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OZET

YUZEY BASKILAMA YONTEMIYLE SECICI ADSORBENTLERIN
HAZIRLANMASI, KARAKTERIZASYONU VE KROMATOGRAFIK
UYGULAMALARI

KADIR EROL
Doktora Tezi, Kimya Bolimu
Tez Danismani: Dog. Dr. Lokman Uzun

Agustos 2014, 101 sayfa

Yizey baskilanmis polimerler, giinimiizde ¢ok cesitli alanlarda kendine yer bulan sentetik
adsorbentler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu calismada, Cu(ll) iyonunun ve model
proteinin (lizozim), sulu ¢ozeltilerden Cu(ll) ve lizozim yuzey baskilanmis poli(HEMA-
GMA) kriyojeller ile adsorpsiyonu kesikli sistem ile arastiriimistir. Polimerik yapida ligand
olarak polietilenimin (PEI) molekullt kullanilmistir. Cu(ll) iyonunun yapiya baglanmasi
elektrostatik etkilesimler vasitasiyla gerceklestirilmis olup yapiya baglanan Cu(ll) iyonlari
sayesinde lizozim proteininin adsorpsiyonu saglanmistir. Hazirlanan poli(HEMA-GMA)
kriyojeller; Fourier donusumlu infrared spektroskopisi (FTIR), taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve bilgisayarli mikrotomografi (UCT) ile karakterize edilmistir.
Adsorpsiyondan onceki ve sonraki Cu(ll) iyonlarinin miktari atomik absorpsiyon
spektrometresi (AAS) ile lizozim iyonlarinin miktari ise UV-gorinir spektrofotometresi ile
Olctilmustir. Hem Cu(Il) iyonu hem de lizozimin adsorpsiyon kapasitelerine pH’in, temas
sliresinin, baslangi¢c derisiminin, sicakhdin ve iyonik siddetin etkisi kesikli sistemde
incelenmistir. Belirlenen optimum kosullar altinda Cu(ll) iyonu icin en yuksek adsorpsiyon
kapasitesi 2540.0 pg/g polimer, lizozim igin ise 10270.0 pg/g polimer olarak hesaplanmistir.
Cu(I1) baskilanmis yapinin Cu(ll) iyonuna karsi segicilik katsayisi; Co(ll), Ni(1l), Cd(I1) ve
Pb(11) iyonlar karsi, yarismasiz ve yarismali ortamlarda oldukga yiksek bulunmustur. Yine

ayni sekilde lizozim baskilanmis polimerin lizozime karsi secici oldugu, sitokrom ¢ ve sigir



serum albumini (BSA) proteinlerine karsi tespit edilmistir. Ayrica Cu(ll) ve lizozim
baskilanmis kriyojellerin Cu(ll) ve lizozim baskilanmamis kriyojellere karsi bagil segicilik
katsayilari da hesaplanmistir. Cu(ll) ve lizozim i¢in matematiksel modellemeler uygulanmis

adsorpsiyon kinetiklerinin yalanci-ikinci derece modele uygun oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Yuzey baskilama, Cu(ll), lizozim, kriyojel, polietilenimin, metakriloil-

benzotriazol.



ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF SPECIFIC
ADSORBENTS VIA SURFACE IMPRINTING APPROACH AND
THEIR CHROMATOGRAPHIC APPLICATIONS

KADIR EROL
Philosophy of Doctorate, Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Lokman Uzun

August 2014, 101 pages

Today, surface imprinted polymers emerge as synthetic adsorbents with application in
several areas. In this study, adsorptions of Cu(ll) ion and model protein (lysozyme) from
aqueous solution were investigated using Cu(ll) ion and lysozyme imprinted poly(HEMA-
GMA) cryogels via batch wise experiments. Polyethyleneimine (PEI) was used as ligand for
the polymeric structure. Binding of Cu(ll) ions into the structure was achieved via
electrostatic interactions and adsorption of lysozyme was performed under favor of Cu(ll)
ions bounded to the structure. Characterization of poly(HEMA-GMA) cryogels was
conducted via Fourier transformed infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron
microscopy (SEM) and microcomputerized tomography (UCT). The amount of Cu(ll) ions
before and after adsorption process was estimated using atomic absorption spectroscopy
(AAS) whereas that of lysozyme molecules was determined using UV-visible spectroscopy.
Effect of pH, interaction time, initial concentration of target molecule, temperature and ionic
strength on the adsorption of both Cu(ll) ions and lysozyme were determined through batch
system. Under optimum conditions, maximum adsorption capacity for Cu(ll) ions and
lysozyme were determined as 2540.0 pg/g and 10270.0 pg/g polymer respectively.
Selectivity coefficient of Cu(ll) imprinted structure for Cu(ll) ion is quite high as compared
to that for Co(ll), Ni(ll), Cd(I1) and Pb(Il) ions under both noncompetitive and competitive

manners. Similarly, determination of selectivity coefficient of lysozyme imprinted polymers



for lysozyme was conducted with respect to cytochrome ¢ and bovine serum albumin (BSA).
Moreover, relative selectivity coefficients of Cu(ll) and lysozyme imprinted cryogels were
calculated with respect to nonimprinted cryogels. Mathematical models for the adsorption
pattern of Cu(l1) and lysozyme were applied and Langmuir adsorption isotherm and pseudo-

second order model of the kinetics were determined to be suitable for both analysis.

Key Words: Surface imprinting, Cu(ll), lysozyme, cryogel, polyethyleneimine,
methacryloyl benzotriazole.
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1. GIRIS
Hastaliklarin teshisi, tedavinin izlenmesi ve biyolojik sureclerinin aydinlatilmasinda ilgili
proteinlerin karmasik ortamlardan ayrilmasi ve saflastiriimasi temel problem olarak

siniflandiriimaktadir. Bu baglamda, proteinlerin dogal ortamlarindan saflastiriimasi icin

farkl yaklasimlar énerilmekte ve bu konudaki arastirmalar yogun sekilde strdirtlmektedir.

Hedef protein molekdllerinin nitel ve nicel tayini icin gelistirilen yontemler son derece segici
olmahdir. Bu yontemlerde hedeflenen proteinler Kklinik hastaliklarin  tedavisi,
biyoreaktorlerin kontrolli, organizma ve zehirlerin tayini gibi cok cesitli alanlarda
kullaniimaktadir [1]. Antijen ve antibadiler arasindaki spesifik etkilesimlere dayali olan
immuno-analizler, biyolojik 6rneklerdeki proteinlerin nitel ve nicel analizlerinde
kullaniimaktadir [2]. Antibadiler; spesifiklik, secicilik ve kolay kullanim gibi gereklilikleri
karsilamasina ragmen hala bircok temel sinirlamalara sahiptir. istenilen antibadilerin

uretilmesi pahali, zor ve zaman alici olabilmektedir [3,4].

Bu acidan bakildiginda molekiler baskilanmis polimerler (MIP) gibi reseptér benzeri
sentetik malzemeler siklikla alternatif secenek olarak kullanilmaktadir [5-7]. Molekuler
baskilanmis polimerler, maliyet ve verimlilik olarak biyoreseptorlere iyi bir alternatif olarak
degerlendirilmekte olup cesitli sensér uygulamalarinda da kullaniimaktadir [8-10]. Enzim,
antibadi ve hormon reseptorler gibi biyolojik molekdllerin aksine molekiler baskilanmis
polimerler yliksek mekanik ve kimyasal kararlilik, kolay hazirlanma, tekrar kulanilabilme
potansiyeli ve dusuk Uretim maliyeti gibi 6nemli avantajlara sahiptir [6,17]. Molekuler
baskilama teknigine 1970’li yillarin baslarinda Wulff dnctluk etmistir [7,11]. Wulff ve
ekibinin yaptigi calismalar ile yapi Gzerindeki kavitelerde bulunan islevsel gruplar sentetik
bir reseptér gibi davranmaktadir [12]. Baskilanan yapinin fonksiyonel monomer ile
etkilesimine gore iki tip molekuler baskilama yontemi gelistirilmistir. Kovalent baskilama
[12,13] ve kovalent olmayan baskilama [14-18].

Molekdiler baskilanmis polimerler rasematlarin ayrilmasi igin, bir enantiyomerin kalip olarak
kullaniimasi gerekmektedir [19-26]. Arzu edilen secicilik saglanmasina ragmen daha gl
alikonulan enantiyomerin piki, baglanma ve birakma kinetiginin yavas olmasindan dolayi

genis c¢ikmaktadir. Bu sorun enantiyo-ayirmalarda kullanilan molekiler baskilanmis
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polimerler icin cok 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak daha sonralari
molekdler baskilanmis polimerler, hedef molekiller igin son derece secici adsorbentler
olarak bilim dinyasinda yerini saglamlastirmistir [30-36]. Analitlerine karsi spesifik
secicilige sahip olan molekiler baskilanmis polimerlerin ulastigr basari seviyesi, diger
yontemlerden hicbiri ile saglanamamistir. Daha sonraki calismalarda da daha yuksek
kesinlige ve daha dusik tayin limitine sahip sonuclar elde edilmis olup [34], calismalar;

biyoanaliz, biyosensor, gida ve ¢evre uygulamalarina kadar uzanmistir.

Gunlmizde kuguk molekillerden, protein gibi biyomakromalokillere kadar degisik
blyuklikteki ~ molekuller,  molekiler  baskilama  tekniginin  catisi  altinda
degerlendirilmektedir. Protein baskilama yontemine kendi icerisinde yigin, partikdl, epitop
veya aspira kismi ve yizey baskilama olarak degisik yaklasimlar gelistirilmistir. Yigin
baskilama, kiiglik molekillerin molekuler baskilanmasindan adapte edilmis olan geleneksel
bir yontemdir. Matriks y1gini icerisindeki ti¢ boyutlu baglanma bélgelerinin proteinin bitiini
icin sekil aldigi en basit molekiler baskilama teknigidir [35-38]. Diflizyonun yolunun
uzunlugunu en aza indirmesine ragmen yigin baskilama, can sikicl 6gitme ve eleme
islemlerini gerektirmekte ve bu durum diizensiz sekilli partikillerin olusmasina neden olarak
potansiyel baglanma bdlgelerine zarar vermektedir [39,40]. Emilsiyon ve suspansiyon
polimerizasyonu teknikleri ile dizgin sekilli (boncuk seklinde) partikillerin sentezi
mimkun olmaktadir [41-43].

Epitop veya aspira kism1 baskilamada, buylk polipeptit veya proteine bagh olan kiglk bir
yapisal element kullaniimaktadir [44-48]. Bu yontemde baskilama yapilirken hedef proteinin
kisa bir peptit dizisi kullanildigi icin 6nemli bir avantaj elde edilmektedir. Saf protein
molekdllerinin kararli formlarindan hedef peptit dizisini elde etmek zor oldugu icin, hedef
peptit dizisi dogal kaynaklardan temin edilmektedir. Ancak bu durum da epitoplarin rasyonel
secim problemini beraberinde getirmektedir.

Yizey baskilama yonteminde ise ya polimer yizeyinde ince bir film tabakasi meydana
getirilip y1gin baskilamaya benzer bir yaklasim uygulanmakta ya da hedef molekil, polimer
ylzeyine ¢ok yakin bir bolgeye baglanip daha sonra polimerizasyon islemi

gerceklestirilmektedir [49].



Bu tez calismasinda, Cu(ll) iyonunun ve lizozimin sulu ¢0zeltiden etkili bir sekilde ayrilmasi
icin poli(2-hidroksietil metakrilat-glisidil metakrilat), [poli(HEMA-GMA)], ylzey
baskilanmis secici adsorbentler hazirlanmistir. Calismanin ilk bélimdiinde, 2-hidroksietil
metakrilat ile glisidil metakrilatin reaksiyonundan poliHEMA-GMA) kriyojeli
sentezlenmistir. Bu kriyojel (zerine ligand olarak polietilenimin molekult baglanmistir.
Daha sonra mevcut yapi metakriloil benzotriazol (MA-Bt) ile reaksiyona sokulup, yapiya
tekrardan polimerlestirilebilir bir nitelik kazandiriimistir. Daha sonra yapiya Cu(ll) iyonlari
baglanmis olup yapi, akrilamid tabakasi ile tekrardan polimerlestirilmistir. Daha sonraki
yaklasimda (protein yizey baskilama), Cu(ll) adsorpsiyonunun hemen ardindan lizozim
adsorpsiyonu  yapilmis ve akabinde yilzeyde polimerizasyon benzer sekilde
gerceklestirilmistir (Sekil 1.1). Yizey baskilanmis poliHEMA-GMA) kriyojeller, FTIR,
SEM ve bilgisayarli mikrotomografi (UCT) ile karakterize edilmistir. Daha sonra,
poli(HEMA-GMA) kriyojellerinin degisik deneysel kosullarda kesikli sistemde Cu(ll) ve
lizozim adsorpsiyon ozellikleri arastiriimistir. Cu(ll) ve lizozimin desorpsiyonu ve tekrar
kullanilabilirligi de ayrica test edilmistir. Daha sonra ylzey baskilanmis poli(HEMA-GMA)
kriyollerinin Cu(ll) ve lizozim icin seciciligi arastirilmistir. Son olarak, adsorpsiyon
davranislari da arastirilmis ve uygun adsorpsiyon izotermleri ile analiz edilmistir. Deneysel

verilerin yalanci-birinci ve yalanci-ikinci derece kinetik modellemeleri uygulanmistir.
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Sekil 1.1. Cu(Il) ve lizozim yuzey baskilama islemlerinin sematik gésterimi.



2. TEMEL BILGILER

2.1. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, makromolekdller icin tanima, izole etme, ayirma ve saflastirma
islemleri icin oldukca yaygin kullanilan bir yéntemdir. Enzimler, antibadiler, hormonlar,
vitaminler, reseptorler, cok sayida protein ve glikoproteinler, hatta bakteriler, virtisler ve
hicreler afinite kromatografisi yontemi ile ayrilmakta ve saflastiriimaktadir [50-52]. Bu
yontemde spesifik molekiler tanimalar s6z konusudur [51,53-55]. Spesifik molekuler
tanima Ozelligine sahip molekiller suda c¢o6zinmeyen kati deste§e immobilize
edilmektedirler. Kati destek tizerine immobilize edilen ligand molekil sayesinde, bu liganda
eslenik olan hedef molekilin uygun kosullar altinda, segici kromatografik ayrimi
saglanmaktadir. Hedef molekiller daha sonra, ortamin pH, iyonik siddet ve sicaklik gibi
degerleri degistirilerek spesifik ¢oziculer veya serbest yarismaci ligandlar kullanilarak elte
edilmektedir (Sekil 2.1). Bu sekilde ligand ve hedef molekiil arasindaki baglar kirilmakta ve
hedef molekuller saf bir sekilde elde edilmektedir [55].

=" i ?

Desorpsiyon

eweIA

g—- Coziinebilir ligand ile
g_-) ‘{edilmigtampon ¢ozeltiile

Sekil 2.1. Afinite kromatografisinin sematik gosterimi.

Butlin biyolojik islemler, molekiller arasindaki spesifik etkilesimlere baghdir. Afinite
kromatografisi, ismini, biyolojik afiniteye sahip molekuller arasinda meydana gelen
adsorpsiyon olayindan almaktadir [51,56,57]. Etkilesim, kati destege bagl olan bir ligand



ve bu liganda karsi spesifik ilgisi olan hedef molekdil arasinda meydana gelmektedir (Cizelge
2.1).

Cizelge 2.1. Afinite kromatografisinde kullanan biyolojik etkilesim 6rnekleri.

LIGAND HEDEF MOLEKUL

Antibadi Antijen, virus, hucre

inhibitor Enzim (ligandlar genellikle substrat veya kofaktor analoglarr)

Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre ylizey reseptorl, membran proteini,
hiicre

Nikleik asit Nkleik asit baglayici protein (enzim veya histon)

Hormon, vitamin Reseptdr, tasiyici protein

Seker Lektin, enzim veya baska seker baglayici protein

Afinite kromatografisi kendi icerisinde de alt dallara ayrilmis olup, bunlarin herbiri

gunumuzde cok fazla ilgi gormektedir (Sekil 2.2).

. Hidrofobik Afinite Kromatografisi

. Immiinoafinite Kromatografisi

. Kovalent Afinite Kromatografisi

. Metal-Selat Afinite Kromatografisi

. Molekdiler Baskilama Afinite Kromatografisi
. Membran Temelli Afinite Kromatografisi

. Afinite Fraksiyonlama Kromatografisi

. Lektin Afinite Kromatografisi

. Boya-Ligand Afinite Kromatografisi

10. Reseptor Afinite Kromatografisi

11. Akiskan Afinite Kromatografisi

12. Perfiizyon Afinite Kromatografisi

13. Tiyofilik Afinite Kromatografisi

14. Yuksek Performans Afinite Kromatografisi
15. Afinite Yogunluk Pertiirbasyon Kromatografisi
16. Kuttiphane-Turetilmis Afinite Kromatografisi
17. Afinite Bolimleme Kromatografisi

18. Afinite Elektroforez Kromatografisi

19. Afinite Kapiler Elektroforez Kromatografisi
20. Santrif(lj Afinite Kromatografisi

21. Afinite itme Kromatografisi

© 00 N O Ol A WDN -

Afinite Kromatografisi

Sekil 2.2. Afinite kromatografisinin alt dallari.



Afinite kromatografisini bu derece tercih sebebi yapan en énemli 6zelligi ligandin sadece
hedeflenen tiire spesifik olmasi ve diger tlrler ile etkilesime girmemesidir. Ayrica ligand ile
hedef molekil arasindaki etkilesimin tersinir olmasi sayesinde hedef molekuller saf bir
sekilde elde edilebilmektedir. Afinite kromatografisi gibi ¢ok etkin bir yontemin bile kendi
icerisinde birtakim dezavantajlari bulunabilmektedir. Ornegin bazi ligandlar tek bir
molekile degil de benzer dzellikli molekdl grubuna spesifik olabilmektedir. Bu tlr ligandlar,

grup spesifik ligandlar olarak adlandiriimaktadir.

