarida verilen &lgekler
sunulmaktadir (Mahn, 2012).

2.4.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisinde Alikkonma Mekanizmasi

Tiselius (1948) ilk kez ‘tuz-dislama kromatografisi’ terimini kullanmigtir. Alkalin
fosfatlarin ylUksek derisiminde, proteinlerin ve amino asitlerin notr kati destege
baglandigini tanimlamigtir. Bu tarihten itibaren, bu teknigin gelisiminde buyuk
gelismeler yapilmaktadir. Shaltiel ve Er-el (1973) yontemi hidrofobik kromatografisi
veya hidrofobik etkilesim kromatografisi olarak tanimlamistir. Hidrofobik etkilesim
kromatografisi ismi Hjerten (1973) tarafindan gelistiriimis ve zayif hidrofobik
karbohidrat jel matrikste tuz araciligi ile proteinlerin ayrimini tanimlamistir. Porath
ve ark. (1973) tampon c¢oOzeltiye sodyum klorir veya sodyum fosfat ekleyerek

kuvvetlendirdigi hidrofobik adsorpsiyonu bulmuslardir.

HEK’ de makromolekul alikonmasi, bir sabit fazda immobilize edilmis hidrofobik
ligand ve makromolekul yluzeyinde bulunan hidrofobik kisim arasindaki hidrofobik
etkilesimden dolayr meydana gelir (Queiroz ve ark., 2001). HEK’ de kullanilan
organik, polimer veya silikaya karsilik gelen c¢esitli sabit fazlar vardir. Onlarin temel
Ozellikleri kimyasal olarak, yuksek gozenekli ve yuksek nem gucunudn olmasidir.
Bu destek maddeler, bir ¢ozeltiden hidrofobik etkilesim ile makromolekillerin
ayrimina izin veren kisa “aktif gruplari” olan hidrofobik ligandlara baglanarak
oldukga iyi bir sekilde modifiye edilmislerdir (Sekil 2.6). Bir HEK sabit faza protein
alikonma gosterimidir (Mahn, 2012).
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Sekil 2.5. HEK’ de protein alikkonma mekanizmasi. (A) Bir HEK temel sabit faz
yapisi gosterilmektedir ve protein ylizeyinde hidrofobik gruplar belirtilen bir protein
semasi gosteriimektedir. (B) Hidrofobik ligand ile protein etkilesimi. Matriksin
hidrofobik ligandlari ile proteinin hidrofobik kutuplari etkilesmektedir, ve bdylece
protein tersinir bir sekilde sabit faz ile etkilesmektedir (Mahn, 2012).

Dahasi, bir HEK recine ile bu gibi bir ¢ozelti etkilesime girerse, regine yuzeyindeki
hidrofobik ligand ile makromolekll arasindaki etkilesim, durgun faz HEK'de

makromolekulin adsorpsiyonu ile sonuglanir (Mahn, 2012).

2.4.3. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisine Etki Eden Faktorler

HEK ortaminda protein, peptit ve amino asitlerin davranigini etkileyen, ayrimi
sirasinda ortam sartlarinin optimizasyonunda dikkate alinmasi gereken pek ¢ok

faktor vardir. Bunlar:

» Ligandin tipi ve substitUsyon derecesi
»= Ana matriksin ozelligi

= jyonik siddet derigimi ve tipi

* pH etkisi

= Sicaklik etkisi

= Katkilar (eklenen kimyasal maddeler)
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2.4.3.1. Ligand Tipi ve Substitlisyon Derecesi

Farkli hidrofobisite 6zelligine sahip olan ligandlar arasinda se¢im yapma imkani
¢ok 6nemlidir. Bu énemle oldukg¢a hidrofobik proteinler, ylksek hidrofobisiteye
sahip olan ligandlar ile kuvvetli bir gekilde baglanabilirler ki bu durumda
desorpsiyon sirasinda sert ve potansiyeli yuksek olan denature edici eluentlere
ihtiya¢c duyulur. HEK’de sabit faza immobilize edilen ligandin tipi, protein segiciligini
belirler. En yaygin kullanilan hidrofobik ligandlar 4 ile 10 karbonlu alkil veya aril
gruplandir (Jennissen, 2000). HEK’de en fazla kullanilan ligand ug¢ amino grubuna
sahip olan veya olmayan dogrusal zincirli alkanlardir. Hidrofobik ve aromatik (7 -
m) etkilesimlerden dolay1 fenil (ve diger aromatik gruplar) ligand olarak
kullanilabilir. Matriks UGzerindeki sabit yer degistirme derecesinde n-alkan ligandlari

hidrofobik dl¢cekte homolog seriler olustururlar (Tanford, 1972):
metil < etil < propil< butil < pentil < heksil < heptil < oktil

Hidrofobisite ve etkilesim glclt n-alkil zinciri uzunlugu arttikca artar ama

adsorpsiyon segiciligi dusebilir.

2.4.3.2. Temel Matriksin Tipi

Yaygin olarak kullanilan matriks tipleri kuvvetli hidrofilik karbohidratlar (6rnegin;
capraz bagli agaroz) veya sentetik kopolimerlerdir. Hidrofilik matriksler istenmeyen
non-spesifik adsorpsiyonu minimize ettikleri igin tercih edilirler. Ana matriks yine de
protein ile etkilesime girebilir, segiciligi ve protein geri kazanimini etkileyebilir.
Kopolimer destegin segiciliginin, ayni tip ligand immobilize agaroz temelli matriksle
kiyaslandiginda, tamamen ayni olmadigr gorulur. Agaroz temelli matrikste,
kopolimer matriksteki gibi ayni sonuglari elde etmek igin adsorpsiyon ve
desorpsiyon sartlarini degistirmek gerekir. Temel olarak HEK ortamlari yuksek
oranda c¢apraz baglh agaroz matrikslere dayanmaktadir. Capraz baglayici oran
kuvvetlendirilerek muikemmel akis ozellikleri ile fiziksel ve kimyasal kararlihga
sahip oldugu gorulmektedir (Denizli ve Kifrevioglu, 2008).

2.4.3.3. iyonik Siddet Derisimi ve Tipi

HEK ortamda kullanilan tuz partikullerinin yetenegi, onlarin iyonik 6zelliklerinin ve
derisimlerine bagl olarak hidrofobik etkilesime tesvik eder. Protein ¢oktliirme bir

hidrofobik ortam ile hidrofobik protein etkilestiginde ayni itici glice sahip oldugu
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gorulmektedir ve ydratilen tamponun iyonik siddet derisimi arttirilarak
yukselmektedir (Handbooks from GE Healthcare).

HEK surecinde, alikonma bir nétr tuzun onculigu tarafindan desteklenmektedir.
Polar ¢ozicu igeren (su) bir ¢ozeltiye nétr bir tuz eklendigi zaman non-polar bir
makromolekll (bir protein gibi) tuz daha uygun oldugunda, hidrate olan su
molekulleri igin rekabet eden makromolekuller gézlenmektedir. Bir sonug olarak,
yuksek tuz derigsimi makromolekulleri gevreleyen ¢ozunen molekul sayisi azalacak,
bdylece onlarin arasindaki hidrofobik etkilesim desteklenecektir. Dahasi, eger
bdyle bir ¢ozelti HEK sabit faz ile etkilesime girerse, makromolekul ile sabit faz
yuzeyindeki hidrofobik ligand arasindaki HEK sabit faza makromolekulin
adsorpsiyonunu tesvigi ile sonuglanan etkilesim baglayacaktir. Bu surece bakis
agisl, yuksek tuz derisimi varliginda (“salting-out”) ¢ozunurlik azalacagindan
dolayl makromolekul ¢okmesini azaltmak igin dogru tuz tipini ve derisimini segimi
temeldir (Mahn, 2012). HEK' de makromolekul alikonmasinda tuz tipinin
farkhliginin etkisi suyun molal gerilme ylzeyi artisinda onlarin pozitif etkilerine
gére Hoffmeister (veya lyotropik) serisini izler (Melander ve Horfvath, 1977).
Bunun yani sira, anyonlar ve katyonlar kozmotropik ve kaotropik 6zellikler sergiler.
Kozmotropik tuzlar hidrofobik etkilesimi bagslatirken, kaotropik tuzlar hidrofobik
etkilesimi azaltir. HEK de amonyum silfat ve sodyum klorlr tuzlari ¢ok fazla tercih
edilmektedir (Mahn, 2012).

Tablo 2.2. Hoffmeister serisi ve bazi anyon ve katyonlarin etkisi

Hoffmeister Serisi
Na,S0O,>K,S0,4>(NH;4)SO4>Na,HPO,>NaCI>LiC>KSCN

Kozmotropik etki artigi

<€
Anyonlar: PO,*, SO4%, CH;.COO’, CI', Br, NO3, CLO,, I, SCN°

Kaotropik etki artigi

>
Katyonlar: NH,", Rb*, K*, Na*, Cs*, Li*, Mg®*, Ca®*, Ba**
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2.4.3.4. pH Etkisi

HEK’nin optimum sartlarinin belirlenmesinde pH énemli bir ayirma parametresidir.
pH degerinde artma, hidrofobik etkilesmeyi zayiflatir. Bu nedenden dolayi
proteinlerin hidrofilitesinde bir artis meydana gelir. pH degerinde azalma ise,
hidrofobik etkilesmede belirgin bir artis ile sonuglanir. Dolayisiyla notr pH'da
baglanmayan proteinler asidik pH’da baglanabilir. Proteinlerin alikonmasi pH 8.5
Uzerinde ve/veya pH 5’in altinda belirgin bir sekilde degistigi bulunmustur ( Denizli
ve Kufrevioglu, 2008).

2.4.3.5. Sicaklik Etkisi

HEK’ de, sicaklik artisi protein alikonmasini artmasini saglar ve sicaklik azalmasi
genellikle protein elisyonunu saglar. Aslinda, HEK entropi-kontrolll bir islemdir.
AH pozitif veya negatif bir degerde olabilecegi icin, AG bir pozitif entropi degisimi
tarafindan kontrol edilmektedir ve bdylece sicaklik ile artar (Quierioz ve ark.,
2001). Esitlik 2.1 e (AG = AH — TAS) goére, HEK adsorbentlerine baglanan
proteinler bir entropi dayali suregtir. Sicaklik proteinlerin konformasyon durumlarini
ve onlarin sulu ¢ozeltideki ¢ozunebilirligini etkileyebilir. Bu protein allikonmasinda
karsit duruma neden olabilir. HEK’ de sicakligin roli ¢ok basit olmasa da, bu
parametre etkilesimi zayiflamasini basarmak icin ve 1limh sartlar altinda
proteinlerin denatire olmadan ayrimini saglamak icin kullanilabilir (EI Rassi,
1996).

2.4.3.6. Katkilar (Ek Kimyasallar)

Dusuk derisimlerde su ile karisabilir alkoller (etanol veya etilen glikol gibi),
deterjanlar ve kaotropik (salting-in) tuzlarin sulu c¢ozeltileri, protein-ligand
arasindaki hidrofobik etkilesimleri zayiflatir ve bagl proteininin desorpsiyonuna
onculuk eder. Alkollerin non-polar kisimlarinin ve deterjanlarin HEK ortaminin
adsorpsiyon bolgeleri icin bagli proteinlerle yarismasi, bagh proteinlerin yerinden
ayrilmasi ile sonuclanir. Kaotropik tuzlar suyun ve/veya bagl proteinlerin dizili
yapisini etkiler. Katkilar, suyun ylzey gerilimini azaltarak, hidrofobik etkilesimin

zayiflamasina ve ligand-protein kompleksinin ayrilmasina neden olur.

