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PROTEIN iZOLASYONU iGiN IMMOBILIiZE METAL AFINITE
KROMATOGRAFIiSi BAZLI KESIKLI SISTEMLERIN GELISTIRILMESI

Buket CELIKKAYA
Yuksek Lisans, Kimya Muhendisligi Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. S. ALi TUNCEL
Subat 2017, 68 sayfa

Proteinler viicutta enzimsel, hormonal, yapisal ve savunma fonksiyonlarinda yer alan
makromolekdllerdir. Proteinlerin bulunduklari ortamdan izolasyonu ve saflastiriimasi,
islevlerinin belirlenmesi ve biyokimyasal reaksiyonlarinin agiklanabilmesi gunumuzde
dnem kazanan konular arasindadir. immobilize metal afinite kromatografisi (IMAK);
rekombinant proteinlerin saflastirilmasi, serum proteinlerinin izolasyonu, protein ve
peptidlerin karakterizasyonu, fosfopeptidlerin izolasyonu, oligonikleotid, RNA, DNA
gibi makromolekullerin izolasyonunu saglayarak vucutta gergeklesen biyolojik
tepkimeleri agiklamak icin kullaniimaktadir.

Calisma kapsaminda, elde edilen manyetik silika mikroklrelerin ytzeyi polidopamin
(PDA) ile kaplanmis ve bu molekillere Ni?* iyonu immobilize edilmistir. Bunun igin
oncelikle dispersiyon polimerizasyonu ile elde edilen poli(glisidil metakrilat) ¢ok
basamakli mikroslspansiyon polimerizasyonu igin ¢ikis lateksi olarak kullaniimis ve
monodispers-gézenekli yapidaki poli(metakrilik asit-co-etilendimetakrilat) mikrokureler
elde edilmistir. Sentezlenen mikrokiireler, Fe?* ve Fe*' iyonlari kullanilarak ikili
¢cOktirme ile manyetik forma donustlirilmustir. Bu mikrokireler Uzerine hidroliz-

kondenzasyon reaksiyonu yontemiyle TEOS ylklemesi gergeklestiriimistir. Bdylece 6



pym ortalama boy dagiimina ve 8.6 nm ortalama gbzenek boyutuna sahip
monodispers-gozenekli manyetik silika mikrokureler sentezlenmigtir. PDA, silika
mikrokulreler Gzerine ince bir tabaka halinde kaplanmistir. Manyetik silika mikrokutreler
ve PDA kaplanmis mikrokurelere ait doygunluk manyetizasyon degerleri ise sirasiyla
25 ve 21 emu/g olarak bulunmus ve bu degerin manyetik alan ile ayirma icgin gerekli
degerin (16.3 emu/g) Ulzerinde oldugu gérismistir. IMAK uygulamalarinda
kromatografik sorbent olarak kullanilabilmeleri icin partiktllerin PDA katmaninda yer
alan hidroksil gruplari Gizerinden Ni** iyonlarinin immobilizasyonu saglanmistir.

Elde edilen kromatografik sorbent ile Kkesikli sistemde protein adsorpsiyon-
desorpsiyon prosesleri gergeklestiriimigtir. Sorbentlerin, serum albumin (BSA),
hemoglobin (HB) ve lizozim proteinlerine karsi afinitenin belirlenmesi igin,
adsorpsiyon kapasiteleri, desorpsiyon ve izolasyon verimleri olgulmuagtir. Artan
sorbent derisimi ile adsorpsiyon kapasitesi ve desorpsiyon veriminde azalma
gOzlenmigtir. BUatln proteinler igcin 2 mg/mL baslangic derisimi ile maksimum
adsorpsiyon kapasitesine ulasiimistir. Bu degerler HB, Lizozim, BSA icin sirasi ile 80,
70 ve 54 mg/g olarak belirlenmigtir. Desorpsiyon verimleri artan protein
konsantrasyonu ile artarken, izolasyon verimlerinde maksimum deger 0.5 ve 1.0
mg/mL protein konsantrasyonlarinda elde edilmistir. Ayni galismalar Ni?* iyonunun
protein izolasyonundaki fonksiyonunu belirlemek amaciyla Ni?* iyonu immobilize
edilmemis PDA kapli mikrokiireler ile tekrarlanmistir. Bu galismalarda Ni** igeren
sorbente kiyasla daha dusik adsorpsiyon kapasitesi degerleri elde edilmigtir.
Desorpsiyon ile izolasyon verimleri ise Ni** iyonu igeren mikrokirelere gére daha
disuk duzeyde kalmistir. Kullanilan iki tir mikropartikdl tart igin farklh proteinler ile
adsorpsiyon izotermleri olusturulmustur. Sonugta her iki partikdl tirl igin proteinlerin
mikrokureler Uzerine adsorpsiyonunun Langmuir izotermi ile uyumlu oldugu ve

homojen yapida, tek tabaka seklinde gergeklestigi géraimustar.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF IMMOBILIZED METAL AFFINITY
CHROMATOGRAPHY BASED BATCH SYSTEMS FOR PROTEIN
ISOLATION

Buket CELIKKAYA
Graduate Degree, Department of Chemical Engineering
Supervisor: Prof. Dr. S. ALI TUNCEL
February 2017, 68 pages

Proteins are macromolecules that have functions as hormon, enzyme, structure and
defense. Today, the isolation and purification of proteins, determination of their
functions and explanation of their biochemical reactions are developing issues. For
the identification of biological processes in organisms, a new approach is getting
important called ‘immobilized metal affinity chromatography (IMAC)'. Purification of
recombinant proteins, isolation of serum proteins and phosphopeptides,
characterization of proteins and peptides, isolations of macromolecules like RNA,
DNA, oligonucleotide are major applications of IMAC.

In the scope of this study, the magnetic silica microspheres were coated with a
polydopamine (PDA) layer and Ni** ions were immobilized on the PDA coating. In the
first step of the synthesis, the product of the dispersion polymerization process,
poly(glycidyl methacrylate), was used as seed latex in the multistage
microsuspension polymerization. Then, the monodisperse-porous poly(methacrylic

acid-co-ethylene dimethacrylate) microspheres were obtained. The magnetization of



microspheres was performed by the impregnation of Fe?* ve Fe®* ions into the
particles. Next, monodisperse-porous magnetic silica microspheres were synthesized
using the sol-gel templating protocol, with 6 um in size and the average pore size of
8.6 nm. The magnetic SiO, microspheres were coated with a thin layer of PDA for
functionalization. The magnetic SiO, microshperes and PDA coated microspheres
had the saturation magnetization values of 25 and 21 emu/g, respectively, those were
higher than the sufficient value for magnetic seperation (16.3 emu/g). Finally, Ni** ions
were immobilized via the functional hydroxyl groups of PDA layer on the magnetic
microspheres and the final product was used as the chromatographic sorbent in
IMAC process.

The chromatographic sorbent was used in the successive adsorption-desorption in
batch fashion. The adsorption capacity, and the desorption and isolation efficiencies
were determined to demonstrate the affinity of sorbent against to bovine serum
albumin (BSA), hemoglobin (HB) and lysozyme. The results indicated that the
adsorption capacity and the desorpsiton efficiency decreased with the increasing
sorbent concentration. The adsorption capacity took its maximum value for all
proteins at a protein concentration of 2.0 mg/mL. The corresponding values were 80,
70 and 54 mg/g for HB, lysozyme and BSA, respectively. The maximum isolation
efficiencies were obtained at 0.5 and 1.0 mg/mL protein concentrations. All analyses
were repeated with PDA coated microspheres not containing Ni®* ions to figure out
the function of Ni** ions during the protein isolation. The results showed that the
sorbent not containing Ni** ions had lower adsorption capacity when compared to Ni?*
immobilized one. The desorption and isolation efficiencies were also lower with the
sorbent not containing Ni** ions. The adsorption isotherms were plotted for all
proteins. As a result, the adsorption of proteins onto the synthesized sorbent was
adequately described by Langmuir isotherm. This model demonstrated that the
adsorption was homogeneous and occurred in the form of a monolayer on the

sorbent surface.
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1. GIRIS
Hucrelerin kuru kutlesinin yarisindan fazlasini olusturan proteinler, gen aktarimini
saglayan DNA ve RNA molekullerinin ortak ¢calismasi ile sentezlenen makro boyuttaki
biyomolekullerdir. Varolan 20 ¢esit amino asit (alanin, arjinin, asparajin, aspartik asit,
sistein, glutamin, glutamik asit, glisin, histidin, izolosin, I0sin, lizin, methionin,
fenilalanin, prolin, serin, threonin, triptofan, tirozin, valin) kondenzasyon
polimerazyonu sonucu peptid baglan ile cgesitli formlarda birleserek enzimsel,
hormonal, yapisal ve savunma gorevleri olan farkh proteinlerin olusmasini
saglamaktadir. Amino asitler Sekil 1.1’ de sunuldugu Uzere yapilarinda amino ve
karboksil gruplari barindirmaktadir [1]. Peptid baglari ise bir amino asit Gzerindeki
amino grubu ile diger amino asitteki karboksil grubunun birlesip su agiga cikardigi

sentez reaksiyonu sonucu meydana gelmektedir [2].

H H O H| H
! IR
H—?—CDDH H—?—C—N—?—CDGH
NH» NH> R
amino asit peptid baf

Sekil 1.1. Genel Amino Asit Gosterimi ve Peptid Bagi Olusumu [1]

Amino asitlerin birlesmesi sonucu birbirinden farkli proteinlerin ortaya c¢ikmasini
saglayan dort farkli yapisal form mevcuttur. Birincil yapi; amino asitlerin peptid baglari
(kovalent baglar) araciligiyla baglanirken olusturduklari dizilim farkindan kaynaklanan
polipeptid zinciridir. ikincil yapi ise polipeptid yapinin farkli kisimlarinda yer alan -H ve
-O atomlari arasindaki kuvvetli hidrojen baglari ile olugsan farkli konfiglirasyonlardaki
katlanma sekilleridir. En yaygin gorilen ikincil yapi a-heliks ve B-tabaka modelleridir.
ikincil yapi modellerinin degisik parcalari arasinda olusan tuz kdprileri, hidrojen ve
kovalent disulfit baglari, hidrofobik ve iyonik etkilesimler sonucu proteinin Gglncul
yapisi ortaya cikmaktadir. Dérdlincul yapi ise her proteinde sart olmayan, birden fazla
ucuncul yapidaki polipeptid zincirin aktif bir protein olusturmak amaci ile meydana
getirdigi yeni bir yapidir [2].



Bitkisel dokular, hayvansal dokular ve mikroorganizmalar gibi degisik bircok biyolojik
yaply! iceren gesitli protein kaynaklarindan, belli bir protein turinud izole etmek igin
farkh saflastirma yontemleri kullaniimaktadir. Elde edilen proteinler laboratuvarlarda
karakterizasyon analizleri, iglevsel 6zelliklerinin tespiti ve biyokimyasal tepkimelerinin
analizi igin kullanilirken kimya ve ila¢ endustrisinde de yaygin olarak kullaniimaktadir.
Kullanim amacina gore, izole edilen proteinin saflik orani ve miktar farkhlik
gostermektedir. Bir laboratuvar calismasinda % 100’ e yakin safliktaki protein igin
gerekli olan miktar mikrogram cinsinden 6élgulirken, endustriyel kullanim alanlarinda

daha az saflikta ve tonlarca protein gerekmektedir [3].

Protein molekullerinin bulunduklari ortamdan izolasyonu sirasinda ¢ozunurlikleri,
molekul boyutlari, hidrofobik 6zellikleri (polar 6zellikleri), afinite 6zellikleri ve elektrik
yukleri gibi sahip olduklari fiziksel ve kimyasal 6zellikler blylik dnem tasimaktadir.
Proteinler saflastirilirken secilecek metoda karar vermek igin bir diger énemli husus
proteinlerin denatirasyon gartlaridir. Proteinlerin denatirasyonuna yol acan
parametreler pH, sicaklik, organik solventler, deterjan ve agir metal gibi inhibitorler,
katotrofik tuzlar ve protein yapisindaki hidrojen baglarini inaktive ederek birincil
yaplya donmesine neden olan diger maddelerdir. Her proteinin bu parametreler igin
inaktif oldugu araliklar farklidir ve bu 0ozelliklerine gore saflastirma yontemleri
degismektedir [3, 4].

immobilize metal afinite kromatografisi (IMAK), protein saflastirimasinda ve
ayristirimasinda 40 yildir kullaniimakta ve hala gelistiriimekte olan bir metottur.
Rekombinant proteinlerin  saflastirimasi, serum proteinlerin izolasyonu ve
saflagtirimasi, bir¢cok proteinin ve peptitin (metallo proteinler gibi) karakterizasyonu,
fosfopeptidlerin ayrilmasi, ¢esitli enzimlerin biyo-sivilardan tecrit edilmesi, vicuttaki
bircok biyolojik olayin anlagiimasina aracilik eden ve protein barindirmayan nukleotid,
oligonukleotid, RNA, DNA gibi makromolekullerin izolasyonu bu yontem kullanilarak

yapiimaktadir [5, 6].

Sunulan tezde amaglanan, farkli proteinlerin izolasyonu igin kullabilecek bir IMAK
sorbentinin  geligtirimesidir. Bu amagla silika bazli monodispers gozenekli

mikropartikiiller tzerine dopamin kaplanmis ve Ni** immobilizasyonu ile sorbent



sentezi tamamlanmisgtir. Calismada gelistirilen sorbent ile farkli proteinlerin,

adsorpsiyon kapasiteleri, desorpsiyon ve izolasyon verimleri olgulmastur.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Proteinlerin Saflagtirma Teknikleri

Proteinlerin saflastirimasi ilk olarak 1789 yilinda, ¢oktirme metodu ile albumine
benzeyen bir maddenin bitkilerden elde edilmesi ile ortaya atiimigtir. 20. ylzyila kadar
¢cOkturme metoduna ilave olarak kullanilan diger teknikler ise filtrasyon ve
kristalizasyondan olugsmaktadir. 1906 yilinda ise Michail Tswett tarafindan
kromatografi teriminin tanimlanmasi ile cesitli kromatografik yodntemler ortaya
cikmaya baslamistir. Ayrica bu yillarda santrifljleme ve elektroforez gibi yontemler de
protein saflastirmasinda kullanilmigtir. Cizelge 2.1 de protein saflastirma
metodlarinin 1789 yilindaki ¢okturme igleminden, gunumuzdeki ileri kromatografik
yontemlere kadar izledigi stre¢ ayrintili bir sekilde verilmistir [7]. Sahip olduklar
Ozellikler cercevesinde proteinler, bu ydntemlerden bir veya birka¢ tanesinin
kombinasyonu ile saflastirilabilmektedir. Protein saflagtirma iglemini verimli bir sekilde
basariya ulastirmak icin saflastirilacak proteinin 6zelliklerine ve miktarina gére bu
teknikler arasindan ideal olanini secmek, proses parametrelerini optimize ederek
verimi arttirmak, islem adimlarini en aza indirip olasi kayiplari azaltmak dikkat

edilmesi gereken en 6nemli unsurlardir [3, 4].

2.2. Afinite Kromatografisi

Kelime anlami olarak ‘renk yazmak’ olan kromatografi, kavramsal olarak birden fazla
maddeden olugsan karisim igerisindeki bilesiklerin, heterojen karisim olusturan iki
farkh faz igerisinde dagilarak ayrilmalarini saglayan fiziksel bir metottur. Cogunlukla
bu fazlardan bir tanesi sabit faz iken, digeri faz hareketli faz olarak adlandiriimaktadir
[4, 8]. Aynistinlacak olan homojen karigimdaki asil bilesik ile sabit faz arasinda
yuzeye tutunma etkilesimi olan kromatografi, adsorpsiyon kromatografisidir [9]. Bu
tutunma sonrasinda ortamda yer alan tutunamayan hedef bilesik molekilleri ile
safsizliklarin ortamdan uzaklastiriimasi gerekmektedir. Ardindan desorpsiyon islemi
ile elde edilmeye calisilan bilesik, sabit faz Uzerinden geri kazanilmaktadir [4, 8].
Adsorpsiyon ve desorpsiyon mekanizmalarindaki farkliik sonucu, kromatografik
yontemler gruplara ayrilmaktadir. Mekanizmalardaki bu farkhligi yaratan ise

ayrnigtirilacak biyomolekullerin biyofiziksel 6zelliklerindeki (boyut, yuk, polarite gibi)



cesitlilikten kaynaklanmaktadir [3]. Cizelge 2.2’ de, ayrigtirilacak ornegin sahip oldugu

Ozelliklere gore, segilebilecek kromatografik yontemler 6zetlenmistir [10].