Afinite kromatografisinde, ligand ile bu liganda spesifik molekul arasindaki etkilesim
kuvveti optimum degerde olmalidir. Etkilesim ¢ok zayif olursa saglikh bir adsorpsiyon
islemi gerceklesmemis olur. Etkilesim ¢ok kuvvetli ise bu defa hedef molekiliun eliisyon
problemi ile karsi karsiya kalinmaktadir. Bu ylizden aktif proteini denatlire etmeden pH,
Iyonik siddet ve sicaklik gibi ortam kosullarinin optimum derecede tutulmasi biyik 6nem
arz etmektedir.

2.2. immobilize Metal-Selat Afinite Kromatografisi

Immobilize metal-selat afinite kromatografisi yonteminde protein (ya da peptit) ve metal
iyonu arasindaki etkilesimden yararlanilarak ayirma ve saflastirma islemleri yapiimaktadir.
Bu yontemde c¢ok disli selatlayicilar matrikse baglanmakta ve bdylelikle yukli metal
iyonlarini da adsorbe edebilmektedir. Daha sonra hedef molekdller bu metal atomu ile
elektrostatik etkilesim veya koordine kovalent bag yolu ile etkilesime girmektedir. Daha
sonra ortamin pH, sicaklik ve iyonik siddet gibi degerleri degistirilerek hedef molekullerin

desorpsiyonu gerceklestirilebilmektedir [58].

Immobilize metal-selat afinite kromatografisi, spesifik proteinlerin izolasyonunda ve

saflastirilmasinda kullanilan ve oldukga talep edilen bir yontemdir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Iimmobilize metal-selat afinite kromatografisinin sematik gosterimi.

2.3. Molekdler Baskilama

Misafir molekdlleri bir kavite icine alan yapilara olan ilgi, sahip olduklari uygulama
potansiyeli ve cesitliliginden dolayr olduk¢a fazladir. Bu potansiyel; molekuler tanima,
kimyasal sensor, ayirma ve tasima gibi alanlarda oldukca fazla kendine yer bulmustur [59-
61]. Ev sahibi molekul icindeki kavitede meydana gelen ev sahibi-misafir molekdl
etkilesimi, gucli hidrojen bagi veya metal-ligand kovalent bag formasyonu ile meydana
gelmektedir. Bu islemlerde misafir molekuller c¢ozelti icinde bulunmakta ve ev sahibi

molekdllerin sahip oldugu kavitelere girmektedirler.

Bu dasuncelerin bir uzantisi olan molekuler baskilama yontemi, hedef molekdl icin son
derece secici ve spesifik tanima bélgelerine sahip matrikslerin kullanildigi bir ayirma ve
saflastirma yontemidir (Sekil 2.4). Son vyillarda olduk¢a 6nem verilen bir yontemin
kromatografi [62], sensor [63], ila¢ salinimi ve kataliz [64] gibi ¢ok sayida uygulama alani
bulunmaktadir. Geleneksel yontemlerle hazirlanan molekiler baskilanmis polimerlerin bazi
dezavantajlari bulunmaktadir. Bunlardan birincisi polimer tabakalar genellikle kalindir ve

birim hacim basina diisen tanima bélgesi goreceli olarak diistktiir. ikincisi ise kiitle transfer
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oraninin  dustk olmasi ve hedef molekullerin tanima bdlgelerine kolaylikla
baglanamamasidir. Bu sorunlarin tstesinden gelebilmek icin son yillarda yiizey baskilama
[65-68], epitop baskilama [69,70], yeni sol-jel tirevleri olan kserojeller [71], orta derecede
capraz baglanmis [72], uyarilara anlik cevap veren hidrojeller [73], sliper makro gozeneklere
sahip kriyojeller [74] ve nanopartikiller [75-77] gelistirilmistir. Bu alanlarda yapilan
calismalarin kapsamli avantajlari 6ne surilmekte ve rapor edilmektedir [78-82].

Sekil 2.4. Molekiiler baskilama yonteminin sematik gosterimi. Capraz baglh polimer
uzerinde hedef molekiile spesifik olan (i¢ adet tanima bolgesi (A, B ve C) bulunmaktadir
[83].

Gunumuzde protein gibi buyik biyomakromolekullerin ayirma ve saflastirma islemleri igin
molekdler tanima bolgelerine sahip sentetik malzemelere son derece ihtiya¢ duyulmaktadir.
Antibadiler de bu amagla kullanilabilmektedir. Ancak ¢ok pahali ve kararsiz olduklari igin,
molekiler baskilama yontemine olan ilgi daha da artmaktadir. Dogal yapisinda tanima
bolgelerine sahip antibadiler ile kiyaslandiginda molekdiler baskilama ydntemi ucuz bir
yontemdir. Ayrica antibadilere goére daha kararli, daha secici ve kitle transfer kisitlamalari

daha disuktr.

Molekdiler baskilama yontemi, fonksiyonel monomer ve hedef molekil arasindaki
etkilesime gore ikiye ayrilmaktadir. Bu iki gesit yaklasim da kendi icerisinde avantajlari ve
dezavantajlar barindirmaktadir. Bu iki etkilesim cesidinden hangisinin segilecegi gesitli

faktorlere baghdir.



2.4. Kovalent Baskilama

Wulff ve arkadaslari ilk kez kovalent baskilama olayini gerceklestirmislerdir [84] (Sekil
2.5). Polivinilbenzen boronik asitin, 4-nitrofenil-a-D-piranozit ile 2:1 oraninda konjuge
olmasi (hedef molekul) ve bu yapinin metil metakrilat ve etilen dimetakrilat (capraz
baglayic) molekullyle kopolimerize olmasi ile polimerizasyon islemi tamamlanmistir.
Polimerizasyondan sonra boronik asit ester ayrilmis ve 4-nitrofenil-a-D-piranozit

uzaklastiriimistir.

OH OH

Sekil 2.5. Kovalent baskilama [84].

Sonugta meydana gelen polimerik yapi, arzu edildigi gibi baskilanan sekere son derece glcli
ve secici olarak baglanmaktadir. Bunun nedeni baskilanan yapinin son durumda olusan
polimerik yap! tarafindan hatirlanmasidir. Polimerizasyon 6ncesi fonksiyonel monomer ve
hedef molekil arasinda kovalent bir baglanma meydana gelmektedir. Daha sonra belirli
kosullar altinda polimerizasyon islemi gerceklesmektedir. Polimerizasyon sonrasi kovalent

baglar kirilimakta ve hedef molekil ortamdan uzaklagmaktadir.

Kovalent baskilamada monomer ve hedef molekil arasindaki konjugatlar kararli ve
stokiyometriktir ve bundan dolayr molekdler baskilama islemleri goreceli olarak duzgin
olmaktadir. Ayrica konjugatlar kovalent bag ile olustugu ve oldukca kararli oldugu icin gok
cesitli polimerizasyon kosullari (yuksek sicaklik, yiksek ya da dustk pH, yuksek derecede

polar ¢ozlci vs.) bulunmaktadir.
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Bunun yaninda kovalent baskilamanin bazi sikintilari da 0zellikle vurgulanmahdir.
Monomer-hedef molekil konjugatinin sentezinin sikintili olmasi ve pek de ekonomik
olmamasi, mevcut tersinir kovalent baglarin sayisinin sinirh olmasi, kovalent baglarin
ayrildigi asamada baski etkisinin azalmasi, kovalent bir bagin olusumu ve Kkirilmasi s6z
konusu oldugu icin hedef molekilin baglanmasi ve ayrilmasinin yavas olmasi bunlar

arasinda sayilabilmektedir.

2.5. Kovalent Olmayan Baskilama
Mosbach ve arkadaslari, molekuler baskilama islemi igin fonksiyonel monomer ve hedef

molekil arasinda kovalent bag olusmasinin zorunlu olmadigini belirtmislerdir. Hatta

kovalent olmayan etkilesimlerle de molekuler baskilama islemi gerceklestirilmistir [85,86].

Monomer karisimi igerisinde yer alan tirlerin kovalent olmayan etkilesimi kendiliginden
olusmus ve molekiiler baskilama etkisi tespit edilmistir. Ornegin, metakrilik asitin, teofilin
ilaci ile baskilanmasi islemi, hidrojen baglari ve elektrostatik etkilesimler vasitasiyla
gerceklestirilmistir (Sekil 2.6). Ayni yontem cesitli ilaglarin, insektisitlerin ve diger dnemli
kimyasallarin baskilanmasinda da kullanilmaktadir. Cok sayida deneysel calisan igin bu
yontem o kadar kolaydir ki baskilama etkisi de bir o kadar dikkate degerdir.

oP - 555 g
k: ";7 Fonksivonel & .f—:;_\

Hedef Monomerler

Baslkilanmis vam

Sekil 2.6. Kovalent olmayan molekdler baskilama.
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Bu islemde hedef molekil-fonksiyonel monomer arasindaki etkilesim; hidrojen bag,
elektrostatik etkilesim ve koordinasyon bagi gibi kovalent olmayan etkilesimlerle
saglanmaktadir. Polimerizasyon islemi icin oncelikle reaksiyon karisimina gerekli bilesenler
eklenmektedir. Polimerizasyondan sonra hedef molekiller uygun ¢ozicilerle ortamdan
uzaklastirilmaktadir. Polimer Uzerinde, hedef molekuli kovalent olmayan etkilesimlerle
taniyan bolgeler olusturulmaktadir.

Kovalent olmayan baskilamanin; fonksiyonel monomer ve hedef molekiil arasinda kovalent
etkilesim zorunlulugun bulunmamasi, hedef molekiliin ortamdan uzaklasma kosullarinin
kolay olmasi, hedef molekulln baglanmasinin ve ayrilmasinin hizli olmasi gibi avantajlari

bulunmaktadir.

Baskilama isleminin belirgin bir sekilde olmamasi (fonksiyonel monomer-hedef molekiil
etkilesiminin degisken olmasi ve tam olarak stokiyometrik olmamasi), karisim igerisindeki
kovalent olmayan etkilesimin olusumunun en st diizeye ¢ikarilmasi igin polimerizasyon
sartlarinin  dikkatli secilmek zorunda olmasi, fonksiyonel monomerin asirisinin
bulunmasinin spesifik olmayan baglanma bdlgelerinin olusmasina neden olmasi ve secici

baglanmayi azaltmasi bu yontemin 6n plana ¢ikan dezavantajlaridir.

Cizelge 2.2. Kovalent ve kovalent olmayan baskilamanin avantajlari ve dezavantajlari.

Kovalent Kovalent olmayan
Monomer-hedef molekil konjugat Zorunlu Zorunlu degil
sentezi
Polimerizasyon sartlari Oldukga rahat Sinirh
Polimerizasyon sonrasi hedef
molekilun uzaklastiriimasi zor Kolay
Hedef molekilin baglanmasi ve
ayrimasi Yavas Hizl
o T Net
Baglanma bdlgesinin yapisi Daha az net
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2.6. Kovalent ve Kovalent Olmayan Baskilama Kombinasyonu

Kovalent ve kovalent olmayan baskilamanin avantajlari kombine edilerek bir ¢calisma altinda
toplanabilmektedir [87]. Bu yontemde; polimer, kovalent baskilama isleminde oldugu gibi
hazirlanmakta ancak hedef molekilin polimere baglanmasi kovalent olmayan etkilesimler
ile gerceklesmektedir. Bu sayede kovalent baskilamanin en 6nemli problemlerinden biri olan

hedef molekuliin yavas baglanmasi ve ayrilmasi sorunu da ortadan kalkmaktadir.

Molekiler baskilama yontemi son yillarda oldukc¢a yaygin kullanilan bir teknik oldugu igin
hedef molekilin polimer Gzerindeki baglanma bdlgesine ne kadar kolay baglandigi ve
ayrildigi, yontemin ekonomik sartlarinin uygunlugu gibi konular olduk¢ca 06nem

kazanmaktadir.

2.7. Ylzey Modifiye-Metal Koordine Baskilanmis Polimerler

Metal koordinasyonun oldugu baskilanmis polimerler 6nemli avantajlar sunmasina ragmen,
hedef molekilin serbestligini optimize etmek igin ¢aba harcanmasi sebebiyle,
malzemelerden dnemli ve verimli cihazlar tasarlamak igin gerekli olan bazi 6zelliklerle
celisebilmektedir. Ornegin  kromatografik uygulamalarda, baskilanmis  polimerler
hazirlanirken, baglanma bolgelerinin spesifik diizenlemesini saglamak icin goreceli olarak
yuksek derisimde ¢apraz baglayici kullanilmaktadir. Bu da partikullerin icerisindeki substrat
diflizyonunu engellenmektedir. Bu durum da pik genislemesine ve disuk pik ¢ozunirligine
neden olmaktadir. Ayni zamanda blyuk substratlarin baglanma bélgelerine ulasmasini ciddi
derecede sekteye ug@ratmaktadir. Ayrica yigin polimerizasyonundaki hedef molekiiller,
kromatografik ve sensor uygulamalari igin zorunlu olan hizli baglanmayi saglayan mekanik

kararlilik ve homojeniteyi gerektiren islemlerde kullanilamamaktadir.

Bu problemleri azaltmak icin baskilanmis polimerlerin yiizeyine ince bir film kaplama
dustincesi dogmustur. Burada yuzeyi kaplanacak olan kati destek uygun fiziko-mekanik
Ozelliklere sahip olmalidir. Yuzey modifiye-metal koordine baskilanmis polimerlerin
hazirlanmasi icin iki kimyasal yaklasim gelistirilmistir. ilk yaklasimda, Cu?*-iminodiasetik
asit (IDA) monomerinin polimerizasyonu ile molekiler baskilanmis bis-imidazol hedef
molekilinin, bu reaktif polimer yuzeyinde hapsedilmis metal komplekslerinin olusmasini

sagladi§i tespit edilmistir. Bu baskilanmis polimerlerin, benzer 6zellikli yigin polimerler ile
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kiyaslandiginda, substrat ve metal iyonlarinin uzaklastirilmasi ve tekrar yiuklenmesi icin
daha hizli bir kinetige sahip olduklari gdzlenmistir. Bu substrat tanima 6zelligine sahip iki
cesit polimer de karsilastirilabilir bulunmustur. Bu yiizey baskilama yontemi Sekil 2.7’de

gosterilmistir.

Monomer/Hedef molelkiil
Kompleksi
HL 5
|~
EDM A

0 MeOH, 65°C

;\?—G AlIBM
\C| i+ :4{‘?_&'-;

Sekil 2.7. Bis-imidazol substratlari ile molekdler baskilanmis metal koordine polimerlerin
hazirlanmasi [88].

Bir diger yaklasimda ise Arnold ve arkadaslari, trimetil propan trimetakrilati (TRIM) 6nci
bir monomer olarak kullanarak dayanikli bir reaktif polimerik destek hazirlamislardir [89].
Bu trifonksiyonel monomerin kontrollii sartlar altindaki polimerizasyonu yiizey erisilebilir
polimerize olmamis metakrilat kalintilar tastyan blyik gdzenekli polimerik yapilarin
meydana gelmesini saglamaktadir (Sekil 2.8). Poli(TRIM) matriksinin yuksek mekanik
kararhhgi ve farkli cozuculer igerisindeki sisme egiliminin goreceli olarak diisiik olmast, bu
reaktif destegin fonksiyonellesmesinin, polimerin yi1gin  6zelligini  ve yapisini
etkilemediginin distndlmesini saglamistir. Bu durum da poli(TRIM) partikillerinin
molekiler baskilama islemlerinde reaktif destek olarak degerlendirilebilecedi disuncesini

dogurmustur. Polimer bagli metakrilat kalintilarinin reaktivitesi, bu polimer destege, ¢esitli
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islevsel polimer zincirleri asilama ile degerlendirilmistir. Bu ylzey asilanmis polimerleri
karakterize etmek igin spektroskobik ve ylizey analitik yontemler gelistirilmistir. Bundan
dolayi, yuzey bagli metakrilat kalintilarinin gézden kaybolmasi ve yeni islevsel polimer
zincirlerinin olusmasi, 13C-NMR ve FTIR spektroskobik analiz yontemleri ile aciga
cikariimistir. X-1sini fotoelektron spektroskopisi ve taramali elektron mikroskobu analizleri
poli(TRIM) partikdllerinin ylzeyinin asilanmis islevsel polimer zincirleri ile kaplandigini

gostermektedir.

o

Toluen 0 0
5 0 Siklohekzan
o AIBN, 60°C
o 0

_f:D

0
%D
Monomer Hedef molekiil
- Kompleksi

EDALA,
Capraz baglayicy,
MeOH, AIEN

Sekil 2.8. Poli(TRIM) partikilleri kullanarak yuzey baskilanmis metal koordine
polimerlerin hazirlanmasi [89].

Diger bir calismada, modifiye edilmis gozenekli silika partikiller reaktif kati destek olarak

kullanilarak yiizey baskilanmis metal koordine bolgeler yaratilmistir [90]. Silika
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partikullerin icerdigi yuzey bagli polimerize gruplar, gozenekli silika gruplarin 3-
(metoksisilil)propil metakrilat ile reaksiyona girmesi sonucu tespit edilmistir. Sonucta
olusan metakrilat fonksiyonel gruplarina sahip silika partikuller, yiizeye hapsedilmis metal
koordine baskilanmis bolgeler olusturmak icin kullaniimistir. Bu bdlgelerin yukarida
bahsedilen poli(TRIM) polimerine uygun olan bélgeler ile benzer 6zelliklere sahip oldugu
tespit edilmistir. Bu ylzey modifiye baskilanmis polimerler, farkli substratlar icin

kromatografik islemlerde bir adsorbent olarak degerlendirilmistir.

