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OZET

MODIFIYE EDILMIS POLI (ETILEN TERAFTALAT) LIFLER iLE
PROTEINLERIN ADSORPSIYON OZELLIKLERININ INCELENMESI

TASTAN, Samet
Kirikkale Universitesi
Biyomiihendislik Anabilim Dali, Y ksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Mustafa YIGITOGLU
Subat 2020, 87 sayfa

Adsorpsiyon islemi ic¢in birgok calismada model protein olarak kullanilan Bovin
Serum Albumin (BSA) proteini segilmistir. iki boliim halinde gerceklestirilen
caligmanin birinci bolUminde @ncelikle orijinal poli (etilen teraftalat) (PET) lifin
adsorpsiyon kapasitesi incelenmistir. Daha sonra bu liflere glisidil metakrilat (GMA)
monomeri degisik asilama oranlarinda asilanmistir. Asillama islemi sulu ortamda
benzoil peroksit (Bz202) baslaticis1 kullanilarak yapilmistir. Polimerizasyon
isleminden 6nce dikloretan (DCE) igerisinde 90 °C’de 2 saat siire ile sigirilmistir.
Daha sonra liflere uygulanan c¢esitli modifikasyon uygulamalariyla liflerin
adsorpsiyon kapasitesi incelenmis ve maksimum adsorpsiyon kapasitesine sahip PET
lif belirlenmistir. Modifikasyon islemlerinde hekzametilen diamin (HMDA), etilen
diamin (EDA) ve Cu(Il) metali kullamlmustir. Islemler sonucunda maksimum

adsorpsiyon kapasitesine sahip lif olarak Cu-HMDA-GMA-g-PET lif se¢ilmistir.

Tez caligmasinin ikinci kisminda ise pH, dengeye gelme siiresi, sicaklik ve protein
baslangi¢ konsantrasyonlarinin adsorpsiyona etkisi incelenmistir. Deneyler sonunda
optimum pH 5, optimum sicaklik 45 °C bulunmustur. Dengeye ulagma siiresi ise 9
saat olarak tespit edilmistir. Yapilan desorpsiyon isleminde ise 50 ppm
konsantrasyonunda adsorbe edilen proteinin tamamina yakinin desorbe odugu
g@Umustiir. Yapilan modifikasyon islemleri ve optimum deney kosullarinda
gerceklestirilen deneyde, lifin protein adsorbans yeteneginin 47 mg/g’a ¢iktigt

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler Poli (etilen teraftalat) lif, Protein adsorpsiyonu, Bovin Serum

Albumin (BSA), Asi kopolimerizasyonu



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ADSORPTION PROPERTIES OF PROTEINS WITH
MODIFIED POLY (ETHYLENE TEREPHTHALATE)

TASTAN, Samet
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Bioengineering, Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa YIGITOGLU
February 2020, 87 pages

For the adsorption process, Bovine Serum Albumin (BSA) was used as a model
protein in many studies. In the first part of the study, which was carried out in two
parts, the adsorption capacity of the orijinal poly (ethylene terephthalate) (PET) fiber
was examined. The glycidyl methacrylate (GMA) monomer was then grafted into
these fibers at different grafting rates. Grafting was done using benzoyl peroxide
(Bz202) initiator in aqueous medium. Before the polymerization process, it was
swollen in dichlorethane (DCE) at 90 <€ for 2 hours. Later, the adsorption capacity
of the fibers was examined with various modification applications applied to the
fibers and PET fiber wtih the maximum adsorption capacity was determined.
Hexamethylene diamine (HMDA), ethylene diamine (EDA) and Cu(ll) metal were
used in the modification processes. As a result of the processes, Cu-HMDA-GMA-g-

PET fiber was chosen as the fiber with maximum adsorption capacity.

In the second part of the thesis study, the effects of the pH, equilibration time,
temperature and protein initial concentrations on adsorption were investigated. At the
end of the experiments, optimum pH was 5 and optimum temperature 45 <. The
time to reach balance was determined as 9 hours. In the desorption process, almost
all of the protein adsorbed at 50 ppm concentration was observed to be desorbed. In
the experiment carried out under the modification processes and the optimum
experimental conditions, it was determined that the protein adsorbance ability of the

fiber increased to 47 mg/g.

Key Words Poly (ethylene teraphthalate) fibers, Protein adsorption, Bovine
Serum Albumin (BSA), Graft copolimerization
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1. GIRIS

1.1. Polimerler

Polimer terimi, Yunan kd&kenli ‘poli’ (bir @k) ve ‘meros’ (kisim)’tan gelmektedir.
Bu kelimeler birlestirildiginde ‘bir ¢ok parca’ anlami ¢ikmaktadir. Polimerler ‘mer’
ad1 verilen bazi1 basit birimlerin tekrar1 ile olusan bir molekiilii tanimlarlar ve
monomerler adi verilen ¢ok sayida kii¢iik molekiillerin birlestirilmesiyle olusurlar.
Siklikla yalnizca {i¢ birimden olusan nispeten kii¢iik bir molekiile polimer denilebilir.
Bununla birlikte, polimer terimi genel olarak blytk boyutlu bir molekle karsilik
gelir. Molekiiler yap1 iginde nispeten az sayida tekrar eden birime sahip olan diisiik
molekiil agirlikli {irtinlere, onlar1 polimerlerden ayirmak i¢in ‘oligomer’ denir. Oligo

s&clii Yunanca ‘az’ anlamina gelmektedir [1].