Cizelge 2.1. Protein Saflagtirma Tekniklerinin Tarihsel Sureci [7]

KULLANILAN TEKNIKLER YIL
Coktlirme 1789
Yumurta Albumin Kristalizasyonu 1889
Kromatografi 1903
Ultrasantriftjleme 1924
Serbest Cozelti Elektroforezi 1937
lyon Degisim Kromatografisi 1940’lar
Yuksek Performanlis Sivi Kromatografisi 1941
Blyuklikce Ayirma Kromatografisi 1955
Hidroksiapatit Kromatografisi 1956
Sefadeks (jel filtrasyon ortami) 1959
Poliakrilamid Jel Elektroforez 1959
izoelektrik Odaklama 1959
Sefaroz 1967
Afinite Kromatografisi 1968
Ters-Faz Kromatografisi 1970’ler
Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi 1973
iki-Boyutlu Kromatografi 1975
immobilize Metal iyon Afinite 1975
Kromatografi
Kapiler Elektroforez 1981
Hizh Protein Sivi Kromatografisi 1982
Histidin Afinite Tag 1988




Cizelge 2.2. Fizikokimyasal Ozelliklere Gére Uygulanan Kromatografik Yontemler

[10]

FiZIKOKIMYASAL OZELLIKLER KR?%",\?.ITSN?LRE%FIK
Elektriksel Yuk lyon Degisim Kromatografisi

Hidrofobik Etkilesim
Hidrofobisite Kromatografisi

Ters Faz Kromatografisi
Spesifik Baglanma Afinite Kromatografisi
Molekuler Boyut Jel Filtrasyon Kromatografisi
Elektriksel Mobilite Elektroforez Kromatografisi
Sedimentasyon Hizi Santriflj Kromatografisi

Afinite kromatografisi, immobilize liganda 6zel afiniteye sahip biyomolekdller ile ligand
arasindaki spesifik adsorpsiyon ve desorpsiyon iglemlerinin birbirini takip etmesi
(tersinir) iglemidir. Sadece afinite kromatografisi, biyomolekuller ile ligandlar arasinda
gerceklesen spesifik tutunma iglemini baz alarak gerceklesmektedir [11, 12].
Biyomolekdllerin fiziksel ve kimyasal fonksiyonlari Gzerine temellendiriimeyen afinite
kromatografisi, biyolojik &zellikleri sayesinde molekillerin taninmasi esasina
dayanmaktadir [4]. ik olarak 1968 yilinda Cuatrecasas ve arkadaslarinin kati matriks
uzerinde kovalent bagl bulunan bir inhibitor araciligi ile o intihibitére 6zel enzimin

saflagtirilabilecegdini ispatlamasi sonucu uygulamaya gegirilmistir [10].

Afinite kromatografisinde, Sekil 2.1’ de detaylandirildigi gibi kati matriks Uzerine
kovalent olarak baglanan liganda 0zel biyomolekull, ayrigtirilacak olan karigim
icerisinden ayrilarak liganda tutunmaktadir [3]. Bu tutunma hidrofobik kuvvetler, iyonik
etkilesim, London dagiima kuvveti, dipol-dipol kuvvetler ve ylk-aktarim
etkilesimlerinden bir veya birkaginin ayni anda olugsmasi ile gerceklesmektedir.
Baglanan bu molekullerin ortamdan ayrigtiriimasi ise, ortam pH’sinda, iyonik glicunde



veya sicakliginda yapilan degisiklikler ya da ortama eklenen spesifik solventler veya
yarismaci ligandlar ile olmaktadir. Ancak yapilan bu degisiklikler, hedef proteinin
denatlrasyonuna sebep olmayacak sekilde olmalidir [2, 11]. Afinite kromatografisi,
temel prensip etrafinda farklilasan metodlara goére Cizelge 2.3’ te belirtildigi gibi birgok

alt birime ayrniimistir [11].

Ligandin (L) Matriks (M) Uzerine Baglanmast

0 —+ 5 @.; s

Bivomolelkiiliin (S) Liganda Adsorpsivonu
T ™ N e,
0t 5 —0-Ls

Bagh Bivomolekdiliin (S) Birakalmasi

(v '-/5 — Q™ + )

Sekil 2.1. Afinite Kromatografisi Prensibi [3]

Enzim, hormon, reseptor, vitamin, antijen, antikor, protein, karbonhidrat, bakteri, viris
ve hlcre gibi bircok makro boyutta molekll afinite kromotografisi aracihgi ile
ayristirlmakta veya saflastirimaktadir [11, 12]. Bu kadar ¢ok alanda etkin olarak
kullanilabilir olmasina ragmen, ligand olarak kullanilan molekuillerin ¢alisma
kosullarindaki  kararsizliklari, afinite  kromatografisinin  endUstriyel  boyutta
kullaniimasina engel teskil etmektedir. Ancak son yillarda Uretilen yapay ligandlar
araciigl ile daha kararli yapilar elde edilerek afinite kromatografisinin endustiyel

amacli kullanimi yayginlastirilmigtir [12].



Cizelge 2.3. Afinite Kromatografisi Alt Birimleri [11]

No. Alt Birimler
1 Hidrofobik Afinite Kromatografisi
2 immiinoafinite Kromatografisi
3 Kovalent Afinite Kromatografisi
4 Metal-Selat Afinite Kromatografisi
5 Molekuler Baskilama Afinite Kromatografisi
6 Membran Temelli Afinite Kromatografisi
7 Afinite Fraksiyonlama Kromatografisi
8 Lektin Afinite Kromatografisi
9 Boya-Ligand Afinite Kromatografisi
10 Reseptor Afinite Kromatografisi
11 Akigkan Afinite Kromatografisi
12 Perfizyon Afinite Kromatografisi
13 Tiyofilik Afinite Kromatografisi
14 | Yuksek Performans Afinite Kromatografisi
15 Afinite Yogunluk Per.tijlrbasyon
Kromatografisi
16 Tarevlendirilmig Afinite Kromatografisi
17 Afinite Bolimleme Kromatografisi
18 Afinite Elektroforez Kromatografisi

19 | Afinite Kapiler Elektroforez Kromatografisi

20 Santrifij Afinite Kromatografisi

2.3. immobilize Metal Afinite Kromatografisi

immobilize metal afinite kromatografisi (IMAK) prensibi ilk olarak Porath ve
arkadaglar tarafindan 1975 yilinda ortaya atilmistir. Yaptiklari ¢alismada agarose
matriksinin Gzerine iminodiasetik asit (iDA) ligandi kaplanmis ve cinko, bakir, nikel,

kobalt gecis metallerinin bu ligand Uzerine immobilizasyonu gergeklestiriimistir.



Hazirlanan kromatografik sorbent ile immobilize metallerin, insan serumu igerisindeki
sistein, histidin ve triptofan amino asitlerine gosterdikleri afinite incelenmigtir [13, 14].
Genel olarak bu prensip Hellferich tarafindan ‘ligand dedisim kromatografisi’ adi
altinda 1961 yilinda ortaya atilmis olmakla birlikte, yaptiklari ¢galismada sadece kuguk
molekiiller icin ayristirma gerceklestiriimistir. ilk kez Porath ve arkadagslarinin yapti§i
calismada ligand degisim kromatografisi turevlendirilerek, yeni sistem ile proteinlerin
ayristirildigr ve saflastinldigi gosterilmis ve ‘immobilize metal iyon afinitesi’ kavrami
olarak isimlendirilmistir. Gelistirilen bu ydntem, sonraki yillarda hem laboratuvar
Olcekli hem de endsutriyel olcekli birgok proteinin kompleks biyolojik sistemlerden,
yuksek secicilik ile saflagtinimasinda ve izolasyonunda o6nemli bir ara¢ haline
gelmistir [15]. Proteinlerin kromatografik sorbent tGzerinde adsorplanmasi igin, protein
ylzeylerinde histidin, sistein, triptofan gibi spesifik aminoasit rezidilerinin bulunmasi
gerekmektedir. Bu sebeple histidin isaretli kullanilan proteinlerde, IMAK performansi
artmakta ve saflastirma ylUksek etkinlikte gerceklesmektedir. Ayrica proteinlerin
yapisal konfiglrasyonlari (ikincil, UGglncul, doérdincul yapilarn) da bulunduklar
ortamdan ayristiriimalarinda buyuk oneme sahip olmaktadir. Elektriksel yukleri,
molekuler boyutlari, aminoasit kompozisyonlari birbiri ile ayni olan iki protein yapisal
konfigurasyonundaki farkhliklardan dolayi kolayca ayristirilabilmektedir. Proteinlerin,
adsorbe olduklari metal ile aralarinda olusan afiniteyi azaltip ortamdan elue olmalarini
saglayan farkh parametreler bulunmaktadir. pH gradienti, tuz derisimi, yarismaci
ligandlar, sicaklik, elektrostatik gug, selat ajanlari ve organik c¢ozuculer bu

parametrelerin bazilaridir [15].

2.3.1. Kati Destek Olarak Kullanilan Matriksler

immobilize metal afinite kromatografisinde kati destek olarak kullanilan ¢ok cesitli
organik ve inorganik matriksler mevcuttur. Bu yaplilar, polimerik oldugu gibi inorganik
bazli da olabilmektedir. Proteinlere afinite gdsteren metal immobilize olmus son
yapinin yuksek verimlilik gosterebilmesi igin bu matriksin belirli o6zelliklere sahip
olmasi gerekmektedir. Kati destek, kullanilan solvent ortamlarinda kesinlikle ¢ozunur
olmamali ve tum kosullarda fiziksel, kimyasal ve mekanik olarak kararli olmalidir.
immobilize olacak ligandin yiiksek verimlilikte baglanabilmesi icin matris gézenekli

yaplya (yuksek yuzey alani) ve bu liganda uygun fonksiyonel gruplara (karboksil,



amid, hidroksil gibi) sahip olmalidir. Bunun yaninda spesifik ligand disindaki
maddelerle etkilesime girmemelidir. Kromatografik proses boyunca sisme veya
blazilmeye maruz kalmamalidir. Kolon kromatografilerinde hareketli fazin akis hizinin
yuksek oldugu durumlarda ve kullanimindan sonraki rejenerasyon islemlerinde
deforme olmamahdir. Turevlendirilmesi basit olmali ve hidrofilik yapida olmalhdir [2,
15].

IMAK uygulamalarinda ilk olarak kullanilan kati destek malzeme organik yapidaki
agarozdur. Agaroz belli sicakliklarda suda ¢é6ziinme 6zelligi olan polimer yapidaki bir
karbonhidrattir. Bu yapilar hidrofilik karakterde, cesitli ortam kosullarina dayanim
gosteren ve goreceli olarak etrafindaki diger materyallerle reaksiyona girmeyen
maddelerdir [6]. Organik olarak kullanilan diger matrikslere dekstran ve sellloz gibi
ornekler verilebilmektedir. Organiklerin  yani sira  poliakrilamid, polistiren,
poli(hidroksietil metakrilat), gdozenekli cam, demir oksit, silika gibi ¢esitli inorganik
matrikslerde kullaniimaktadir [2]. Organik polimerlerin yapisal zayifliklari, sentetik
yapidakiler veya silika bazli makriksler ile gideriimekte ve bu yapidakileri avantajl
konuma getirmektedir. Mekanik dayaniminin ylksek olmasi, yapisal ve sekilsel olarak
daha gugcli olmasi sebebiyle bu maddeler, prosesi etkilemeyecek kadar dusuk
miktarda deforme olmaktadir. Silika kullanilan IMAK uygulamalarinin disik veya
yuksek pH seviyelerinde caligilmasi ise silanol agiga c¢ilkmasina ve bu matriksin

olumsuz sonuglar dogurmasina yok agmaktadir [6].

Silika (SiOy), ilk olarak 1968 yilinda Stober tarafindan gelistirilen, birgok agidan etkin
ve guclu bir malzemedir. En dnemli 6zellikleri arasinda yuksek yuzey alanina sahip
olmasi, denetlenmis morfolojilerinin olmasi, makro veya mezo gozeneklilik gibi
ayarlanabilir 6zelliklere sahip olmasi, hidrofilik 6zelliginin ¢ok basarili olmasi, Ustin
modifiye edilebilme yeteneginin olmasi, yapisal formunun kararli olmasi sayilmaktadir
[16].

2.3.2. Ligandlar
Kati matriks Gzerine immobilize olan ligandlar, katl matriks ylzeyini kaplayarak metal
iyonlarinin  immobilizasyonu i¢in koordinasyon kompleksi olusturmaktadir. Bu

koordinasyonlar ligandlarin sahip oldugu oksijen, azot ve kukurt gibi elektron
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vericilerin varliginda gergeklesmektedir [5]. Ligandlar icerinde en ¢ok tercih edilen
grup ¢ok uglu (bes, dort, g, iki uclu) ligandlardir. Sekil 2.2 ile bazilarinin gosterildigi
¢cok uclu ligandlardan genis kullanim alanina sahip 8-hidroksiquinolin (8-HQ) iki uglu,
IDA Uc uclu, nitrilotriasetik asit (NTA) ve karboksimetil aspartik asit (CM-Asp) dort
uclu, N,N,N’-tris-karboksimetil etilen dimin (TED) bes ugludur [5, 6].
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Sekil 2.2. Cesitli Ligandlarin Yapisal Gosterimi [5]

Ligandlar koordinasyon sayilarini metal iyonlari ile baglanan gruplarinin sayisina gore
almakta ve sahip olduklari grup sayisi kadar metal iyonlari ile kompleks
olusturmaktadir. Ornegin TED gibi bes uglu bir selatin, icerdigi aktif grup sayisinin
bes olmasi sebebiyle, gecis metallerinden nikeli baglama kapasitesinin dusuk aktif
grup iceren selatlara gore daha yuksek oldugu goériimektedir. Ancak bu durum
avantajli olmamaktadir. Clnkd Sekil 2.3’ te sunuldugu gibi alti koordinasyon noktasi
iceren Ni** iyonunun bes tanesi TED ile baglandigdi icin bir ucu protein adsorpsiyonu
icin acik kalabilmektedir. Dolayisiyla bu durumdaki kromatografik sorbentin protein
adsorplama verimi oldukga azalmaktadir. Ayni prensip ile dort uglu olan NTA, protein

adsorpsiyonu igin elverisli iki koordinasyon icermektedir [13, 17].

Sonug olarak ¢ok uglu ligandlarin metaller ile olusturdugu bagin kuvveti koordinasyon
noktasi (u¢ sayisi) ile dogru orantihdir. Bes uglu bir ligand iki ug¢lu bir liganda gore
metal iyonunu daha iyi immobilize etmektedir. Ancak ¢ok uglu ligandlarin kullanildigi
protein adsorpsiyonlarinda, ligand ile metal arasindaki bag kuvvetlendikge metal
iyonu ile protein arasindaki tutunma kapasitesi azalmaktadir. Bu durumun
optimizasyonu igin uclu ligandlari bes uglu < doért uglu < U¢ uglu olacak sekilde
diisinmek muimkiindir. Bu optimizasyondan dolayi ¢ uglu yapiya sahip olan iDA,
IMAK proseslerinde en yaygin kullanilan liganddir [6].
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Sekil 2.3. Ni** iyonu immobilize Edilmis NTA ve TED Ligandlarinin Histidin Gruplari
ile Etkilesimi [17]

IMAK islemlerinde kullanilan ¢ok uglu ligandlara ilaveten birgok farklh ligand tiri
gelistirimektedir. Ozellikle gecis metallerine gére toksikligi daha az olan alkali ve
toprak alkali metaller ile kullanima yonelik gelistirilen ligandlar, IMAK kullaniminin
daha yaygin hale gelmesi i¢in buyuk onem tagimaktadir. Diasitler ve tag eterler bu
amagcla Uretilen ligand yapilarindandir. Yapilan calismalarda Ca®*, K* gibi metallerin
bu ligandlara baglanmasi ile nukleik asit, protein gibi biyomolekullerin ortamdan
ayristirimasi saglanmaktadir. Ligand olarak kullanilan bir diger yapi ise triazin
boyalardir. Ancak triazin boyalarin stabiliteleri, genellikle uglu ligandlar kadar yuksek
olmamakta ve metal immobilize etme kapasiteleri daha az olmaktadir. Bu negatifligine

ragmen, boya liganlarinin biyomolektllere gosterdikleri afinite sayesinde, yalnizca
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metal immobilizasyonunun sagladigi etkiye gobre daha yuksek bir kapasite
beklenmektedir [6].