2.8. Ylzey Baskilama

Yizey baskilama yonteminde ya ince bir film tabakasi halinde polimer sentezlenip hedef
molekdl bir polimere baskilanmakta ya da protein molekulleri diiz veya kiiresel bir substratin
ylzeyine baglanmakta ve bu substrat molekullerinin etrafinda sonradan bir polimerlesme
meydana gelmektedir [91-93]. Bu baskilama yoénteminde, hedef molekilin baglanma
bolgeleri polimer tabakasinin yizeyine ¢ok yakin bolgelerde bulunmakta ve bu durum, kitle
transferi ve kavitelerin hedef molekilden ayrilmasindaki yasanan bazi sorunlarin ¢éziimiine
yardimci olmaktadir [92,94,95]. Ozellikle nanoboyuttaki kiiresel protein molekilleri igin
uygun bir yontemdir. Bircok molekdl ylizey baskilama yonteminde destek maddesi olarak
basari ile kullanilabilmektedir. Ornegin; silika nanopartikiller [96-98], FesOs manyetik
nanopartikiller [99-105], nanoteller/nanotiipler [106-109], polistiren nanopartikiller [110]
ve kuantum noktalar [111]. Bununla beraber bahsi gecen bu partikillerin ylizeylerinin
islevsel hale getirilmesi ve modifikasyonu kompleks ya da cok basamakli asi
polimerizasyonu ile saglanmaktadir. Metil metakrilat (MMA) en 6nemli monomer bilesendir
ve fonksiyonel monomerler ile kopolimer olusturarak poli(MMA) kurelerini meydana
getirmektedir [112]. Bu kureler protein baskilamaya son derece uygun mekanik yapida ve
iyi biyouyumluluga sahip kati tastyicilardir [113]. Ancak yiizey baskilama yéntemi ile sinirli

sayida baskilanmis bélge meydana gelmektedir.
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Yiizey baskilanmg
polimerik yap

Yiizey baskilanacak Yiizey baskilama
molekiiller

Sekil 2.9. Yizey baskilamanin sematik gosterimi [114].

2.9. Kriyojeller

Kriyojeller, ¢ozlclnlin donma sicakhginin altinda hazirlanan hidrojel tirevleridir. Donmus
veya kismen donmus ¢Ozeltide polimerizasyon meydana gelirken, ¢ozlcinin kati kristalleri,
genis ve birbiri ile baglantili makrog6zenekler meydana getirmektedir [115-120]. Su ve suda
cozlnebilen monomerler, siklikla suyla etkilesimi mikemmel olan kriyojellerin
sentezlenmesinde kullaniimaktadir. Su molekullerinin kristal yapisi, ayni zamanda, rasgele
ve birbirleriyle son derece baglantili akis kanallarinin olusmasini saglamaktadir (Sekil 2.10).
Meydana gelen stper makrog6zenekli yapi adeta bir slingeri andirmaktadir [116,117].
Kriyojellerin en 6nemli yapisal Ozellikleri, kisa difizyon zamanlari, ince ylzey filmleri,
iletimle aktarimi tolare edebilmeleri ve dusik geri basing Ozellikleridir. Bu 6zellikler ile
kriyojellerden cevresel uygulamalar, biyoteknoloji ve biyokromatografi alanlarinda oldukca
fazla yararlanilmaktadir [115,121].
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Baslangic Sistemi Donmus Sistem Ara Sistem Eriyojel

Sekil 2.10. Kriyojel sentezinin sematik gosterimi.

2.10. Polietilenimin

Polietilenimin (PEI), enzim aktivasyonuna ve kararlihgina pozitif yonde etki eden bir
polikatyon olarak bilinmektedir [122]. Bu polimer farkli uygulamalarda ¢ok yonli olarak
kullanilmaktadir. Sentetik enzim Uretiminde [122,123], nukleik asit ¢oktirme islemlerinde
[124] ve ham besinlerden protein saflastiriimasi sirasinda htcre artiklarini ¢oktirmede bir
ajan olarak kullaniimaktadir [124]. Ayrica adsorpsiyon islemlerinde biyokatalizérlerin kati
destege immobilize edilmesinde de bu polimerden yararlaniimaktadir [125,126]. Enzimlerin
ve afinite ligandlarinin suda ¢ozlnebilir tasiyicisi olan polietilenimin molekili hem
prokaryotik [127] hem de O©karyotik hicrelerde membranlari destabilize eden bir

antibakteriyel etki yaratmaktadir.

Polietilenimin, polianyonlari kuvvetli bir sekilde baglamaktadir. Uygulamalarda proteinler,
nlkleik asitler ve nukleotitler kullaniimaktadir. Ayni zamanda Ni(Il), Pd(I1), Pt(I1), Co(Il)

ve Cu(ll) gibi metal iyonlarini da kuvvetli sekilde baglamaktadir.
Polietilenimin, etilenimin molekullerinin polimerlesip dallanmis yapida hidrofilik 6zellikte

uc boyutlu bir yapi olusturmasiyla meydana gelmektedir. Olusan yapidaki aminlerin %25’i

primer, %50’si sekonder ve %25’i de tersiyer amindir (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Polietilenimin.

2.11. Bakir ve Bakir Metabolizmasi

Cogu metal iyonunun farkh biyolojik rolleri giinimuzde tanimlanmistir. Metal iyonlari;
kataliz reaksiyonlarinda, hormon aksiyonlarinda, gen ve diger diizenleyici fonksiyonlarda,
makromolekullerin yapisal kararliliklarinda, kas kasiimalarinda, sinir iletiminde ve
tasiniminda énemli roller Gstlenmektedirler. Kobalt, bakir, demir, mangan, molibden, nikel,
cinko vs. gibi alkali ve toprak alkali metallerinin ¢ogu spesifik enzimlerin aktivasyon
mekanizmalarinda yer alan esansiyel bilesenlerdir. Ancak bu metal iyonlarinin miktari belli
bir seviyeyi astiginda 6nemli sorunlar bas gdstermektedir. Agir metallerin toksisitesi,
biyomolekillerin esansiyel fonksiyonel gruplarinin bloklanmasi, biyomolekdillerin aktif
konformasyonlarinin degistirilmesi, biyomembranlarin batinliginin bozulmasi ve bazi
diger biyolojik aktif ajanlarin degistirilmesi gibi durumlara yol agmaktadir [128]. Toksik
metaller viicuda hava yolu veya yiyecek ve icecekler ile girmekte ve hipertansiyon, kanser,
akciger hastaliklari, bébrek fonksiyonlarinda bozukluk, pankreas verimliliginin azalmasi ve

dejenerasyon gibi sorunlara sebebiyet vermektedir [129].

En o6nemli agir metallerden biri olan bakir, insanlar ve hayvanlar icin gerekli bir iz
elementtir. Vicutta bakir, C(I) (cuprous) ve Cu(ll) (cupric) formlarinda degiskenlik
gosterirken, viucuttaki bakirin blyik ¢cogunlugu Cu(ll) formundadir. Bakir, indirgenme ve
yukseltgenme tepkimelerinde kolaylikla elektron alip vermesi nedeniyle son derece énemli
bir element olmasinin yani sira serbest radikallerin uzaklastiriimasinda da rol oynamaktadir.

Bilim adamlari halen bakirin viicuttaki fonksiyonlari ile ilgili yeni bilgiler arastirmaktadirlar.
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Bakir birgok gidalarda bulunmakta ve en ¢ok da organ etlerinde, kabuklu deniz trtinlerinde,
findik ve tohumlarda bulunmaktadir. Bugday kepegi ve bitin tahil Griinleri de bakir igin iyi
bir kaynaktir. Bitkilerin yetistigi topraklardaki mineral miktarlari degiskenlik
gosterdiginden, bitkilerdeki bakir miktari da degisebilir.

Klinik olarak bakir eksikligi ¢cok yaygin degildir. Ciddi bakir eksikliklerinde, bakir serumu
ve seruloplazmin degerleri %30 degerine dusebilir. Bakir eksikliginin en bilinen klinik
durumu anemidir ve bu aneminin demir eksikligiyle bir alakasi yoktur ve bakir takviyesi
alinarak tedavi edilebilmektedir. Bakir eksikligi ayni zamanda nétrofil (nétropeni) olarak
bilinen beyaz kan hicrelerinin sayisinin  ¢ok dusik degerlere dismesi ile de
sonuclanabilmektedir. Bu durumda vicudun hastaliklara karsi direnci duser. Bakir alimi
eksik olan erken dogan bebeklerde ve kicilik ¢ocuklarda osteoporoz ve kemik gelisiminde
bazi anormallikler riski bulunmaktadir. inek siitii bakir agisindan fakirdir ve sadece inek
slttyle beslenen bebek ve ¢ocuklarda bakir eksikligi daha sik gozlenmektedir.

Bakir toksisitesi genelde ¢ok nadirdir. Akut bakir zehirlenmesinin baslica belirtileri karin
agrisi, bulanti, kusma ve ishal gibi daha fazla bakir sindirimini ve emilimini engelleyen
belirtilerdir. Daha ciddi akut bakir zehirlenmeleri ciddi karaciger hastaliklarina, boébrek
rahatsizliklarina, kusmaya ve 6ltime dahi neden olabilmektedir. Bakira uzun sureli maruz

kalinmasi karaciger rahatsizliklari ile sonu¢lanmaktadir.

Genellikle, saglikli bireylerin 10.000 pg (10 mg) kadar gunlik bakir alimi karacigere zarar
vermemektedir. Ayrica bakir metabolizmasini etkileyen genetik bozukluklar (Wilson
hastaligi, Hintli cocukluk ¢irozu, idiyopatik bakir zehirlenmeleri), bakir az miktarlarda alinsa

dahi kronik bakir zehirlenmesi oldugu i¢in saghgi olumsuz yonde etkilemektedir.

Bakir, tiketildiginde kan dolasimina hemen gecip, tum vicuda dagiimaktadir. Tuketilen
gidalarda bakirin disindaki bazi 6zel maddeler, gastrointestinal sistemden kan dolasimina
bakir gecisini etkilemektedir. Viicut kan dolasimina ylksek miktarlarda bakir girisini son
derece iyi bloke etmektedir. Akcigerler ve deriden vicuda ne kadar bakir girdigi
bilinmektedir. Bakir vicudu idrar veya diski yoluyla terk edebilir. Ancak genelde diski
yoluyla terk etmektedir. Bakirin vicuttan atilmasi ise birka¢ gin strmektedir. Genelde
vicutta kalan bakir miktari sabittir yani viicuda giren bakir miktari ile viicudu terk eden bakir
miktari birbirine esittir [130-132].
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Bakir merkezleri, metaloproteinlerde bulunan ve en iyi karakterize edilen aktif merkezlerden
biridir. Bu merkezler biyolojik reaksiyonlarda ve proteinler arasi elektron transfer

reaksiyonlarinda rol almaktadirlar [133-138].

Bitkiler icin gerekli bir eser element olan bakir 6zellikle asit karakterli topraklarda ylksek
derisimlerde bulunmaktadir. Endlstride ¢ok yaygin olarak kullanilan bu madde topraga
havadan yagisla karismak suretiyle gecmektedir. Fakat bakirin toprakta ve bitkide asil
birikmesi, bakir silfat olarak bazi meyve bahcelerinde pestisit olarak kullaniimasiyla
gerceklesmektedir. Halk dilinde ‘g6z tasi’ olarak bilinen bakir silfat, gerek kuru toz halinde
gerekse de daha yaygin olarak suda erimis halde baglara ve narenciye bahcelerine spreyleme
yoluyla puskirtilmektedir. Daha sonra bu madde, gerek puskirtiilme aninda dogrudan
gerekse daha sonra yagmur sulariyla yikanmak suretiyle topraga gecmektedir. Bakir stlfat
topraktaki yararli mikroorganizmalar iginde toksik etki yarattigindan topraktaki humus
olusumunu kisitlayarak topragin organik bakimdan fakirlesmesine sebep olmaktadir [139].

2.12. Lizozim

Lizozim proteini (E.C.3.2.1.17), yumurta akinda bol bulunan bir glikozit hidrolaz enzimidir
[140]. Dalakta, g6z yasinda ve siitte de bulundugu bilinmektedir. Molekil agirhgr 14.307
Da olup, 129 aminoasit rezidlsiinden meydana gelmektedir. Bu rezidiler dort distlfit
koprisu  tarafindan  c¢apraz  bagli  olarak  bulunmaktadir ~ [141]. Lizozim,
mukopolisakkaritlerdeki, muramik asit ve N-asetilglukozamin arasindaki (1 - 4) glikozit
bagini hidroliz ederek bakterilerin hiicre duvarini parcalamaktadir [142]. Antibakteriyel
6zelliginden dolayi, hiicre pargalayici bir ajan olarak oldukca fazla kullanim alanina sahiptir
[143]. Lizozimin, antikanser ilaglarinda kullanim potansiyeli bulunmakla beraber ayni
zamanda HIV virisunden kaynaklanan hastaliklarin tedavisinde de kullaniimaktadir
[144,145]. Ayrica Ulser ve enfeksiyonlarin tedavisinde de lizozim igeren ilaglardan
faydalaniimaktadir [146]. Lizozimden en fazla, gida endustrisindeki et, balik trtnleri, sit,
gunlik tiketim maddeleri, meyve ve sebze gibi besin maddelerinde koruyucu olarak
yararlaniimaktadir [147,148]. Bundan dolay: lizozime olan talep oldukc¢a fazladir ve bu

enzimin ayirma ve saflastirma teknikleri oldukca ilgi gormektedir.
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Lizozimin geleneksel ayirma ve saflastirma yontemleri; ultrafiltrasyon [149], ¢Oktirme
[150], kromatografi [151] ve ters misel ekstraksiyonudur [152]. Bitln bu yontemler etkili

olmasina ragmen genel olarak karmasik, zaman alici ve pahalidir [153,154].

Sekil 2.12. Lizozimin yapisl.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Maddeler

2-Hidroksietil metakrilat (HEMA), etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), polietilenimin
(PEI) (dallanmis, molekil agirhgi 25 kDa) ve sigir serum albumin (BSA) Aldrich (Munih,
Almanya) firmasindan temin edilmistir. Akrilamit (AA), N,N’-metilen bisakrilamit
(MBAA), sodyum lauril sulfat (SLS), bakir(ll) nitrat trihidrat, nikel(Il) nitrat hekzahidrat,
kobalt(11) nitrat hekzahidrat, kadmiyum(ll) nitrat tetrahidrat, kursun(ll) nitrat ve sitokrom c
Sigma (St. Louis, MO, ABD) firmasindan temin edilmistir. Glisidil metakrilat (GMA) ve
lizozim ise Fluka (St. Gallen, isvicre) firmasindan temin edilmistir. Monomerler ve lizozim
kullanilincaya kadar 4°C’da  buzdolabinda muhafaza edilmistir.  N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamin (TEMED) ve amonyum persulfat (APS) BioRad (Hercules, CA,
ABD) firmasindan satin alinmistir. APS desikator icerisinde muhafaza edilmistir.
Benzotriazaol metakrilat laboratuvar ortaminda literatire uygun sekilde sentezlenmistir
[155]. Adsorpsiyon deneylerinde kullanilan su; yliksek akisli seliloz membranli Barnstead
(Dubugue, IA, Almanya) Ropure LP® ters ozmoz (nitesinde isleme tabi tutulduktan sonra
Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloidal uzaklastirma ve dolgulu iyon degisim
sistemi kullanilarak saflastiriimistir. Elde edilen saf suyun iletkenligi 18 MQ ’dur.

3.2. Polimerik Malzemelerin Hazirlanmasi

3.2.1. Poli(HEMA-GMA) Kriyojel Sentezi

Calisma kapsaminda fonksiyonel monomer (Glisidil metakrilat, GMA) oranlari farkli olan
3 kriyojel hazirlanmistir. Monomer fazi olarak GMA (250, 500, 750 yL), HEMA (2500,
2250, 2000 pL) ve distile su (3250 pL) karistiritimistir. Bu asamada toplam HEMA + GMA
miktari, 2750 pL olarak sabit tutulmustur. Dagitma fazi ise 0.5 g sodyum lauril sulfat (SLS),
12.80 mL distile su ve 1.2 mL EGDMA kullanilarak hazirlanmistir. Daha sonra iki faz
birbirine karistiriimistir. 10-15 dakika buz banyosunda sogutulmustur. 10 mg APS ve 50 pL
TEMED ilave edilmistir. Karisim 24 saat boyunca -20°C’de bekletilmistir.

Elde edilen kriyojeller membran (disk) seklinde kesilmistir. Distile su ile sodyum lauril
stlfat ve diger bilesenler uzaklasana ve yikama suyu berrak hale gelinceye kadar

calkalayicida 100 rpm hizda calkalanmis ve yikama suyu 15 dakikada bir degistirilmistir.
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3.2.2. Poli(HEMA-GMA) Kriyojellere Polietilenimin Baglanmasi

Hazirlanan kriyojellere 25 mL %5’lik (w/w) pH: 10.6 polietilenimin c¢ozeltisi ilave
edilmistir. 50°C’de 100 rpm’de 6 saat boyunca karistiriimistir. Membranlara baglanmadan
cozelti ortaminda kalan polietilenimin miktarini tespit etmek icin ortamdan 10 mL numune

alinmis ve 0.1 M ayarli HNOs ¢ozeltisi ile potansiyometrik titrasyon yapiimistir.