Desorpsiyon sirasinda segiciligi artirmak icin katki iceren desorpsiyon tamponlari

kullanilmasina ragmen, proteinlerin denatlire olma veya bu kimyasallara ylUksek
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derigsimlerde maruz kalarak inaktive olma riski goz onunde bulundurulmalidir.
Bununla birlikte jel ortamina bagh kuvvetli hidrofobik proteinleri olan HEK
kolonlarinin temizlenmesinde katkilar ¢ok etkili olabilir (Denizli ve Kufrevioglu,
2008).

2.5. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Molekuler baskilama, istenilen molekiler hedef ile yulksek afinite ve segicilik,
baglanma ve tanima yetenegi olan polimerik malzemelerin hazirlandigi bir
tekniktir. GUnUmuzde amino asitler, pestisitler, steroidler gibi klcuk organik
molekiillerin baskilanmasi rutin hale gelmistir. Ozellikle son yillarda kimya,
biyokimya ve biyoteknolojinin birgcok alaninda molekuler baskilama dikkat ¢ekici
hale gelmistir (Jiang ve ark., 2007). Bir arastirmaci tarafindan tanimladigi gibi:
“Sentetik polimerlerde secilen ligandin tanimlama bdlgelerinin yapisi atom, iyon,
molekul, kompleks veya mikroorganizmalar gibi hedef molekulin taninmasini
kolaylastirir. Bu islem yigin fazin polimerizasyonu veya polikondenzasyon
suresince kalip molekulin bir kisminin veya tamaminin tanima bolgelerinden
uzaklastirimasiyla ile gerceklesir’ (Cameron ve ark., 2006). Kimya alaninda,
Ozellikle analiz ve ayirma biliminde, molekuler baskilanmig malzemeler hedef
molekuller icin ylksek segici ve afiniteye sahip olduklarindan dolayi ilgi giderek
artmaktadir. Genellikle molekller baskilanmis polimerler (MIPler) olarak
adlandirilan molekuler baskilanmis malzemeler, spesifik molekller tanimlama
kabiliyeti ve yapinin yeniden diuzenlenmesiyle yapay olarak sentezlenirler (LQ ve
ark., 2006). MIPler non-kovalent, kovalent ve yari-kovalent olmak Uzere ug¢ farkl
baskilama yontemi ile sentezlenebilir. Bu protokollerin timunde, kalip molekul
uygun monomer fonksiyonel ile spesifik olarak etkilesir (Caro ve ark., 2006).
Baskilama tekniginde, uygun boyut, sekil ve kimyasal cevre ile baskilanmis
kaviteler iceren bir malzemede hedef molekllun segici olarak geri baglandidi kalip
molekulin uzaklastinimasi ile sonuglanir (Alfonso ve ark., 2006). MIPler’in sentezi
ve tanimlanma iglemi Sekil 2.7. de gosterilmektedir.
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Sekil 2.6. Molekiler baskilama isleminin sematik olarak gésterimi.

Molekuler baskilama yontemi ile fonksiyonel tanima bdlgeleri kalip molekile
oldukga yuksek secicilik gostermektedir. Molekller baskilama yodntemi, ilk defa
1972’de Gunter Wulff ve calisma grubu tarafindan tanimlanmis ve sentetik
polimerlerde fonksiyonel gruplarin Gg¢ boyutlu yapilarinin diizenlenmesiyle oldukga

secici baglanma bolgeleri elde etmek amaciyla kullaniimistir (Wulff ve ark., 1987).

Molekuler baskilanmis polimerler; molekller tanimaya elverigli, ucuz ve kolayca
hazirlanabilir.  Ayrica molekuler baskilanmis polimerler yluksek mekanik
dayanikliliklari, 1siya ve basinca olan direngleri, fiziksel saglamliklari, asitler,
bazlar, metal iyonlari ve organik ¢ozuculer gibi zorlu sartlarin varliginda yuksek
kararhliklari sebebiyle oldukga dayanikhidir. Birka¢ yil boyunca performansinda
degisim olmaksizin saklanabilirler (Rao ve ark., 2004; Ensing ve ark., 2001;
Piletsky ve ark., 2004).

Molekuler baskilama yontemi temelde (¢ basamaktan olusmaktadir (Sekil 2.7.):

1) On-komplekslesme: Uygun fonksiyonel gruba sahip ve polimerlesebilen
monomer, ilgilenilen analitle (hedef molekull/kalip) kovalent veya non-kovalent
etkilesimlerle kompleks olusturur. Bu etkilesimde hedef molekilin G¢ boyutlu

yapisi ve kimyasal 6zellikleri onemlidir.

2) Polimerizasyon: Monomer-analit kompleksi, uygun bir ¢apraz baglayici ve

baglatici kullanilarak fonksiyonel monomer Uzerinden polimerlestirilir.

3) Analit molekdliinin uzaklastiriimasi: Analit molekulin uzaklastiriimasina uygun

¢ozlcu veya ¢Ozucu karisimlart kullanilarak polimerik yapidan analit molekulu
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uzaklastiriir. Baskilanan molekulin polimerden uzaklastirimasi sonucunda
polimerde baskilanan molekule kimyasal ve topolojik (buyukluk, sekil ve g boyutlu
yapl) olarak segici bellekler elde edilir ve bir karisimda baskilanan molekil

polimere segici olarak tekrar baglanabilir.

Molekuler baskilama isleminde; fonksiyonel monomer, analit (baskilanacak
molekul veya iyon), capraz baglayici, polimerizasyon igin ¢6zlcl ve baslatici
kullanilir. Etkili bir baskilama elde edebilmek icin bu parametrelerin segimi

onemlidir.

Fonksiyonel Monomerler: Fonksiyonel monomerler baskilanmis baglanma
bdlgelerinde baglanma etkilesimlerinden sorumludur. Kovalent olmayan molekuler
baskilamada baskilamanin gergceklesmesi icin genellikle daha fazla miktarda
baskilanacak molekal kullanilir. Kompleks olusumunu ve baskilama etkisini
arttirmak igin fonksiyonel monomerin fonksiyonelligi ile baskilanacak molekuilin
veya iyonun fonksiyonelliginin uyusmasi ¢ok onemlidir. Kovalent baskilamada,
kalip molekul vinil gruplarina kovalent olarak baglanir. Akrilik amino asitleri ve
esterleri veya metakrilik asit en sik kullanilan monomerlerdir. Kovalent olmayan
baskilamada, uygun fonksiyonel gruplara bagh vinil monomerleri kullanir

(Komiyama ve ark., 2003).

Capraz Baglayicilar: Baskilanmis polimerlerde c¢apraz bagdlayicilar oncelikle
polimer matriksinin morfolojisinin (jel tipi, makro gdézenekli ya da mikro jel toz
halinde olmasi) kontrol edilmesini, baskilanmig molekulin veya iyonun baglanma
bolimlerinin kararli olmasini ve polimer matriksinin de mekanik kararlihdinin
olmasini saglar. Kalici gézenekli (makrogdzenekli) polimer elde edebilmek ve
polimerin yeteri kadar mekanik kararliliginin olmasi i¢cin genellikle yuksek capraz
baglama orani tercih edilir. Polimerlerde ¢apraz baglama orani % 80’i agmaktadir.
Yuksek oranda gapraz baglama, ayni zamanda baskilanmis polimerin ¢ozucude
¢bzunmesini dnler ve baskilanmis polimerlerin kullanimini kolaylastirir. Etkili bir
baskilama igin ¢apraz baglayicinin reaktifligi ile fonksiyonel monomerin reaktifligi
uygun olmalidir. Aksi takdirde, fonksiyonel monomer ya da capraz baglayici ajan
baskin oldugunda kopolimerizasyon etkili bir sekilde gerceklesmez (Cormack ve
Elorza, 2004). Fonksiyonel monomerden olusan fonksiyonel artiklar polimer

aginda duzgun bir sekilde dagilir. Capraz baglayici ajanin fonksiyonel monomere
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olan mol orani dnemlidir. Eger bu oran ¢ok dusuk ise, konuk baglanma bolumleri
birbirine ¢ok yakin kurulursa bunlar bagimsiz olarak c¢aligamazlar. Bir taraftaki
konuk baglanma komsusundaki konuk baglanmayi engeller. Son derece yuksek
mol oranlarinda ise 6zellikle ¢apraz baglayicinin fonksiyonel monomer ve/veya
baskilanan molekul ile kovalent olmayan etkilesimde baskilama etkisi zarar gorur.
Fazla miktarda ¢apraz baglayici oldugunda polimerizasyon baskilanacak molekl

etrafinda gercgeklesir (Chapuis ve ark., 2004).

Analitin Ozellikleri: Baskilanan molekdl igin énemli olan parametreler; baskilanan
molekulin  polimerlesebilecek grup igcerip icermedigi, serbest radikal
polimerizasyonunu engelleyecek veya yavaslatacak grubun olup olmadigdi (tiyol
grubu ya da hidrokinon grubu), ylksek sicakliklarda baskilanan molekulin kararl
olup olmadigidir (baslatici olarak AIBN kullaniimigsa sicaklik 60 °C dolaylarinda
olmalidir). Ozellikle eser miktarda etkili ayirma ve zenginlestirme igin baskilanacak
molekulin kantitatif olarak uzaklastiriimasi gerekmektedir. Baskilanacak molekul
olarak ilaglar, aminoasitler, karbonhidratlar, proteinler, niikleotid bazlar, hormonlar,
pestisitler, koenzimler ve iyonlar kullanilabilir. Baskilanan molekul olarak iyon
kullanildiginda polimerik adsorbentin segiciligi, baskilanmis iyonun ylkune,
boyutuna, koordinasyon sayisina ve geometrisine baglhdir (Cormack ve Mosbach,
1999).

Cézicaler: Cozuclu, polimerizasyonda baskilanacak molekll, fonksiyonel
monomer, ¢apraz baglayici, baslatici gibi tum bilesenlerin tek fazda bulunmasini;
g6zenekli polimerde ise gbzeneklerin olusmasini saglar. Bu nedenle ¢ozlcuye
genellikle “gbézenek olusturucu” (porojen) denir. Makro gdbzenekli polimerin
hazirlanma asamasinda, ¢ozicl gdzeneklerin yapisi ve seviyesi, morfolojisi ve
toplam gbzenek hacmini kontrol etmede 6nemli bir unsurdur. Cézicunun bu iki
gorevi yaninda kovalent olmayan baskilama polimerizasyonunda baskilanacak
molekul ile fonksiyonel monomer arasindaki kompleks olusumunu arttirma gibi bir
gorevi de vardir. Gézeneklilik polimerden konuk baginin birakilmasini kolaylastirir.
Polimerizasyonda ¢6ziucu molekulleri polimerlerin igine dahil edilir ve son islemle
uzaklastirihir. Bu iglemler suresince, bosluk ¢dzici molekulleri tarafindan
polimerde gbdzenek olarak bulunur (Cormack ve Elorza, 2004). (Codzucu

bakimindan az olarak hazirlanan polimer ¢ok sert-yogun olur ve guglikle
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baskilanacak molekultu baglar. Coézicunun diger bir rolu ise polimerizasyon
reaksiyonu olusurken sicakhdi dagitmasidir. Aksi takdirde, reaksiyon karigiminin
sicakligi bolgesel olarak ¢cok yuksek olur ve istenmeyen yan reaksiyonlar olugur.
Cozucunin segimi baskilamanin tarine badhdir. Kovalent baskilamada tim
bilesenleri iyi bir sekilde ¢dzdugu muddetge birgok ¢dzicu kullanilabilir. Kovalent
olmayan baskilamada ise, fonksiyonel monomer ile baskilanacak molekil
arasindaki kovalent olmayan etkilesiminin olusumunu ve baskilama etkisini

arttirmak igin ¢ézutclu secimi daha énemlidir (Komiyama ve ark., 2003).