NTA, goreceli olarak pahali ve temin edilmesi zor bir liganddir. IDA’ nin ise
mikroklreler Uzerine kaplanma islemi ¢ok basamaklidir. Ayrica fonksiyonel
gruplarinin da az olmasi sebebiyle partikiller Gzerinde yuksek metal yogunlugu igin
gerekli olan surekli tabaka olusturamamaktadir [18]. Geleneksel ligandlarin bu
dezavantajlari, daha vyuksek selatlama kapasitesine sahip olan ligandlarin
gelistiriimesini saglamistir. Dopamin, arsenat (-AsOs?), fosfat (-POs?), adenozin

trifosfat (ATP) IMAK alaninda yeni yeni kullaniimaya baslanan ligand tirleridir [16].

Dopamin, demiroksit partikulleri (Fe3O4), grafen, ependorf tip ve gozenekli silika
partiktlleri gibi birgok matriks tzerine basit bir adimda kaplanma 6zelligi tasimaktadir.
Ayrica alkali ortamda gergceklesen bu kaplanma sirasinda, kendiliginden
polimerizasyona ugrayip partikil Uzerinde polidopamin (PDA) formunda tabaka
olusturmaktadir. Biyo-uyumlu olan hidrofilik yapidaki bu ligandin sahip oldugu katekol
hidroksil grubu sayesinde, immobilize olacak metal iyonu ile arasinda gugclu bir selat
olusmaktadir. Olusan bagin kuvvetinin yanisira partikll ylzey alanini genislettigi icin

immobilize olacak metal iyonu yogunlugu artmaktadir [16, 19].

2.3.3. Ligandlar Uzerine immobilize Edilen Metal iyonlari

IMAK, proteinlerin immobilize metal iyonlarina karsi gosterdigi afinite farkindan
kaynaklanan ve proteinler Uzerindeki elektron donor gruplari ile elektron akseptori
olan metal iyonlari arasinda olusan ¢ok noktali etkilesim prensibine dayanan ayirma
metodudur. Dolayisi ile kullanilan metal iyonunun gesidi ve immobilize olan miktar
oldukga énemlidir. immobilize metal iyonlarinin yodunlugu, kromatografik sorbentin

kapasitesi ve segiciligi Uzerinde etkin rol oynamaktadir [5].

IMAK proseslerinde kullanilan metaller nikleofillere karsi gosterdikleri ilgi dolayisiyla,
Pearson tarafindan yapilan gruplandirmadan faydalanilarak ¢ kisma ayriimaktadir.

Birincisi ligandda yer alan oksijen iyonlarina ilgisi olan Fe**, Ca®*, AI**

gibi sert metal
iyonlaridir. Ikincisi kiikiirt iyonlarina ilgisi olan Cu*, Hg** ve Ag* gibi yumusak metal
iyonlaridir. Son olarak ise gecis metalleri olarak adlandirilan ve elekton cifti afinitesi

olan Cu*, Ni?*, Zn**, Co*" ve Fe?" iyonlari yer almaktadir. Bunlar farkl ligandlarda
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birinin veya birkaginin birlikte bulundugu azot, oksijen ve kukurt iyonlarinin hepsine
karsi ilgi gosterme yetenegine sahip olduklarindan immobilize metal iyonu olarak en
yaygin kullanilan metallerdir [5]. Bununla beraber immobilize metal iyonu olarak
secilen metal, IMAK ydnteminin uygulama alanina gdére veya saflastirilacak olan
proteine gére degisebilmektedir. Ug degerlikli AI**, Ga®*", Fe®* ve dort degerlikli Zr**
gibi iyonlar fosfoproteinlerin saflastiriimasinda tercih edilirken, Cu®*, Ni**, zn**, Co**
gibi iki degerlikli iyonlar cogunlukla histidin-isaretli proteinlerin saflastirimasinda
kullanilmaktadir [13]. Farkli agidan degerlendirilen bir ¢alismada ise IDA ligandi ile
selat olusturan metal iyonlarinin, birgok proteine kargi gosterdigi afinite ve alikonma
siiresi bakimindan siralamasi Cu®* > Ni#* > Zn?* = Co?" olarak gdsterilmektedir [6].
2.3.4. Kromatografik Sorbentler Kullanilarak Gergeklestirilen Adsorpsiyon-
Desorpsiyon Mekanizmasi

IMAK proseslerinde genel mantik, matriks ile kovalent bagh ligand (zerinde
immobilize olmus metal iyonu ile proteinlerin ylzeylerine ulasan aminoasitlerdeki 6zel
tanimlanmis kisimlarin arasindaki afinite prensibine dayanmaktadir. Bu 0zel
tanimlanmis kisimlar glutamik asit, aspartik asit, tirozin, triptofan, sistein, histidin,
arjinin, lizin, metionin gibi aminoasit kalintilarinin yutzeylerinde yer alan imidazol,

indol ve tiyol gruplari gibi elektron vericilerdir [6, 20, 21].

Metal iyonlarinin, ligand yapilarinin azot, kakurt ve oksijen gibi elektron donor gruplari
uzerinde immobilizasyonu sonrasinda acikta kalan koordinasyon noktalari, normal
sartlar altinda su mokekilleri ile bag yapmaktadir. Kromatografik sorbentlerin
bulundugu ortama protein dahil edildiginde bu su molekulleri, proteinler Uzerindeki
elektron donor gruplari ile yer degistirebilme 6zelligine sahiptir. imidazol, tiyol ve indol
gruplar iceren yukarida sayillan amino asitlerin bircogu IMAK proseslerine uygun
olmalarina ragmen, metal iyonlarina karsi en yuksek afiniteyi gosteren histidin
kalintilar1 protein adsorpsiyonlarinda olmasi gereken temel aminoasit grubudur.
Sisteinler, yuksek kararsizliktaki yapilarindan dolayi immobilize metal iyonlari ile bag
olusturma islemini nadiren gergeklestirirlerken, aromatik zincirler igeren triptofan,
tirozin ve fenilalanin aminoasitleri ¢gevrelerinde histidin kalintilari var ise adsorpsiyona
destek olabilmektedirler. immobilize metal iyonlarinin ve aminoasit gruplarinin

birbirine erigimi, protein Uzerinde adsorpsiyona katilan kalintinin sayisi, tura, mikro
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duzeydeki cevresi ve komsu aminoasit gruplari ile ortakligi, proteinin yapisal

Ozellikleri baglantinin gicu ve adsorpsiyon verimi icin dnemli role sahiptir [20-22].

Proteinlerin  kromatografik destek (zerine adsorpsiyonu, histidin zincirlerindeki
imidazol  nitrojenlerinin  protonlanmamis formda olacagi pH degerinde
gerceklesmektedir. Bu deger nétr veya hafif bazik degerlerdir. Adsorpsiyon tamponu
olarak, protein ve metal iyonu arasindaki spesifik etkilesim disindaki spesifik olmayan
etkilesimleri engellemek veya azaltmak igin ylksek iyonik gugteki tamponlar (0.1-1.0
M arasindaki NaCl ¢ozeltileri gibi) kullaniimaktadir [21]. Bunlar genellikle asetat veya
fosfat tamponlaridir. Tuz ilavesi ile gelen elektrolitler, metal iyonlarinin koordinasyon
noktalarindaki su molekulleri ile iyonlar arasindaki ¢ekim kuvvetini azaltarak bu

noktalara proteinlerin adsorbe olmasini saglamaktadir [6].

Aminoasit yan zincirleri ve metal iyonlari arasindaki interaksiyonun tersinir olmasi,
adsorpsiyonun ardindan, aralarindaki afiniteyi dusuren belirli kogullar saglandiginda
desorpsiyonun olusmasini saglamaktadir. Bu kosullardan bir tanesi hidrojen
konsantrasyonunun artmasi ile pH degerini disurmektir. Hidrojen iyonlari, immobilize
metal iyonlari ile proteinler Gzerindeki baglanti bolgeleri igin rekabet etmektedirler. Bu
sayede histidin Uzerindeki nitrojenlerde protonasyon gergeklesmekte ve immobilize
metal iyonu ile protein arasinda olusan bag zayiflayarak zarar gérmektedir. Sonug
olarak protein desorpsiyona ugramaktadir [5, 20]. Metal iyonlari ile protein arasindaki
bagdin olusmasina destek olan ylksek tuz derisimini azaltmak, protein elisyonu icin
kullanilan metodlardandir [6]. Desorpsiyon isleminde uygulanabilecek bir diger metod,
disuk pH degerlerinde denatlre olabilecek proteinin baglanmasinda gorevli
aminoasit kalintilarinin benzeri olan yarigmaci ajanlari ortama eklemektir. Bu ajanlar,
notr pH veya dusuk konsantrasyonlardaki imidazol ya da histidin barindiran
ortamlardir. imidazol varliginda olusan rekabet ise immobilize metal iyonlarina karsi
olmaktadir. Proteinler Gzerindeki imidazol gruplari ile ortama eklenen imidazol veya
histidin Gzerindeki imidazol gruplari, metal iyonlarina baglanmak icin yarismaktadir.
Bu rekabet sonucunda ise protein ve immobilize metal iyonu arasindaki baglanti
zayiflamaktadir [6, 20]. Dusuk pH degerlerine kargi duyarli ve immobilize metal
iyonlari ile bagi kuvvetli olan proteinler i¢in, gt¢li bir selat bilesigi olan etilendiamin

tetraasetik asit (EDTA) kullanilabilmektedir. Ancak bu sekilde proteinler sorbent
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uzerinden alinirken, metal iyonlarinin ligand Gzerindeki baglantisi da zarar gormekte
ve bir sonraki kullanim icin, metal immobilizasyonunun tekrarlanarak ligandin

immobilize metal iyonu ile doyurulmasi gerekmektedir [20, 21].

2.3.5. immobilize Metal Afinite Kromatografisinin Avantajlari ve Dezavantajlari

Immobilize metal afinite kromatografisi diger protein saflagtirma yéntemlerine gére
cok cesitli avantajlara sahiptir. En ©6nemli avantajlarindan biri, histidin-isaretli
proteinleri, herhangi bir agregasyon ve denatirasyona sebep olmadan, ayirma
kapasitesi dusik olan diyaliz ve dilisyon proseslerinin aksine yuksek verimlilikte
ayristirmaktir.  IMAK ile lre veya guanidin-HClI ortamlarinin proteinlerin
denatlrasyonuna yol agabilecek konsantrasyonlarinda bile etkili bir sekilde ayrigtirma

yapmak mamkundur [21].

Bu kromatografi ile pH degeri 5 ila 8.5 araliginda calisilabilmektedir. Ligand Gzerine
immobilize olan metal iyonlarinin baglantisi sonlandirilarak farkli metal iyonlari ayni
selat Gzerinde tekrar tekrar denenmektedir. EndUstriyel boyuta uygulanabilen bir
yontemdir. Kromatografik sorbentler ile ylksek spesifiklikte adsorpsiyon
gerceklesmektedir. pH degerinde degisiklik yapilarak, protein yerine gegebilen
bilesikler veya selatlayici ajanlar kullanarak elisyon iglemi farkli sekillerde
gerceklestirilmektedir. iminoafinite kromatografisi ile kiiclik boyutlu proteinler icin
saflastirma yapilamazken, IMAK ile bu basariimaktadir. Histidin-isaretli proteinlerin
hepsi IMAK ile saflastirilabildiginden, orjinal hali ile ayristirlamayan proteinler tizerine
yapilan histidin ilavesi sayesinde tim proteinler IMAK ile saflastirilabiimektedir [13,
20].

IMAK igin sayilan birgok avantajin yaninda bazi dezavantajlari ve uygulama zorluklari
mevcuttur. Histidin, sistein, lizin, prolin, arginin ve methionin gibi aminoasitler, metal
ile katalizlenen oksidasyon reaksiyonuna girebilmektedir. Bu reaksiyonlar sonucunda
protein iskeletini pargalayan ve proteine zarar veren reaktif radikal ara drtnler
olusmaktadir. Gecis metallerinden olan Cu?®*, yilksek redoks aktivitesine sahip bir
metaldir. Dolayisiyla IMAK proseslerinde kullanildiginda aminoasitlerin ve protein
yapisinin bozulmasina yol agmaktadir. Bu durumu énlemek veya minimize etmek igin

Cu?* iyonunu, daha az aktif olan Zn?* gibi bir iyon ile degistirmek miimkiindiir [21].
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Bir diger dezavantaj ise immobilize metal iyonlarinin yol agtigi toksisitedir. Ni** ve
Co*" iyonlari insan viicudunda kanserojen etki yarattigi bilinen metallerdir. Yapilan
bazi arastirmalarda, Ni** iyonunun hiicre cekirdegi lizerinde yer alan histidin yapilari
ile baglanarak DNA molekuline zarar verdigi gosterilmistir. Bu 6zelliklerinden dolayi,
ozellikle tedavi amagh kullanilacak proteinlerin saflastiriimasinda, IMAK uygulamasi
sirasinda Ni** iyonlarinin ayristirilan protein icerisinde yer almamasina dikkat
edilmedilir. Bunun igin protein desorpsiyonu sirasinda uygulanan elisyon yontemleri,
immobilize durumdaki metal iyonlarini selat Uzerinden koparmayacak sekilde dizayn
edilmelidir [13, 21].

Proteinlerin IMAK uygulamasinda etkin sekilde kullanilabilmesi icin eklenen histidin
yapllari, genel olarak proteinlerin biyolojik yapisi ile uyumlu dedgildir. Ayrica sonradan
eklenen histidin zincirlerinin  immunojenik olmadigi ve teropatik uygulamalarda
kullaniimasinin sakincali oldugu birgok arastirmada ortaya konmustur. Bu proteinlerin
tedavi amaciyla kullanilabilecek saflikta elde edilebilmesi icin, IMAK prosesi igin
sonradan modifiye edilmis histidin-isaretli kisimlarinin uzaklastiriimasi ve proteinin
orjinal haline dénmesi gerekmektedir. Bunun icin proteinlerin kromatografi islemi ile
saflagtinimasindan sonra ikinci bir proses ile histidin uzantilarinin kiriimasi
saglanmaktadir. Bu kimyasal ydntemler ile gerceklestirilebilecegi gibi enzimatik
yollarla da yapilabilmektedir. Kimyasal ajanlarin proteinin yapisina zarar verme
ihtimali ve toksisitesi sebebiyle cogunlukla enzimatik iglemler tercih edilmektedir.
Enzim kullanilan uygulamalarda ise, GUrunun kontaminasyonunu engellemek icin ara

madde olarak kullanilan enzimin ortamdan uzaklastirilmasi gerekmektedir [13, 21].

Birden fazla basamakta saflastirilabilen proteinlerde, IMAK ydnteminde kullanilan
yuksek tuz konsantrasyonu igeren tamponlar, sonraki adim iyon-degisim
kromatografisi gibi bir ydontem oldugunda dezavantaj olusturmaktadir. Ayrica yogun
tuz c¢ozeltileri, saflastirilan proteinler kristalografik analize ihtiyag duydugunda

dezavantajdir [13].

immobilize metal afinite kromatografilerinde hala anlasilmamis bazi konular
mevcuttur. immobilize metal iyonlari-protein bilesiklerinin yapisal 6zelliklerinin

tamamen acgiga ¢ikmamis olmasi bu konudaki caligmalara olan ilgiyi arttirmistir. Bu
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yapl anlagildiginda kromatografik sorbentin optimum kosullarda Uretiimesi

saglanacaktir. Ayrica protein adsorplama iglemi tam anlamiyla aydinliga kavusacaktir
[6].

2.4. Polimerizasyon Teknikleri

Kromatografik yontemlerde dolgu malzemesi, biyoteknoloji ve biyomedikal alanlarinda
tanilama, izleme ve hilicre analizleri, mikroskoplarda kalibrasyon gibi birgok farkli
amag icin kullanilan polimerik partikuller, emdulsiyon, dispersiyon, c¢okturme, ¢ok
basamakli mikrosuspansiyon gibi farkli polimerlestirme teknikleri ile elde edilmektedir.
10 nm ve 10000 nm boy skalasina sahip, monodispers yapidaki kiresel partiktllerin
talep edilen boyutta ve yapisal 6zellikte Uretiminin mumkun olmasi, kuvvetli asidik
veya bazik ortamlarda ve genis sicaklik araliklarinda stabil olmasi bir¢ok alanda
kullanimina olanak saglamaktadir. Bu yapilarin hangi alanlarda kullanilacagina gore,
polimerizasyon yontemine, partikil boyutuna, gbzenek yapisina, icerecegi fonksiyonel

yaplya, ¢apraz bagli olup olmayacagina karar verilmektedir [23, 24].