Fiziksel adsorpsiyon ile membran yizeyine tutunan polietilenimin molekillerini
uzaklastirmak icin poli(HEMA-GMA) kriyojeller distile su ile defalarca yikanmis ve yikama
sulari toplanmistir. Yikama suyundaki polietilenimin miktarini tespit etmek icin ayni sekilde

0.1 M ayarli HNO3 ¢ozeltisi ile potansiyometrik titrasyon yapilmistir.

Daha sonra polietilenimin molekulleri Uzerindeki serbest amino grubu miktari
hesaplanmistir. Bunun igin kurumus membran tzerine (yaklasik 0.05 g) 25 mL 0.1 M ayarh
HNO3 cozeltisi ilave edilmistir. Membran Uzerindeki serbest amino gruplar tarafindan
notralize edildikten sonra kalan HNO3z miktari da 0.1 M ayarli NaOH cozeltisi ile titre
edilerek hesaplanmistir. Uygun kitle denklikleri kullanilarak primer amin gruplari
hesaplanmistir.

3.2.3. Polietilenimin Baglanmis poli(HEMA-GMA) Kriyojellere Metakrilat
Gruplarinin Baglanmasi

Polietilenimin  molekulleri baglanmis polimerik yapitya metakriloil benzotriazoliin
etanoldeki cozeltisinden 19.18 mL (11.3 mg/mL) ilave edilmistir. Oda sicakhginda 100
rpm’de 6 saat boyunca karistiriimistir. Daha sonra numuneler 2 saat boyunca distile su ile

yikanmistir.

3.2.4. Bakir(Il) Yuzey Baskilanmis Kriyojeller
Calismanin bu asamasinda; yizey baskilama isleminin basariyla gerceklestigini gdstermek
amaciyla metakrilat gruplari takilmis PEI uclari aracihigiyla Cu(Il) iyonlarinin baskilanmasi

amaclanmistir.

PEI gruplarinin kismen metakrilat tirevine donistirilmesinden sonra serbest amin uglarina

Cu(Il) iyonlarinin adsorpsiyonu gerceklestirilmistir. Bu amacla, 25 mL Cu(NO3)2.3H.0
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(100 mg/L) cozeltisi yaklasik 2.75 g kriyojel membraninin (zerine ilave edilmistir. 2 saat
boyunca 100 rpm’de karistirilan numuneler daha sonra 2 saat boyunca distile su ile yikanarak
non-spesifik baglanan Cu(ll) iyonlari uzaklastirilmistir (Sekil 3.1).

Yuzeye baglanan Cu(ll) miktari, adsorpsiyon dncesi, sonrasi ve yikama cozeltilerinden
atomik absorpsiyon spektrofotometrik ol¢tiimlerle belirlenmistir. Yizey baskilama islemi
icin kriyojeller trompta stzilmis ve azot gazi ile iyice kurutulmustur. Bu arada, 20 mL
distile su icerisinde 1.0 g akrilamit ve 200 mg N,N'-metilen bisakrilamit ¢ozilmistir. Daha
sonra, bu ¢ozelti 15-20 dak. buz banyosunda sogutulmus ve 10 mg amonyum persulfat (APS)
ve 50 uL N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin (TEMED) ilave edilmistir. Kurutulan kriyojeller,
bu ¢ozelti icerisine atilarak, iki cam plaka arasinda sismesi saglanmistir. Daha sonra, kriyojel
ornekleri -20°C’da 24 saat bekletilerek, ikincil kriyojellesme yiritulmustir. Elde edilen
kriyojel numuneleri, ayni boyutta kesilmis (disk halindeki kriyojellerin ikinci
polimerizasyon sirasinda sekilleri agikca fark edilmektedir) ve yikanarak saklanmistir.
Burada su not edilmeli ki; Cu(ll) baglanmasi sonrasinda, rengi beyazdan maviye dénen
kriyojellerin rengi, ikinci polimerlesme sonrasinda olusan polimer katmanina bagli olarak
biraz solgunlasmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.1. Poli(HEMA-GMA) kriyojel membran.

25



Sekil 3.2. Poli(HEMA-GMA) kriyojellerin ikinci polimerlesme 6ncesi (a) ve sonrasi (b)
goruntasda.

3.2.5. Lizozim Yzey Baskilanmis Kriyojeller

Lizozim yizey baskilanmis kriyojellerinin sentezi bélim 3.2.4°de verilen yontemin biraz
degistirilmesi ile gerceklestirilmistir. Temel kriyojelin sentezi, PEI baglanmasi, metakrilat
gruplarinin eklenmesi ve Cu(ll) iyonlarinin adsorpsiyonu daha once verildigi gibi
uygulanmistir. Bu islemlerin akabinde ise yeni bir asama olarak lizozimin sulu ¢6zeltiden
adsorpsiyon asamasi eklenmistir. Bu amagcla, Cu(ll) baglanmis kriyojel érnekleri, lizozim
cozeltisi (pH: 6.5, 25 mL, 100 mg/L) ile 2 saat etkilestirilmistir. Baglanan lizozim miktari,
adsorpsiyon Oncesi, sonrasi ve yikama ¢ozeltilerinin UV-gorinir spektrofotometrik 6lgtimii
ile (280 nm) belirlenmistir. Bu asama sonrasl, yizey baskilama islemi boélim 3.2.4°de

verildigi gibi uygulanmistir.
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3.3. Poli(HEMA-GMA) Kriyojellerin Karakterizasyonu

3.3.1. Kriyojellerin Sisme Testi

Poli(HEMA-GMA) kriyojellerin su tutma kapasitesi distile su kullanilarak belirlenmistir.
Bunun igin oncelikle kuru kriyojel numuneleri, dikkatlice tartilmistir. Daha sonra izotermal
su banyosunun icerisindeki distile suyun icerisine atilmis ve 25°C’de 30 dak. bekletilmistir.
Daha sonra kriyojel 6rnekleri, bir siizge¢ kagidinin Gzerine alinip yiizeye tutunan suyun
uzaklastiriimasi icin hizlica silinmis, tekrar tartilmis ve su tutma kapasitesi hesaplanmistir.

Su tutma kapasitesini belirlemek icin asagidaki esitlik kullaniimistir.

Su tutma kapasitesi % =[(Ws - Wo)/ W] x 100 (Esitlik 3.1)

Bu esitlikte W, ve W5 sirayla kuru membranin ve su tutmus membranin agirliklarini (g) ifade

etmektedir.

3.3.2. Ylzey Morfolojisinin Belirlenmesi

Ylzey baskilanmis kriyojellerin yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM; Carl
Zeiss AG - EVO® 50 Series, Almanya) kullanarak incelenmistir. Liyofilizasyon ile
kurutulan kriyojel numunesi, SEM analizi igin uygun hale getirilmis ve SEM tutucusu
Uzerine cift tarafli karbon bant ile tutturulmustur. Numune daha sonra ince bir altin tabakasi
ile vakum altinda kaplanmistir. Daha sonra elde edilen SEM numunesi cihaza yerlestirilmis

ve farkli blyttme oranlarinda gorunttleri alinmistir.

3.3.3. FTIR Calismalari

Poli(HEMA-GMA) kriyojellerinin karakteristik fonksiyonel gruplarinin belirlenmesinde
Fourier donusimli infrared spektoroskopisi (Thermo Nicolet iS10 FT-IR Spectrometer,
ABD) kullanilmistir. Kriyojeller dncelikle kurutulup toz haline getirilmis (yaklasik 2 mg) ve
toz halinde susuz potasyum bromir (KBr) (98 mg, IR Grade, Merck, Almanya) ile homojen
olarak Kkaristirilmis pelet haline getirilerek FTIR spektrumu 400-4000 cm™ dalga sayisl
araliginda elde edilmistir.
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3.3.4. Ylzey Alani Analizi

Kriyojellerin spesifik ylizey alani, Brunauer-Emmett-Teller (BET), (AUTOSORPII 6B,
Quantachrome Instruments, ABD) cihazi ile belirlenmistir. Liyofilizasyon islemi ile
kurutulan kriyojel numuneleri gozeneklerdeki oksijen ve nemi gidermek icin, 35°C’de 100
mbar vakum altinda 6 saat boyunca bekletilmistir. Daha sonra kriyojel 6rneklerine oda

sicakliginda azot gazi ile muamele edilmistir.

3.3.5. Termal Analiz

Kriyojellerinin kimyasal icerigini saptamak amaciyla termogravimetrik analiz cihazi
(Shimadzu DTG-60H, Japonya) da kullanilmistir. Termogravimetrik analiz islemi, 50
cm®dak. hava akis hizi ve 10°C/dak. isitma hiziyla 0°C’den 900°C’ye isitilarak
gerceklestirilmis ve kitle kayiplari incelenmistir.

3.3.6. Bilgisayarli Mikrotomografi (UCT) Analizi

Kriyollerin icerdigi gozenekleri, bu gozeneklerin dagilimini ve akis kanallarini ti¢ boyutlu
goruntulemek amaciyla bilgisayarli mikrotomografi (UCT) (Skyscan 1172, ABD) cihazi
kullaniimistir. Bunun icin numunelere 360° acgiyla 0.4° araliklarla X-isinlari génderilmistir.
Goruntd kalitesini arttirmak igin 0.5 mm aluminyum filtre kullaniimistir. X-isinlarinin guicu
50 kV olup her 500 ms’de bir, piksel basina 10 pm ¢ozuntrluge sahip goriintiler elde

edilmistir.

3.4. Adsorpsiyon Desorpsiyon Calismalari

3.4.1. Cu(ll) Yuzey Baskilanmis Kriyojeller

Adsorpsiyon deneyleri i¢in kesikli sistem tercih edilmistir. Numuneler 5 mL Cu (I1) ¢ozeltisi
kullanilarak hazirlanmistir. Bu asamada pH, etkilesim stresi, Cu(ll) baslangi¢ derisimi,
sicaklik ve tuz etkisi incelenmistir. Cu(ll) ¢cozeltisi ve tampon ¢ozelti calkayicida (100 rpm)
30 dak. kanistirilarak dengeye getirilmistir. Daha sonra Cu(ll) baskilanmis kriyojellerin
ilavesiyle adsorpsiyon islemi gerceklestirilmistir. Adsorbe edilen Cu(Il) miktari atomik
adsorpsiyon spektrometresi (AAS) (Perkin Elmer, AAnalyst 800, ABD) ile olctlmastur.

Adsorpsiyon kapasitesi asagidaki formile gore hesaplanmistir.

q=[(Ci-Cf) x V] / m (Esitlik 3.2)
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Burada q; adsorpsiyon miktari (Mg/g), Ci; Cu(ll) cozeltisinin adsorpsiyondan o6nceki
derisimini (ug/L), Cs; Cu(ll) cozeltisinin adsorpsiyondan sonraki derisimini (ug/L), V;

adsorpsiyon ortaminin hacmini (L) ve m ise adsorbentin miktarini (g) gostermektedir.

3.4.2. Lizozim Yuzey Baskilanmis Kriyojeller

Bu asama icin de Kkesikli sistem tercih edilmistir. Numuneler 5 mL analit ¢ozeltisi
kullanilarak hazirlanmistir. Lizozim ¢ozeltisi ve tampon ¢ozelti calkayicida (100 rpm) 30
dak. karistirilarak dengeye getirilmistir. Daha sonra lizozim baskilanmis kriyojellerin
ilavesiyle adsorpsiyon islemi gergeklestirilmistir. Adsorbe edilen lizozim miktari UV-VIS
Spektrofotometresi  (UVmIni-1240-UV-VIS  Spektrofotometresi, Shimadzu, Tokyo,
Japonya) ile 280 nm dalga boyunda 6l¢ulmustr.

Adsorpsiyon miktarina; pH etkisi, adsorpsiyon, siresinin etkisi, lizozim ¢0zeltisinin
baslangic derisiminin etkisi, sicakligin etkisi ve iyonik siddetin etkisi incelenmistir.

Adsorpsiyon kapasitesi Esitlik 3.2’de verilen kitle denkligi ile hesaplanmistir.

3.4.3. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Cu(Il) yuzey baskilanmis kriyojellerden adsorplanan Cu(ll) iyonlarinin desorpsiyonu kesikli
sistemde calisiimistir. Cu(I1) adsorplanmis kriyojeller 0.1 M HNO3 ¢ozeltisi bulunan 25 mL
desorpsiyon ortaminda, oda sicakhginda 2 saat sirekli kanstirilmistir. Jellerin tekrar
kullanilabilirligini gostermek icin, Cu(ll) adsorpsiyon-desorpsiyon dongusi ayni kriyojeller
kullanilarak 5 kez tekrarlanmistir. Sonraki adsorpsiyon islemi oncesi, kriyojellere uygun

dengeleme cozeltisi (bir sonraki adsorpsiyon ¢ozeltisinin ¢ozlcisl) ile dengelenmistir.

Lizozim ylzey baskilanmis kriyojellerden adsorplanan lizozimin desorpsiyonu da benzer
sekilde kesikli sistemde ¢alisiimistir. Lizozim adsorplanmis kriyojeller 1.0 M NaCl ¢ozeltisi
bulunan 25 mL desorpsiyon ortaminda, oda sicakliginda 2 saat strekli karistiriimistir.
Kriyojellerin tekrar kullanilabilirligini gostermek icin, lizozim adsorpsiyon-desorpsiyon
dongusu ayni kriyojeller kullanilarak 5 kez tekrarlanmistir. Donglerin arasinda, kriyojeller

bir sonraki adsorpsiyon ¢ézeltisinin tamponuyla dengelenmistir.
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3.5. Elektroforetik Uygulama

Elektroforez, iyonlarin elektrik alandaki go¢ hareketini esas alan bir ayirma yéntemidir.
Pozitif yukli iyonlar negatif elektroda (katot) ve negatif yUkli iyonlar pozitif elektroda
(anot) dogru hareket etmektedirler. iyonlar, toplam yiiklerine, boyutlarina ve sekillerine gére
farkl hizlara sahip olmakta ve buna gore jel tizerinde farkli hizlarda go¢ etmektedirler. Bu
calismalarda sodyum dodesil stlfat (SDS) butlin proteinlerin yukunu negatif yapmak icin

kullaniimaktadir.

SDS-PAGE analizi icin, 6nceden hazirlanmis olan %12’lik yaritme jeli (0.375 M Tris-HClI,
pH: 8.8, %12 akrilamit) enjektor ile iki cam arasina dokulmastur. Burada jelin hava ile
temasini kesmek icin tzeri tamamen saf su ile doldurulmustur. Jelin polimerize olmasi igin
yaklasik 30 dakika beklenilmistir. Yuritme jeli polimerize olduktan sonra tizerindeki saf su,
aparat ters cevrilerek bosaltiimistir. Bu islemden sonra %5’lik yukleme jeli (0.125 M Tris-
HCI, pH: 6.8, %5 akrilamit), yurtutme jeli Gzerine dokulmustir. Camlar arasina, érneklerin
(desorbe edilmis lizozim ¢ozeltisi) yikleneceg@i cukurlarin hazirlanmasi icin plastik taraklar
yerlestirilmistir. Taraklar, etrafinda baloncuk kalmayacak sekilde sabitlenmis ve 20-30
dakika beklenilmistir. Jel polimerize olduktan sonra taraklar c¢ikarilmis, camlar aparat
Uzerine yerlestirildikten sonra tankin ici SDS igeren elektroforez tamponu (25 mM Tris, 192
mM glisin, 0.1% SDS, pH: 8.3) ile doldurulmus ve 8 pL 6rnek (desorbe edilmis lizozim
cozeltisi), 8 pL 6rnek tamponu (SDS, B-merkaptoetanol, gliserol, tris-HCI ve bromfenol
mavisi iceren) ile karistirilip tim numune elektroforez ignesi yardimi ile jel cukurlarina
yiklenmistir. ilk kuyucuga standart (lizozim igeren) yiiklenmistir. Tim bu islemler
esnasinda jellerin icinde ve arasinda hava kabarciklarinin olmamasina dikkat edilmistir.
Yuklenmis ornekler glc kaynagi ile 150 A’de, 3.5-4 saat elektroforeze tabi tutulmustur.
Bromfenol mavisinin jeldeki gorintisa takip edilmistir. Yirtatme islemi tamamlandiginda
elektroforez durdurulmus ve jel camlarin arasindan dikkatlice cikarilarak Coomassie
Brilliant Blue R-250 ile elektroforez tamponu iginde 20 dakika hafifce saga sola hareket
ettirilerek boyanmistir. Boyama isleminden sonra jel, boya ¢ikaricida bir gece bekletilmistir.
Son asamada jelin fotograflari cekilmis ve olusan bandlar, stardart bandlari ile

karsilastirilmistir. Bandlar arasindaki benzerlik ve farkliliklar tespit edilmistir.
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3.5.1. Yumurta Akindan Lizozim Saflastirilmasi

Bu calismadaki amag, yumurta akina, lizozim yizey baskilanmis kriyojelleri muamele edip
lizozim saflastirmak ve elde edilen lizozimin SDS-PAGE analizi ile safligini belirlemektir.
Yumurta aki proteinlerinin yaklasik %3.4’(i lizozim proteininden meydana gelmektedir. ilk
asamada, yumurta aki taze yumurtadan ayrilmis ve fosfat tamponu (1:10) (0.1 M, pH: 6.5)
ile seyreltilmistir. Seyreltilmis yumurta aki, buz banyosunda homojenize edilmis ve 4°C’de,
14500 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda alinan
numunelerin Uzerindeki slpernatandan, (NH4)2SO4 ¢Ozeltisi ile albumin gibi daha buyik
molekdl kutlesine sahip proteinler ortamdan uzaklastiriimistir.

100 mg/L, 25 mL lizozim cozeltisi pH:6.5 tampon ¢ozeltisi icerisinde hazirlanmistir. Bu
cOzeltiden 8 pL alinmis ve 8 pL 6rnek ¢ozeltisi (SDS ile hazirlanan, brom fenol mavisi
iceren) ile karistirilarak jel kuyularina aktariimistir. Elektroforezden sonra ayrilan lizozim
Coomassie Brilliant R-250 ile boyanarak gorindr hale getirilmis ve ilk (baslangi¢) olarak

kaydedilmistir.