Baglaticilar: Komplekslesmenin hidrojen bagi ile gergeklestigi durumlarda dusuk
polimerizasyon sicaklgi tercih edilir ve bu sartlarda dusuk sicakliklarda etkili olan
fotokimyasal olarak aktif olan baslaticilar tercih edilir. Azobiisobutironitril (AIBN),
benzoilperoksit (BPO), azobisdimetilvaleronitril (ABDV), 4,4 -azo-(4-siyanovalerik

asit) yaygin olarak kullanilan baglaticilardir (Cormack ve Elorza, 2004).

Molekuler baskilama yontemi temel olarak, fonksiyonel monomer ile kalip molekul
arasinda olusan bagin ¢esidine gore ikiye ayrilir: Kovalent baskilama ve non-

kovalent baskilama.

2.5.1. Kovalent Baskilama

Polimerizasyon isleminden dnce baskilanacak molekiil ile fonksiyonel monomerler
arasinda kuvvetli, tersinir bir kovalent etkilesim gerceklesir (Kriz ve ark., 1997).
Polimerizasyon isleminden sonra kovalent baglar kirilir ve kalip kisim olugturmak
amaclyla polimerden wuzaklastirihr. Hedef molekal baskilanmis polimerlerle

etkilestirildiginde ayni kovalent bag yeniden olusur.

2.5.2. Non-Kovalent Baskilama

Non-kovalent yaklagsim Arshady ve Mosbach tarafindan tanimlanmistir.
Polimerizasyon isleminden 6nce hedef molekil ve secgilen monomerler arasinda
kismen zayif non-kovalent etkilesimlere dayanmaktadir (Arshady ve Mosbach
1981). Non-kovalent baskilamada ¢ozeltideki kalip molekdl ile fonksiyonel
monomerleri bir araya getirmek icin hidrojen baglari, iyon ciftleri, dipol-dipol
etkilesimleri ve van der Waals kuvvetleri gibi tipik molekiler arasi kuvvetler
kullanihr (Mayes ve Whitcombe, 2005). Gunumuzde non-kovalent yaklasim kalip
molekuliin uzaklastirlmasi ve ¢ok sayida yuksek afinite bdlgesi icermesinden
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dolayl en genis capta kullanilan temel bir islemdir (Jiang ve ark., 2007).
Polimerizasyondan sonra uygun c¢ozuculerle kalip molekdl polimerden
uzaklastirilhir. Hedef molekll ile baskilanmis polimerler kovalent olmayan

etkilegsimlerle baglanir.

2.6. Kriyojeller

Makrogdzenekli polimerik malzemeler biyoteknolojide, biyotipta ve eczacilik
biliminde blUyuk ilgi gérmektedir (Hentze ve Antonietti, 2002). Modern teknolojide
farkh polimer ve polimerik malzemelerin genis ¢apta kullanildigi ¢ok iyi bir sekilde
bilinmektedir. Bunlar; plastik kaplar, parcgalar, cesitli kromatografik matriksler,
elektroforetik islemler igin farkli jeller, immino test igin jeller, gesitli ¢ozulebilir
polimerler gibi bu oérnekler c¢odaltilabilir. Genele bakildiginda su sdéylenebilir,
polimerik malzemeler olmaksizin biyoteknolojinin ¢alisma ve sureglerinin
tamamlanmasi mumkin degildir (Lozinsky, 2004). Biyoteknolojide olduk¢a blyuk
potansiyeli ile polimer jellerin yeni olusumlarindan biri ‘kriyojeller'dir (Yunanca’da
donma veya buz anlamina gelen krios (kryos) kelimesinden gelmektedir)
(Lozinsky, 2002). Kriyojeller kriyojenik iglemin bir sonucu olarak olugmaktadir
(Lozinsky ve ark., 2003).

Kriyojeller, monomerik veya polimerik baslaticilarin kismi olarak donmus
cOzeltilerinden hazirlanan jel matrikslerdir. Kriyojeller tipik olarak, birbiri ile
baglantili makrogdzeneklere (veya super makrogdzeneklere) sahiptirler. Yapidaki
birbiri ile baglantii makrogézenekler difizyon engellemesini ortadan kaldirarak
degisen buyuklukteki molekullerin akisina olanak tanir ve nano veya mikro
boyuttaki partiklllerin kitle transferine izin verir. Kriyojellerin bu essiz 6zellikleri,
ozmotik, kimyasal ve mekanik kararliliklari ile de bir araya gelince, onlari biyolojik
uygulamalar icin iyi bir destek malzemesi haline getirmistir (Lozinsky ve ark.,
2003).

GunUmuizde, polimerik jeller kromatografik = malzemelerin  kullanildigi

biyoteknolojinin farkl alanlarinda uygulanmaktadir (Lozinsky ve ark., 2003).

Kriyojeller ilk olarak yaklasik 40 yil 6nce rapor edilmistir ve geleneksel

polimerlerden daha uUstin kilan Ozellikleri sayesinde c¢ok fazla ilgi gormustar.
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Gunumuzde olusum mekanizmasi
(Lozinsky ve ark., 2003).

ve yapisi buyuk oranda aydinlatiimistir

2.6.1. Kriyojellerin Hazirlanigi ve Karakterizasyonu

Kriyotropik jellesme sirasinda, jel olusturucu ajanlari igeren reaksiyon karigimi
¢6zlcuinin donma noktasinin birka¢g derece altindaki sicakliklarda dondurulur.
tek bir kati

heterojendir. Donmus ¢o6zuclU (genellikle su) kristalleri boyunca donmamis sivi

Donmus sistem, blok halinde gorunmesine ragmen, aslinda

mikro fazi (monomer/polimer ve baslaticilar) igerir. Jel olusturucu ajanlar
donmamis sivi mikrofaz igerisinde yogunlasmis hale gelerek, burada kriyoderisme
olusur. Donmamis sivi mikro faz toplam baslangi¢ hacminin ¢ok kiguk bir kismini
olusturur, jel olusturucu ajanlarin derigiminin hizla artmasi, jel olusumunu
tetikleyerek jellesme hizini artirir. Donmus ¢ozucu kristalleri gdézenek olusturucu
ajan olarak gorev gorur. Bu kristaller eriyerek geride ¢ozucu ile dolu bosluklar,
birakir.

gbzeneklerin seklini yuvarlar ve gozenek yuzeyini purtzsuz hale getirir. Donma

makro gobzenekler Cozucu ve jel fazi arasindaki yluzey gerilimi
sirasinda, ¢ozucu kristalleri, diger kristaller ile birlesinceye kadar buyudugunden,
erimeden sonra jel icinde birbiri ile baglantili gozenekler olugur. Gozeneklerin
boyutlari ve sekilleri bircok etkene baglidir. Bunlardan en dnemlileri baglaticilarin
derisimi ve kriyojenik muamele rejimidir. Kriyojelin polimer fazi ayrica, polimer
zincirleri arasinda olusmus mikrogozeneklere sahiptir. Boylece kriyojeller hem

heterofaz, hem de hetero gozenek yapisina sahiptir ( Lozinsky ve ark., 2003).

(a) Baslangic sistem

- — i ¥
0. -

T -

(b) Donmus sistem

Donma

o

Sekil 2.7. Kriyojelasyon sureci: 1.

Erime

(c) Erimis sistem

-6
7
8

¢cOzeltideki makromolekuller; 2. ¢dzucl; 3.

dusuk-molekuler maddeler; 4. donmus ¢dzucunun polikristalleri; 5. donmamig sivi
mikrofaz; 6. kriyojelin polimerik cergevesi; 7. makro godzenekler; 8. ¢odzlcu
(Lozinsky ve ark. 2003).
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Kriyojellerin essiz olmalarinin nedeni ¢ok basit bir yontemle hazirlanmalari,
polimerin gesidine bagli olarak ¢ok ¢esitli uygulamalarda kullanilabilecek birbiriyle
badlantil buyidk ve acgik gézenek agina sahip yapilarin elde edilmesine olanak
vermesidir. Polimer matriksin gézenek boyutu 10 pm ile 200 ym arasinda

degisebilir.

Polimerik kriyojellerin biyoayirma bakimindan en dikkat cekici noktalari, donmus
¢ozlcu sistemine ait makrogozeneklerle, makrogdzenekleri olusturan polimerler
arasindaki mikrog6zeneklerin birlesmesidir. Bu yapisal 6zellik, donan ¢ozicu
sistemine ait kristallerin diger kristal pargaciklarinin sinirlarina ulasana kadar
genisleme egilimlerinin bir sonucudur. Sonug olarak, donmus drnekteki polikristalin
faz surekli bir yapidir ve bu yapinin ¢ézulmesi birbirine bagl gézeneklerden olusan

bir sistem meydana getirir.

Sekil 2.8. Kartus seklinde hazirlanan Poli(HEMA/MAPA) supermakrogdzenekli
membran kriyojel.
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3. DENEYSEL CALISMALAR
3.1. Deneysel Malzemeler

Kriyojellerin hazirlanmasinda temel bilesen olan 2-hidroksietil metakrilat (HEMA)
ve N,N-metilen bisakrilamid (MBAAmM) Sigma Aldrich (Sigma Chemical Co., ABD)
firmasindan temin edilmistir. Reaktifler kullanilana kadar 4°C’de muhafaza
edilmistir. H,O2/N,N,N’,N’-tetra-metiletilendiamin (TEMED) ve amonyumpersilfat
(APS) Sigma (Sigma Chemical Co., ABD) firmasindan temin edilmistir. Kalip
molekul L-Phe, Kyowa Hakko Kogyo Co, Ltd (Japonya) firmasindan analitik
saflikta temin edilmistir. MAPA monomerinin sentezi laboratuvarda yapilmistir ve
metakroil klorlr Sigma Aldrich firmasindan saglanmistir. Segicilik deneyleri icin
kullanilan D-Phe, L-Trp, D-Trp amino asitleri Sigma Aldrich (Sigma Chemical Co.,

ABD) firmasindan analitik saflikta temin edilmigtir.

Deneylerde kullanilan su, yiksek akisli sellloz asetat membran (Barnstead
D2731) ile ters osmoz Barnstead (Dubuque, IA) ROpure LP® birimi ve ardindan
Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve iyon
degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak saflastiriimigtir. Elde edilen saf suyun

(deiyonize su) direnci 18 MQ/cm’dir.

3.2. Kriyojellerin Hazirlanmasi

L-Phe baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin sentezinden 6nce fonksiyonel
monomer olan MAPA monomerinin sentezi gerceklestiriimigtir. Daha sonra

supermakrogdzenekli poliHEMA/MAPA) kriyojelleri sentezlenmistir.