2.4.1. Dispersiyon Polimerizasyonu

Dagitma fazi icerisine eklenen ve polimerizasyonun temel bilesenleri olan monomer,
baslatici ve stabilizoriin homojen bir faz halini aldigi, genellikle 1-10 ym boyutunda
es-boyutlu partiktllerin olustugu polimerizasyon islemidir. Kullanilan dagitma fazi,
monomeri ¢ozdugu halde, olusan polimeri cozmemektedir. Hidrofobik 6zellikteki vinil
ve akrilat gruplari igeren monomerler, dagitma ortami olan alkol (metanol, etanol, iso-
propanol, n-propanol, n-butanol) veya alkol-su karisimi igerisinde ¢ozunulr haldedir.
Polimerizasyon islemini baslatan ajan olarak benzoil peroksit, azobisizobutironitril,
azobissiyanovalerik  asit, azobisamidinopropandihidroklorir  gibi  kimyasallar
kullanilirken; polivinilpirolidon, poliakrilik asit, polietilenimin, polivinil alkol gibi polar

yapidaki maddeler de stabilize edici olarak kullaniimaktadir [23].

Dispersiyon polimerizasyonu, gerekli ajanlar dagitma ortaminda biraraya geldikten
sonra yeterli 1s1 enerjisi ile basladiktan sonra monomer-baslatici radikalleri
olusmaktadir. Bu radikaller birleserek kritik molekul agirhdina geldiginde, radikalik
oligomer zincirleri halini almaktadirlar. Bu zincirler ortamda ¢6zinmez yapida olup

stabilize edici ajan zincirleri ile karisip birincil partikllleri olusturmakta ve
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cekirdeklenme olayini tamamlamaktadirlar. C6zinmez haldeki partikullere, dagitma
fazindan monomer gegisi ile monodispers yapidaki polimer partikilleri olusmaktadir
[23]. Sekil 2.4’ te Ozetlenen dispersiyon polimerizasyonunda, dagitma ortamina
eklenen basglatici ve stabilize edici ajanin ¢esidi ve yogunlugu, dagditma fazinin ¢esidi
ve monomer ile goreceli miktari, polimerlesme igin kullanilan sicaklik ve karistirma
isleminin ozellikleri (hiz, tur) olusan polimerik yapinin partikil boyutunda ve es boyutlu

olmasinda etken olan faktorlerdir [24].

Polimerizasyon dncesi Polimerizasyon sonrasi
Gozenekli

M M1 M \ ¥ A ii

; é;‘.; M Dispersiyon i} u {}/ yiizey
v M Ty M M| polimerizasyon

MM MM - %‘ME sj@“g g‘wg

M M e

BE I M —_—

[ebM My . $
s 8

I M

M

Homojen gézelt Kararl, monodispers partikiiller
[M: Monomer, I: Baglatisi, ~r:Dagitici] Boyut (0.1-15 um)

Sekil 2.4. Dispersiyon Polimerizasyonu [24]
2.4.2. Cok Basamakl Mikrosuspansiyon Polimerizasyonu
Cok basamakli mikrosuspansiyon polimerizasyonu ile Uretilen 1-5 ym boyutlarindaki
monodispers gozenekli partikiller, kromatografik kolonlarda dolgu malzemesi, iyon

degistirici resin, kserografik toner olarak kullaniimaktadir [25].

Bu yontemde ilk adim, genellikle stiren veya vinil/akrilat bazli monomerlerden
herhangi biri kullanilarak gerceklestirilen emdllsiyon yapici ajansiz emdulsiyon
polimerizasyonu veya dispersiyon polimerizasyonu sonucu elde edilen ¢ikis lateksi
(seed lateks) Uretimidir. Elde edilen cikis lateksi iki asamada sisirilmektedir. ilk
asamada gbdzenek yapici ¢dzucu araciligiyla, emulsiyon ajani bulunan sulu fazdaki
cikis lateksi sisirilmis olmaktadir. ikinci adimda ise ayni emiilsiyon ortaminda bulunan
cikis lateksine, monomer, c¢apraz baglayici ve basglatici eklenip sisirme islemi
tamamlanmaktadir. Cikis lateksi, sisirme iglemlerinin ardindan polimerizasyon igin

hazir hale gelmektedir. Isi ile aktiflesen bir baslaticinin varliginda, karisimin sicakhgi
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yeteri kadar yukseltildikten sonra sismis lateks partikuller igerisinde polimerizasyon

gerceklesmektedir [23].

Sekil 2.5 ile agiklanan mikroslspansiyon polimerizasyonu teknigi ile elde edilen
partikuller, emulsiyon ve dispersiyon polimerizasyonlarinda elde edilen urunlerde
oldugu gibi monodispersiteye sahiptir. Ayrica gozeneklilik ve fonksiyonellik agisindan
sahip oldugu pozitif 6zellikleri ile de geleneksel suspansiyon polimerizasyonu
artnlerinin - 6zelligini  tasimaktadir [24]. Goézenek yapici ¢ézlici ve monomer
miktarlarinin ¢ikig lateks miktarina oranlari ve ¢apraz baglayicinin konsantrasyonu,
olusan polimerik partikullerin gbézenek dispersiyonunu ve gozeneklilik yapilarini
denetleyen mekanizmalardir [23].

Ik etap: Seed

i : ikinci etap: Sisirme, Capraz baglama ve gozenekli yapi olusumu
latekslerin eldesi p: Sigirme, Capraz bag q yapi olus

— I. Monomer ile
et b Aktive edici sisirilmesi, Gapraz Brach e
Dispersiyon ajan ile sisime baglama N el
Polimerizasyon J §
& —_— . RN >
bl '
II. Baslatici TN
varliginda '
Monodi Aktive edici polimerizasyon
onodispers Ive edicl Monodispers
Monomer i )
seed olugumu ajan + Seed gozenekli

partikiller

Sekil 2.5. Cok Basamakl Mikrostispansiyon Polimerizasyonu [24]
2.5. Adsorpsiyon izotermleri
IMAK sorbentleri kullanilarak biyomolekiillerin yakalanmasi adsorpsiyon islemi ile
gerceklesmektedir. Adsorpsiyon, kati veya sivi olarak kullanilabilen adsorplayan
maddenin (adsorban, adsorbent veya sorbent), sinir ylzeyinde meydana gelen
derisim degigimidir. Konsantrasyonu degisen madde, adsorplanan maddedir
(adsorbat) [26].

Adsorpsiyon mekanizmasinin optimizasyonu ve adsorbent maddenin yuzey ozellikleri
ile farkli adsorbatlara karsi adsorplama kapasitesinin agiklanmasi igcin adsorpsiyon
izotermlerinden yararlaniimaktadir [27, 28]. Bu izotermler, sabit sicaklikta,
adsorplanan madde konsantrasyonunun dengeye ulastigi anda, birim adsorbanin

adsorpladigr miktar (ge) ile adsorbat maddenin denge konsantrasyonu (Ce) (ya da
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basinci) arasindaki ilgiyi agiklamaktadir [26]. Qe degerinin hesaplanmasi igin 2.1

esitligi kullaniimaktadir [27].

(Co—Ce).V
Qe = ——— (2.1)

m

Bu esitlikte; ge, denge konsantrasyonunda birim adsorbanin adsorpladigi miktar
(mg/g); Co, adsorbatin baslangic konsantrasyonu (mg/L); C., adsorbatin denge

konsantrasyonu (mg/L); V, adsorbat ¢ozeltisinin hacmi (L) ve m, adsorbent miktaridir

(9).

Adsorpsiyon izotermlerini olusturan datalari agiklayabilmek igin gesitli matematiksel
modeller onerilmigtir. Bunlar arasinda en yaygin kullanilanlari Langmuir, Freundlich

ve Temkin modelleridir [28].

2.5.1. Langmuir izotermi

Irving Langmuir tarafindan geligtirilen bu izoterm, kimyasal adsorpsiyonu aciklamak
icin en iyi onermedir. Adsorplanan maddenin, adsorbentin dis yuzeyinde tek bir
tabaka olusturdugunu ve bu tabaka olustuktan sonra adsorpsiyon isleminin

sonlandigini ileri surmektedir. Bu izoterm denklem 2.2 ile agiklanmaktadir [29].

— qm-KL-Ce

e 14Ky.Ce (2.2)
Bu esitlik lineer forma donustartldiginde ise denklik 2.3 elde edilmektedir.
1_1,_ 1 (2.3)

Je dm dm-KL.Ce

Qm (adsorbentin maksimum adsorplama kapasitesi, mg/g) ve K_ (Langmuir
adsorpsiyon sabiti, L/mg) deg@erleri, 1/C¢’ ye karsilik 1/qge igin ¢gizilen grafikte yer alan

dogruya ait olan sirasiyla kayma ve egim degerlerinden hesaplanmaktadir.

2.5.2. Freundlich izotermi

Heterojen yuzeylerin adsorpsiyon karakteristiklerinin belirlenmesi igin ¢ogunlukla
Freundlich izotermi tercih edilmektedir . Bu izoterm, denklik 2.4 ile ifade edilmektedir
[29].

1

qe = Kp.C2 (2.4)
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Ks degeri Freundlich izoterm sabiti, n ise adsorpsiyon yogunlugu sabitidir. 2.4 deklemi

dogrusallastirildiginda 2.5 denklemi elde edilmektedir [28].
Inqe =In Kf+%.ln Ce (2.5)

Bu denklemde yer alan In C. ye karsi In qe degerleri Uzerinden grafik
olusturulmaktadir. Dogrunun egiminden n degeri hesaplanirken, kayma degerinden

ise K; de@eri hesaplanmaktadir.

2.5.3. Temkin izotermi

Temkin izotermi, adsorban Uzerinde olusan tabakada yer alan butun molekullerin
adsorpsiyon 1s1 dususunun logaritmik degil lineer oldugunu ileri surmektedir. Bu
izoterm denklik 2.6 ve 2.7 ile ifade edilmektedir [29].

e = i;:.ln At + (P;—"TT) .In C, (2.6)
de = B.InAp + B.InC, (2.7)
Bu esitliklerde yer alan At, Temkin izotermi denge baglanma sabiti (L/g); by, Temkin
izoterm sabiti; B :E—:, adsorpsiyon 1sisi ile iligkili sabit (J/mol); R, gaz sabiti (8.314

J/mol/K); T, sicakhgi (298 K) gostermektedir. Denklik 2.6’ dan elde edilen veriler ile Ln
C¢’ ye karsi gizilen ge dogrusundan, Temkin izoterm denge baglanma sabiti (A1) ve
adsorpsiyon 1sisi ile iligkili sabit (B) sirasi ile dogrunun kayma degerinden ve

egiminden hesaplanmaktadir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Malzemeler

Cok basamakli emdilsiyon polimerizasyonu ile elde edilen monodispers-gézenekli
yapidaki poli(metakrilik asit-co-etilendimetakrilat) mikrokUrelerin sentezinde kullanilan
glisidil metakrilat (GMA) ile metakrilik asit (MAA) monomerleri ve etilendimetakrilat
(EDMA) Aldrich Chem. Co., ABD’den temin edilmistir. Aldrich firmasindan temin
edilen diger malzemeler arasinda, dispersiyon ortami olarak kullanilan mutlak etanol
(EtOH), gbzenek yapici olarak kullanilan etilbenzen (EB) ve stabilizér olarak
kullanilan polivinil alkol (PVA, ortalama molekal agirhgri: 85000-146000 Da) yer
almaktadir. Stabilizér olarak dispersiyon polimerizasyonunda kullanilan polivinil
pirolidon (PVP K-30, ortalama molekll agirligi: 40000 Da) ve mikrostspansiyon
polimerizasyonunda kullanilan sodyum dodesil silfat (SDS) ise Sigma Chemical. Co.,
ABD’den temin edilmistir. Polimerizasyon reaksiyonlarinda baslatici olarak kullanilan
2,2’- azobisizobultronitril (AIBN) ve benzoil peroksit (BPO) sirasi ile Merck A.G. ve
Sigma Chemical. Co. firmalarindan saglanmistir. Elde edilen partikillerin yikama
islemi sirasinda kullanilan tetrahidrofuran (THF) Aldrich Chem. Co.’dan temin
edilmistir. Manyetiklestirme reaksiyonlarinda Fe?* ve Fe** iyonlari icin gerekli olan
demir (ll) klorur tetrahidrat (FeCl,.4H,0) ve demir (lll) klortr hekzahidrat (FeCl3.6H,0)
ile Ni** immobilizasyonunda kullaniimis olan nikel (II) kloriir hekzahidrat (NiCl,.6H,0)
Sigma Chemical Co.’dan saglanmistir. Silika mikropartiklllerin sentezi sirasinda
cesitli amaclarla kullanilan tetrabutil amonyum iyodur (TBAI), tetraetil ortosilikat
(TEOS), izo-propanol (iPA), amonyum hidroksit (NH4OH) Sigma firmasindan
alinmigtir. Silika mikrokurelerin Gzerine dopamin kaplanirken kullanilan dopamin
klorGr Sigma’dan; tris-HCI ¢dzeltisi hazirlanirken kullanilan hidroklorik asit (HCI) ve
tris(hidroksimetil)aminometan ise sirasi ile Sigma ve Aldrich firmalarindan alinmigtir.
Elde edilen Ni** immobilize edilmis polidopamin kapl silika mikrokireler ile
gerceklestirilen IMAK uygulamasi sirasinda, biyomolekiil olarak kullanilan sigir serum
albumin (BSA), lizozim, hemoglobin (HB) proteinleri ve adsorpsiyon desorpsiyon
tamponlarinin hazirlanmasinda kullanilan sodyum klorar (NaCl) Sigma, imidazol ise

Aldrich tarafindan temin edilmistir.
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3.2. Monodispers-Gézenekli Manyetik Silika Bazli immobilize Metal Afinite
Kromatografisi Sorbentlerinin Eldesi

3.2.1. Dispersiyon Polimerizasyonu ile Poli(glisidil metakrilat) Uretimi

Dispersiyon polimerizasyonu ile Uretilen poli(glisidil metakrilat), bir sonraki asama
olan c¢ok basamakli mikrosuspansiyon polimerizasyonunda kullanilacak c¢ikis
lateksidir [30]. Ilk olarak cam bir reaktér icerisine 30 mL ¢ozicl ortam olan mutlak
etanol eklenmistir. Cozucu ortama stabilizor olarak eklenen 0.45 g polivinil pirolidonun
(PVP K-30) ultrasonikasyon ile tamamen ¢ézinmesi saglanmistir. Cikis lateksi
dretimi igcin monomer ve basglatici olarak sirasiyla akrilik bazl glisidil metakrilat (GMA)
ve 2,2°- azobisizobutronitril (AIBN) kullaniimigtir. C6zicu ortamin onda biri oraninda
eklenen monomerin miktari 3 mL iken isi ile aktiflesen AIBN 0.24 g olarak ¢ozucu
ortam igine eklenmis ve sonra tekrar ultrasonik su banyosu ile reaktor igerisindeki
karisimin homojenizasyonu saglanmistir. Reaktor, calkalamali bir su banyosunda
polimerizasyon icin gerekli olan 70 °C sicaklk ve 24 saat sure kogullarinda dakikada

120 devir olacak sekilde karigtiriimistir.

Polimerizasyonun tamamlanmasinin ardindan, reaktér sicakligi oda sicakhiina
ulasana kadar beklenmis ve polimerizasyona katilmayan girdiler ile ¢dzlctu ortamin
uzaklastirimasi igin santriflj cihazi kullanilarak 2000 rpm doéndurme hizi ile 3
dakikalik yikamalar yapiimistir. Bu yilkamalarda 2 kez teknik etanol, 2 kez saf su
kullaniimistir.