Kriyojeller 25 mL distile su ile yikanmis ve 0.1 M fosfat tamponu (pH: 6.5) ile muamele
edilmistir. Daha sonra optimum deney kosullarinda adsorpsiyon islemi uygulanmistir.
Kriyojeller Uzerine adsorplanan lizozim 1.0 M NaCl c¢ozeltisi ile desorplanmistir. Bu
cozeltiden alinan 8 pL, elektroforetik analiz igin kullanilmis ve son (final) olarak
kaydedilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. PoliHEMA-GMA) Kriyojellerin Karakterizasyonu

4.1.1. Sisme Testi

Hazirlanan kriyojellerin sisme testi kutlesel artisa gore yapilmis olup, kriyojellerin su tutma
kapasitesi Esitlik 3.1’deki gibi hesaplanmis ve Cizelge 4.1°de verilmistir. Cizelgeden de
goruldugu gibi, Cu(ll) yizey baskilanmis kriyojellerin kuru kutlesi yaklasik 55.0 mg/disk,
sisme testi sonrasinda ise yaklasik 308.0 mg/disk olarak belirlenmistir. Bu degerlere gore
Cu(ll) yuzey baskilanmis kriyojellerin su tutma kapasitesi % 460 olarak hesaplanmistir.
Lizozim ylzey baskilanmis kriyojellerin ise kuru kutlesi yaklasik 64.6 mg/disk, sisme testi
sonrasinda ise yaklasik 365.0 mg/disk olarak belirlenmistir. Bu sonuclara gore lizozim yiizey
baskilanmis kriyojellerin su tutma kapasitesi % 465 olarak hesaplanmistir. Buna gore
lizozimin yapiya girmesiyle birlikte, su tutan grup sayisinin artmasi bu sisme davranisi

degisikligine sebep olmustur.

Cizelge 4.1. Kriyojelin kitlesel artisina bagli olarak su tutma kapasiteleri.

Kriyojel Kuru Sisme testi sonrasi  Su tutma
kitle (mg) kitle (mg) (%)
Poli(HEMA-GMA) 47.0 224.0 377
Poli(HEMA-GMA)-PEI 49.8 252.0 406
Poli(HEMA-GMA)-PEI-Cu(ll) 55.0 308.0 460
Poli(HEMA-GMA)-PEI-Cu(ll)-Lizozim 64.6 365.0 465

4.1.2. Yiizey Morfolojisinin incelenmesi

Kriyojellerin yizey morfolojisini gosteren SEM gorunttleri asagida verilmistir (Sekil 4.1-
4.6). Sekillerden de goruldugu gibi istenilen 6zellikte makrogtzenekli polimerler elde
edilmistir. Takip edilen sekillerde goruldigu gibi, GMA/HEMA oraninin degisimi kriyojel
yapisini fazla degistirmemistir. Her ¢ receteyle hazirlanan kriyojellerin yapisal 6zellikleri
benzerdir. PlrizIu hiicre duvari ve birbiriyle baglantili gecis kanallari agik¢a gértlmektedir.
Cu(ll) ve lizozim yuzey baskilanmis ve baskilanmamis Kkriyojellerin gorintdleri
incelendiginde; yizey baskilanmis kriyojellerin, baskilanmamis kriyojellere gore
beklenildigi gibi daha genis kavitelere sahip oldugu fark edilmektedir. Bu durum, analit
molekdlleri etrafinda monemerlerin  yonlenmelerine ve buna bagh dizenlenmis

polimerizasyondan kaynakli olabilir.
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EHT = 16.00 k' Signal A = SE1 Sample 1D =

o

B i

EHT = 15.00 kW Signal A = SE1 Mag= 7ODKX Sample 1D =

M — EHT=16.00kv  Signal A=SE1  Mag= 150KX  SampleID=

Sekil 4.1. Poli(HEMA-GMA) kriyojellerin SEM gorintileri.
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— EHT=1500kv  Signal A=SE1  Mag= 150KX Sample 1D =

EHT =15.00 kW Signal A= SE1 Mag= S00KX Sample ID =

EHT =15.00 kW Signal A = SE1 Mag= 7.00KX Sample 1D =

Sekil 4.2. Polietilenimin baglanmis poli(HEMA-GMA) kriyojellerin SEM gorintuleri.
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Samgls 1= Siggal A= SE1

|—— EHT=1500K/ SigndA=SE1  Mag= S00KX EHT =1E.00 kv Mag= 150KX Sample 0=

SignalA=SE1  Mag= SD0KX ———{ EHT=1500KV Mag= S00KX

F——1 ERT=1500k/ Sample D= Signdl A= SE1 Sample 0=

y: e w
|—— EKT=1500k/ SignalA=SE1  Mag= SDIKX Samrple (D= H EHT=1500kV  Signal A=SE1  Mag= 7.00KX Sample 0=

MIP NIP

Sekil 4.3. Cu(ll) baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin (GMA:HEMA,; 1:10) SEM
goruntuleri.
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EHT=1500W  SgnilA=SE1  Mag= TOOKX  SampleiD= L  BMT=1S00KV  SiglA=SEt  Meg= 150KX  SamplelD=

104m 10pm
EKT=1500k  SignalA=SE1  Mag= 150KX  SamplelD= ——— EWT=1500K  SignlA=3E1  Mags SO0KX  SamplelD=
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Sekil 4.4. Cu(I1) baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin (GMA:HEMA; 2:9) SEM
goruntuleri.
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Sekil 4.5. Cu(Il) baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin (GMA:HEMA,; 3:8) SEM
goruntuleri.
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Sekil 4.6. Lizozim baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin (GMA:HEMA; 1:10) SEM
goruntuleri.
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4.1.3. FTIR Calismalari
Poli(HEMA-GMA) kriyojellerinin molekil formalt Sekil 4.7°de, bu kriyojellerin FTIR

spektrumlari ise Sekil 4.8- 4.12°de gorilmektedir.

CH3 T CHJ T CH3
# C (|3 C (|3 C *
CcC—0 H C—0 H C—0O
o o o
CH; CH; CHy
CH, CH CH,
/\\
H»C @]

CH OH

HEMA GMA HEMA

Sekil 4.7. Poli(HEMA-GMA)’nin yapisl.

Poli(HEMA) kriyojelinin  FTIR spektrumu Sekil 4.8’de gorilmektedir. Spektrum
incelendiginde, 3300 cm™ (OH gerilmesi), 2960 cm™ (CH alkil gerilmesi), 1710 cm™ (C=0

gerilmesi) ve 1150 cm™* (C-O gerilmesi) bandlari bulunmaktadir.

Spektrumlar bir arada degerlendirildiginde, bir¢ok ortak band gorilmektedir. Poli(HEMA)
kriyojelinin spektrumunda bulunan benzer bandlar, poli(HEMA-GMA) kriyojelinin
spektrumunda da bulunmakla beraber, ilaveten 1240 cm™ (ester grubu C-O-C gerilmesi),
900 cm™ (epoksi grubu asimetrik halka gerilmesi) ve 850 cm™ (epoksi grubu simetrik halka
gerilmesi) bandlari da gortilmektedir (Sekil 4.9). Bu gruplar, kullanilan fonksiyonel
monomerin (GMA) vyapisinda bulunmaktadir. Bu sonuglar, polimerizasyon islemi
sonucunda fonksiyonel monomerin yapiya basariyla sokuldugunu ve epoksi grubunun

polimerizasyonda korundugunu gostermektedir.
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Polietilenimin baglanmis poli(HEMA-GMA) kriyojelinin spektrumu incelendiginde ise
beklenildigi gibi; 1070 ve 1020 cm™ (C-N gerilmesi), 750 ve 730 cm™ (N-H gerilmesi)
bandlari dikkat cekmektedir (Sekil 4.10). Bu gruplar, polietilenimin (PEI) molekilinin
yapisinda bulunmaktadir. Bu sonuglar, PEI molekdllerinin yapiya basari ile baglandigi

distincesini dogrulamaktadir.

Cu(Il) ve lizozim yiizey baskilanmis kriyojellerin spektrumlari géruldugu gibi hemen hemen
ayni olup PEI baglanmis polimerik yapida bulunan tiim bandlari icermektedirler (Sekil 4.11-
4.12). Bunun nedeni, yiizeye polietilenimin baglanmasindan sonra meydana gelen yizey
olaylari sonucu, benzer fonksiyonel gruplara sahip molekillerin baglanmasi ve farkh
fonksiyonel gruplarin ise biyik bandlarin altinda kalip goérilememesi (poliakrilamit
tabakasinda bulunan amit baglarindaki N-H gerilmesi, 3100-3500 cm™ aralijinda band
vermekte olup, O-H gerilmesinden kaynaklanan 3100-3600 cm™ araligindaki yayvan bandin
altinda kalmasi ve goriilememesi gibi) ya da IR spektrumunda, 4000-500 cm™ aralijinda

band vermemesidir (Cu(ll) gibi).

T

e

Sekil 4.8. Poli(HEMA) kriyojelinin FTIR spektrumu.
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Sekil 4.9. Poli(HEMA-GMA) kriyojelinin FTIR spektrumu.
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Sekil 4.10. Poli(HEMA-GMA)-PEI kriyojelinin FTIR spektrumu.
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Sekil 4.11. Cu(ll) ylzey baskilanmis Poli(HEMA-GMA) kriyojelinin FTIR spektrumu.
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Sekil 4.12. Lizozim yizey baskilanmis PoliHEMA-GMA\) kriyojelinin FTIR spektrumu.
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4.1.4. Yizey Alani Analizi

Yizey baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin spesifik yuzey alanlari, toplam gézenek
hacimleri ve ortalama gdzenek boyutlari Cizelge 4.2°de verilmistir. Spesifik ylzey alanlari,
toplam gozenek hacimleri ve ortalama gdzenek boyutlari BJH yontemi ile hesaplanmistir.
Cu(Il) ve lizozim yiizey baskilanmis kriyojellerin spesifik adsorpsiyon yiizey alanlari sirasi
ile 9.857 m?/g ve 6.789 m?/g olarak tespit edilmistir. Yine ayni sekilde Cu(ll) ve lizozim
yiizey baskilanmamis kriyojellerin spesifik yiizey alanlari sirasiyla 6.562 m?/g ve 6.456 m?/g
olarak hesaplanmistir. Bu beklenen bir durumdur. Yuzey baskilanmis kriyojellerin spesifik
yuzey alanlari, yuzeylerinde bulunan kaviteler sayesinde baskilanmamis kriyojellere gore
daha yuksek bulunmustur. Kriyojellerin sentezi esnasinda kullanilan sodyum lauril sulfat
(SLS) bilesigi, ylzey aktif bir madde oldugundan alisiimisin aksine yiizeyi dizgun degil,
purazlu kriyojeller elde edilmistir. Bu durum, kriyojellerin spesifik yuzey alanlarinda bir
miktar artisa/iyilesmeye olanak saglamistir.

Cizelge 4.2. Ylzey baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin yiizey alani élgtimleri.

Spesifik ylzey Toplam gbézenek hacmi
Kriyojel alani (m?/g) (cm®/g)
Lizozim-MIP 6.8 0.0233
Lizozim-NIP 6.5 0.0099
Cu(l)-MIP 9.9 0.0372
Cu(Il)-NIP 6.6 0.0183

4.1.5. Termal Analiz

Termal gravimetrik analiz cihazi ile kriyojellerin 0-900°C arahiginda analizleri yapilmis olup
kitle kayiplari sonucu elde edilen grafikler asagida verilmistir (Sekil 4.13-4.16). Bu
grafiklerde termogravimetrik analiz (TGA) egrileri 1sitma islemi sonucu meydana gelen
kitle kayiplarini, drTGA egrileri en fazla kiitle kayiplarinin meydana geldigi sicakliklar ve
diferansiyel termal analiz (DTA) egrileri ise tepkimelerin 1si alan (endotermik) ve 1sI veren
(ekzotermik) 6zelliklerinin incelenmesi konusunda veriler saglamaktadir. Sekiller
incelendiginde kriyojellerin tamaminda az da olsa degisen oranlarda (%3-%6) nem
bulunmaktadir ve ilk kitle kayiplari nemden ileri gelmektedir. Tum kriyojeller 250°C’ye
kadar kararli olup bu sicaklik degerinden sonra polimerik yapilardan kopmalar oldugu
gorulmektedir. Bu sonug, kriyojel yapilarindan fonksiyonel monomer gibi polar gruplarin
koptugunu gostermektedir. PoliHEMA-GMA) ve poli(HEMA-GMA)-PEI kriyojellerinin
TGA egrileri incelendiginde, 350-800°C arasinda egrilerin sifira yakin seyrettigi

43



gorilmektedir. Bu durum, bu sicaklik araliginda yapida organik kalintilarin bulundugunun
bir isaretidir. Ayrica poli(HEMA-GMA)-PEI kriyojelinde 250°C civari meydana gelen kitle
kaybinin % olarak degeri, poli(HEMA-GMA) kriyojelininkinden fazladir. Bu durum yapiya
bagl olan PEI molekiliinden kaynaklanmaktadir. PEI molekdlleri, GMA molekilleri ile
beraber 250°C civarinda yapidan kopmaktadir ve poli(HEMA-GMA)-PEI kriyojelinin
toplam kitle kaybi poli(HEMA-GMA) kriyojeline gore fazla olmaktadir. Cu(ll) ylzey
baskilanmis poliHEMA-GMA) kriyojelinde Cu(ll) iyonlarindan kaynaklanan toplam kitle
artisi nedeniyle 250°C civarinda yasanan kitle kaybinin degeri % olarak azalmistir. Clnkdi
bu sicaklik degerinde Cu(ll) iyonlari kopmamaktadir ve TGA egrisinin 400-800°C sicaklik
arahginda yaklasik %10 cizgisi civarinda kararli bir hal almasi yapidan geriye inorganik
kalintilarin (CuO gibi) kaldiginin bir gostergesidir. Lizozim ylzey baskilanmis kriyojelin
TGA egrisi de Cu(ll) baskilanmis kriyojelin TGA egrisi ile benzer olup meydana gelen
kopmalar sonucu 400-800°C sicaklik araliginda %20 cizgisi civarinda egri duz bir hal
almaktadir. Bunun nedeni de yapidan geriye gelen inorganik kalintilardir (Cu2Oz). Tum
kriyojellerin DTA grafiklerine bakildiginda kriyojellerin sicaklik etkisiyle bozulma

tepkimelerinin endotermik oldugu gorulmektedir.

TGA ; _ DTA
ngr/Iﬁf % Poli(HEMA-GMA) WVimg
100'003ight_Dss_—_.225%1@ 1 6.00
We{m -1.201%19 |
r ' -18.907%20
0.00- 80.00 \ VRight Loss 50 1
— — 59.31€10 W\ -75.806%40 1 4.00
60.00 273480 |
-0.50- 40.00- - * 2.00
| —— TGA
DITGA ]
97.70€10
20.00- 1
//\/_.\‘ >( | -000
| 3 6119810 252.04&’1@\’ y |
1od -0.00- 397\X0E10 |
0.00 20000  400.00  600.00  800.00
Temp [C]

Sekil 4.13. Poli(HEMA-GMA) kriyojelinin termal analiz grafigi.
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Sekil 4.14. Poli(HEMA-GMA)-PEI kriyojelinin termal analiz grafigi.
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Sekil 4.15. Cu(ll) yuzey baskilanmis poliHEMA-GMA) kriyojellerin termal analiz
grafigi.
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Sekil 4.16. Lizozim yuzey baskilanmis poli(HEMA-GMA\) kriyojellerin termal analiz
grafigi.

4.1.6. Bilgisayarli Mikrotomografi Analizi (MCT)

Bilgisayarli mikrotomografi analizi yapilan kriyollerin t¢ boyutlu goruntuleri Sekil 4.17-
4.20’de verilmistir. Sekillere bakildiginda kriyojellerin gozenekli yapilari ve sahip olduklar
akis kanallari acikca fark edilmektedir. Sekil 4.18 incelendiginde, poli(HEMA-GMA)
kriyojellerinin gdzeneklerinin ve akis kanallarinin PEI molekdillerinin yapiya baglanmasiyla
bilyik olciide doldugu gorillmektedir. ikinci polimerlesmenin gerceklesmesi sonucu
meydana gelen siskinlik lizozim baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin doluluk oranini

arttirmaktadir.
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Sekil 4.17. Poli(HEMA-GMA) kriyojellerin ti¢c boyutlu uCT goéruntuleri.
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Sekil 4.18. Poli(HEMA-GMA)-PEI kriyojellerin t¢ boyutlu uCT gorintileri.
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Sekil 4.19. Lizozim yuzey baskilanmis (MIP) poli(HEMA-GMA) kriyojellerin t¢ boyutlu
UCT goéruntuleri.
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Sekil 4.20. Lizozim yuzey baskilanmamis (NIP) poli(HEMA-GMA) kriyojellerin ti¢
boyutlu uCT gdrintileri.
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4.2. Adsorpsiyon Calismalari

Tez calismasi kapsaminda, yuzey baskilama yaklasimiyla molekdiler baskilanmis kriyojeller
sentezlenmistir. Bu amacla, oncelikle temel cikis polimeri olarak poli(HEMA-GMA)
kriyojeli sentezlenmis ve daha sonra hem etkilesim bdélgeleri kazandirmak hem de ileri
modifikasyon icin iskeleler hazirlamak amaciyla polietilenimin  baglanmasi
gerceklestirilmistir. Polietileniminlerin primer amin uglarinin kismi modifikasyonunu
takiben secilen iki kalip analit [Cu(ll) iyonlari ve lizozim]’in yizey baskilama islemi ikinci
bir kriyojellesme ile gergeklestirilmis ve elde edilen polimerler karakterize edilmistir. Tezin
bu boliminde ise her iki kalip molekdltine ait adsorpsiyon ¢alismalarinin sonuclari ayri ayri
tartistimistir.