3.2.1. MAPA Monomerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

N-Metakriloil-(L)-Fenilalanin (MAPA) monomerinin sentezi i¢in uygulanan deneysel
sure¢ su sekildedir: Fenilalanin (5.0 g) ve NaNO, (0.2 g), 30 mL K,CO3 sulu
¢Ozeltisinde (5%, w/v) ¢ozllmustlir. Bu ¢ozelti 0°C nin altinda sogutulmustur.
Metakriloil klortr (4.0 mL), azot atmosferi altinda hazirlanan ¢ozeltiye yavas bir
sekilde eklenmis ve daha sonra ¢dzelti oda sicakliginda manyetik karigtirici ile 2
saat karnistinlmigtir. Bu kimyasal reaksiyon periyodu sonunda, ¢ozeltinin pH’si
7.0’ye ayarlanarak ¢ozelti etil asetat ile ayriimistir. Sulu faz buharlagtiriimistir. Artik
(yani MAPA) eter ve siklohekzanda kristallendirilmigtir.
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Sekil 3.1. N-metakriloil-(L)-fenilalanin (MAPA) monomerinin sentezi

3.2.2. Poli(HEMA/MAPA) Supermakrogozenekli Kriyojellerin Hazirlanmasi

Baskilanmamis poli(HEMA/MAPA) kriyojellerin (NIP); hazirlanmasinda izlenen
yontem su sekildedir: 0.273 g N,N-metilen bisakrilamid (MBAAm), 10 mL suda
¢Ozulmustir. 1.30 mL HEMA ¢o6ztinen MBAAm igerisine eklenerek karistirilmistir.
51 uL MAPA, 5 mL suda ¢6zulmus ve monomer karisimina eklenmistir. Karisimin
manyetik karistirict Gzerinde karigtirimasina devam edilmistir. Daha sonra
icerisine 20 mg amonyum persulfat (APS) ve 25 pL H»0,/N,N,N’,N’-tetra-
metiletilendiamin (TEMED) eklenmis ve iki cam arasina hizli ve dikkatli bir sekilde
aktarilmigtir. Polimerizasyon -12°C’de 24 saatte gerceklestiriimistir. Bu sire
tamamlandiktan sonra iki cam arasinda olusan kriyojel oda sicakligina getirildikten
sonra cam yuzeyinden ayrimi saglanarak kartus boyutuna uygun bir sekilde
kesilmistir. Reaksiyona girmemis monomerlerin ve diger artiklarin polimerik

yapidan uzaklastiriimasi igin kriyojeller surekli olarak su ile yikanmistir.

Buna ek olarak kontrol PHEMA kriyojeller de ortama fonksiyonel monomer MAPA

eklenmeden ayni yontemle sentezlenmistir.

3.2.3. L-Fenilalanin Baskilanmig Poli(HEMA/MAPA) Siipermakro-gozenekli
Kriyojellerin Hazirlanmasi

L-Fenilalanin baskilanmig poli(HEMA/MAPA) kriyojeller (MIP), MAPA monomerinin
oranlari degistirilerek G¢ farkh sekilde sentezlenmigtir. Poli(HEMA/MAPA)
kriyojellerin hazirlanmasinda izlenen yontem su sekildedir: 0.273 g N,N-metilen
bisakrilamid (MBAAm), 10 mL suda ¢oOzulmustar. 1.30 mL HEMA, ¢6zlinen
MBAAm igerisine eklenerek karistiriimistir. L-Phe (14 mg) 5 mL suda ¢6zulerek t¢
farkli oranda (51, 102 ve 153 uL) MAPA igerisine eklenmistir. Kompleks karigimi

monomer karigimina igerisine eklenerek manyetik karistiricida karistirmaya devam
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edilmistir. Daha sonra igerisine 150 L (0.1 mg/mL) APS ve 20 yL H>0,/N,N,N’,N’-
tetra-metiletilendiamin (TEMED) eklenmis ve iki cam arasina hizli ve dikkatli bir
sekilde aktariimigtir. Polimerizasyon -12 °C de 24 saatte gergeklestiriimistir. Bu
sure tamamlandiktan sonra iki cam arasinda olugan kriyojel oda sicakligina
getirildikten sonra cam yuzeyinden ayrimi saglanarak kartus boyutuna uygun bir
sekilde kesilmistir. Reaksiyona girmemis monomerlerin ve diger artiklarin polimerik
yapidan uzaklastiriimasi icin kriyojeller surekli olarak su ile yikanarak L-Phe
baskilanmis  (MIP)  poliHEMA/MAPA)  slUpermakrogdzenekli  kriyojeller

sentezlenmistir.

Tablo 3.1. Farkli oranlarda hazirlanan L-Phe/MAPA polimerlerinin gosterimi.

L-Phe : MAPA
Polimer kodu Oran
Miktari
(mol:mol)
MIP-A 1:1 14 mg/51 pL
MIP-B 1:2 14 mg/102 pL
MIP-C 1:3 14 mg/153 pL
MIP-A2 1:1 2.5x
MIP-A3 1:1 5x
MIP-A4 1:1 10x

Kalip molekul miktari optimizasyon galigsmalari icin asagidaki yontem izlenmistir;
oncelikle MIP-A, MIP-B ve MIP-C kriyojellerinin kalip molekultn uzaklastiriimasi ve
sulu ¢ozeltiden L-Phe adsorpsiyon kapasiteleri belirlendikten sonra en verimli
calisan kriyojel MIP-A olarak belirlenmigtir. Daha sonra 1:1 mol oranindaki MIP-A
kriyojelinin igindeki kalip molekdl miktari 2.5, 5 ve 10 kat arttinlarak Gg¢ farkh
kriyojel daha yukarida belirtilen yontemle hazirlanmistir. Sentezlenmesi planlanan

kriyojellerden 5 kat ve 10 kat fazla kalip molekil igeren kriyojeller kalip molekl
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miktarinin fazla gelmesi sonucu uygun yapida sentezlenememistir. 2.5 kat kalip

molekul iceren kriyojel MIP-A2 olarak adlandiriimistir.

3.3. Kriyojellerin Karakterizasyonu

Sentezlenen supermakrogozenekli kriyojellerin karakterizasyonu FTIR, BET, SEM

ve sisme deneyleri ile yapiimigtir.

3.3.1. FTIR Spektrofotometre Analizi

FTIR ile yapi analizi yapiimigtir. NIP ve MIP kriyojellerin yapisi FTIR (FTIR 8000
Series, Shimadzu, Japan) ile incelenmigtir. Analiz yapilmadan once kriyojeller
etivde kurutulmustur. FTIR spektrumlarinin elde edilmesi i¢cin 2 mg kurutulmus
kriyojel ornegi alinip 98 mg FTIR safliginda KBr ile karistirilarak havanda
dovillerek égitilmis ve hidrolik kalipta 600 kg/cm? basincta ince pelet haline
getirilmistir. Hazirlanan peletin 4600-400 cm™ dalga boyu araliginda spektrumlari

alinmistir.

3.3.2. Yiizey Alani Olgiimii (BET)

Poli(HEMA/MAPA) kriyojellerin spesifik yuzey alani, yuzey alani 6lgim cihazi
(Quantachrome NOVA 2000, ABD) kullanilarak belirlenmistir. Olglimlerde
adsorplanan gaz azottur (Saflik % 99.99). Sivi azot sicakh@ 77 K'dir. Ornekten
gaz uzaklastirma islemi vakumda 154°C sicaklikta 5 saat slre ile

gerceklestirilmigstir.

3.3.3. Yiizey Morfolojisi

L-Phe baskilanmig poli(HEMA/MAPA); MIP kriyojellerinin ylzey ve yigin
yapilarinin belirlenmesi icin taramali elektron mikroskopu (SEM) kullaniimistir.
Sisen kriyojeller -50 °C’ de dondurularak liyofilizatér (Chris Alpha 1-2 LD plus, M
Christ GmbH, Almanya) de kurutulmustur. Daha sonra 6rnekler altin-paladyum
(40:60) ile kaplandiktan sonra SEM fotograflari JEOL, JEM 1200EX, (Tokyo,

Japonya) kullanilarak alinmistir.
3.3.4. Sisme Deneyi

Poli(HEMA/MAPA) kriyojel sistemin denge sisme oraninin belirlenmesinde

asagida verilen yontem izlenmistir. Kuru kriyojeller +0.0001 duyarlikla tartilarak 50
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mL saf su iceren bir behere konulmustur. Sabit sicakhkta 25 +0.5°C’da 2 saat
bekletildikten sonra ortamdan ve alinmis ve suzge¢ kagidi yardimi ile ylizeyindeki
su uzaklagtirilarak tartimi yapimigtir. Kuru ve islak agirliklar kaydedilmis ve
asagidaki esitlik yardimi ile poli(PHEMA/MAPA) kriyojel membranin su igerigi

belirlenmistir.
Sisme orani (%) = [(Ws-Woy) / Wg] x 100 (3.1)

Wy ve Ws sirasi ile kriyojelin sismeden onceki ve sonraki agirliklarini (g) ifade

etmektedir.

Poli(HEMA/MAPA) kriyojellerin makrogdzenek miktarinin belirlenmesi icin ise
asa@ida verilen yéntem uygulanmistir. ilk olarak denge sisme oranina ulasiimig
olan kriyojel érnekleri tartiimistir. Daha sonra sismis kriyojel 6érnedi hassas bir
sekilde sikilarak kriyojellerin makrogézeneklerinde bulunan su uzaklastiriimis ve
tartilmistir. Kriyojellerin sahip oldugu makrogdzenek miktari asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplanmistir.
Makrogdzenek miktari (%) = [(W1-W32)/W1] x 100 (3.2)

Bu esitlikte W1 denge denge sisme oranina ulasmis kriyojellerin agirhgini (g) ifade
ederken, W, denge sisme oranina ulagsmis kriyojellerin sikildiktan sonraki agirligini

(g) ifade etmektedir.

3.4. Kalip Molekuliin (L-Phe) Polimerden Uzaklastiriimasi

Farkli monomer oranlari kullanilarak L-Phe baskilanmis polimerlerden, L-Phe;
%50 (v/v) etilenglikol/H,0 ¢ozeltisi ile uzaklagtinimistir. Bu amagcla 10 mL hacimde
desorpsiyon ajani surekli sistemde kolondan gegirilmigtir. Optimum desoprsiyon
suresinin  belirlenmesi icin belirli araliklarda ornekler alinarak maksimum
desorpsiyon orani incelenmistir. L-Phe’nin polimerden uzaklastirilmasi igin gerekli

desorpsiyon suresi iki saat olarak belirlenmistir.

3.5. L-Phe Adsorpsiyon-Desorpsiyon Caligsmalari

L-fenilalaninin tanimasi igin hazirlanan kartus membranlar ile tim adsorpsiyon
calismalari surekli sistemde gercgeklestiriimigtir (Sekil 3.2.). L-fenilalaninin en

uygun ve maksimum adsorpsiyon gosterecegi calisma sartlari pH, sicaklik, akis
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hizi, iyonik siddet etkisi, iyon turt etkisi ve L-Fenilalanin derisim etkisi galigmalari
MIP-A polimeri kullanilarak belirlenmistir. L-Phe derisim tayini UV spektrofotometre
cihazi kullanilarak uygun dalga boyunda (548 nm) absorbans degerlerine

ulasilarak gergeklestirilmigtir.