3.2.2. Cok Basamakh Mikrosiispansiyon Polimerizasyonu ile Poli(metakrilik
asit-co-etilendimetakrilat) Uretimi

Cok basamakli mikrosuspansiyon polimerizasyonu ile amag, dispersiyon
polimerizasyonu sonucu elde edilen ¢ikis lateksi ile monodispers-gézenekli yapidaki
poli(metakrilik  asit-co-etilendimetakrilat),  poli(MAA-co-EDMA)  mikrokurelerin
sentezlenmesidir [31, 32]. Polimerizasyonun ilk adiminda 250 mL hacimli cam bir
sisede emulsiyon ortami hazirlanmigtir. Bunun i¢in 50 mL saf su ile stabilizor olarak
0.125 g sodyum dodesil sulfat (SDS) ¢dzeltisi hazirlanmig, gézenek yapici organik
¢bzucu olarak 3.5 mL etilbenzen eklenerek sonikator ile 5 dakika boyunca
karistinimistir. 0.3 g poliGMA eklenen karisim ilave olarak 2 dakika daha soniklemeye

maruz birakilmigtir. 250 rpm’de c¢alisan ¢oklu manyetik karistirici ile gozenek yapici
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etilbenzenin ¢ikig lateksi icerisinde tamamen absorplanmasi amaglanmigtir. Bu

asama oda sicaklhginda ve 24 saatte gerceklesmisgtir.

Suspansiyon polimerizasyonunda ikinci asama etilbenzeni absorplayan ¢ikis
lateksinin sisirildigi asamadir. ilk énce monomer ve ¢apraz baglayici olarak kullanilan
2 mL metakrilik asit (MAA) ve 4 mL etilendimetakrilat (EDMA) ile bir karigim
hazirlanmistir. Igerisine polimerizasyon islemini baglatacak olan BPO’ dan 0.25 g
ilave edilip homojenize edilene kadar soniklenmistir. Ayri bir sisede 50 mL saf suda
0.125 g SDS c¢ozllerek igerisine, hazirlanan monomor-co-monomer-baslatici karigimi
ilave edilmistir. 12 dakika sonikator ile tamamiyla homojen bir karisim
olusturulmustur. Olusan bu homojen faz, mikrosispansiyon polimerizasyonunun ilk
adiminda hazirlanan poliGMA c¢o6zeltisinin igerisine eklenip 24 saat daha ayni
kosullarda manyetik karistiricida karigtirlmaya devam etmistir. Bu adimda ilave
edilen monomerler, etilbenzen ile sismis olan ¢ikis lateksi igerisine absorbe olarak

daha fazla sismesini saglamistir.

Polimerizasyonun dgunclu agsamasinda, 48 saat suresince manyetik karistiricida
karismakta olan lateks ¢ozeltisinin Gzerine, hazirlanan 10 mL saf su ve 0.8 g polivinil
alkolden (PVA) olusan homojen karigim eklenmigtir. Burada kullanilan PVA stabilizor
olarak kullaniimigtir. Elde edilen bu ¢dzelti 24 saat karistirlmak Gzere 80 °C’deki su
banyosunda 120 rpm’de calkalanmistir. Boylece etilbenzen ve monomerler ile

sisirilmis ¢ikis lateksi igerisinde mikrosuspansiyon polimerizasyonu gergeklesmistir.

Uretilen poli(MMA-co-EDMA) partikiiller, safsizliklarindan ayristirilmasi amaci ile oda
sicakhgina geldikten sonra yikanmistir. Yikama fazi olarak sirasi ile 2 kez teknik
etanol, 2 kez tetrahidrofuran (THF), 2 kez teknik etanol ve son olarak 2 kez saf su
kullanilmigtir. Herbir yikama santrifij yardimi ile dakikada 5000 devirde 5 dakika
boyunca gerceklestirilmistir. Santrifijleme sonlarinda falkonun dibinde kalan kati faz
muhafaza edilirken Ustteki sivi faz atilmistir. Elde edilen poli(MAA-co-EDMA)
mikrokurelerin igerisinde ortalama partikil boyutu disinda kalan daha buyuk veya
daha kiguk mikropartikiller, monodispersiteye ulagsmak igin santrifUjleme ile
ortamdan uzaklastinimistir. Petri kabina alinan partiktl ¢ozeltisi 80 °C’deki etuvde

kurutulup sonraki iglemler igin hazir hale getirilmigtir.
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3.2.3. Poli(MAA-co-EDMA) Kiresel Mikropartikiillerin Manyetik Forma
Donusturulmesi

Elde edilen monodispers yapidaki poli(MAA-co-EDMA) partikiller, demir iyonlarinin
ikili coktirme islemi sonucunda olusan manyetik Fe;O4 nanopartiktllerin bu partiktller
icerisinde immobilize edilmesi ile manyetik forma donusturalmustar [33]. Sekil 3.1’ de
Ozetlenen bu islem icin Nucge erleninin icerisine 0.7 g polimerik partiktl ve 100 mL saf
su eklenmistir [34]. Erlen buz banyosuna konup manyetik karistirici ile karigtirilarak
partiktllerin su igerisinde ¢ozinmesi saglanmistir. 10 dakika suren karigtirma
isleminde erlen icerisine azot gazi verilmisti. Cam bir beherde 20 mL saf su
icerisinde tek faz halinde demir tuzlan ¢ozeltisi hazirlanmis ve nuge erlenindeki
mikropartikullerin Uzerine eklenerek 10 dakika daha azotlama iglemine devam
edilmistir. Demir tuzu olarak 3 mmol FeCl;.6H,O ve 2.7 mmol FeCl,;.4H,0
kullaniimistir. Azot gazi (N2) kesildikten sonra buz banyosundan alinan erlenin agzi
sikica kapatilmigtir. Erlenin vakum borusuna baglanan vakum pompasi ile karigsim, 15

dakika vakumlama islemine tabi tutulmustur.

0
N;, Vakum /l\ NH,OH, 80°C
%;; OH — "ﬂ:-f OH| Fe*lfFe*? m—
: Fe* | Fe*
Poli(MMA-co-EDMA) -
Mikrokiireler Manyetik
Poli{MAA-co-EDMA)
Mikrokiireler

Sekil 3.1. Poli(MMA-co-EDMA) Mikropartikillerinin Manyetiklestiriimesi [34]
Vakumlama iglemi bittiginde, erlen 80 °C’deki yag banyosuna alinmis ve igerisine 25
mL amonyum hidroksit (NH4OH) ilave edilmigtir. 300 rpm’de 1 saat slren mekanik
karisma sirasinda, manyetiklesme reaksiyonu ile birlikte Poli(MAA-co-EDMA)

partiktlleri manyetik hale donugmustur.

Manyetiklestirme iglemi tamamlandiktan sonra, bir magnet yardimi ile erlendeki sivi
faz uzaklastirilip kalan kati faz 2 kez saf su, 2 kez 0.1 M HCI ile yikanmistir. Yikama
isleminde amag¢ manyetiklesmeyen partikilleri ve fazla amonyum hidroksiti ortamdan

uzaklastirmak oldugundan ust faz berrak hale gelene kadar yikamaya devam
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edilmistir. Elde edilen manyetik poli(MAA-co-EDMA) mikropartikulleri bir krozeye

alinip etivde 80 °C’de kurutulmustur.

3.2.4. Silika Bazlh Manyetik Mikrokiirelerin Sentezi

Elde edilen monodispers yapidaki kiuresel manyetik partikillerin igerisine hidroliz-
kondenzasyon reaksiyonu ile tetraetil ortosilikat (TEOS) yukleme iglemidir [35].
Oncelikli olarak 250 mL’lik cam sisede 50 mL izo-propanol (IPA), 5 mL saf su
icerisinde ¢ozinmustir. Olusan homojen ¢ozelti igerisine 0.25 g tetrabutil amonyum
iyodur (TBAI), 0.25 mL amonyum hidroksit ve 0.4 g manyetik mikropartikul eklenerek
her ilaveden sonra ultrasonik su banyosu ile ¢ozeltinin tekrar homojen hale gelmesi
saglanmistir. Elde edilen karisim, 400 rpm’deki manyetik karistirici ile 25 °C’de 1 saat
kanstirilmistir. Ayri bir cam beherde hazirlanan 1.25 mL TEOS ile 3.75 mL IPA
¢Ozeltisi, manyetik karistiricida karigsmakta olan karisima damla damla eklenmigtir.
Cam sise 30 °C’deki su banyosuna yerlestirildikten sonra manyetik karistirici ile 24

saat karismaya devam etmigtir.

Bu iglem sonrasinda elde edilen es-boyutlu silika bazli polimerik partikuller,
safsizliklarin uzaklastiriimasi icin IPA ve saf su ile 2'ser kez santrifllj cihazinda
¢cOkturerek yikanmistir. Yikama iglemleri bittikten sonra kalan kati faz, 24 saat
boyunca 70 °C’deki etlivde birakilarak kurutulmustur. Silika bazli polimerik partikil,
mikropartikullere gozenek kazandirilmasi amaciyla ¢ok yuksek sicaklikta kalsinasyon
islemine tabi tutulmustur. Boylece polimer kismi yanarak uzaklasmis ve geriye SiO,
kismi kalmistir. Bu islem 450 °C’de 6 saat surmustir. Kalsinasyondan alinan Urdn,
immobilize metal afinite kromatografisinde kullanilacak kromagrafik sorbentin destek
maddesi olan es-boyutlu mezogozenekli ve manyetik yapidaki silika bazli
mikropartikullerdir (Manyetik-SiO;). Sekil 3.2 ile manyetik poli(MAA-co-EDMA)
mikrokureler Uzerine silika baglanmasi ve kalsinasyon sonucunda Manyetik-SiO,

olusumu aciklanmistir [34].
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Sekil 3.2. Manyetik Poli(MAA-co-EDMA) Mikrokireler Uzerine Silika Baglanmasi [34]
3.2.5. Silika Bazli Manyetik Mikrokiireler Uzerine Polidopamin Kaplanmasi

Monodispers gozenekli yapidaki silika bazli kati destek Uzerine selatlayici ajan olarak
polidopamin maddesi kaplanmigtir [17]. Sekil 3.3’ te sunuldugu gibi polidopaminin
iskeletinde metal immobilizasyonu igin fonksiyonel gorev alacak hidroksil gruplari
bulunmaktadir [34]. Polidopamin kaplanmasi 10 mM tris-HCI tampon c¢ozeltisi
ortaminda gergeklesmistir. 1 M HCI ile karisimin pH degeri 8.5 olarak ayarlanmistir.
Klresel partikullerin ylzeyine polidopamin kaplanmasi prosesi igin 250 mL’lik cam
sise icerisine, hazirlanan tris-HCI ¢dzeltisinden 100 mL aktariimistir. icerisine eklenen
0.2 g dopamin klortrin sonikator ile tamamen ¢ozinmesi saglanmistir. Daha sonra
bu karigima, Urettigimiz silika mikropartiktllerden 0.2 g eklenmistir. Elde edilen
karisimin mekanik karistirici ile oda sicakhidinda 6 saat karigtirimasiyla manyetik
silika  partikiller Gzerine polidopamin  kaplanmasi  (PDA@Manyetik-SiO5,)
gerceklestiriimistir. 6 saat sonrasinda bir magnet ile ¢oktirllerek karisimin sivi fazi

atilip 3 kez saf su ile ylkanmistir.
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Sekil 3.3. Manyetik Silika Mikrokureler Uzerine Polidopamin Kaplanmasi [34]

3.2.6. PDA Kaplanmig Manyetik Silika Mikrokureler Uzerine Ni?* iyonlarinin
Immobilizasyonu

Sekil 3.4 ile aciklanan proseste, selatlayici ajan Uzerinde yer alan hidroksil
gruplarindaki H* iyonlari ile Ni** iyonlarinin yer degistirmesi ile metal immobilizasyonu
(Ni**-PDA@Manyetik-SiO,) gerceklestirilmistir [17, 34]. Bunun igin 50 mL’lik cam bir
beherde 25 mL saf su igerisinde 0.25 M NiCl,.6H,0 tuzu ¢ézunmustur. Bu ¢ozeltiye
0.2 g polidopamin kaph silika partikil eklenmistir. Mekanik karistirici ile oda
sicakliginda 2 saat karistirma gerceklesmistir. Ni** iyonu immobilizasyonunun
gerceklestigi bu islem sonrasinda bir magnet aracigiyla ¢oktirme gergeklesmis ve Ust
faz atilmistir. Partikiller 3 kez saf su ile yilkanmis ve bir miktar saf su igerisinde
sonraki islemlerde kullanilmak lizere beklemeye alinmistir. Elde edilen bu Griin IMAK

sorbenti olarak protein adsorpsiyonunda kullanilacak yapidir.
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Sekil 3.4. PDA@Manyetik-SiO, Mikrokiireler Uzerine Ni** iyonlarinin
Immobilizasyonu [34]

3.3. Uretilen Kromatogragfik Sorbentlerin Karakterizasyonu

Elde edilen manyetik-SiO, mikrokureler ile PDA@manyetik-SiO, mikrokurelerin
ortalama boyutlari ve boy dagilimlari ile yuzey yapilari taramali elektron mikroskobu
(scanning electron microscope, SEM) (FEI, Quanta 200 FEG, U.S.A.) ile tayin
edilmistir. Sivi N, adsorpsiyon prensibi ile ¢alisan yluzey alani ve gbzenek boyutu
analizért (Brunauer-Emmett-Teller, BET) (Quantachrome, Nova 2200 E, U.K)
araciligiyla partiktllere ait o6zgul yuzey alani ve ortalama gobzenek boyutu
belirlenmistir. Manyetik karakterizasyon icin kullanilan titresimli drnek magnetometresi
(vibrating sample magnetometer, VSM) (Cryogenic Limited, PPM system, U.K.)
kullanilarak partikillerin manyetizasyon o6zellikleri ve doygunluk manyetizasyon
degerleri elde edilmigtir. Bu degerler, histerisis egrilerinden tespit edilmistir. Yapilan
tum analizler oda sicakliginda gergeklestirilmigtir [36].

3.4. immobilize Metal Afinite Kromatografisi ile Protein izolasyonu
immobilize metal afinite kromatografisi icin Uretilen sorbentler araciligla, birbirini takip
eden adsorpsiyon ve desorpsiyon iglemleri ile BSA, lizozim ve HB proteinlerinin

izolasyonu gercgeklestirilmigtir.
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3.4.1. Sorbent Miktan Etkisinin Tespiti igin_ Sabit Baslangi¢ Protein
Konsantrasyonunda Gergeklestirilen Adsorpsiyon Islemi

Monodispers gozenekli yapidaki manyetik silika bazli mikrokureler, selatlayici
dopamin Uzerine Ni?* iyonu immobilize olmus halde adsorpsiyon islemine tabi
tutulmustur. Mikropartiklller iki kez saf su ile iki kez adsorpsiyon tamponu ile ortamda
olabilecek safsizliklarin uzaklastiriimasi igin yikanmistir. Adsorpsiyon tamponu olarak
1 M NaCl igceren 20 mM fosfat tamponu hazirlanmistir. Cozeltinin pH degeri ise 7
olarak ayarlanmistir. Yikama iglemi, behere alinan partikiller Uzerine yikama
fazlarinin eklenmesi, iyice calkalanmasi ve magnet araciligiyla c¢okturtlerek Ust
fazlarin atilmasi seklinde yapilmistir. Yikama igleminin ardindan 2 mL’ lik 5 farkh
ependorfa farkli miktarlardaki (1 mg, 5 mg, 10 mg, 25 mg, 50 mg) partikil pay
edilmistir. 1 mg/mL baslangic protein konsantrasyonu 5200 pL hacminde
hazirlanmistir. Bu karisimdan 1 mL (adsorpsiyon hacmi), mikroklrelerin bulundugu
her ependorfun icerisine eklenmis, kalan 200 uL ise baslangi¢ konsantrasyonunun
(Ao) tayini icin ultraviyole/gérinir spektrofotometre cihazinda (Biodrop Duo, ingiltere)
kullaniimistir. Her protein igin ayri ¢alisma setleri dizenlenmistir. Ependorflardaki
karisim vorteks cihazi ile tamamen karistirildiktan sonra rotator ile 2 saat 40 rpm
hizinda dondurulip proteinlerin  mikrokureler Uzerine adsorpsiyonu saglanmistir.
Adsorpsiyon islemi tamamlandiktan sonra, ependorf igindeki karigsimlar bir magnet ile
¢Okturalmus ve ust fazlarin tamami farkli ependorflar icerisine aktariimistir. Toplanan
bu Ust fazlarda yapilan spektrofotometre élgtimlerinin ardindan, adsorsiyon tamponu
icerisindeki protein miktarinin, adsorplama isleminden sonraki degeri (A1) 6lctlmustur.
3.4.2. Basglangi¢ Protein Konsantrasyonu Etkisinin Tespiti icin Sabit Sorbent
Miktarinda Gergeklestirilen Adsorpsiyon Iglemi

Partikulllerin pay edilmesine kadar olan kisim, sorbent miktari tayini agsamasinda
oldugu gibi tekrar edilmistir. Baglangi¢ protein konsantrasyonlarin degistigi bu
asamada, iki adet farkl uygulama mevcuttur. Bunlar sabit partiktl miktari kullanimi ve
farkh protein derisimi hazirlanmasidir. 2 mL’ lik 6 farkh ependorfa partikiller es
miktarda (10 mg) dagitilmistir. 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg/mL olmak tzere 6
farkh protein konsantrasyonu 1200 yuL hacminde hazirlanmigtir. Adsorpsiyon isleminin

gerceklesmesi icin gerekli olan hacim 1 mL olarak sabit kalmistir. Ay ve A
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degerlerinin Olcilme amaciyla toplanmasi ayni prosedurlerle ve ayni kosullarda

gerceklesmistir.