4.2.1. Cu(ll) Yuzey Baskilanmis Kriyojeller

4.2.1.1. GMA Miktarinin Etkisi

Adsorpsiyon islemleri icin kesikli sistem tercih edilmistir. 250 uL GMA ve 2500 yL HEMA
kullanilarak hazirlanan Cu(ll) ylzey baskilanmis kriyojel Cu-I, 500 yL GMA ve 2250 uL
HEMA kullanilarak hazirlanan Cu(ll) yiizey baskilanmis kriyojel Cu-1l ve 750 yL GMA ve
2000 pyL HEMA kullanilarak hazirlanan Cu(ll) yizey baskilanmis kriyojel Cu-Il1 olarak

isimlendirilmistir.

Numuneler Cu(ll)’in 5 mL sudaki ¢ozeltisi (100 mg/L) ile hazirlanmis olup numunenin
pH’s1 yaklasik 5.3 olarak okunmustur. Membranlarin ilavesiyle adsorpsiyon islemi
gerceklestirilmis olup her ¢ kriyojelin de adsorpsiyon kapasiteleri Sekil 4.21°de

karsilastirmali olarak gosterilmistir.
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Adsorpsiyon Kapasitesi
(ug Cu(l)/g kriyojel)

Cu-I1 Cu-l11 Cu-l111
Yuzey Baskilanmis Kriyojeller

Sekil 4.21. Cu(ll) yuzey baskilanmis kriyojellerin adsorpsiyon kapasitelerinin
karstlastiriimasi. Cu(ll) derisimi: 20 mg/L; etkilesim suresi: 60 dak.; sicaklik 25°C.

Sekilden de gorildigu gibi maksimum Cu(ll) adsorpsiyon kapasitesi Cu-I kriyojelinde elde
edilmis olup (450.0 pg/g), Cu-I1 (350.0 pg/g) ve Cu-111 (300.0 pg/g) kriyojellerinden elde
edilen degerlerden 6nemli duzeyde yuksektir. Bunun nedeni artan GMA miktari ile jele
baglanan dallanmis polietilenimin molekullerinde bulunan amino (NH2) gruplarinin atak
yapacag! epoksi grubu sayisinin artmasi, cok noktali polietilenimin immobilizasyonunun
gerceklesmesi ve boylelikle de Cu(ll) gruplarinin baglanabilecegi primer amino grubu
sayisinin azalmasidir. Artan GMA miktari ile jele baglanan polietilenimin molekllerindeki
toplam serbest amino gruplarinin sayisi azalmistir (Sekil 4.22). Bu durum, her ug¢ kriyojel ile
yapilan potansiyometrik titrasyon sonucu elde edilen veriler ile dogrulanmaktadir. Cu-I, Cu-
I1 ve Cu-Ill kriyojellerinin 0.1 M HNO:s ile potansiyometrik titrasyonu sonucu elde edilen
veriler sonucunda bu kriyojellere bagl olan serbest amino miktarlari sirasiyla; 0.062 mol,
0.058 mol ve 0.053 mol olarak hesaplanmistir. Bundan dolayi daha sonraki c¢alismalarda

Cu(Il) ylzey baskilama isleminde Cu-I kriyojeller kullaniimistir.
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Sekil 4.22. Poli(HEMA-GMA) polimerine PEI’nin ¢ok noktali immobilizasyonu.

4.2.1.2. pH Etkisi

Cu(ll) ylzey baskilanmis kriyojellerden Cu(ll) adsorpsiyon kapasitesine pH etkisini
incelemek icin pH: 3-8 araliginda degistirilerek deneyler yapilmistir. Adsorpsiyon
miktarinin pH: 5.5’te en yiksek oldugu tespit edilmistir. Bunun nedeni Cu(ll) iyonlarinin
pH: 5.5 degerinden sonra hidroksit bilesiklerinin olusmasi ve ortamdaki serbest Cu(ll) iyonu
sayisinin azalmasidir. Bu ylzden adsorpsiyon kapasitesi pH: 5.5 degerinden sonra diismeye
baslamaktadir. pH: 5.5 de§erinden dusiik pH degerlerinde ise ortam asidik oldugundan
amino gruplarina Cu (1) iyonlari ile beraber hidrojen iyonlari (H") da baglanmaktadir. Bu
da adsorpsiyon kapasitesini disiurmektedir. Bu yizden daha sonraki calismalarda pH: 5.5
degerinde calisiimistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Cu(ll) adsorpsiyonuna ¢6zelti pH’sinin etkisi. Cu(ll) derisimi: 100 mg/L;
etkilesim siiresi: 120 dak.; sicaklik 25°C.

4.2.1.3. Sure EtkKisi

Belirlenen optimum pH degerinde (pH=5.5); adsorpsiyon c¢ozeltisinden farkli zaman
araliklarinda (10-360 dak.) numuneler alinarak adsorplanan Cu(ll) miktari belirlenmistir
(Sekil 4.24). Sekilden de goraldigu gibi, 45-60 dak.’da adsorpsiyon kapasitesinin
sabitlendigi gdzlenmistir. Buna gdre bu sure araligi icerisinde adsorbentin analiti baglama
bolgelerinin doygunluga ulastigi disunilmektedir. Ancak adsorbentin denge adsorpsiyon
degerine ulastigindan emin olmak igin en uygun temas suresi 120 dak. olarak belirlenmis ve

tim calismalarda uygulanmistir.
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Sekil 4.24. Cu(ll) adsorpsiyonuna etkilesim stresinin etkisi. pH: 5.5; Cu(Il) derisimi: 100
mg/L; sicaklik 25°C.

4.2.1.4. Cu(ll) Derisiminin Etkisi

Adsorpsiyon ortamindaki, Cu(ll) ¢ozeltisinin derisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisini
incelemek icin, pH: 5.5’te, 120 dak. etkilesim suresi ile 5-700 mg/L derisim araliginda
adsorpsiyon islemleri gerceklestirilmistir. Yapilan deneyler sonucunda artan Cu(ll) derisimi
ile adsorpsiyon kapasitesinin arttigi gozlenmistir. 100 mg/L Cu(ll) derisiminden sonra
adsorbentin Cu(ll) baglanma bolgeleri tamamen Cu(ll) ile doydugu igin adsorpsiyon
kapasitesinin 6nemli 6lctde degismedigi fark edilmis olup daha sonraki calismalarda 100
mg/L Cu(ll) derisimlerinde calisiimistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Cu(ll) adsorpsiyonuna Cu(ll) derisiminin etkisi. pH: 5.5; etkilesim siresi: 120
dak.; sicaklik 25°C.

4.2.1.5. Sicakhgin Etkisi

Adsorpsiyon uzerine sicakligin etkisini incelemek icin 4°C, 25°C, 35°C ve 45°C sicaklik
degerlerinde cahsiimistir. Yapilan deneyler sonucunda artan sicaklikla beraber
polietilenimin molekdlerinde bulunan amino gruplarindaki azot atomlari ile Cu(ll) iyonlari
arasindaki koordine kovalent baglar zayifladigindan ve sayisi azaldigindan adsorpsiyon
kapasitesinin azaldigi fark edilmistir (Sekil 4.26). Bu sonug ligand ile analit arasindaki
etkilesimin beklenildigi gibi kovalent olmayan ikincil etkilesimler (koordine kovalent bag,

elektron paylasimi, hidrojen bagi vs.) oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.26. Cu(ll) adsorpsiyonuna sicakligin etkisi. pH: 5.5; Cu(ll) derisimi: 100 mg/L;
etkilesim siresi: 120 dak.

4.2.1.6. Iyonik Siddetin Etkisi

lyonik siddetin adsorpsiyon kapasitesi Uzerine etkisini incelemek amaciyla NaCl ve
(NH4)2SO4 tuzlari ile ¢ahsiimistir. Derisimleri 10-400 mM degerleri arasinda degistirilerek
adsorpsiyon kapasiteleri belirlenmistir. Artan iyonik siddet ile adsorpsiyon kapasitesinin
azaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.27). Bu sonug, analit ile ligand arasindaki etkilesimin
sicakligin etkisinde belirlendigi gibi elektrostatik etkilesimler oldugu dusiincesini
dogrulamaktadir. Cunk artan tuz derisimi (iyonik siddet) ile beraber pozitif iyon miktarlar
(Na" ve NH4") da artmakta ve bu iyonlar polietilenimin molekiillerindeki amino gruplari ile
koordine kovalent bag yapma konusunda Cu(ll) iyonlari ile yaris héline girmektedir.
Boylece amino gruplarina baglanan Cu(ll) iyonlarinin sayisi azalmaktadir. Ayrica numune
cozeltisi icerisinde bulunan Cu(ll) iyonlari da ClI- ve SO4% iyonlari ile elektrostatik
etkilesime girerek iyonik baglar olusturmaktadir. Boylelikle, analit ve ligand arasinda bir
maskeleme olayi gerceklesmektedir. Bu sebeple adsorpsiyon kapasitesi artan iyonik siddetle
beraber azalmaktadir.
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Sekil 4.27. Cu(ll) adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi. pH: 5.5; Cu(ll) derisimi: 100
mg/L; etkilesim suresi: 120 dak.; sicaklik 25°C.

4.2.1.7. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Cu(Il) yuzey baskilanmis kriyojellere adsorplanan Cu(l1)’nin desorpsiyonu kesikli sistemde
calisilmistir. Bakir adsorplamis kriyojeller 0.1 M HNO3 ¢6zeltisi bulunan 5 mL desorpsiyon
ortaminda 60 dakika sure ile surekli karistirilmistir. Kriyojellerin tekrar kullantlabilirligini
gostermek icin, adsorpsiyon-desorpsiyon dongusu ayni membranlar kullanilarak 5 kez

tekrarlanmistir.

Adsorpsiyon-desorpsiyon dongust sonucu Cu(ll) iyonlarinin %97’si kazanilabilmistir. Bu
durum, PEI ile Cu(ll) iyonlarinin tersinir olarak etkilestigini ve yumusak kosullar altinda
geri kazanimin basarildigini gostermektedir. Ayrica, yiksek geri kazanim orani, tekrar
kullanim 6zelligini belirtmekte ve bdylelikle adsorpsiyon kapasitesinde kaydadeger bir

azalma gozlenmemistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Cu(ll) ylzey baskilanmis kriyojellerin tekrar kullanilabilirligi.

4.2.1.8. Segicilik Calismalari

Cu(ll) yuzey baskilanmis kriyojellerin Cu(lIl) iyonlarina karsi seciciligini belirlemek icin
yine kesikli sistem tercih edilmistir. ilk olarak Cu(l1) yiizey baskilanmis kriyojeller (MIP)
ve baskilanmamis membranlarin adsorpladiklari Cu(I1) miktarlarinin yaninda Co(ll), Ni(ll),
Pb(Il) ve Cd(Il) miktarlari da yarismasiz olarak calisiimis ve kantitatif metal analizleri

atomik absorpsiyon spektrometresinde ol¢tlmustir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Cu(ll) ylzey baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin secicilik ¢alismalari
(Yarismasiz).
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Bu ¢alismada Cu(ll), Co(ll), Ni(ll), Pb(11) ve Cd(1l) agir metallerinin 500 mg/L derisiminde
cozeltileri hazirlanmistir. Bu agir metallerin her biri igin Cu(ll) baskilanmis ve
baskilanmamis kriyojeller ile teker teker adsorpsiyon calismalari yapilmistir. Adsorpsiyon
ortami ise 5 mL (pH: 5.5) 100 mg/L agir metal ¢ozeltisi ile olusturulmustur. Deneyler oda

sicakliginda, calkalamali etiivde, 100 rpm’de, 2 saat etkilesim suresi ile gergeklestirilmistir.

Cu(ll) yuzey baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin herbir agir metal igin adsorpsiyon

kapasiteleri hesaplandiktan dagilim katsayisi asagidaki sekilde bulunmustur.

Kd = (Ci-Cs).V / Csxm (Esitlik 4.1)

Bu esitlikte Kg; dagihm katsayisini (L/g), Ci; analit ¢Ozeltisinin adsorpsiyondan onceki
derisimini (ug/L), Cs; Cu(ll) cozeltisinin adsorpsiyondan sonraki derisimini (ug/L), V;

adsorpsiyon ortaminin hacmini, m; kuru kriyojel kitlesini (g) gostermektedir (Cizelge 4.1).

Daha sonra secicilik katsayisi asagidaki esitlige gore hesaplanmisir.

k= Kd (hedef iyon) / Kd (yarismaci iyon) (Esitlik 4.2)

Burada k; secicilik katsayisini, Kq tnedefiyon); Cu(ll) iyonlarinin dagilim katsayisini, Kq (yarismaci
iyon); yarismaci iyonlarin [Co(I1), Ni(I1), Pb(1l), Cd(I1)] dagilim katsayisini gostermektedir.

Son olarak bagil secicilik katsayisi asagidaki esitlige gore hesaplanmistir.

k'=kiey/ keiey  (Esitlik 4.3)

Burada k’; bagil secicilik katsayisini, koviey; Cu(ll) yiizey baskilanmis kriyojelin segicilik
katsayisini, keiry; baskilanmamis kriyojelin secicilik katsayisini gostermektedir.
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Cizelge 4.3. Cu(ll) yiizey baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin secicilik katsayilari

(Yarismasiz).

AGir MIP NIP
Metal | qug/g) Ka(Llg) Kk | q(ug/g) Ka(llg) K K’
Cu(ll) | 25300  35.02 - 920.0 10.20 - -
Co(ll) | 11100  12.60 2.80 | 800.0 873 1.17| 2239
Ni(l) | 530.0 563 622 | 380.0 3.96 258| 241
Pb(Il) | 300.0 310 11.23| 260.0 267 3.82| 294
cd(l) | 680.0 729 480 | 600.0 634 161| 298

Toplam | 5150.0 2960.0

Sekil 4.29 ve Cizelge 4.3’den de goruldugi gibi Cu(ll) yizey baskilanmis kriyojeller
baskilanmamis kriyojellere gére herbir agir metal icin daha ylksek adsorpsiyon kapasitesine
sahiptir. Bu durum, yizey baskilama isleminin gerceklestirilmesinde metal iyonlariyla
etkilesebilecek gruplarin agikta kalmasi/maskelenmesi ile aciklanabilir. Ayrica Cu(ll) yuzey
baskilanmis polimerik yapinin baskilanmamis yapiya gére daha biyik yilzey alanina sahip
olmasi da bir deger énemli parametredir. Ayrica en yiksek secicilik katsayisina Cu(ll) iyonu
icin ulastimistir. Bu sonug, Cu(ll) yizey baskilanmis poli(HEMA-GMA) kriyojellerinin
Cu(ll) iyonlarina karsi son derece segici oldugunu gostermektedir. Bu secicilik Cu(ll) yuzey
baskilanmis kriyojellerin ylzeyinde bulunan Cu(ll) iyonlarina 6zgu olan kavitelerden

kaynaklanmaktadir.

Secicilik ¢alismalarinin bir sonraki asamasinda ise yine Cu(ll), Co(ll), Ni(ll), Pb(ll) ve
Cd(I1) agir metallerinin 500 mg/L derisiminde ¢6zeltileri hazirlanmistir. Bu agir metallerin,
Cu(Il) baskilanmis ve baskilanmamis kriyojeller ile adsorpsiyon ¢alismalari ayni anda ve
ayni ortamda (yarismali olarak) yapilmistir. Deneyler oda sicakliginda, calkalamali etiivde,
100 rpm’de 2 saat etkilesim suresi ile gergeklestirilmistir. Agir metal derisimleri ayni sekilde

atomik absorpsiyon spektrometresi ile belirlenmistir (Sekil 4.30).

Bu calismada da Cu(ll) yuzey baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin herbir agir metal
icin adsorpsiyon kapasiteleri hesaplandiktan dagilim katsayilari, secicilik katsayilari ve bagil
secicilik katsayilar sirasiyla Esitlik 4.1, Esitlik 4.2 ve Esitlik 4.3’deki gibi hesaplanmistir
(Cizelge 4.4).
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Sekil 4.30. Cu(ll) ylzey baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin secicilik ¢alismalari
(Yarismal).

Cizelge 4.4. Cu(ll) yuzey baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin segicilik katsayilar

(Yarismal).
AGIr MIP NIP
Metal l9)  Ka (L/ K l9)  Ka(L/ K K’
q(ug/g) Kad(L/g) q(ug/g) Kad(L/g)
Cu(ll) | 1210.0 13.93 - 630.0 6.75

Co(ll) 620.0 6.67 2.09 | 450.0 4.73 143 | 1.46
Ni(ll) 280.0 2.86 487 | 120.0 1.20 5.63 | 0.87

Pb(ll) 40.0 040 34.83| 36.0 0.36 18.75| 1.86
cd(ln) 390.0 4.09 341 | 280.0 2.91 232 | 147
Toplam | 2540.0 1516.0

Sekil 4.30 ve Cizelge 4.4’den de goruldigu gibi Cu(ll) yuzey baskilanmis kriyojeller
baskilanmamis kriyojellere gdére herbir agir metal icin yarismasiz kosullarda oldugu gibi
daha ylksek adsorpsiyon Kkapasitesine sahiptir. Bu durum, yuzey alani ve/veya
polimerizasyon kosullariyla iliskilidir (Cizelge 4.2). Ancak Cu(ll) iyonlari yarismaci
iyonlarla ayni ortamda bulundugundan yarismasiz kosullarda elde edilen degerlere gore
adsorpsiyon kapasiteleri hem baskilanmis hem de baskilanmamis kriyojellere gére énemli
Olctde azalmistir. Bu sonug, metal iyonlarinin polietilenimin ile etkilesiminin yarismali
oldugunu ve antagonistik etki gosterdiklerini aciga cikarmaktadir. Bu calismada da

beklenildigi gibi en yiksek segicilik katsayisina Cu(ll) iyonu igin ulasiimistir. Bu sonuc,
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Cu(ll) baskilanmis poli(HEMA-GMA) kriyojellerinin hem yarismasiz hem de yarismali
kosullar altinda Cu(ll) iyonlarina karsi son derece secici oldugunu gostermektedir.