Sekil 3.2. Membran kartuslarinin ve strekli sistemin optik fotograflari.
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3.5.1. pH Degisiminin Adsorpsiyona Etkisi

Kalip molekll L-Phe’nin en uygun adsorpsiyon goésterdigi pH degerinin
belirlenmesi icin farkli pH degerlerinde (pH 4.0; 5.0; 5.48; 6.0; 7.0) adsorpsiyon
calismalari gercgeklestirilmistir. pH 4.0-6.0 i¢cin 0.1 M CH3COONa-CH3;COOH
tamponu; pH 7.0 igin 0.1 M Na;HPO,4-NaH,PO, tamponu kullaniimigtir. L-Phe’in
belirlenen pH tamponlarinda 5 mL hacimde sulu ¢ozeltileri hazirlanmigtir (1.5
mg/mL). Daha sonra MIP-A polimeri kullanilarak adsorpsiyon ¢alismalari

gerceklestirilmigstir.

3.5.2. L-Phe Derigiminin Adsorpsiyona Etkisi

L-Phe’ nin en uygun adsorpsiyon gosterdigi derisim degerinin belirlenmesi igin
farkli derigsimlerde (0.1-3.0 mg/mL) sulu c¢ozeltileri hazirlanmigtir. Adsorpsiyon
calismalari her derisimdeki ¢oOzelti icin iki saat sure ile gergeklestiriimigtir.
Baslangi¢c ve sonug oOrnekleri alinarak uygun adsorpsiyonun gozlendigi derigim
degeri belirlenmistir. Amino asit adsorpsiyon miktari asagidaki esitlik kullanilarak

hesaplanmigtir.
Q= [(Ci-CnV)Im (3.3)
Bu esitlikte;

Q: adsorpsiyon kapasitesi, C; ve Cy. baslangic ve son Phe’ in derisimleri (mg/mL),
V: ¢ozelti hacmi (mL), m: kriyojel kutlesi (g)’ dir.
3.5.3. Akis Hizinin Adsorpsiyona Etkisi

Surekli sistemde akis hizi, 0.5 — 3.0 mL/dk arasinda degistirilerek akis hizinin
adsorpsiyon miktarina etkisi incelenmigtir. Ortam pH’si 5.48 ve L-Phe derisimi 1.5

mg/mL olarak segcilmistir. Adsorpsiyon suresi 2 saat olarak uygulanmistir.

3.5.4. Sicakligin Adsorpsiyona Etkisi

Sicakligin adsorpsiyon miktarina etkisini incelemek tzere adsorpsiyon deneyleri 4-
40 °C arasinda galisiimistir. Bu grup deneylerde L-Phe derigsimi 1.5 mg/mL, pH

5.48’dir. Adsorpsiyon suresi 2 saat olarak uygulanmigtir.
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3.5.5. iyonik Siddetin Adsorpsiyona Etkisi

iyonik siddetin adsorpsiyon miktarina etkisi NaCl derisimi 0.001-0.1 M arasinda
degistirilerek incelenmistir. yon tiiriiniin etkisi ise 0.1 M derisimde NaCl, Na,SO,
ve (NH4)2SO4 kullanilarak incelenmistir. L-Phe derisimi 1.5 mg/mL mg/mL, pH 5.48

ve adsorpsiyon suresi 2 saat olarak uygulanmistir.

3.5.6. Segicilik Deneyleri

Segcicilik ¢alismalari hidrofobik 6zellik tagiyan L-triptofan (L-Trp), D-triptofan (D-
Trp) amino asitleri ve L-Phe’nin enantiyomeri D-fenilalanin (D-Phe) kullanilarak
belirlenmistir. Secicilik icin secilen amino asitlerin sulu ¢ozeltileri ayri ayri
hazirlanmis ve surekli sistemde iki saat boyunca membranlardan gegirilmistir.
Adsorplanan amino asit miktarlari UV spektrofotometrede o6l¢llen absorbans
degerleri ile hesaplanmistir. Dalgaboyu taramasi sonucunda Kkullanilan

dalgaboylari D/L-Phe i¢in 258 nm; D/L-Trp i¢in 280 nm olarak belirlenmisgtir.

L-Trp, D-Trp ve D-Phe icin L-Phe’ye gore dagiima ve segicilik katsayilari asagidaki

esitlige gore belirlenmistir:
Kg = [(Ci = Cy)/Cq] x VIm (3.4)

Esitlikte Ky dagilma katsayisini (mL/g); C; ve Ct, molekdllerin baslangi¢ ve sonug¢
derisimlerini (mg/mL); V, kullanilan ¢ézelti hacmini (mL) ve m, kullanilan kriyojel

membranin kutlesini (g) ifade etmektedir.

Yarigmaci turler varliginda bir amino asit molekulinun baglanmasi igin segicilik

katsayisi Esitlik 3.4’e gore denge baglanma verilerinden elde edilebilir.
K = K kalip/ Kd,girisimci (3.5)

Baskilanmis adsorbentle diger amino asitlerin k degerleri, baskilama segiciligi
hakkinda yorum yapilmasina olanak verir. Bagil segicilik katsayisi asagidaki esitlik

ile tanimlanir;

k’= km|p/kn|p (36)
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3.5.7. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Poli(HEMA/MAPA) kriyojellerden L-Phe desorpsiyonu, %50 (v/v) etilen glikol/su
cOzeltisi kullanilarak gercgeklestiriimistir. L-Phe adsorplanmis kriyojellerden 1.0
mL/dak akis hizinda, oda sicakliginda 2 saat sure ile desorpsiyon ajani kolondan
gegirilmig, amino asit derisimi 258 nm’de UV dedektdr ile belirlenmigtir.
Desorpsiyon orani adsorplanan ve desorbe olan L-Phe miktarindan asagidaki

esitlik kullanilarak belirlenmistir.

Desorpsiyon ortamina salinan L-Phe
Desorpsiyon % = X 100% (3.7)
Adsorplanan L-Phe miktari

Kriyojellerin tekrar kullanilabilirliklerini belilemek amaciyla ayni kriyojel 10 kez
tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon iglemine tabi tutulmustur. Deneysel yontem

yukarida verildigi gibi uygulanmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA
4.1. Kriyojellerin Sentezi ve Karakterizasyonu

L-Phe baskilanmis poli(HEMA/MAPA) kriyojellerin sentezinden once, hidrofobik
amino asit iceren MAPA monomeri L-Phe ve metakriloil klorar kullanilarak
sentezlenmistir. Daha sonra MAPA ve HEMA kullanilarak poli(HEMA/MAPA)
kriyojeller sentezlenmistir. Pol(HEMA/MAPA)nin kimyasal yapisi Sekil 4.1 de

verilmigtir.
oIS IR T
(S G B S
C H ~-C. H C
7N O”""NH OH /N
? © H (|3 C/ (|:l ©
CH, | N\ CH
| cH, © L
CH, | 2 Jn CH
| | 2
OH OH
HEMA N-metakriloil-(L)-fenilalanin HEMA
(MAPA)

Sekil 4.1. PoliHEMA/MAPA) kriyojelin olasi kimyasal yapisi

4.1.1. FTIR ile Yapi1 Analizi

Kriyojellerin kimyasal yapilarinin analizleri i¢cin FTIR spektrumlari alinmigtir. Elde
edilen spektrumlara, otomatik zemin dizeltmesi ve spektrum dizgunlestiriimesi
islemleri uygulanmigtir. MAPA monomerinin yapiya girip girmediginin belirlenmesi
amaciyla MAPA monomerinin, NIP kriyojellerin ve MIP-A2 kriyojellerin FTIR
spektrumlari alinmis ve Sekil 4.2’de verilmigtir. HEMA monomerinin yapisinda
bulunan; —OH ve —C=0 gruplarinin gerilme bantlari sirasiyla 3400 cm™ ve 1700
cm™ civarlarinda go6rulmektedir. MAPA monomerinin yapisinda bulunan aromatik
halkadan kaynakli 1600 cm™ civarindaki C=C gerilmeleri bandlari ve 1500 cm™
civarinda aromatik C-H halka buUkulmesi piki spektrumlar arasindaki farkl
fonksiyonel gruplari géstermektedir.
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Sekil 4.2. MAPA monomeri, NIP ve MIP-A2 kriyojellerinin FTIR spektrumlari.

4.1.2. Yiizey Alani Ol¢iimii (BET)

Yuzey alani ve gbzenek boyutu dagihmi molekuler baskilanmis polimerlerde
onemli  parametrelerdir. Bu  Ozellikler sivi azot sicakliginda azot
adsorpsiyon/desorpsiyon izotermleri ve 0.005-1.0 arasi bagil basinglari (P/P,) ile
dlglilmistir. PHEMA, NIP ve MIP kriyojellerin spesifik yiizey alanlari 34.0 m?/g,
37.1 m?g ve 36.2 m?g olarak bulunmustur. Baskilanma islemi, spesifik ylizey
alaninin  artmasina sebep olmustur. Bu durumun temel sebebi;
kriyopolimerizasyon sirasinda hidrofobik L-Phe amino asitinin varligidir.
Baskilanmis kriyojellerde L-Phe’ye spesifik kavitelerin olusumu gbézenek alaninin
artmasina neden olmustur. Ayrica supermakrogozenekli kriyojeller L-Phe’nin
kolayca diflize olabilecedi gézeneklere sahiptir.
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Tablo 4.1. PHEMA, NIP ve MIP-A2 kriyojellerin yuzey alani.

Polimer kodu Yiizey Alani, m“/g
MIP-A2 36.2
NIP 37.1
PHEMA 34.3

4.1.3. Yuzey Morfolojisi (SEM)

L-Phe baskilanmig ve baskilanmamis poli(HEMA/MAPA) kriyojellerin ylzey
morfolojisi ve igyapisi optik ve elektron mikroskop fotograflari ile incelenmistir.
Baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin  SEM fotograflari Sekil 4.6’ da
verilmigtir. ~ Sekilden  goéruldugu  gibi,  kriyojeller  birbiriyle  baglantili
supermakrogdzenekli akis kanallarina sahiptir. Gozeneklerin boyutu 150-200
pm’ye kadar ulagsmaktadir. Bu gézenekli yapi, kalip molekul L-Phe ve diger amino

asitlerin kriyojel icerisine kolayca diflize olmasina olanak saglamaktadir.

“Mag= 1.00KX

Sample ID = EHT =25.00kV Signal A= SE1 Sample ID =
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Sekil 4.3. Poli(HEMA/MAPA) kriyojellerin SEM fotograflari. (A) baskilanmisg kriyojel

ve (B) baskilanmamis kriyojel.

4.1.4. Sisme Deneyi

L-Phe baskilanmig poli(HEMA/MAPA) kriyojeller, capraz bagh hidrofilik yapidadir.
Bu calismada hazirlanan PHEMA, NIP ve MIPA2 kriyojellerin denge sisme oranlari
sirasiyla % 88.0, % 82.6 ve % 78.2’ dir (Tablo 4.3.). Makrogbzenek oranlari ise
sirasiyla % 76.2, % 74.0 ve % 74.0'tur. Yapiya MAPA girmesi ile denge sisme

oraninin her iki durumda da azaldigi gozlenmektedir. Bu sonug¢ polimerik yapidaki

hidrofobik MAPA monomerinin varligindan kaynaklanmaktadir.

Tablo 4.2. PHEMA, NIP ve MIP-A2 igin denge sisme ve makrog6zenek oranlari.