Bu asamada ayrica, Ni**-PDA@Manyetik-SiO, mikropartikiillere ilaveten Ni** iyonu
immobilize edilmemis dopamin kapli mikropartikillerin de (PDA@Manyetik-SiO,),

proteinlere olan afiniteleri tayin edilmigtir.

3.4.3. Desorpsiyon islemi
Adsorpsiyon iglemleri farkli iki analizde degisen prosedurlere sahip olmasina ragmen,
sonrasinda uygulanan desorpsiyon islemi benzerdir. Ayrica Ni* immobilize edilmis ve

Ni** takilmamis dopaminli mikrokiireler ayni desorpsiyon islemine tabi tutulmustur.

Adsorpsiyon islemi sonrasinda ependorflarda kalan mikropartikiller tzerine 500 uL
desorpsiyon tamponu eklenmistir. Desorpsiyon tamponu olarak 50 mM fosfat ¢ozeltisi
icerisine 0.5 M NaCl ve 0.5 M imidazol ilavesi ile kullaniimistir. Vorteks cihazi ile
ependorf iginde olusan c¢okelti kisim dispers hale ulastiktan sonra 40 rpm ile 30
dakika boyunca karistirilmistir. Karistirma isleminin ardindan ependorf igerisindeki
partiktller bir magnet ile ¢oktlrilmus ve Ust fazlar ayri ependorflara (D;) toplanmistir.
ilk desorpsiyon adimindan sonra ne kadar proteinin desorpsiyon tamponuna elue
edildigi, toplanan D; fazlari ile spektrofotometre cihazinda yapilan dlgimler sonucu
belirlenmistir. Ust fazlari alinan partikiller Gzerine, tekrar ayni miktar desorpsiyon
tamponu ilave edilerek ayni iglemler toplamda Ug¢ kez tekrarlanmistir. Bu iglemler

sonucunda D;, D,, D3 olmak Uzere Ug ayri desorpsiyon sonucuna ulasiimistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez ¢aligmasinda, monodispers, gozenekli ve yiksek manyetik 6zellikte silika
bazli mikrokUreler sentezlenmistir. Bu mikrokUreler, immobilize metal afinite
kromatografisi araciligiyla histidin-isaretli BSA, lizozim ve HB proteinlerinin ortamdan
izolasyonu amaciyla kullaniimigti. Bu amacg igin 6ncelikle manyetik silika
mikrokureler, fonksiyonellik kazanmak igin PDA ligandi ile kaplanmigtir. Daha sonra
Ni** iyonlari PDA {izerinde yer alan hidroksil gruplarina takilarak metal-selat formu

elde edilmistir.

IMAK sorbenti olarak kullaniimak {izere sentezlenen bu partikiiller araciligi ile Ni**
iyonlarina karsi yuksek afiniteye sahip histidin icerikli proteinlerin izolasyonlarini
gerceklestirmek Uzere ardigik adsorpsiyon ve desorpsiyon islemleri uygulanmistir.
Oncelikle bu islemlerde maksimum verime ulasilan partikiil miktarina gesitli adsorbent
miktarlarinda calisilarak karar verilmigtir. Daha sonra tespit edilen bu miktar ile farkl
protein konsantrasyonlari igin setler olusturularak bu degisimin adsorpsiyon
kapasitesine ve desorpsiyon ile izolasyon verimlerine olan etkisi incelenmigtir. Ayni
islem Ni?* iyonlarinin fonksiyonelligini gdstermek amaciyla, Ni** iyonu takilmamis PDA

kapli manyetik silika mikrokureler ile tekrar edilmistir.

4.1. Karakterizasyon

IMAK prosesinde kati matriks olarak kullanilacak olan silika mikrokiirelerin tiretimi igin
dispersiyon polimerizasyonu ve ¢ok basamakli mikrosuspansiyon polimerizasyonlari
art arda uygulanarak modispers-gdzenekli yapida poli(MAA-co-EDMA) mikrokureler
elde edilmistir. Demir iyonlarinin, mikropartikillerin karboksil gruplari ile olusturdugu
kompleksler, partikullerin gozenekli yapisi igerisinde adsorplanmistir. Bunun sonucu
olarak ylUksek manyetizasyon degerine ulasmig ve kararli yapidaki manyetik

mikrokureler Gretilmigtir.

Manyetik poli(MAA-co-EDMA) polimerik partikillerin  Gzerine NH," katyonlarinin
varhginda hidroliz ve kondenzsyon reaksiyonu ile silika oncul TEOS, mikrokureler
uzerine baglanarak kompozit bir yapi olusturmustur [36]. Bu yapi kalsinasyonda
450°C’ de yakilarak IMAK sorbenti olarak kullanilacak ortalama 6 pym boyutundaki

monodispers-gdézenekli  manyetik-SiO, formuna doénlusmustlir. Kalsinasyonda
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polimerik kismi yanan ve gdzeneklilik yapisi artan SiO, mikrokiireler 249 m?/g yiizey
alanina ulasmistir (Cizelge 4.1). Ardindan silika mikroklreler PDA ile kaplanmistir.
Sekil 4.1 ile verilen SEM goérintlsu Uzerinden yapilan hesaplama ile manyetik-SiO,
mikroklrelerin boyut degisim katsayisi % 4.3 olarak tespit edilmistir. Bu deger
manyetik-SiO, mikroklrelerin dar boy dagilimina sahip olduklarini (monodispersite)
gOstermigtir. Ayrica ayni gorsel Uzerinden partikullerin gézenekli yuzey morfolojisine
sahip olduklar gézlemlenmigtir. Ylzey alani ve gézenek boyutu analizéri (BET) ile
Olculen gozenek boyut dagilimina gore mezogozenekli mikropartikullerin ortalama

g6zenek capi (D) 8.6 nm olarak verilmistir (Cizelge 4.1).

O det  tilt |
im|5.00kV 25 |8000x ETD -0°[13.2 mm|

Sekil 4.1. Manyetik-SiO, Mikrokurelerin SEM Gortintusu

Monodispers gozenekli formda elde edilen manyetik-SiO, partikillerinin Gzerinde
pH=8.5 10 mM tris-HCI tampon ortaminda dopaminin PDA’ ya déntusmesi ile birlikte
gerceklesen kovalent baglanma sayesinde partikuller GUzerinde ince bir tabaka olarak
kaplanmigtir. Sekil 4.2° de sunuldugu gibi PDA@Manyetik-SiO, mikrokureleri ile
Manyetik-SiO, mikrokurelerin morfolojilerinde ve ortalama partikil boyutunda énemli
bir fark olusmamigstir. Gézenekli mikropartikllin ytzeyinin yaklagik 300 nm’lik ince bir
tabaka ile kaplanmasi sebebiyle PDA@Manyetik-SiO, partikillerinin yluzey alani 18
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m?/g olacak sekilde diismustiir. Ayrica ortalama gézenek capi BET cihazi ile 2.01 nm
olarak dlgulmustir (Cizelge 4.1).

FW spot mag O det til Pr— Jm

500KV 25 |4000x ETD|-0°1133mm ™~ UNAM

Sekil 4.2. PDA@Manyetik-SiO, Mikrokurelerin SEM Goruntusu

Cizelge 4.1. Manyetik-SiO, ve PDA@ Manyetik-SiO, Mikropartikullerine Ait Morfolojik

Ozellikler
Degisim Yluzey
Mikrokiire Turi (B)(r)tal(anr:sl Katsayisi Alani (r?r:l)
yie (CV%) (m?/g)
Manyetik-SiO, 6.0 4.3 249 8.61
PDA@Manyetik-SiO, 6.3 4.1 18 2.01
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Sekil 4.3. Manyetik-SiO; ile PDA@Manyetik-SiO, Mikrokurelerine Ait VSM Cihazi ile
Elde Edilmis Manyetizasyon Egrileri

Sekil 4.3 ile sunulan titresimli 6érnek magnetometresi sonuclarinda yer alan S
seklindeki egriler ile elde edilen manyetik-SiO, ve PDA@manyetik-SiO,
mikrokurelerinin manyetizasyon degerleri elde edilmigtir. Manyetik 6zellikteki bir
sorbent ile etkin bir ayristirma saglayabilmek igin minimum doygunluk manyetizasyon
degerinin 16.3 emu/g olmasi gerektigi bilinmektedir [37]. Elde edilen mikroklrelerin
doygunluk manyetizasyon degerleri ise 25 (manyetik-SiO,;) ve 21 emu/g
(PDA@manyetik-SiO;) olarak tespit edilmigtir. PDA kaplanmig partikullerin manyetik-
SiO, partikullerine gore daha dusuk doygunluk manyetizasyon degerine sahip
olmasinin sebebinin, PDA kaplanirken olusan tabakanin yol agtigi kutle artisi oldugu

tespit edilmigtir.

Kromatografik sorbent olarak kullanilacak kati desteklerin manyetiklestiriimesi
uygulama kolayhdi ile yiksek izolasyon sagladigi i¢cin dnem tasimaktadir. Partikuller
protein adsorpsiyonu gerceklestikten sonra dahi digaridan uygulanan bir manyetik
alan ile kolayca ayristirilabilmekte ve manyetik alan ortadan kalktiginda herhangibir
deformasyon olmaksizin dispers forma geri donmektedirler (super-paramanyetik
Ozellik). Bu uygulamanin hata payr ¢ok dusuk oldugu igin ayristirlacak olan
biyomolekullerin ve sorbent partikullerin yer aldigi1 sulu fazdan minimum biyomolekul

ve partikul kaybr yasanmaktadir [17, 38].
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4.2. Sorbent Miktarinin Protein izolasyonu Uzerindeki Etkisi

Sorbent olarak kullanilan Ni**-PDA@manyetik-SiO, mikrokirelerin miktarlari
degistirilerek, bu durumun protein izolasyonu Uzerindeki etkisi incelenmigstir. BSA,
Lizozim ve HB proteinleri 1 mg/mL konsantrasyonu ile 1 mL adsorpsiyon ortaminda,

1, 5, 10, 25 ve 50 mg sorbent adsorpsiyon ortamina eklenmigtir.

140 - ¢ BSA
120 - B Lizozim
$ 100 - A HB
2
S 80 -
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Q
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o 40 -
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O T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Sorbent Miktar1 (mg)

Sekil 4.4. Ni** lyonu Immobilize Edilmis Manyetik Silika Mikrokireler ile
Gergeklestirilen Uygulamalarda Sorbent Miktarinin Protein (BSA, Lizozim, HB)
Adsorpsiyon Kapasitesine Etkisi. (Adsorpsiyon Ortami: 20 mM Fosfat Tamponu, 0.5
M NaCl, pH=7; Adsorpsiyon Hacmi: 1 mL; Protein Konsantrasyonu: 1 mg/mL;
Sicaklik: 22 °C; Zaman: 2 saat)

Sekil 4.4 Gzerinde izlendigi gibi, artan sorbent miktari ile birim sorbentin adsorpladigi
protein miktari ters orantili olarak degismistir. Proteinler maksimum adsorpsiyon
kapasitesini 1 g sorbent ortaminda saglarken (6rnegin 120 mg HB/g sorbent),
minimum degere 50 mg sorbent ile ulasmistir (6rnegin 20 mg HB/g sorbent). Bunun
sebebi olarak; ortama eklenen protein baslangi¢ konsantrasyonu sabit iken, buna
kargilik ortamdaki sorbent miktarinin artmasi ile birim sorbente dusen protein
miktarinin ¢ok az olmasi gosterilmistir. Sekil 4.4 aracihdiyla da anlasilacagi gibi
sorbent miktarinin 10 mg’1 gecmesiyle birlikte grafik plato degerine ulasarak

adsorplama kapasitesindeki degisim giderek azalmistir.
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Sekil 4.5. Ni** lyonu Immobilize Edilmis Manyetik Silika Mikrokireler ile
Gergeklestirlen Uygulamalarda Sorbent Miktarinin Protein (BSA, Lizozim, HB)
Desorpsiyon Verimine Etkisi. (Desorpsiyon Ortami: 50 mM Fosfat Tamponu, 0.5 M
NaCl, 0.5 M Imidazol; Desorpsiyon Hacmi: 1,5 mL; Protein Konsantrasyonu: 1
mg/mL; Sicaklik: 22 °C; Zaman: 1,5 saat)

Sekil 4.5 ve Sekil 4.6 ile verilen grafiklerde ise sorbent olarak kullanilan Ni?*-
PDA@manyetik-SiO, mikroklrelerin miktarinin desorpsiyon ve izolasyon verimlerine
olan etkisi verilmigtir. Genel izlenim olarak desorpsiyon verimlerinin sorbent miktari ile
azaldigr gozlenmistir. Sorbent miktarinin artigi ile adsorplanan protein miktari
artmaktadir. Dolayisiyla adsorplanan protein miktarinin artisi ile ters orantili olan

desorpsiyon verimi i¢in bu grafik beklenen bir durumdur.
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Sekil 4.6. Ni** lIyonu Immobilize Edilmis Manyetik Silika Mikrokireler ile
Gergeklestirilen Uygulamalarda Sorbent Miktarinin Protein (BSA, Lizozim, HB)
Izolasyon Verimine Etkisi.

Sekil 4.6 ile proteinlerin izolasyonunda en yuksek verimin lizozim igin 10 mg, HB igin
25 mg, BSA icin ise 50 mg sorbent ile saglandigi gorulmustir. Ancak 50 mg ve 25
mg sorbent kullanildidinda tum proteinler i¢in adsorplama kapasitesi ¢ok dusuk
oldugundan tez calismasinin ileriki asamalarinda yapilan tayinlerde 10 mg sorbent

kullanimi secilmistir.