Ayrica Cu(ll) iyonunun adsorpsiyon kapasitesi, yarismali ve yarismasiz ortamlarin her
ikisinde de Co(Il), Ni(ll), Pb(ll) ve Cd(ll) ile kiyaslandiginda beklenildigi gibi ¢cok daha
yuksektir. Co(ll) ve Ni(ll) iyonlarinin boyutlari Cu(ll) iyonuna daha yakin oldugu igin
polimerik yapi tarafindan daha ¢ok adsorbe edildigi distndlmektedir. Cd(I1) ve bilhassa da
Pb(I1) iyonlarinin boyutlari ise Cu(ll) iyonundan ¢ok daha farkh oldugu icin bu iyonlarin
adsorpsiyon kapasiteleri oldukga disuk cikmistir. Bu da Cu(ll) yizey baskilanmis
kriyojellerdeki kavitelerin Cu(ll) iyonunun hem boyutlarina hem de koordinasyon kiiresine

uygun oldugunu goéstermektedir.

4.2.2. Lizozim Yuzey Baskilanmis Kriyojeller

4.2.2.1. pH Etkisi

Lizozim ylzey baskilanmis kriyojellerin adsorpsiyon kapasitesine pH etkisini incelemek
icin pH: 3.0-11.0 araliginda uygun tamponlar varliginda degistirilerek deneyler yapilmistir.
Adsorpsiyon miktarinin pH: 6.5’te en ylksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.31). Lizozim
yuzey baskilanmis kriyojellerin adsorpsiyon kapasitesi daha dustk ve daha yiksek pH
degerlerinde 6nemli 6lgtide dismektedir.

Lizozim proteinin izoelektrik noktasi pH: 11.2’dir. Proteinlerin izolelektrik noktalarindaki
net yukin sifir olmasi onlarin yiikten yoksun oldugu anlamina gelmemektedir [156].
Lizozimin en etkin oldugu pH arahgi 6.0-6.5°dir. Dolayisiyla, lizozimin afinite sistemiyle
etkilesiminin bu deger arahiginda olmasi beklenen bir durumdur. Lizozim proteininin ylzeye
yakin bolgelerinde bir histidin, dort aspartik asit, iki glutamik asit ve iki tirozin kalintisi
bulunmaktadir [157]. Dolayisiyla; histidin, aspartik asit ve glutamik asit kalintilari fizyolojik
pH (pH: 7.0) civarinda yuksiz yan grup veya negatif ylke sahip olmaktadir. Boylelikle de
polietilenimin molekdllerine bagh pozitif yukli Cu(ll) iyonlarinin lizozim proteinine
baglanmasi elektrostatik etkilesimler (koordine kovalent etkilesim) vasitasiyla daha kolay

hale gelmektedir.
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Sekil 4.31. Lizozim adsorpsiyonuna pH etkisi. Lizozim derisimi: 100 mg/L; etkilesim
sliresi: 60 dak.; sicaklik 25°C.

4.2.2.2. Etkilesim Suresinin Etkisi

Belirlenen optimum pH degerinde (pH:6.5) adsorpsiyon c¢ozeltisinden farkli zaman
araliklarinda (10-360 dak.) numuneler alinarak adsorplanan lizozim miktarlari belirlenmistir
(Sekil 4.32). Sekilden de goéruldugu gibi, 60. dak.’da lizozim adsorpsiyon kapasitesinin
hemen hemen sabitlendigi gdzlenmistir. Buna gore lizozimin adsorbente baglandigi
bolgelerin 60 dak. sonra doygunluga ulastigi distinulmektedir. Bundan dolayr en uygun
temas suresi 60 dak. olarak belirlenmis ve diger tim calismalarda uygulanmistir.
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Sekil 4.32. Lizozim adsorpsiyonuna etkilesim siresinin etkisi. pH: 6.5; lizozim derisimi:
100 mg/L; sicakhk: 25°C.

4.2.2.3. Lizozim Derisiminin Etkisi

Adsorpsiyon ortamindaki, lizozim ¢ozeltisinin adsorpsiyon kapasitesine etkisini incelemek
icin, pH: 6.5°te, 60 dak. etkilesim siresi ile 100-1000 mg/L derisim araliginda adsorpsiyon
islemleri gergeklestirilmistir. Yapilan deneyler sonucunda artan lizozim derisimi ile
adsorpsiyon kapasitesinin arttigi gézlenmistir. 200 mg/L lizozim derisiminden sonra
adsorbentin lizozim baglanma bdlgeleri tamamen lizozim ile doydugu ic¢in adsorpsiyon
kapasitesinin dnemli 6lctide degismedigi fark edilmis olup daha sonraki calismalarda 200
mg/L lizozim derisimlerinde ¢alisiimistir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Lizozim adsorpsiyonuna lizozim derisiminin etkisi. pH: 6.5; etkilesim siresi:
60 dak.; sicaklik: 25°C.

4.2.2.4. Sicakhgin Etkisi

Adsorpsiyon kapasitesi tzerine sicakhgin etkisini incelemek igin 4°C, 25°C, 35°C ve 45°C
sicaklik degerlerinde calisilmistir. Daha ©nce de belirtildigi gibi hem Cu(ll)-PEI
etkilesimleri hem de Cu(ll)-lizozim etkilesimleri, koordine kovalent bag ve elektron
paylasimi gibi etkilesimlerdir. Bu etkilesimlerin kuvveti, sicaklikla ters orantihidir.
Dolayisiyla artan sicaklik, baskin etkilesimlerde azalmaya; bu durum da adsorpsiyon
kapasitesinde azalmaya sebep olmaktadir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. Lizozim adsorpsiyonuna sicakligin etkisi. pH: 6.5; lizozim derisimi: 200 mg/L;
etkilesim suresi: 60 dak.

4.2.2.5. Iyonik Siddetin Etkisi

lyonik siddetin lizozim adsorpsiyonu (zerine etkisini incelemek amaciyla NaCl ve
(NH4)2SO4 tuzlan ile cahsiimistir. Tuz derisimleri 10-400 mM degerleri arasinda
degistirilerek adsorpsiyon kapasiteleri incelenmistir. Artan iyonik siddet ile adsorpsiyon
kapasitesinin azaldi§i belirlenmistir (Sekil 4.35). Bu sonug, analit ile ligand arasindaki
etkilesimin beklenildigi gibi elektrostatik oldugu disuncesini dogrulamaktadir. Artan tuz
derisimi ile adsorpsiyon ortamindaki katyon/anyon etkilesimleri etkilenmektedir. Ayrica
elektron wverici ve alici gruplarin tuz iyonlari tarafindan maskelenmesi lizozim
adsorpsiyonunu inhibe etmekte ve adsorpsiyon kapasitesi 6nemli Ol¢uide azalmaktadir.
Bunun yaninda, pH: 6.5 noktasinda lizozim proteinin yizeye yakin bélgelerinde bulunan
aminoasit kalintilarinin pozitif ve negatif yukli gruplari da tuz molekillerinin pozitif ve
negatif yukli gruplari ile elektrostatik etkilesime girmekte ve Cu(ll)-lizozim arasindaki
elektrostatik etkilesimlerin sayisini azaltmaktadir. Bu sebeple adsorpsiyon kapasitesi artan
iyonik siddetle beraber azalmaktadir. Cahisilan lizozim derisimleri ¢cok dusuk oldugundan

(NH4)2S0O4 tuzundan kaynaklanabilecek kaotropik bir etki beklenmemektedir [158]
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Sekil 4.35. Iyonik siddet etkisi. pH: 6.5; lizozim derisimi: 200 mg/L; etkilesim stiresi: 60
dak.; sicaklk 25°C.

4.2.2.6. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Lizozim yuzey baskilanmis kriyojellere adsorplanan lizozimin desorpsiyonu da kesikli
sistemde calistimistir. Lizozim adsorplamis kriyojeller 1 M NaCl ¢ézeltisi bulunan 5 mL
desorpsiyon ortaminda 60 dakika siire ile 100 rpm hizda strekli karistirilmistir. Kriyojellerin
tekrar kullanilabilirligini gostermek icin, adsorpsiyon-desorpsiyon déngusu ayni kriyojeller
kullanilarak 5 kez tekrarlanmistir. Desorpsiyon-adsorpsiyon islemlerinin arasinda
rejenerasyon icin 20 mM NaOH (10 mL, 30 dak.) ve dengeleme icin tampon ¢ozelti (pH:
6.5, 10 mL, 30 dak.) ile kriyojeller yikanmistir.

Adsorpsiyon-desorpsiyon donguisu sonucu lizozim proteini %96 geri kazanim oraniyla elde

edilirken adsorpsiyon kapasitesinde kaydadeger bir azalma gézlenmeden ayni kriyojeller 5
defa kullaniimistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. Lizozim ylizey baskilanmis kriyojellerin tekrar kullanilabilirligi.

4.2.2.7. Secicilik Calismalari

Lizozim yizey baskilanmis kriyojellerin lizozime Karsi segiciligini belirlemek icin
calismalar kesikli sistemde calisiimistir. Bu calismada lizozim yilizey baskilanmis
kriyojeller ve baskilanmamis kriyojellerin adsorpladiklari lizozim miktarlarinin yaninda

sigir serum albimin (BSA) ve sitokrom ¢ miktarlari da hesaplanmistir,

Ik olarak lizozim, BSA ve sitokrom ¢ proteinlerinin 1000 mg/L derisiminde ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu proteinlerin her biri icin lizozim ylizey baskilanmis ve baskilanmamis
kriyojeller ile adsorpsiyon calismalari yapiimistir. Adsorpsiyon ortami ise 1 mL 1000 mg/L
protein ¢Ozeltisi ve 4 mL pH: 6.5 tamponundan son derisim 200 mg/L olacak sekilde
olusturulmustur. Deneyler oda sicakhginda, ¢alkalamal etivde, 100 rpm hizda 1 saat
etkilesim suresi ile gerceklestirilmistir. UV-gorinir spektrometresinde 280 nm dalga
boyunda olctilen degerler ile herbir protein icin adsorpsiyon kapasiteleri hesaplanmis ve
grafige gecirilmistir (Sekil 4.37).

Sekil 4.37°den de goruldigu gibi lizozim ylzey baskilanmis kriyojeller lizozime karsi son
derece secici davranmaktadir. Sitokrom c proteinlerinin BSA proteinlerine gore daha fazla
adsorbe edildigi tespit edilmistir. Sitokrom c izoelektrik nokta ve molekdler agirlik olarak

lizozime benzer yapisal 0zelliklere sahiptir. BSA proteini ise boyut ve yik olarak lizozim
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proteininden cok farklidir [74]. Dolayisiyla, sitokrom ¢ proteinin BSA proteinine gore
yapiya daha fazla baglanmasi beklenilen bir durumdur.
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Sekil 4.37. Lizozim baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin segicilik calismalari.

Bu calismada da lizozim yilizey baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin herbir protein
icin dagihm katsayilari, secicilik katsayilari ve bagil secicilik katsayilari sirasiyla Esitlik 4.1,
Esitlik 4.2 ve Esitlik 4.3 teki gibi hesaplanmistir (Cizelge 4.5). Cizelgeden de géruldigi gibi
lizozim yuzey baskilanmis kriyojellerin sitokrom ¢ ve BSA proteinlerine Kkarsi lizozim
seciciligi oldukca yuksek olup (sitokrom c’ye karsl 11.99 kat, BSA’ya karsi 29.46 kat); bu
sonug, yuzey baskilanmis yapi Uzerindeki kavitelerin lizozim molekilunin boyutlarina
uygun oldugu distincesini dogrulamaktadir.

Cizelge 4.5. Lizozim yizey baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin secicilik

katsayilari.
MIP NIP

Protein q

(Mg/lg) Kd(L/g) Kk | q(uglg) Kd(l/g) K K’
Lizozim |10270.0 145.83 - 2620.0 15.33 - -
Sitokromc | 2170.0 12.16 11,99 | 1590.0 8.68 1.77| 6.77
BSA 970.0 4.95 29,46 | 520.0 2.62 5.85| 5.04
Toplam | 13410.0 4730.0
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4.3. Yumurta Akindan Lizozim Saflastiriimasi ve SDS-PAGE Analizi

Elektroforetik olarak karakterize edilen lizozim ¢ozeltilerine sodyum dodesil stlfat (SDS)
ile muamele edilmis ve lizozimlerin denatiirasyonu saglanarak negatif yik kazandirilmistir.
Jel Gzerinde farkli molekl kitlelerine sahip proteinler farkli mesafelerde goc etmektedirler.
Molekdil kitlesi distik proteinler jel Uzerinde daha fazla mesafe katederken, molekul kitlesi
yuksek proteinler daha az mesafe katetmektedir. Sekil 4.38 incelendiginde, sulu ¢ozeltiden
ve yumurta akindan adsorbe edilen lizozim proteinin 1.0 M NaCl ile desorpsiyonu sonucu
elde edilen desorpsiyon cozeltilerindeki lizozim varligi jel géruntiisii Uzerinde acikca fark
edilmektedir.

Lizozim yuzey baskilanmis kriyojeller ile lizozim adsorpsiyonu, hem sulu ¢ozeltiden hem
de yumurta akindan paralel sekilde optimum deney kosullarinda gergeklestirilmistir. Sulu
cozeltiden adsorbe edilen lizozim igin adsorsiyon kapasitesi 10440 pg/g olarak
hesaplanirken, yumurta akindan elde edilen lizozim icin adsorpsiyon kapasitesi 7650.0 pg/g
olarak belirlenmistir. Bu beklenen bir sonuctur. Sulu cozeltide sadece lizozim proteini
bulunurken, yumurta akindan ekstrakte edilen ¢6zeltide lizozim disinda baska protein turleri
ve safsizliklar da bulunabilmektedir. Bu sebeple saf lizozim cozeltisinden elde edilen
adsorpsiyon kapasitesinden bir miktar disus olmasi olagan bir durumdur. Yumurta akindan
elde edilen lizozimin adsorpsiyonu sonucu gerceklestirilen desorpsiyon islemi sonucunda
desorpsiyon orani %85 olarak bulunmustur. Bu sonug, yumurta akindan elde edilen lizozim
ile lizozim yuzey baskilanmis kriyojel arasindaki etkilesimin blyuk 6lcude tersinir oldugunu
gostermektedir. Ayrica saflastirma isleminin lizozimin yapisal 6zelliklerine olumsuz etki

(denatiirasyon gibi) yapmadigini da belirtmektedir.
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Sekil 4.38. Lizozim proteininin elektroforetik ayrimi. 1. Band: Lizozim marker, 2. Band:
Lizozim (desorpsiyon-yumurta aki), 3. Band: Lizozim (adsorpsiyon sonrasi-yumurta aki),
4. Band: Lizozim (adsorpsiyon dncesi-yumurta aki), 5. Band: Lizozim (desorpsiyon-sulu
cozelti), 6. Band: Lizozim (adsorpsiyon sonrasi-sulu ¢dzelti), 7. Band: Lizozim
(adsorpsiyon dncesi-sulu ¢ozelti), 8. Band: Lizozim marker.

4.4. Matematiksel Modellemeler

4.4.1. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermleri her bir analitin adsorbent ile etkilesimini tanimlamak igin
kullaniimaktadir. Boylelikle ¢ozeltideki analit derisimi ve iki faz dengedeyken, kati faza
adsorplanan analit miktar1 arasindaki iliski belirlenebilmektedir.

Langmuir adsorpsiyon modeli, molekdllerin sabit sayida iyi tanimlanmis bdlgelere
adsorplandigini ve her birinin sadece bir molekil tutacagini kabul etmekte olup, bu
bolgelerin de enerji bakimindan esit oldugunu ve birbirinden uzak oldugunu ve bundan
dolayl da komsu bdlgelere adsorplanan molekdller arasinda yanal etkilesim olmadigini
ongormektedir [159].

Langmuir adsorpsiyon izotermi Esitlik 4.4” de verilmistir. Yizey baskilanmis kriyojellerin
Cu(ll) ve lizozim igin denge verilerinin karsilik gelen degisimleri lineer (dogrusal) bir grafik
vermektedir ki bu Langmuir modelinin bu sistemlere uygulanabilecegini gostermektedir.

Qeq = Qmax- b. Ceq / (1 + bCeq) (E§|t|lk 44)
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Bu esitlikte Q; adsorplanmis analit miktarini (Hg/g), Ceq denge analit derisimini (ug/L), b
Langmuir sabitini (L/pug) ve Qmax maksimum adsorpsiyon kapasitesini gostermektedir

(Mg/g). Bu esitlik dogrusallastirildiginda

1/Qeq=[1/(Qmax b)I[1/ Ceq] +[1/(Qmax)] (Esitlik 4.5)

elde edilmektedir. 1/Ceq karst 1/Q grafiginin y eksenini kestigi nokta 1/Qmax degerini ve
egimi de 1/Qmax.b degerini vermektedir (Sekil 4.39 ve Sekil 4.40).
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Sekil 4.39. Cu(ll) yuzey baskilanmis kriyojeller icin Langmuir izotermi.

73



0,000133
0,000128 r

0,000123 r y =0,1331x + 9E-05
R?=0,9959
0,000118 r

0,000113 r

1/Q.,(g/u9)

0,000108 r
0,000103 r

9,8E-05 | g7

9,3E-05
0,000001 0,000051 0,000101 0,000151 0,000201 0,000251 0,000301

1/C,,

Sekil 4.40. Lizozim yuzey baskilanmis kriyojeller icin Langmuir izotermi.