Polimer kodu Sisme orani % Makrog6zenek orani %
MIP-A2 78.2 74.0
NIP 82.6 74.0
PHEMA 88.0 76.2
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4.2. Kalip Molekiliin (L-Phe) Polimerden Uzaklastirilmasi

Kalip molekdl L-Phe’nin desorpsiyonu %50 (v/v) etilen glikol sulu ¢ozeltisi ile
yapiimigtir. Fonksiyonel monomer ve kalip molekul orani 1:1 oraninda hazirlanan
MIP-A ve MIP-A2 (% 91) kriyojellerinde MIP-B (% 47.2) ve MIP-C (%43.0)
kriyojellerine gobre daha iyi desorpsiyon sonucu elde edilmistir. Ortamdaki
fonksiyonel monomer oraninin artmasiyla kalip molekille etkilesim derecesinin
artmasi sonucunda hedef molekil kaliptan daha diusuk oranlarda uzaklastirilmigtir
(Uzun ve ark., 2009). Bunun sonucu olarak dusuk mol oranina (1:1) sahip MIP-A
ve MIP-A2 kriyojelinden yuksek oranda kalip molekul uzaklagtiriimigtir.

4.3. L-Phe Adsorpsiyon-Desorpsiyon Caligmalari
4.3.1. pH Degisiminin Adsorpsiyona Etkisi

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde ortam pH’st 0Onemli bir ayirma
parametresidir. pH degerindeki artis hidrofobik etkilesimlerin azalmasina neden
olur. Diger taraftan pH degerinde azalma hidrofobik etkilesmede belirgin bir artisla
sonuglanir (Ozkara, 2009). L-Phe’nin en yiiksek adsopsiyon gosterdigi pH degerini
belirlemek Uzere adsorpsiyon calismalari pH 4-7 arahdinda gergeklestirilmistir.
Sekil 4.4.’da goruldugu Uzere en yuksek adsorpsiyon fenilalaninin izoelektrik
noktasi olan 5.48 degerinde gozlenmistir. Amino asitlerin izoelektrik noktalarinda
net yukleri sifirdir. Bu nedenle fonksiyonel monomer ve adsorplanan L-Phe
molekullerinin net yUklerinin sifir oldugu noktada adsorpsiyonun en yuksek
gOzlenmesi benzer yiuklerin itme etkisinin izoelektrik pH'da en aza indirgenmis
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu pH degerinin altindaki ve Uuzerindeki pH

deg@erlerinde L-Phe adsorpsiyonu dnemli oranda dusgmektedir.
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Sekil 4.4. pH degdisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisi. Polimer: MIP-A; L-Phe
derisimi: 1.5 mg/mL; akis hizi: 1 mL/dk; adsorpsiyon zamani: 2 saat; T: 25 °C.

4.3.2. L-Phe Derigiminin Adsorpsiyona Etkisi

Farkli derisimlerde hazirlanan L-Phe c¢dzeltilerinin surekli sistemde L-Phe
baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellere (NIP, MIP-A, MIP-B, MIP-C ve MIP-A2)
adsorpsiyonu incelenmigtir. Adsorpsiyon kapasitesindeki degisim Sekil 4.5." de
goOrulmektedir. Sekilde goruldugu gibi ¢ozeltideki L-Phe miktari artmasi ile birim
(gram) kriyojel basina adsoplanan L-Phe miktari tim kriyojeller icin baslangigta
hizla artmakta ve yaklasik 1.5 mg/mL L-Phe derisiminde platoya ulasmaktadir. Bu
derisimden sonra L-Phe adsorpsiyonunda onemli bir artis gézlenmemistir. Bu
adsorpsiyon davranisinda beklenen bir durumdur. Derigimin artmasi ile
adsorpsiyon icin suriuci kuvvet olan derisim farki (AC) artmaktadir. Suaricl
kuvvetin artmasi ile adsorpsiyon kapasitesinde de artis gézlenmektedir. Ozellikle
L-Phe baskilanmig kriyojellerin adsopsiyon izotermlerinde baslangictaki keskin
egim, molekuler baskilama teknigi ile MIP kriyojelik yapida L-Phe’ye 6zgl olusan
kaviteler ile agiklanabilir. Baskilanmig ve baskilanmamig kriyojeller icin maksimum
adsorpsiyon miktari sirasiyla NIP igin 4.62; MIP-A icin 10.16; MIP-B igin 3.81; MIP-
C icin 5.08 ve MIP-A2 i¢in 24.13 mg/g’dir.
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Sekil 4.5. L-Phe derigiminin adsorpsiyona etkisi. Akis hizi: 1 mL/dk; pH: 5.48;
adsorpsiyon suresi: 2 saat; T: 25°C.

4.3.3. Akis Hizinin Adsorpsiyona Etkisi

Akis hizinin adsorpsiyon miktarina etkisi 0.5-3.0 mL/dk araliginda incelenmisgtir.
MIP-A2 kriyojeli ile L-Phe c¢oOzeltisi belirlenen akis hizlarinda surekli sistemde
gegcirimigtir.  Akis hizinin adsopsiyon kapasitesine etkisi Sekil 4.6° da
gOsterilmektedir. Sekilde de goruldigu gibi akis hizinin artmasi ile adsorplanan L-
Phe miktari buyuk oOl¢cide azalmaktadir. Calisilan en dusuk akis hizi olan 0.5
mL/dk’da 24.13 mg/g L-Phe adsorpsiyonu goézlenirken, en ylksek akis hizi
seviyesi olan 3.0 mL/dk’da adsorpsiyon miktari %33.8 azalarak 8.15 mg/g L-Phe
olarak go6zlenmektedir. Akis hizi degisiminin adsorpsiyon miktarina etkisi su
sekilde aciklanabilir; akis hizinin artmasi ile L-Phe’nin kolanda alikonma zamani
kisalmaktadir. Sonugta L-Phe amino asitinin MIP kriyojel ile etkilesim suresi ve
olasihgl azalacagi icin adsorpsiyon kapasitesinde onemli olgude dusme gozlenir
(Ozkara ve ark., 2008).
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Sekil 4.6. Adsorpsiyon kapasitesine akis hizinin etkisi. Polimer: MIP-A2; L-Phe
derisimi: 1.5 mg/mL; pH: 5.48; adsorpsiyon suresi: 2 saat; T: 25 °C.

4.3.4. Sicakhgin Adsorpsiyona Etkisi

Sicakligin artmasi daha kuvvetli hidrofobik etkilesimlere neden olur ve proteinlerin
adsorbente baglanmasi artar (Saylan ve ark., 2012). Sicakhdin artmasi, dengeyi
dizenli su formundan serbest su formuna kaydirir, bdylece suya maruz kalan
hidrofobik yUzeyler azaltiir. Sudaki hidrofobik ¢o6zunenlerin etkilesimi icin
gelistirilen teorilere dayanarak, Hjerten proteinlerin hidrofobik adsorbentlere
baglanmalarinin entropi ile yurataldidgana belirtmistir (AG = AH — TAS). Bu da
etkilesimin sicaklik artisi ile arttigini géstermektedir (Ozkara, 2009). Sekil 4.7." de
MIP-A2 kriyojele L-Phe adsorpsiyonuna sicakhgin etkisi verilmigtir. Sekilden de
goruldugu gibi MIP-A2 kriyojele L-Phe adsorpsiyonu, c¢alisilan sicaklik
degerlerinde sicakhgin artmasi ile 6nemli oranda artmigtir. Dusuk sicaklikta (4°C)
g6zlenen L-Phe adsorpsiyonu 16.5 mg/g iken 40°C’da bu deger 34.3 mg/g olarak
bulunmustur. Sicakligin artmasiyla, sentezlenen L-Phe baskilanmis MIP-A2
kriyojelleri Uzerine L-Phe adsorpsiyon kapasitesindeki bu artis, hidrofobik ligand
fenilalanin ile L-Phe arasindaki baglanmanin hidrofobik dogasini géstermektedir.
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Sekil 4.7. Sicaklik dedisiminin L-Phe adsorpsiyonuna etkisi. Polimer: MIP-A2; L-
Phe derisimi: 1.5 mg/mL; akis hizi: 1 mL/dk; pH: 5.48; adsorpsiyon suresi: 2 saat.

4.3.5. iyonik Siddetin Adsorpsiyona Etkisi

Tuz derisiminin L-Phe’in adsorpsiyonuna etkisi Sekil 4.8’ de gorulmektedir. Sulu
cozeltide NaCl derisiminin 0.001’den 0.1 M’ye artisi ile L-Phe adsorpsiyon miktari
24.15 mg/gdan 25.75 mg/g polimere artmaktadir. Hidrofobik etkilesimde
dengeleme tamponu ve ornek c¢oOzeltisine yuksek derisimde cesitli tuzlarin
eklenmesi ligand ve adsorplanan molekul etkilesmesini baslatir. Tuzlarin etkileri,
proteinlerin ¢okturtlmesi veya bunlarin suyun molal yuzey gerilimini artirici olumlu
etkileri Hofmeister serileri ile aciklanabilir (Pahlman ve ark., 1977; Roe, 1989). Bu
etkiler, hidrofobik etkilesimi baglatan kozmotropik tuzlara (amonyum sulfat gibi) ve
hidrofobik etkilesimi azaltan kaotropik tuzlara baghdir. Sekil 4.9’ da farkh tuzlarin
[0.1 M NaCl, Nay(SO,;) ve (NH4).S0O4], L-Phe adsorpsiyonuna etkisi
gosterilmektedir. Tuzlarin suyun molal yuzey gerilimine bagil etkilerine baglh olarak
L-Phe adsorpsiyonu NaCl, Nay(SO4) ve (NH4).SO, igin sirasiyla 24.98; 26.26;
26.51 mg/g olarak artig gostermektedir. Bu sonuglar ligand MAPA ve L-Phe
arasindaki etkilesimlerin hidrofobik etkilesim oldugunu dogrulanmaktadir.
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Sekil 4.8. lyonik siddetin L-Phe adsorpsiyonuna etkisi. Polimer: MIP-A2; L-Phe
derigimi: 1.5 mg/mL; akis hizi: 1 mL/dk; pH: 5.48; adsorpsiyon suresi: 2 saat; T: 25

°C.
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27

26,5

N
[e)}

25,5

N
ul

24,5

24

NacCl

(NH4)2S04

ol

Na2S04

Sekil 4.8. Farkli tuz tiplerinin L-Phe adsorpsiyonuna etkisi. Polimer: MIP-A2; L-Phe
derisimi: 1.5 mg/mL; akis hizi: 1 mL/dk; pH:5.48; adsorpsiyon suresi: 2 saat; T: 25

°C.