4.3. Baslangic Protein Konsantrasyonunun Protein izolasyonu Uzerindeki
Etkisi (Ni**-PDA@Manyetik-SiO, Mikrokiireler igin)

Sorbent olarak kullanilan Ni?*-PDA@manyetik-SiO, mikrokiirelerin miktarinin 10 mg
olarak tayin edilmesinin ardindan, sabit sorbent miktari ile baslangic protein
konsantrasyonlari  degistirilerek ortaya cikan farkliliklar incelenmistir.  Ni%*-
PDA@manyetik-SiO, mikrokurelerin 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg/mL baslangi¢
konsantrasyonlarindaki proteinler ile etkilesimi 1 mL adsorpsiyon ortaminda

baglatiimistir.
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Sekil 4.7. Ni** lyonu Immobilize Edilmis Manyetik Silika Mikrokireler ile
Gergeklestirilen  Uygulamalarda Baslangic  Protein  (BSA, Lizozim, HB)
Konsantrasyonu Degisiminin Adsorpsiyon Kapasitesine Etkisi. (Adsorpsiyon Ortami:
20 mM Fosfat Tamponu, 0.5 M NaCl, pH=7; Adsorpsiyon Hacmi: 1 mL; Adsorbent
Miktari: 10 mg; Sicaklik: 22 °C; Zaman: 2 saat)

Sekil 4.7’den anlasilacadi gibi tim protein tlrlerinde artan baslangi¢ protein
konsantrasyonu ile adsorplama kapasitesi artmistir. Proteinlerin Ni?* iyonlari lizerine
adsorpsiyonu histidin birimlerinde yer alan imidazol gruplari sayesinde olmaktadir. Bu
yuzden protein molekull Gzerinde yer alana histidin sayisi adsorpsiyon etkinligi igin
onem tasimaktadir. Yapilan c¢alismada maksimum adsorpsiyonun 24 yuzeysel
histidine sahip olan HB proteininde ve 2 mg/mL baslangic konsantrasyonunda
yaklasik 80 mg/g olarak gercgeklestigi belirlenmistir [39]. Ayni sekilde lizozim ve BSA’
da en ylksek adsorpsiyon kapasitesine 2 mg/mL baslangi¢c konsantrasyonunda,
sirasiyla 70 mg/g ve 54 mg/g seklinde ulasmiglardir. Lizozim ve BSA’ nin igerdigi
yuzeysel histidin sayisi sirasiyla 1 ve 2'dir [39, 40]. Burada beklenen durum BSA’ nin
adsorpsiyon kapasitesinin lizozime gore daha yuksek olmasidir. Ancak Sekil 4.7’ de
sunulan veriler bunun aksini gostermektedir. Bolum 2.3.4° te aciklandigi Uzere,
immobilize metal iyonlarinin ve amino asit gruplarinin birbirine erigimi, protein
uzerinde adsorpsiyona katilan kalintinin sayisi, turt, mikro duzeydeki cevresi ve
komsu aminoasit gruplari ile ortakhigi ile proteinin yapisal formlari adsorpsiyon

kapasitesine katki saglayan durumlardir [22]. Lizozimin amino asit dizisinde yer alan 6
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triptofan aminoasiti adsorpsiyon prosesine katki saglamaktadir [41]. Ayrica lizozime
ait izoelektrik noktanin degeri 10.6’ dir ve bu deger adsorpsiyon galisma pH’ sinin
uzerindedir. Proteinlerin sahip olduklari izoelektrik noktanin altindaki pH degerlerinde
adsorplama kapasitesi Ustlindeki pH degerlerine gbére daha yiksektir. BSA’ nin
izoelektrik noktasi ise 4.7' dir [40, 42]. Dolayisiyla pH=7 ile yapilan adsorpsiyon
lizozimin izolasyonu igin pozitif etki saglamistir [40, 42]. Bu durumlar histidin
sayllarinin birbirine yakin olmasi sebebiyle lizozim adsorpsiyonunun BSA'ya gore

daha yuksek olmasina neden olmustur.
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Sekil 4.8. Ni** lIyonu Iimmobilize Edimis Manyetik Silika Mikrokireler ile
Gergeklestirilen  Uygulamalarda Baslangic  Protein  (BSA, Lizozim, HB)
Konsantrasyonu Degisiminin Desorpsiyon Verimine Etkisi. (Desorpsiyon Ortami: 50
mM Fosfat Tamponu, 0.5 M NaCl, 0.5 M imidazol; Desorpsiyon Hacmi: 1.5 mL;
Adsorbent Miktari: 10 mg; Sicaklk: 22 °C; Zaman: 1.5 saat)

Desorsiyon iglemi sirasinda tampon ¢oOzeltide yer alan imidazol molekdilleri,
proteinlerin yuzeyindeki histidil kalintilarinda yer alan imidazol gruplarina karsi
yarismaci ajan olarak kullaniimistir. Bu sayede proteinlerin immobilize iyonlardan
kopariilmasi ve desorpsiyon tamponuna ge¢mesi saglanmistir. Sekil 4.8 ile sunuldugu
gibi maksimum desorpsiyon verimi 2 mg/mL protein konsantrasyonu ile saglanmis ve
bu durum ayni konsantrasyon degerindeki protein adsorpsiyonunun maksimum

olmasi ile aciklanmistir. 2 mg/mL konsantrasyonunda mikropartikuller daha fazla
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protein adsorpladidi icin daha fazla desorplama saglamiglardir. Proteinler kendi
aralarinda karsilastinldiginda ise adsorpsiyon kapasitesinin aksine bir iligki ortaya
cikmistir. 2 mg/mL protein konsantrasyonu igin adsorplama kapasitesi HB > lizozim >
BSA iken desorplama kapasitesi BSA > lizozim > HB’dir. Bu durum proteinlerin
Ozellikleri agisindan beklenen bir durumdur. En yuksek adsorplama kapasitesi,
icerdigi  histidin sayisi itibari ile HB ile gergeklesmistir. Dolayisiyla HB ile
mikropartikuller arasindaki bagin diger proteinlere gore daha yuksek olmasi ve
desorpsiyon verimi ile adsorplama kapasitesinin ters orantili olmasi bu sonucu
acgiklamaktadir. Desorpsiyon veriminin artan baslangi¢ protein konsantrasyonu igin
artmasi ise adsorpsiyon baslangicinda ortamdaki protein derigsiminin daha fazla
olmasi sebebiyle birim adsorbent Uzerinde daha fazla proteinin tutunmasi ve buna

bagli olarak daha fazla proteinin desorbe olmasi ile agiklanmaktadir.
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Sekil 4.9. Ni** Iyonu Iimmobilize Edimis Manyetik Silika Mikrokireler ile
Gergeklestirilen  Uygulamalarda  Baslangic  Protein  (BSA, Lizozim, HB)
Konsantrasyonu Degisiminin Izolasyon Verimine Etkisi.

Sekil 4.9’ a bakildiginda izolasyon verimlerinin 0.1 mg/mL degeri hari¢ birbirine yakin
degerler aldigi gozlenmistir. Bununla birlikte maksimum izolasyon verimlerinin 0.5 ve
1.0 mg/mL konsantrasyonlarinda elde edildigi tespit edilmistir. izolasyon verimi
ortama yuklenen baslangi¢ protein miktari ile ters, desorbe edilen protein miktari ile

dogru orantih oldugu i¢in maksimum de@erlere ortalama konsantrasyonlarda
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ulagiimasi beklenen bir durumdur. HB i¢in maksimum izolasyon verimi % 10 iken BSA
ve lizozim i¢in bu deger sirasi ile % 15 ve % 17’ ye ulasmigtir.

4.4. Mikropartikiiller Uzerine immobilize Edilen Ni*" lyonunun Protein
Izolasyonu Uzerindeki Etkisi

Ni** iyonu immobilize edilmemis PDA kapl mikrokdreler ile IMAK uygulamalari, Ni#*
immobilize edilmis mikrokureler ile ayni c¢alisma kosullarinda gerceklestirilmigtir.
Burada amag Ni** iyonlarinin proteinlerin (BSA, lizozim, HB) adsorpsiyonundaki
fonksiyonelligini tespit etmektir. Bu deney setlerinde; sorbent miktari olarak 10 mg
PDA@Manyetik-SiO, kullaniimistir. Sabit sorbent miktari ile farkli baslangi¢ protein
konsantrasyonlarinin (0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/mL) etkilesimi adsorpsiyon ve
desorpsiyon islemleri araciliyiyla incelenmistir. Sonuclar Ni** immobilize olmus
sorbentlere ait sonuclar ile karsilastiriimis ve Ni** iyonlarinin protein izolasyonu

uzerindeki etkinligi arastiriimigtir.

4.4.1. Ni* lyonunun Adsorpsiyon Kapasitesi Uzerindeki Etkisi

Ni** iyonu immobilize edilmemis olan calismalarda, Manyetik-SiO, mikrokiirelerin
proteinler ile etkilesimi, mikrokurelerin yuzeyine kaplanmig polidopamin ile proteinler
arasinda gerceklesen elektrostatik etkilesimler, J1 — J1 etkilesimleri ve hidrojen
baglarinin butinlesik etkisi ile olmaktadir [43]. Bu etkilerin sonucu olarak PDA ile
proteinler arasinda spesifik olmayan adsorpsiyon meydana gelmektedir [44, 45]. Ni**
iyonlarinda varolan imidazol-Ni** etkilesimi aksine, PDA ile proteinler arasinda

gelisiguzel bir etkilesim s6z konusudur.
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Sekil 4.10. Ni** lyonunun Degisen Baslangic BSA Konsantrasyonlarinda Adsorpsiyon
Kapasitesi Uzerindeki Etkisi (Adsorpsiyon Ortami: 20 mM Fosfat Tamponu, 0.5 M
NaCl, pH=7; Adsorpsiyon Hacmi: 1 mL; Adsorbent Miktari: 10 mg; Sicaklik: 22 °C;
Zaman: 2 saat).

Yalnizca PDA kapli mikrokdireler ile Ni** iyonu immobilize edilmis mikrokiirelerin BSA
proteinini adsorplama kapasitelerine ait grafik Sekil 4.10 ile verilmigtir. Bu grafik
incelendiginde 0.1 ve 0.25 mg/mL konsantrasyonlarin Ni** iyonlarinin protein
adsorplama konusunda PDA'’ ya gore yetersiz kaldigi gorulmustiur. Ancak protein
konsantrasyonunun artmasi ile PDA yapisinin adsorplama yetisinde azalma oldugu
gorilmektedir. 0.1 mg/mL baslangi¢ protein konsantrasyonu icin, Ni** iyonuna sahip
mikrokureler ile PDA kapli mikrokurelere ait adsorplama kapasiteleri sirasiyla 1.1 ve
10 mg BSA/g sorbent iken; 2 mg/mL icin bu deger 54.6 ve 38.6 mg BSA/g sorbent
olarak Olgllmuastir. Bu durum polidopaminin BSA’ ya karsi istikrarli bir afinite
gostermedigini, Ni?* iyonlarinin genel durum itibari ile daha etkin bir adsorplama

gerceklestirdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.11. Ni** lIyonunun Degisen Baslangic Lizozim Konsantrasyonlarinda
Adsorpsiyon Kapasitesi Uzerindeki Etkisi (Adsorpsiyon Ortami: 20 mM Fosfat
Tamponu, 0.5 M NaCl, pH=7; Adsorpsiyon Hacmi: 1 mL; Adsorbent Miktari: 10 mg;
Sicakhk: 22 °C; Zaman: 2 saat).

BSA proteini ile Ni** iyonlari arasindaki secici adsorpsiyon, lizozim proteini ile Ni**
iyonlari arasinda da gecerlidir. Sekil 4.11 ile lizozim proteinine ait verilen grafik, PDA
yapisinin ~ Ni** iyonlarina gore sadece 0.1 mg/mL baslangic protein
konsantrasyonunda daha yuksek adsorplama kapasitesine sahip oldugunu

gOstermektedir.
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Sekil 4.12. Ni** lyonunun Degisen Baslangic HB Konsantrasyonlarinda Adsorpsiyon
Kapasitesi Uzerindeki Etkisi (Adsorpsiyon Ortami: 20 mM Fosfat Tamponu, 0.5 M
NaCl, pH=7; Adsorpsiyon Hacmi: 1 mL; Adsorbent Miktari: 10 mg; Sicaklk: 22 °C;
Zaman: 2 saat).

Sekil 4.12 ile verilen HB proteinine ait grafik, HB’'nin BSA ile lizozime gore PDA’ya
kargi afinitesinin daha fazla oldugunu goOstermistir. Baslangictaki dort protein
konsantrasyonu (0.1, 0.25, 0.5, 1.0 mg/mL) icin PDA kapli mikrokireler Ni** iyonlarina
gore daha vyuksek adsorpsiyon kapasitesine sahip olmustur. Bu durumun
hemoglobinin yapisal konfigurasyonundaki, aminoasit dizilimindeki ya da elektriksel
yuklerindeki farkhliklardan kaynaklanabilecedi ve dolayisiyla PDA ile bag yapma

kapasitesinin diger proteinlere gore daha yuksek oldugu ongorulmustur.

Genel olarak PDA kaplh mikrokiireler Ni** iyonu iceren mikrokiirelere gére, diisiik
baslangi¢ protein konsantrasyonlarinda daha fazla adsorpsiyon gergeklestirirken
artan konsantrasyonlar i¢in bu istikrar gozlenmemektedir. Bu da PDA vyapisi ile
proteinler arasinda diizenli ve verimli bir iliski olmadigini; proteinlerin Ni?* iyonlarina
kargi olan afinitelerinin PDA’'ya karsi gosterdikleri afiniteden daha kararli oldugunu

gOstermektedir.
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4.4.2. Ni** iyonunun Desorpsiyon Verimi Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4.13. Ni** lyonunun Degisen Baslangic BSA Konsantrasyonlarinda Desorpsiyon
Verimi Uzerindeki Etkisi (Desorpsiyon Ortami: 50 mM Fosfat Tamponu, 0.5 M NaCl,
0.5 M imidazol; Desorpsiyon Hacmi: 1.5 mL; Adsorbent Miktari: 10 mg; Sicaklik: 22
°C; Zaman: 1.5 saat).

Ni%* iyonlari immobilize edilmis mikropartikiillerde desorpsiyon tamponundaki imidazol
molekulleri yarismaci ajan olarak kullanilmakta ve histidin gruplarinda yer alan
imidazoller ile yer degistirmektedir. Bu sayede Ni** iyonlari ve proteinler arasindaki
elektrostatik etkilesim, kullanilan desorpsiyon tamponu ile sonlandiriimakta ve
proteinlerin sorbent Uzerinden desorbe edilmesi saglanmaktadir. Ancak PDA kapli
mikrokureler ile proteinler arasinda spesifik bir baglanma gerceklesmedigi igin
kullanilan desorpsiyon tamponu ile proteinlerin desorpsiyonu verimli bir sekilde
yapilamamistir. Sekil 4.13, 4.14 ve 4.15 ile verilen grafiklerde degisen baslangi¢
protein (BSA, lizozim, HB) konsantrasyonlarina karsi Ni?* iyonu takilmis mikrokiireler
ile PDA kaph mikrokurelerin desorpsiyon verimleri arasinda karsilastirma yapilmigtir.
Uc¢ grafikte de goruldigi gibi, baslangic protein konsantrasyonlarinin herbiri igin
immobilize Ni** iyonu iceren mikrokirelerin desorpsiyon verimleri PDA kapli
mikrokurelere gore daha ylksek olmustur. Bu durum sunulan gerekgelerden

anlasilacagi Uzere beklenen bir durumdur.
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Sekil 4.14. Ni** lIyonunun Degisen Baslangic Lizozim Konsantrasyonlarinda
Desorpsiyon Verimi Uzerindeki Etkisi (Desorpsiyon Ortami: 50 mM Fosfat Tamponu,
0.5 M NaCl, 0.5 M imidazol; Desorpsiyon Hacmi: 1.5 mL; Adsorbent Miktari: 10 mg;
Sicaklk: 22 °C; Zaman: 1.5 saat).
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Sekil 4.15. Ni** lyonunun Degisen Baslangic HB Konsantrasyonlarinda Desorpsiyon
Verimi Uzerindeki Etkisi (Desorpsiyon Ortami: 50 mM Fosfat Tamponu, 0.5 M NaCl,
0.5 M imidazol; Desorpsiyon Hacmi: 1.5 mL; Adsorbent Miktari: 10 mg; Sicaklik: 22
°C; Zaman: 1.5 saat).
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4.4.3. Ni** iyonunun izolasyon Verimi Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4.16. Ni** yonunun Degisen Baslangic BSA Konsantrasyonlarinda izolasyon
Verimi Uzerindeki Etkisi.

Sekil 4.16, 4.17 ve 4.18' de yer alan grafikler ile Ni** iyonunun artan baslangic BSA,
lizozim ve HB konsantrasyonlarina kargl izolasyon verimleri Uzerindeki etkisi
arastinlmistir.  Veriler dikkatle incelendiginde 0.1 mg/mL baslangic BSA
konsantrasyonu  haric  tim  konsantrasyonlarda  Ni**-PDA@Manyetik-SiO
mikropartikillerinin  PDA@Manyetik-SiO, sorbentine godre daha yuksek izolasyon
verimine sahip oldugu gérilmustir. izolasyon verimi ortama yliklenen protein miktari
ile ters orantih iken desorplanan protein miktari ile dogru orantih olarak
degismektedir. Her protein baslangi¢c konsantrasyonu igin ortama yuklenen protein
miktari ayni oldugundan iki partikul tiru arasinda karsilastirma yapilirken sadece
desorbe edilen protein miktarinin dikkate alinmasi yeterli olmaktadir. Ni?* iyonunun
adsorpsiyon kapasiteleri Uzerindeki etkisi incelenirken, dusik konsantrasyonlarda
PDA@Manyetik-SiO, mikrokurelerinin adsorplama kapasitelerinin daha yuksek
olmasindan  bahsedilmektedir.  Dolayisiyla bu  konsantrasyonlarda  Ni**-
PDA@Manyetik-SiO, sorbentleri igin desorpsiyon verimi daha yuksek elde edilmesine
ragmen, ortama desorbe edilen protein miktari daha duisik olabilmektedir. BSA
proteininin 0.1 mg/mL baslangic konsantrasyonundaki istisnasi bu sebeple
olusmaktadir.
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Sekil 4.17. Nizf_ lyonunun Degisen Baslangic Lizozim Konsantrasyonlarinda
Izolasyon Verimi Uzerindeki Etkisi.
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Sekil 4.18. Ni** lyonunun Degisen Baslangic HB Konsantrasyonlarinda izolasyon
Verimi Uzerindeki Etkisi.