Cu(ll) yuzey baskilanmis ve lizozim yizey baskilanmis kriyojellere ait maksimum
adsorpsiyon kapasiteleri (Qmax) sirasiyla 10000.0 pg/g ve 11111.1 pg/g olarak deney
verilerinden hesaplanmistir (Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5). Langmuir korelasyon katsayilari
(R?), her iki yiizey baskilanmis poli(HEMA-GMA) kriyojeller icin oldukca yiiksektir (Cu(ll)
I¢in 0.9425 ve lizozim igin 0.9959). Bu sonuglar, Langmuir adsorpsiyon modelinin bu afinite
sistemlerine uygulanabilir oldugunu gostermektedir. Bir diger tanimla, yiizey baskilama
sirasinda olusturulan kaviteler homojen dagilmis, es enerjili ve yanal etkilesemenin olmadigi

anlamina gelmektedir.

Diger izoterm ise, sik sik adsorpsiyon davranislarini gostermekte kullanilan Freundlich
izotermidir [160]. Bu izoterm, heterojen yiizeye adsorpsiyon hususunda Langmuir
izoterminin Ustel bir formudur. Adsorplanan protein, tim baglanma bélgelerine olan toplam
adsorpsiyonuna esittir. Freundlich izotermi tersinir adsorpsiyonu belirtir ve tek katman

olusumuyla sinirli degildir. Basit formiil;

Qeq= Kr (Ceq)" (Esitlik 4.6)

seklindedir. Krve n Freundlich sabitleridir. InQeqya karsi InCeq grafiginde, InKrekseni kesen
nokta ve 1/n egimini bulmak icin kullaniimaktadir (Sekil 4.41 ve Sekil 4.42).
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Sekil 4.41. Cu(ll) yuzey baskilanmis kriyojeller i¢in Freundlich izotermi.
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Sekil 4.42. Lizozim yuzey baskilanmis kriyojeller icin Freundlich izotermi.
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Cizelge 4.6. Cu(ll) adsorpsiyonu i¢in Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon sabitleri ve
korelasyon katsayilari.

Langmuir Sabitleri Freundlich Sabitleri
Qdeneysel (ug/g) ((387;) b (L/pg) R? K n 1/n R?
2541.0 10000.0 0.0000054 0.9425 [ 1.92 0.637 1.57 0.8604

Cizelge 4.7. Lizozim adsorpsiyonu i¢in Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon sabitleri ve
korelasyon katsayilari.

Langmuir Sabitleri Freundlich Sabitleri
Qmax- 2 2
/ b (L/ R K n 1/n R
Queneysel (HO/Q) | sy P (L/O) f
10723.0 11111.1  0.00068 0.9959 | 4699.9 0.0648 15.432 0.8941

Daha dnce de bahsedildigi tzere Freundlich izotermi, yiizey heterojenitesini gosteren iKi
parametre icermektedir, K. ve 1/n. 1/n, yizey heterojenite indeksidir. Bu degerler ve
regrasyon katsayilari incelendiginde, hem Cu(ll) yizey baskilanmis hem de lizozim yiuzey
baskilanmis kriyojeller (izerine adsorpsiyon islemi ¢ok katmanl adsorpsiyon seklinde
olmamistir. Cu(ll) ve lizozim adsorpsiyon izotermleri tim derisim araligi ¢alismalarinda
dogrusal cikmistir ve korelasyon katsayilari yiiksektir. izotermlerin korelasyon katsayilari
g6z onlne alindiginda, Langmuir adsorpsiyon modeli oldukca uygundur. Cizelge 4.6 ve
Cizelge 4.7; Freundlich adsorpsiyon izoterm sabitlerini, n, K. ve korelasyon katsayilarini,
gostermektedir. Cu(ll) ve lizozim Langmuir izotermleri icin regresyon katsayi degerleri
Freundlich izoterm de@erlerinden daha yuksektir ve Langmuir Qmaxdegerleri deneysel veriler

ile daha iyi uyusmaktadir.
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4.4.2. Adsorpsiyon Kinetik Modelleme

Kitle transferi ve kimyasal etkilesim gibi parametrelerin adsorpsiyon islemleri tUzerindeki
kontrol mekanizmalarini inceleyebilmek amaciyla deneysel sonuclari matematiksel kinetik
modeller ile test etmek gerekmektedir. Kinetik modeller (yalanci-birinci ve ikinci derece
esitlikler) olc¢llen derisimlerin adsorbent yiizey derisimlerine esit oldugu durumlarda
kullanilabilmektedir. Lagergren birinci-derece hiz esitligi sivi c¢ozeltiden kati yuzeye

adsorpsiyonda en ¢ok kullanilan esitliklerden biridir. Asagidaki gibi ifade edilebilmektedir:

dqe/ dt = ka(deq- qr)  (Esitlik 4.7)

k1, yalanci- birinci derece adsorpsiyon hiz sabiti (1/dak.) ve geq Ve gt Sirasiyla dengedeki ve

t anindaki adsorplanan analit miktarlarini (ug/g) gostermektedir.

Sinir degerler, t=0 icin q:=0 ve t=t i¢in gi=qt, uygulandiktan sonra integrasyon alindiginda;

l0g[Qeq / (Qeq-ar)] = (kat) / 2.303 (Esitlik 4.8)

Denklem dogrusal formu elde etmek igin tekrar organize edilirse;

10g(Geq- ) = 10g(Qeq) - (Kat) / 2.303  (Esitlik 4.9)

esitligi elde edilir. log(qeq) karsi t, bu kinetik modelin uygulanabilmesi icin dogrusal bir
grafik vermelidir. Asil birinci-derece islemde log(Qeq), 109(Qeq-qr) ile t’nin grafiginin
kesimine esit olmalidir (Sekil 4.43 ve Sekil 4.44).
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Sekil 4.43. Cu(ll) yuzey baskilanmis kriyojeller icin deneysel verilerin yalanci birinci
derece grafigi.
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Sekil 4.44. Lizozim yuzey baskilanmis poliHEMA-GMA) kriyojellleri igin deneysel
verilerin yalanci birinci derece kinetigi.
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Bunlara ek olarak, denge adsorpsiyon kapasitesine dayali yalanci-ikinci derece esitlik
asagidaki sekilde ifade edilebilmektedir:

dqt / dt = k2 (Qeq- qr)*  (Esitlik 4.10)

k2 (g/pg.dak) yalanci-ikinci derece adsorpsiyon isleminin hiz sabitidir. Denklem 4.10’a, t=0

icin g:=0 ve t=t icin gi=q: sinirlarinda, integrasyon uygulanirsa, sonug;

[1/(Geq- 90)] = (17 Qeq) + kot (Esitlik 4.11)

Veya dogrusal forma esit olarak;

(t/90)= (1/K2Qeq®) + (1/qeq) t  (Esitlik 4.12)

esitligi elde edilir.

t / gr’ye karsi t grafigi, ikinci-derece kinetiklerin uygulanabilir olmasi igin dogrusal bir

baginti vermelidir. Hiz sabiti (k2) kesim noktasindan ve dengedeki adsorpsiyon ise (Qeq)
egimden elde edilebilmektedir (Sekil 4.45 ve Sekil 4.46).

0,25 r
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Sekil 4.45. Cu(ll) yuzey baskilanmis kriyojelller icin deneysel verilerin yalanci ikinci
derece grafigi.
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Sekil 4.46. Lizozim yuzey baskilanmis kriyojeller icin deneysel verilerin yalanci ikinci
derece grafigi.

Sekil 4.43-4.46’dan alinan deneysel adsorpsiyon kapasitelerinin ve teorik degerlerin
karsilastirilmasi Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9°da verilmistir. Yalanci-ikinci derece Kkinetik
modelinden elde edilen teorik geq degerleri deneysel degerlere yakindir ve korelasyon
katsayilari yilksektir. Sonuclar degisik derisimler icin R? degerlerinin genelde 1.00” a yakin
oldugunu goéstermektedir. Cu(ll) yilzey baskilanmis ve lizozim yiuzey baskilanmis
kriyojeller ikinci derece kinetik modele uymaktadir. Bu durum, beklenilen bir sonugtur.
Yizey baskilama yaklasiminin temel amaci, diflizyon kisitlamalarinin 6niine gegmektir.
Yalanci-ikinci derece kinetik modelinin uygun olmasi, herhangi bir difizyon sorunu
olmaksizin adsorpsiyon isleminin gerceklestigini gostermektedir. Adsorpsiyon isleminde hiz
belirleyici basamak analit ile baskilanmis kavitelerde bulunan ligandin kimyasal
etkilesimidir. Bir diger tanimla, ylzey baskilanmis kriyojellere analit (Cu(ll) ve lizozim)
adsorpsiyon islemi, kimyasal kontrolll bir stiregtir.
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Cizelge 4.8. Cu(ll) yiizey baskilanmis kriyojeller i¢in birinci ve ikinci derece kinetik

sabitler.
Yalanci-Birinci Derece Yalanci-ikinci Derece
Baglangi¢ Ogeneysel ki ko
Derisimi eneéyse / R? / R?
(mgs;L) (uglg) | (MI/9)  (Udak) Gea (M9/9)  (4/11.dak)
100 620.9 9145  0.03224 0.9191 | 1000.0 0.0000127 0.7745
200 1437.0 | 1580.9 0.03316 0.9066 | 1666.7 0.0000248 0.9820
300 1924.3 | 22835 0.03109 0.9231 | 2500.0 0.0000112 0.9563
Cizelge 4.9. Lizozim ylzey baskilanmis kriyojeller i¢in birinci ve ikinci derece kinetik
sabitler.
Yalanci-Birinci Derece Yalanci-ikinci Derece
Baslangic
TR Qdeneysel K1 2 Oeq ka 2
Derisimi / R
ool (olg) | W90 (e (v9/s)  (glhg.dak)
100 7688.6 | 5513.2 0.05020 0.9260 |10000.0 0.0000091 0.9881
200 9688.3 | 9266.2 0.02856 0.9274 [11111.1 0.0000031 0.9046
300 10308.9| 15342.6 0.04790 0.9239 |33333.3 0.000000022 0.9313
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5. YORUM

Cu(ll) baskilanmis ve lizozim baskilanmis poliHEMA-GMA) kriyojelleri ile Cu(ll) ve
lizozim adsorpsiyonu g¢alismalar igin kesikli sistem tercih edilmistir.

Taramali elektron mikroskobu gorintilerinden de gorildigi gibi ylzey baskilanmis
poliHEMA-GMA) kriyojeller gozenekli bir yapiya sahiptir. Ancak kriyojellerin sentezi
sirasinda kullanilan yizey aktif bilesen (sodyum lauril sulfat) yizinden ytzeyleri dizgin
degil, partzli meydana gelmis olup, bu durumun kriyojellerin yiizey alaninda bir miktar
artisa olanak sagladigi dustntlmektedir. Cu(ll) yuzey baskilanmis kriyojellerin Cu(ll)
adsorpsiyonuna pH etkisi 3.0-8.0 pH arahginda incelenmistir. Maksimum adsorpsiyon
kapasitesi pH: 5.5 asetat tamponunda, 2540.0 ug/g olarak elde edilmistir. Cu(ll) baslangic
derisimi 100 mg/L olarak alinmistir. Cu(ll) iyonlarinin daha bazik ortamlarda hidroksitleri
seklinde ¢cokecegini ya da daha asidik ortamlarda koordine kovalent etkilesimlerin olumsuz
sekilde etkilenecegi dusuntldugunde pH: 5.5 degeri Cu(ll) iyonlarinin koordine kovalent

etkilesim ya da elektron paylasimi ile yapiya baglanabilmesi agisindan uygun bir degerdir.

Lizozim yizey baskilanmis poliHEMA-GMA) kriyojellerin Cu(ll) adsorpsiyonuna pH
etkisi 3-11 pH araliginda incelenmistir. Maksimum adsorpsiyon kapasitesi pH: 6.5 fosfat
tamponunda 10270.0 pg/g olarak elde edilmistir. Lizozim baslangi¢ derisimi 200 mg/L
olarak alinmistir. Lizozim proteininin en etkin oldugu pH araligi pH: 6.0-6.5 araligidir [156].
Bu baglamda pH: 6.5 degeri fizyolojik pH degerine de (pH: 7) ¢ok yakin oldugundan daha
asagl ve daha yukari pH degerlerinde lizozimin denatiirasyon riski bulunmaktadir. Bu
sebeple lizozim adsorpsiyonu icin pH: 6.5 degeri uygun bir deger olarak

degerlendirilmektedir.

Cu(ll) yuzey baskilanmis kriyojellerin Cu(ll) adsorpsiyon kapasitesi sicaklik arttikga
azalmaktadir. Bunun durum adsorpsiyonda temel olan elektrostatik etkilesimlerin sicaklik
artistyla beraber zayiflayip bir miktar azalmasindan kaynaklanmaktadir. Lizozim yiizey
baskilanmis kriyojellere lizozim adsorpsiyon kapasitesi de sicaklik arttikca azalmaktadir.
Cu(Il) iyonlari igin yukarida bahsedilen husus bu durum icin de gecerlidir yani sicaklik artisi
koordine kovalent etkilesim ya da elektron paylasimi gibi etkilesimleri olumsuz yonde

etkilemektedir.
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Cu(ll) ve lizozim yilzey baskilanmis kriyojellerin adsorpsiyon kapasitesi iyonik siddet
arttikca azalmaktadir. Bu da beklenen bir durumdur. Cinki tuz derisimi (iyonik siddet)
arttikca ortamda katyon/anyon dengesi degismekte ve tuz molekdllerinden gelen katyon
(Na* ve NH4") ve anyonlarin (CI-ve SO+%) maskeleyici etkisi, analit ve ligand arasindaki

etkilesimleri olumsuz yonde etkilemekte ve adsorpsiyon kapasitesini disurmektedir.

Cu(ll) yuzey baskilanmis kriyojellerin Cu(ll) desorpsiyonu icin kesikli sistem tercih
edilmigstir. Desorpsiyon calismalarinda 0.1 M HNOs ¢ozeltisi kullanilmis olup 5 kez
tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon dongusu sonucunda %97 geri kazanim orani elde
edilmistir. Lizozim yizey baskilanmis kriyojellerden lizozim desorpsiyonu igin de yine
kesikli sistem tercih edilmistir. Desorpsiyon ¢alismalarinda 1.0 M NaCl ¢6zeltisi kullaniimis
olup 5 kez tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon déngusi sonucunda %96 geri kazanim orani
elde edilmistir. Her iki kriyojelin de adsorpsiyon kapasitesinde 5 defa tekrarlanan
adsorpsiyon-desorpsiyon dongusi sonucunda kaydadeger bir azalma gdzlenmemistir. Bu
sonuclar her iki yizey baskilanmis kriyojelin de tekrar kullanilabilirliginin yiksek oldugunu

gOstermektedir.

Cu(ll) yuzey baskilanmis (MIP) kriyojellerin Cu(ll) baskilanmamis (NIP) kriyojellere gore
Cu (I) adsorpsiyon kapasitesi yiksek ¢ikmistir. Ayrica Co(ll), Ni(Il), Cd(I1) ve Pb(ll) agir
metallerine karsi da secicilik ve bagil secicilik katsayilari oldukca yiksek bulunmustur. Yine
ayni sekilde lizozim vyizey baskilanmis (MIP) kriyojellerin lizozim baskilanmamis
kriyojellere (NIP) gore lizozim adsorpsiyon kapasitesi yiksek ¢ikmistir. Ayrica sitokrom ¢
ve sigir serum albumini (BSA) proteinlerine karsi da secicilik ve bagil secicilik katsayilari
oldukca yiksek bulunmustur. Bu sonuglar yizey baskilanmis kriyojellerin, yizeylerinde
baskilanan tirlere 6zgu kaviteler icerdikleri ve bu sebeple daha yiiksek spesifik yuzey
alanlarina sahip olduklari disuncesini dogrulamaktadir. Nitekim, yapilan ylzey alani
Olcimleri sonucunda ytizey baskilanmis kriyojellerin yuzey alanlarinin baskilanmamis

kriyojellere gore daha yiksek oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Cu(Il) yuzey baskilanmis kriyojellerin Cu(Il) adsorpsiyonu sonucu elde edilen maksimum
adsorpsiyon kapasitesi Langmuir adsorpsiyon modelinden elde edilen Qmax. degeri ile

uyumludur. Langmuir adsorpsiyon izotermi icin elde edilen regrasyon katsayisi (0.9425)
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Freundlich izoterminden elde edilen regrasyon katsayisindan (0.8604) yiiksektir. Langmuir
adsorpsiyon modeli bu sisteme uygulanabilir. Ayni zamanda lizozim ylizey baskilanmig
kriyojellerin lizozim adsorpsiyonu sonucu elde edilen maksimum adsorpsiyon kapasitesi da
Langmuir adsorpsiyon modelinden elde edilen Qmax. degeri ile uyumludur. Langmuir
adsorpsiyon izotermi icin elde edilen regrasyon katsayisi (0.9959) Freundlich izoterminden
elde edilen regrasyon katsayisindan (0.8941) yiiksektir. Bu sonuclara bakildiginda,
Langmuir adsorpsiyon modeli bu sisteme uygulanabilir. Yani ylzey baskilanmis
kriyojellere, baskilanan tirlerin adsorpsiyonu tek tabaka halinde gerceklesmis olup komsu

bolgeler arasinda yanal etkilesimler bulunmamaktadir.

Cu(ll) ve lizozim yiizey baskilanmis kriyojeller ile Cu(ll) ve lizozim adsorpsiyon
tepkimeleri, yalanci-ikinci derece kinetik modele uymaktadir. Bu durum, diflizyon
kisitlamalari  olmadan adsorpsiyon islemlerinin  gerceklestigini ve adsorpsiyon
tepkimelerinin kimyasal kontrollii bir siire¢ oldugunu goéstermektedir.
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