46



4.3.6. Adsorpsiyon izotermleri

Molekullerin bir ylzeye baglanmasi islemi adsorpsiyon olarak adlandirilir.
Desorpsiyon adsorbe olan molekuliun yuzeyden uzaklagtiriimasidir. Fiziksel ve
kimyasal olmak Uzere iki tip adsorpsiyon vardir. Genellikle, bir molekul eger 10
kcal/mol’ den daha az enerji ile baglanirsa fiziksel olarak adsorplanir ve 10
kcal/mol’ den daha fazla enerji ile baglanirsa kimyasal olarak adsorbe edilir.
Kemisorpsiyonda, van der Waals glcu fiziksel baglanmadan (ylzeye spesifik
degil) sorumlu iken, dogrudan kimyasal bag (spesifik yuzey) ile iliskilidir. Bu
calismada, L-Phe baskilanmis poli(HEMA/MAPA) kriyojele L-Phe adsorpsiyonu
calisiimistir. Bu olay bir kati-sivi adsorpsiyon islemidir. Adsorpsiyon izotermi her
bir molekulin adsorbent ile etkilesimini karakterize etmek icin kullaniimaktadir.
Adsorpsiyon izoterminde iki faz dengede oldugu zaman kati fazda adsorplanan
amino asitin miktari ve ¢odzeltide amino asit derisimi arasinda bir iligkili saglar.
Deneysel izotermler verilen bir uygulama igin surecin adsorpsiyon kapasitesini, en
uygun adsorbent secimi ve gerekli olan adsorban miktarini tanimlamak igin
kullaniimaktadir. Adsorpsiyon izotermleri ek olarak adsorpsiyon isisi gibi
termodinamik parametrelerin teorik olarak degerlendirilmesi icin kullanilabilir.

Cesitli denge modelleri adsorpsiyon izotermi iliskisini agiklamak icin gelistirilir.

Adsorpsiyon isisi yuzey iceriginden bagimsizdir. Adsorbe molekuller arasinda
yanal (lateral) etkilesim yoktur. Tum adsorpsiyon bdlgeleri aminoasit molekulu igin

ayni afiniteye (ilgiye) sahiptir.

Langmuir adsorpsiyon izotermi icin asagidaki varsayimlar turetilmistir; eneriji
bakimindan sabit sayida es deg@er iyi tanimlanmis bolgelerde sadece tek tabaka
adsorpsiyonu gercgeklesir, adsorpsiyon komsu bolgelerdeki adsorbe molekiller

arasinda etkilesim olmayacak sekilde yerlegir.

Surekli sistem deneyleri boyunca, adsorpsiyon izotermleri L-Phe baskilanmig
poli(HEMA/MAPA) kriyojellere L-Phe adsorpsiyon ozelliklerinin degerlendiriimesi
icin kullanilir. Langmuir adsorpsiyon izotermi, Esitlik 4.1 ile tanimlanir. Denge
verilerinin esitlige uygulanmasiyla dogrusal bir grafik elde edilmesi, asagidaki
esitlikle tanimlanan Langmuir modelinin bu sistemlere uygulanabilecegini

gOstermektedir:
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Q = Qmax- b . Ceq/ (1 + bCeq) (4.1)

Bu esitlikte Q adsorbente baglanan L-Phe miktari (mg/g), Ceq ¢Ozeltideki denge L-
Phe derisimi (mg/mL), b Langmuir sabiti (mL/mg) ve Qmax adsorpsiyon

kapasitesini (mg/g) gostermektedir. Bu denklem 4.2 esitligindeki gibi turetilebilir.

1/Qeq = 1/(Qmax.b)(1/Ceq) + 1 /Qmax 4.2)

Maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Qmax) deneysel verilerden L-Phe baskilanmis
poli(HEMA/MAPA) kriyojel sistemi icin 24.14 mg/g olarak bulunmustur. Teorik
adsorpsiyon kapasitesi L-Phe baskilanmis poli(HEMA/MAPA) kriyojel sistem igin
29.4mg/g; Langmuir sabiti 0.923 ml/mg, korelasyon katsayisi (R?) ise 0.923'diir
(Tablo 4.3.). Korelasyon katsayisi Langmuir adsorpsiyon modelinin bu sisteme

uygun oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.9. L-Phe baskilanmis poli(PHEMA/MAPA) kriyojel sistemi igin Langmuir
adsorpsiyon izotermi.
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Freundlich izotermi de adsorpsiyon dengesini tanimlayan en eski esitliklerdendir
(Casey ve ark., 1997). Freundlich esitligi, adsorbente adsorpsiyon enerjisinin
komsu baglanma bodlgelerinin dolu olup olmadigina bagl olarak degistigini

varsayar. Deneysel esitlik asagidaki sekildedir;

Qeq= QfCeqlln (4.3)

Bu esitlikte Qq adsorpsiyon miktari (mg/g), Cq ¢ozeltideki analit derigsimi (mg/mL)
dir. Qs ve 1/n sirasiyla adsorpsiyon kapasitesini ve adsorpsiyon siddetini gosteren
Freundlich sabitleridir. Bu esitlik her iki tarafin logaritmasi alinarak daha kullanisli

hale getirilebilir:

Deneysel verilerin Freundlich modeline uygunlugu da incelenmistir. Bu amacla
INCeq'nin INQeq'ye karsi grafigi cizilmigtir (Sekil 4.10). Grafigin dogrusal gikmasi
Freundlich adsorpsiyon izoterminin uygulanabilirligini gosterir. Adsorpsiyon
sabitleri kesim noktasi ve egimden hesaplanabilir. Q; ve n cesitli cevresel

faktorlere bagli olarak degisen deneysel sabitlerdir ve n birden buyuktur.

y =0,7093x + 2,7288

R?=0,9289 3,51
PR

In Ce

fa)
\%4

-3 -2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 15

In Qe

Sekil 4.10. L-Phe baskilanmig poli(HEMA/MAPA) kriyojel igin Freundlich
adsorpsiyon izotermi.
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Langmuir ve Freundlich izotermleri icin hesaplanan degerler Cizelge 4.3’te
verilmigtir. Korelasyon katsayilarindan adsorpsiyon igleminin Langmuir modeli ile
tanimlanabilecegi gorilmektedir. Langmuir sabiti degeri (Qmax) deneysel verilerle
uyusmaktadir. Diger taraftan Q; ve n degerleri sulu ortamdan L-Phe’in kolayca
ayrilabildigini ve dolayisiyla tercihli adsorpsiyonu gosterir. Q; degeri adsorbentin
adsorpsiyon kapasitesinin bir gostergesidir; edim, 1/n, adsorpsiyon kapasitesine
derisimin etkisini gostermektedir ve adsorpsiyon siddetini ifade eder. Cizelgeden

goruldugu uzere n degerleri adsorpsiyon iglemi igin yeterince yuksektir.

Tablo 4.3. MIP kriyojel icin Langmuir ve Freundlich izoterm sabitleri.

Polimer | Deneysel Langmuir Freundlich
kodu

Qden Qmax b R2 Qs 1/n R2

(mg/g) (mg/g) | (mL/mg)
MIP-A2

24.14 29.4 0.923 0.967 | 15.31 0.709 0.9289

4.3.7. Adsorpsiyon Kinetigi

Adsorpsiyon kinetiginin anlagiimasi ile etkin adsorbent-adsorban temas suresi yani
alikonma suresi bulunur. Adsorpsiyon igleminin hizina etki eden adsorpsiyon
basamaklarinin anlasilmasi icin dnemli bir adimdir (Ho ve ark.,1999). Kinetik
model kimyasal reaksiyon ve kutle transferi gibi adsorpsiyon sirecinin kontrol
mekanizmasini tanimlamak igin kullanilir. Kinetik model deneysel verileri test
etmek igin de kullanilimaktadir. Pseudo-birinci ve ikinci-dereceden esitlikler kinetik
modellerdir ve Olgulen derisimlerin adsorbent ylzey derisimine esit oldugunu
belirlemek icin kullanilabilir. Lagergren birinci derece esitlik bir sivi ¢ozeltiden
¢6zunenin adsorpsiyonu igin genis ¢apta kullanilir (Cheung ve ark., 2001). Esitlik

asagidaki sekilde sunulabilir;

dqt/di=K1(0eq-0l) (4.5)
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Esitlikte k; pseudo-birinci derece adsorpsiyon hiz sabiti (dk™), Jeq VE Q; SIrasiyla
denge zamaninda ve herhangi bir t aninda adsorplanan miktari (mg/g)
gOstermektedir. t = 0'da q; = 0 ve t = t aninda q; = q; sinir kosullarin uygulanip

integralinin alinmasi;

log[deq/(deq-ar)]= (Kit)/2.303 (4.6)

esitligini vermektedir. Esitlik 4.6 tekrar duzenlenerek dogrusallastirilabilir:

l0g(deq-0r)= 109(eq) - (Kit)/2.303 (4.7)

log(geq)’'e  karsi t grafiginin  dogrusalligr  kinetik modelin uygulanabilirligini
gostermektedir. Gergek birinci-derece iglemde log(deq), t'ye karsi log(Qeq-Qr)

grafiginin kesim noktasina esit olmalidir.
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Sekil 4.11. Birinci dereceden adsorpsiyon kinetigi
Adsorpsiyon denge kapasitesine dayali pseudo-ikinci derece esitlik asagidaki

sekilde verilebilir:
dgi/d; = ka2 (Qeq-qt)® (4.8)

Esitlikte k. pseudo-ikinci derece hiz sabitidir (g.mg™*.dk™). Esitlik 4.6 ya t = 0 da

gt=0 ve t = t'de q; = q; sinir kosullarinin uygulanmasi ile;
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1/(deq-0)] = (1/Qeq) + Kot

esitligi elde edilir. Bu esitligin dogrusal hali:

(U/0)=(1/K20eq”)+(1/0eq)t

.

9)

(4.10)

ikinci derece kinetigin uygulanabilir olmasi igin t/q; ye karsi t grafiginin dogrusal

olmasi gereklidir. Hiz sabiti (k2) ve denge adsorpsiyonu (geq) Stirasiyla kesim

noktasi ve egimden elde edilebilir.

Zaman, Dakika
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Sekil 4.12. ikinci dereceden adsorpsiyon kinetigi

Basl Deneysel | Birinci Derece Kinetik ikinci Derece Kinetik
Polimer | ~23:angdi¢
kodu Derigimi
(mg/mL) Ueq K1 Qeq RZ ko Oeq R2
(mg/q) (1/dk) | (mg/q) (9/mg.dk) | (mg/g)
MIPAZ L 15 12414 |0133 |1664 |08 |60810% |361 |70

Tablo 4.4. Birinci ve ikinci dereceden adsorpsiyon kinetigi verileri.
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4.3.8. Segicilik Deneyleri

MIP-A2 ve NIP kriyojelleri ile segicilik deneyi D-Phe, L-Trp ve D-Trp (Sekil 4.14)

amino asitleri

ile yapilmistir.

Her bir amino asit NIP ve MIP-A2 kriyojel

membranlarla surekli sistemde etkilestirimis ve alinan bagslangic ve sonug

¢Ozeltileri ile adsorplanan derigsim miktarlari belirlenmistir. Yarismaci amino asitler

ile adsorpsiyon deneylerinin sonuglari Sekil 4.14. te godsteriimis ve Kd ve k

degerleri Tablo 4.5." de 6zetlenmistir.

O

-~ "OH
NH,

D-Fenilalanin (D-Phe)

o)
OH
A\
J NH
H

L-Triptofan (L-Trp)

0
" “OH
Y fH
N 2
H

D-Triptofan (D-Trp)

Sekil 4.13. Kullanilan amino asitlerin molekuler yapilari.

Tablo 4.5. L-Phe’ye gore D-Phe, L-Trp ve D-Trp igin K4 ve k degerleri.