Sonug olarak Ni**-PDA@Manyetik-SiO, mikrokiirelerinin sorbent olarak kullanildigi
kesikli sistem ile calisilan IMAK uygulamalarinda, PDA@Manyetik-SiO;
mikrokurelerine goére herbir konsantrasyon igin daha ylksek izolasyon verimi elde
edilmistir. Béylece IMAK uygulanan BSA, lizozim ve HB izolasyonlarinda immobilize
Ni?* iyonunun etkinligi kanitlanmistir.
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4.5. Adsorpsiyon izotermleri

4.5.1. Ni** iyonu immobilize Edilmis Mikrokiirelere Ait Adsorpsiyon izotermleri
Ni** iyonu immobilize edilmis PDA kapli manyetik silika mikrokiirelerin sabit sicaklikta
gerceklestirdigi adsorpsiyon igleminin Ozellikleri Langmuir, Freundlich ve Temkin
izotermleri kullanilarak incelenmistir. Bu izotermler, adsorplanan proteinlerin derigimi
dengeye eristiginde, bu konsantrasyon (Cg) ile mikroklrelerin birim miktarinin

adsorpladigi protein miktari (qe) arasindaki baginti kullanilarak gizilmistir.
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Sekil 4.19. BSA, Lizozim ve HB Proteinlerinin Ni** iyonu immobilize Edilmis Manyetik
Silika Mikrokiireler Uzerine Adsorpsiyonu icin Langmuir Adsorpsiyon izotermleri.
(Adsorpsiyon Ortami: 20 mM Fosfat Tamponu, 0.5 M NaCl, pH=7; Adsorpsiyon
Hacmi: 1 mL; Adsorbent Miktari: 10 mg; Sicaklik: 22 °C; Zaman: 2 saat)

Sekil 4.19’ da ¢izilen grafikte yer alan dogrularin egim ve kayma degerleri ile denklik
2.3 kullanilarak Ni** immobilize edilmis mikrokiirelerin her proteine ait maksimum
adsorplama kapasitesi (Qn) ve Langmuir adsorpsiyon sabiti (K.) hesaplanmis ve
Cizelge 4.2 ile sunulmustur. Ayrica dogrulara ait R? degerleri de bu gizelgede
verilmigtir. HB, BSA ve lizozim igin maksimum adsorplama kapasiteleri sirasi ile 82.6
mg/g, 80.6 mg/g ve 67.6 mg/g olarak hesaplanmigtir.
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Sekil 4.20. BSA, Lizozim ve HB Proteinlerinin Ni?* lyonu immobilize Edilmis Manyetik
Silika Mikrokireler Uzerine Adsorpsiyonu lIgin Freundlich Adsorpsiyon izotermleri.
(Adsorpsiyon Ortami: 20 mM Fosfat Tamponu, 0.5 M NaCl, pH=7; Adsorpsiyon
Hacmi: 1 mL; Adsorbent Miktari: 10 mg; Sicaklik: 22 °C; Zaman: 2 saat)

Freundlich izotermleri proteinlere ait olgcllen degerler (Ce, qe) kullanilarak In Cg’ ye
karsilik In ge Sekil 4.20' de gorulen sekilde cizilmistir. Proteinlere ait adsorpsiyon
yogunlugu ngsa = 1.73, npg = 2.32, Njzozim = 2.59 olacak sekilde hesaplanmigtir.

Freundlich izotermine ait n ve K; degerleri ile R? degerleri Cizelge 4.2 ile sunulmustur.
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Sekil 4.21. BSA, Lizozim ve HB Proteinlerinin Ni?* lyonu immobilize Edilmis Manyetik
Silika Mikrokireler Uzerine Adsorpsiyonu Igin Temkin Adsorpsiyon izotermleri.
(Adsorpsiyon Ortami: 20 mM Fosfat Tamponu, 0.5 M NaCl, pH=7; Adsorpsiyon
Hacmi: 1 mL; Adsorbent Miktari: 10 mg; Sicaklik: 22 °C; Zaman: 2 saat)

Sekil 4.21 ile verilen, Ln C. ve ge degerleri ile olugturulan Temkin izoterm dogrularinin
egiminden adsorpsiyon proses isisi ile bagintih sabit (B; J/mol) ve kayim degerinden
proteinlere ait denge derisimindeki baglanma sabiti (At; L/g) hesaplanmis ve Cizelge
4.2 ile verilmistir. Ayrica ayni cizelge Uzerinde dogrulara ait R? degerleri de

sunulmustur.

Gizelge 4.2. BSA, Lizozim ve HB Proteinlerinin Ni** Iyonu immobilize Edilmis
Manyetik Silika Mikrokireler Uzerine Adsorpsiyonu Igin Langmuir, Freundlich ve
Temkin izoterm Sabitleri ve R? Degerleri

LANGMUIR FREUNDLICH TEMKIN

Protein Om kL Ks R2 B At
(mg/g) | (L/mg) (mg/g) (J/mol) | (L/mg)

R? n

BSA 80.65 | 0.002 | 0.998 |1.73 | 1.027 |0.973 |16.958 | 0.022 | 0.993

Lizozim | 67.57 | 0.013 | 0.988 |2.59 | 5473 |0.990 |15.253 | 0.107 | 0.991

HB 82.65 | 0.009 | 0.995 |2.32 | 4.684 |0.97/3 |18.234 | 0.084 | 0.986
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Cizelgede yer alan R? degerleri kiyaslandiginda, en yiiksek degerlerin Langmuir
izotermi ile saglandigi goriilmistir. Dolayisiyla Ni?* iyonu immobilize edilmis manyetik
silika mikrokurelerin adsorplama davraniglarinin Langmuir modeline uygunlugu s6z
konusudur. Bu sebeple sorbent madde Uzerindeki adsorplamanin tek tabaka halinde
gerceklestigi ve homojen yapida oldugu sdylenebilir.

4.5.2. Ni** lyonu Immobilize Edilmemis Mikrokiirelere Ait Adsorpsiyon
Izotermleri

Ni** iyonu immobilize edilmemis PDA kapli manyetik silika mikrokireler icin
adsorpsiyon islemi gergeklestirildikten sonra, elde edilen denge derisim degerleri (Ce)
ve birim adsorbentin adsorpladigi protein miktari (qe) tespit edilerek adsorpsiyon
izotermleri olugsturulmustur. Bolum 4.5.1° de ayrintisiyla agiklanarak c¢izilen bu
izotermler, Ni** iyonu immobilize edilmemis partikiillerin adsorpsiyon o&zelliklerini
belirlemek icin tekrar ¢izilmis ve Sekil 4.22 (Langmuir izotermi), Sekil 4.23 (Freundlich

izotermi) ve Sekil 4.24 (Temkin izotermi) ile sunulmustur.
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Sekil 4.22. BSA, Lizozim ve HB Proteinlerinin Ni** lyonu immobilize Edilmemis
Manyetik Silika Mikrokireler Uzerine Adsorpsiyonu igin Langmuir Adsorpsiyon
izotermleri. (Adsorpsiyon Ortami: 20 mM Fosfat Tamponu, 0.5 M NaCl, pH=7;
Adsorpsiyon Hacmi: 1 mL; Adsorbent Miktari: 10 mg; Sicaklik: 22 °C; Zaman: 2 saat)
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Sekil 4.23. BSA, Lizozim ve HB Proteinlerinin Ni** iyonu immobilize Edilmemis
Manyetik Silika Mikrokiireler Uzerine Adsorpsiyonu icin Freundlich Adsorpsiyon
izotermleri. (Adsorpsiyon Ortami: 20 mM Fosfat Tamponu, 0.5 M NaCl, pH=7;
Adsorpsiyon Hacmi: 1 mL; Adsorbent Miktari: 10 mg; Sicaklik: 22 °C; Zaman: 2 saat)
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Sekil 4.24. BSA, Lizozim ve HB Proteinlerinin Ni?* lyonu immobilize Edilmemis
Manyetik Silika Mikrokireler Uzerine Adsorpsiyonu Igin Temkin Adsorpsiyon
izotermleri. (Adsorpsiyon Ortami: 20 mM Fosfat Tamponu, 0.5 M NaCl, pH=7;
Adsorpsiyon Hacmi: 1 mL; Adsorbent Miktari: 10 mg; Sicaklik: 22 °C; Zaman: 2 saat)
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Cizelge 4.3. BSA, Lizozim ve HB Proteinlerinin Ni2+_ lyonu immobilize Edilmemis
Manyetik Silika Mikrokureler Uzerine Adsorpsiyonu Igin Langmuir, Freundlich ve
Temkin izoterm Sabitleri ve R? Degerleri

LANGMUIR FREUNDLICH TEMKIN
Protein Om K, 2 ] K 2 B Ar 2
(mglg) | (LImg) (mg/g) (I/mol) | (L/mg)
BSA 38.31 | 0.006 | 0.925 |2.54 | 2.359 | 0.981 | 9.71 0.04 |0.955
Lizozim | 64.10 | 0.003 | 0.997 |2.13 | 1.949 | 0.976 | 14.78 | 0.028 |0.987
HB 69.44 | 0.03 | 0.992 |3.69 | 12.05 | 0.932 | 11.68 | 0.517 |0.978

Cizelge 4.3'te verilen R? degerleri karsilastirildiginda, Ni** iyonu immobilize edilmemis

manyetik silika mikrokirelerin adsorpsiyon davranislarinin, Ni** iyonu immobilize

edilmis mikrokureler ile ayni oldugu ve Langmuir modeline uyum saglayarak tek

tabaka halinde ve homojen yapida oldugu tespit edilmigtir.
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5. GENEL SONUGLAR

Yapilan tez galismasinda;

Manyetik  poli(metakrilik  asit-co-etilendimetakrilat) mikroklreler hidroliz
kondenzasyon yontemi kullanilarak TEOS ile yuklenmigtir. Sonug¢ olarak
immobilize metal afinite kromatografisi sorbenti olarak kullaniimak tUzere 6 pm
ortalama boy dagilimina ve 8.6 nm ortalama gdzenek boyutuna sahip manyetik
silika mikroklreler elde edilmistir. Elde edilen SEM goéruntileri sayesinde,
mikropartikullerin dar boy dagiiimina ve gozenekli yizey morfolojisine sahip
olduklari gézlenmistir.

249 m?/g yilizey alanina sahip kararli yapidaki manyetik silika mikrokireler,
fonksiyonellik saglamak icin hidroksil gruplari iceren PDA ile ince bir tabaka
halinde kaplanmis ve 6.03 ym ortalama boy dagilimina ve 2 nm ortalama
gbzenek boyutuna ulagmigtir.

Titresimli 6rnek magnetometresi ile yapilan dlgimlerde manyetik-SiO, ve PDA
kapli manyetik-SiO, mikrokurelerin doygunluk manyetizasyon degerleri sirasi
ile 25 ve 21 emu/g seklinde tayin edilmistir. Partiklllere ait elde edilen bu
deg@erlerin, uygulanan manyetik alan igerisinde basarili bir ayrigtirma
gerceklestirebilmek igin gerekli olan degerden (16.3 emu/g) yuksek oldugu
gOruimustar.

Partikiillerin fonksiyonelligi Ni** iyonu immobilizasyonu ile tamamlanmis ve
BSA, HB ve lizozim proteinlerinin izolasyonu sirasinda kullanilacak olan IMAK
sorbenti hazir hale getirilmistir.

Kesikli sistemde yapilan adsorpsiyon desorpsiyon uygulamalari ile dncelikle
optimum sorbent miktari tayin edilmigtir. Artan sorbent miktari ile adsorplama
kapasitesinin azaldigi gorulmustur. Desorpsiyon ve izolasyon verimleri de goz
onunde bulundurularak 10 mg sorbent miktarinin optimum deger oldugu
gOrulmustar.

10 mg olarak kullanilan Ni**-PDA@manyetik-SiO, mikrokiireler ile baslangic
protein  konsantrasyonunun etkisini  belirlemek igin; artan protein

konsantrasyonunda pH=7" de 20 mM fosfat tamponu ile adsorpsiyon islemi
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gerceklestirilmistir. Herbir protein igcin adsorplama kapasitelerinin artan
baglangi¢c protein derigimi ile arttigi gorulmustar. En yuksek adsorplama
kapasitesi 2 mg/mL baslangi¢ protein konsantrasyonunda HB ile elde edilirken,
bu degder 80 mg/g olarak tespit edilmistir. Lizozim ve BSA igin ise adsorplama
kapasiteleri 70 ve 54 mg/g degerlerine ulasmistir.

Artan  baslangi¢g protein  derigiminin  desorpsiyon  Uzerindeki etKkisi
incelendiginde, protein konsantrasyonunun artmasi ile desorpsiyon veriminin
de arttig1 gorulmustir. Maksimum desorplamanin 50 % ile BSA proteini igin
olustugu goérulmasgtur.

Izolasyon verimlerinin baglangig protein konsantrasyonuna gore degisimi
incelendiginde ise optimum baslangi¢ protein konsantrasyonunun 0.5 ve 1
mg/mL oldugu gézlenmistir. Sirasi ile maksimum izolasyon verimleri lizozim,
BSA ve HB i¢in 17 %, 15 % ve 10 % olarak hesaplanmistir.

Ni** iyonlarinin protein izolasyonu iizerindeki etkisini incelemek amaciyla Ni?*
iyonu immobilize ediimemis PDA kapli mikroklreler ile tekrarlanan
calismalarda tiim kosullarin, Ni?* iyonu immobilize edilmis sorbent ile yapilan
calismalar ile ayni olmasi saglanmistir. PDA kaph mikrokUrelerin proteinler ile
baglanma seklinin gelisigizel oldugu ve bir istikrar saglamadigi gorulmustar.
Disiik baslangic protein konsantrasyonlarinda Ni** iyonu iceren mikrokirelere
gbre daha yuksek adsorplama kapasitesi elde edilirken, yluksek protein
konsantrasyonlarinda bu deger daha dusuk elde edilmistir. 2 mg/mL bagslangi¢
BSA konsantrasyonunda, Ni** iyonu immobilize edilmis sorbentler de
adsorplama kapasitesi 54 mg/g iken Ni** iyonu icermeyenlerde 38.6 mg/g
degerine dismustlr. Lizozim icin bu degerler sirasi ile 70 ve 51 mg/g iken, HB
icin 80 mg/g degerinden 72 mg/g dederine dusmusgtur.

Ni** iyonunun desorpsiyon ve izolasyon verimleri (izerindeki etkisi
incelendiginde ise hemen hemen tum baslangi¢ protein konsantrasyonlarinda
ve calisilan herbir protein icin, Ni** iyonu iceren mikrokiirelerde elde edilen
verimlerin daha yuksek oldugu goridlmustir. Bu c¢alismalarda maksimum
izolasyon verimleri BSA, lizozim ve HB igin sirasi ile 8.9, 8.9 ve 9.3 % olarak
hesaplanmigtir. Bu degerler Ni?* iyonu immobilize edilmis partikuller i¢in elde
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edilen izolasyon verimlerine gére daha diisiiktiir (Ni?* iyonu immobilize edilmis
partikuller i¢in izolasyon verimleri ayni sira ile 15, 17 ve 10 % idi.). Sonug
olarak Ni?* iyonunun protein izolasyonu iizerindeki pozitif katkisi ispatlanmistir.
Ni** iyonu immobilize edilmis ve edilmemis haldeki her iki tir sorbentin
adsorplama proseslerinin  Ozelliklerini  incelemek igin ¢izilen Langmuir,
Freundlich ve Temkin izotermleri arasindan uygunlugu en fazla olan model
Langmuir modeli olmustur. Adsorplanan proteinlerin sorbent Uzerinde tek ve
homojen bir tabaka olusturdugu ve sonrasinda adsorplamanin devam etmedigi

sonucuna ulagiimigtir.
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