Molekal NIP MIP-A2

Kd (mL/g) k Kd k K’
L-Phe 4.78 - 28.63 - -
D-Phe 3.99 1.20 3.75 7.63 6.32
L-Trp 0.72 6.63 1.0 28.42 12.92
D-Trp 2.18 2.2 02.37 12.07 1.81
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Sekil 4.14. NIP ve MIP-A2 kriyojelleri ile segicilik deneyi. Amino asit derisimi: 1.0
mg/mL; akis hizi: 1 mL/dk; pH: 5.5; adsorpsiyon suresi: 2 saat; T: 25 °C.

Bu sonucglara gore L-Phe baskilanmis poli(HEMA/MAPA) kriyojelin D-Phe, L-Trp
ve D-Trp igin L-Phe’ye gore Ky degerleri baskilanmamis adsorbente yarigsmaci
amino asitlerin L-Phe’ye gbre adsorpsiyonu icin elde edilen Ky degerlerine gore
daha yuksektir. Bagil segicilik katsayisi, L-Phe baskilanmig tanima bdlgelerinin
afinitesini  gostermektedir. Sonuglar L-Phe baskilanmis polimerin  L-Phe
molekullerine D-Phe’ye gore 6.32 kat, L-Trp molekullerine gore 12.92 kat ve D-Trp
molekullerine gore 1.81 kat daha segici oldugunu goéstermektedir. Bu sonuglardan
hazirlanan L-Phe baskilanmig kriyojel membranin fenil alanin amino asitinin D ve
L-enantiyomerlerinin ayrilmasinda etkili bir adsorbent oldugu soylenebilir.
Hidrofobik bir amino asit olan diger yarismaci amino asit triptofanin, icerdigi indol
halkas! ile baskilanmis polimerde L-Phe’ye 6zgu olusturulan kavitelere yapisal

olarak uyumlu olmamasi, segiciligin daha ylksek olmasini (12.92 kat) ac¢iklayabilir.

4.3.9. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Bir biyoafinite destek malzemesinde (adsorbentinde) aranilan dnemli 6zelliklerden
biri de, bu malzemenin defalarca tekrar tekrar kullanilabilmesidir. Rejenerasyon

veya tekrar kullanilabilirlik olarak tanimlanan bu 6zellik, ayirma igleminin maliyetini
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onemli Ol¢cide azaltan bir etmendir. Poli(HEMA/MAPA) kriyojellerin tekrar
kullanilabilirligi ayni kriyojel membranin 10 kez tekrarlanan adsorpsiyon-
desorpsiyon islemi ile gosterilmistir (Sekil 4.15.). Her adsorpsiyon-desorpsiyon
islemi sonrasi sterilizasyon icgin kriyojel membranlar 30 dk deyonize su ile
yikanmistir. Desorpsiyon ve sterilizasyon islemleri sirasinda polimerik yapidan
MAPA sizmasi gozlenmemistir. 10 kez tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon
islemleri sonrasinda adsorpsiyon kapasitesinde kullanilan desorpsiyon ajani igin

kayda deger bir azalma gbézlenmemisgtir.
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Sekil 4.15. L-Phe baskilanmig MIP-A2 kriyojelinin tekrar kullanilabilirligi. L-Phe
derisimi: 1.5 mg/mL; akis hizi; 1 mL/dk; pH:5.48; adsorpsiyon suresi: 2 saat; T:
25°C.
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5. SONUCLAR

Bu calismada, L-fenilalanin’in tanimasi i¢in L-Phe baskilanmis poli(HEMA/MAPA)
supermakrogdzenekli kriyojeller sentezlenmis ve L-Phe’nin adsorpsiyon isleminde

kullanilmistir. MIP kriyojellerin yiizey alani 36.2 m?/g olarak hesaplanmistir.

MAPA’nin polimerik yapiya katildigi FTIR spektrumlari alinarak gosterilmistir. Hem
PHEMA hem de poli(HEMA/MAPA) kriyojelin yapisindaki -OH gruplarinin geriime
titresimi sirasiyla, yaklasik 3400 cm™ civarinda gdézlenmistir. Poli(HEMA/MAPA)
kriyojellerin FTIR spektrumunda yaklagik 748 cm™ civarinda gériilen band ise,

polimerik yapiya giren MAPA yapisindaki aromatikligin bir gostergesidir.

Oncelikle L-Phe baskilanmamis ve baskilanmig kriyojeller sentezlenmistir. MIP-A,
MIP-B ve MIP-C farkh MAPA oranlari belirlenerek sentezlenmigtir. Adsorpsiyon
islemlerinden 6nce kriyojellerin % desorpsiyon oranlarinin belirlenmesi iglemleri
yapilmistir. En iyi desorpsiyon 1:1 (kalip molekil/monomer) oranda MIP-A
kriyojelinde elde edilmistir. Daha sonra kavite miktarinin belirlenmesi icin 1:1
oranda 2.5, 5 ve 10 kat fazla miktarda kriyojeller sentezlenmistir. Fakat MAPA
monomerinin ¢ézinmemesi Uzerine sadece 2.5 kat fazla miktarda kullanilarak
MIP-A2 kriyojeli sentezlenmis ve tum c¢alismalar bu kriyojel Uzerinden

yuratulmastar.

L-Phe baslangi¢ derisiminin L-Phe adsorpsiyonuna etkisi deneylerinde, ¢dzeltideki
L-Phe derisiminin artmasiyla, MIP kriyojeller tarafindan birim kitle basina
adsorplanan L-Phe miktari, calisilan surekli sistemde 1.5 mg/mL’den dusuk
derisimlerde artmig, daha sonra dengeye ulasmistir. NIP kriyojellerde non-spesifik
L-Phe adsorpsiyonu ihmal edilebilir duzeydedir (4.62 mg/g).

MIP-A kriyojel membranlarda pH etkisi deneylerinde pH 5.48 de L-Phe amino
asitinin adsorpsiyon kapasitesi 6nemli olgude artmistir. TUm adsorpsiyon
calismalari bu pH degeri Uzerinden yuruttlmustar. Surekli sistemdeki ¢calismalarda
maksimum L-Phe adsorpsiyonu 1.5 mg/mL derisim icin 24.13 mg/g olarak

bulunmustur.
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Akis hizinin degisimi de L-Phe adsorpsiyon kapasitesine etki gostermigstir. Akis
hizi 0.5 mL/dk’dan 3.0 mL/dk’ya arttirilirken L-Phe adsorpsiyon kapasiteside 24.13
mg/g’dan %33.8 oraninda azalarak 8.15 mg/g’a digsmustir. Bu azalmanin sebebi
kalip molekul L-Phe’in MAPA monomeri ile daha az etkilesme slresine sahip

olmasina baglidir.

Adsorpsiyona sicaklik etkisi deneylerinde hidrofobik etkilesimin sicaklik artigi ile
arttigi  gézlenmistir. MIP kriyojellerin adsorplanan L-Phe miktari sicakligin
artmasiyla 6nemli oranda artmistir. DusUk sicaklikta (4°C) go6zlenen L-Phe

adsorpsiyonu, 16.51 mg/g iken 40°C’da bu deger 34.30 mg/g olarak bulunmustur.

lyonik siddet etkisi deneylerinde NaCl tuzunun farkli derisim oranlari (0.001-0.1M)
kullanilarak L-Phe adsorpsiyon sonucuna etkisi NaCl derisimi arttikca arttigi
g6zlemlenmistir. 0.001 M NaCl de L-Phe adsorpsiyon derisimi 24.13 mg/g’dan 0.1
M NaCl de 25.75 mg/g’a arttigi gozlemlenmistir. Farkh iyonik siddet tipleri
kullanilarak da L-Phe’in adsorpsiyon derigsimi etkisi incelenmigtir. NaCl, Na,SO,4 ve
(NH4)2SO4 tuz cesitleri kullanilarak L-Phe’in adsorpsiyon derisim degisimi
incelenmistir. Burada Hofmeister serisi goz énlne alinarak Na;SO4 > (NH4)2SO4>
NaCl hidrofobik etkilesimi arttigi yonde L-Phe’in adsorpsiyon derigsiminde de artis

go6zlenmigtir.

Langmuir adsorpsiyon izotermi, poli(HEMA/MAPA) kriyojellerine  L-Phe
adsorpsiyonu galigsmalari igin lineer bir dogru vermistir ve bu dogrunun korelasyon
sabiti (R?) sentezlenen kriyojeller icin 0.97 olarak hesaplanmistir. Langmuir sabiti,
b= 0.923 mL/mg ve maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Qmax) degeri 29.4 mg/g

olarak hesaplanmistir.

Segicilik deneyleri L-Phe igin hazirlanan NIP ve MIP-A2 kriyojelinde D-Phe, D-Trp
ve L-Trp amino asitleri ile incelenmigtir. Sonuglar L-Phe baskilanmig polimerin L-
Phe molekullerine D-Phe’ye gore 6.32 kat, L-Trp molekullerine gore 12.92 kat ve
D-Trp molekullerine gore 1.81 kat daha segici oldugunu gdstermektedir. Bu
sonuglardan hazirlanan L-Phe baskilanmis kriyojel membranin fenil alanin amino
asitinin D ve L- enantiyomerlerinin ayrilmasinda etkili bir adsorbent oldugu
sdylenebilir. Hidrofobik bir amino asit olan diger yarismaci amino asit triptofanin,
icerdigi indol halkasi ile baskilanmis polimerde L-Phe’ye 06zgu olusturulan
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kavitelere yapisal olarak uyumlu olmamasi, segiciligin daha ylksek olmasini
(12.92 kat) aciklayabilir.

Desorpsiyon deneylerinde, desorpsiyon ajani olarak %50 etilen glikol/su ¢ozeltisi

kullanilmig, 10 dongu boyunca adsorpsiyon-desorpsiyon iglemi tekrar edilmistir.

Desorpsiyon orani yaklasik olarak %90 olarak hesaplanmistir.
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6. YORUM

Bu calismada L-Phe taninmasina yonelik L-Phe baskilanmis kriyojeller farkh
polimerizasyon oranlarinda membran formunda sentezlenerek afinite kartuslari
hazirlanmis ve karakterizasyonlarinin ardindan surekli sistemde adsorpsiyon
deneyleri gerceklestirilmistir. Yeni nesil kromatografik destek malzemesi olarak
kullanilan kriyojeller genis gdzenekleri sayesinde akis direncinin dusuk olmasi ve
kolay hazirlanabilmeleri nedeniyle tercih edilmistir. Adsorpsiyon kosullarinin
optimize edilmesi amaciyla ortam pH’si, sicaklik, L-Phe derigimi, iyonik siddet ve
iyon turd gibi parametrelerin etkileri incelenerek hazirlanan L-Phe baskilanmis
kriyojel membranlarin en yuksek etkinlik gosterdigi kosullar belirlenmistir.
Belirlenen bu kosullarda farkli yarismaci amino asitler kullanarak baskilamanin
etkinligi incelenmigtir. Elde edilen sonuglar hazirlanan molekuler baskilanmis
kriyojel membranlarin, bu calismada hedeflendidi sekilde, fenilalaninin D ve L
enantiyomerlerini yeterli secicilikte ayirabildigini gostermektedir. Ayrica hidrofobik
yapidaki diger bir amino asit olan triptofanin da hazirlanan L-Phe baskilanmis
kriyojel membranlara dusik baglanma orani yapidaki L-Phe’ye segici kavitelerin
varligina isaret etmektedir. Calisma sonucunda L-Phe’ye segici, tekrar kullanilabilir

bir adsorbent elde edilmistir.
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