Siradan organik bilesikler ve polimerik malzemeler arasindaki davranis farklari,
esasen polimer molekiillerinin biiytikligii ve seklinden kaynaklanmaktadir [1].
Polimer maddeleri basit maddelerden ayiran temel farkliliklar1 vardir. Bunlar su

sekilde agiklanabilir:

e Kiiciik molekiillii basit maddeler genellikle gaz veya sivi halde bulunurken,
polimerik maddeler yiiksek molekiil agirliklarindan dolay1 kat1 ve genellikle
serttirler.

e Basit maddeler gxicUerde kolay gzinUrken polimerlerin gz inmesi zordur
ve ¢oziinme sekilleri de kii¢iik molekiillerden farklidir.

e Kiiclik molekiillii bilesiklerin kristallesmesi kolay ve belli bir sicaklikta
gergeklesirken, yiiksek molekiillii birlesmelerin kristallesme siireci ¢ok zor ve
genis bir sicaklik araligindadir.

e Polimerik maddeler kiiciik molekiillerden farkli olarak yiiksek -elastik
kabiliyetine sahiptirler.

e Kiiciik molekiillii basit maddelerden farkli olarak polimerler, ¢ozeltilerinden

ve eriyik hallerinden ince tabakalar meydana getirebilirler.

Polimerler bu 06zelliklerinden dolayr sanayinin hemen hemen biitiin sahalarinda

kullanilmaktadir. Polimerler sertligine, yiiksek sicaklik ve darbelere karsi



dayanikliligina, yiiksek dielektrikligine ve korozyona karst dayanikliligina gére @@k
genis bir yelpazede kullanim alanina sahiptirler [2]. Polimerlerin ceelliklerini
belirlemek adina cok Onemli olan yapisal karakteristikler arasinda; polimer
molekUlerinin rijidlik derecesi, polimer zincirler arasindaki van der Waals ve
elektrostatik baglar, kristalimsi bolgeler olusturan zincirlerin dereceleri ve zincirler

arasindaki ¢apraz baglanma dereceleri sayilabilir [3,4].

Dogal polimerlerin endiistride kullanim alanlar1 ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir. En
@Kk kullanilan dogal polimerler kauguk, seliiloz [5] ve nisastadir [6]. Tarihsel siireg
icerisinde dogal polimerlerin ihtiyaclar1 karsilamamasi {lizerine bu polimerlerin bazi
fiziksel Ozelliklerinin degistirilmesiyle yar1 sentetik polimerler kullanilmaya
baslanmistir. Glinlimiizde ise polimerler yasantimizin i¢ine kadar girmistir ve plastik
pargalar, kaucuk, lif, boya, kopiik, yapistirici gibi son iiriinler olarak kullanilmaktadir

(Sekil 1.1) [7].

polimerler
plastik parcalar lifler bovalar | ...
elastomerler kopiikler vapistncilar

Sekil 1.1. Polimerlerin 6nemli kullanim yerleri [7]

Polimer konusundaki ilk ¢aligmalar 19. ylizyilin ortalarina rastlar. 1839 yilinda dogal
kaucuk olarak bilinen silgi, Amerika’da Goodyear firmasi tarafindan kiikiirt ile
vulkanize edilerek daha kullanisli bir hale getirilmistir. Bu sekilde modifiye edilen
dogal kauguktan su ge¢irmez botlar, lastik ve yagmurluk gibi tiriinler elde edilmistir
[2-6]. 1846 yilinda Schonbein nitroseliilozu, 1865 yilinda ise Schutzenberger seliiloz
asetat ad1 verilen yari sentetik polimerleri elde etmislerdir. %100 sentetik madde olan
Bakalit 1907 yilinda iretilmistir. Yine 1929 yilinda Almanya’da polistiren elde
edilmistir. 1953 yilindaki polipropilen sentezi, Ziegler ve Natta’ya Nobel GlUinu



kazandirmistir [6]. Sentetik polimerler ise monomerlerden ¢esitli kimyasal
y&ntemlerle sentezlenen polimerlerdir. Bunlar, monomerlerden baslayarak endiistride

sentezlenen polietilen, polipropilen, ve poliamit gibi polimerlerdir [2].

Sentetik polimerler biyoteknoloji ve tipta bircok islevi yerine getirmektedir. Hiicre
kdtCra teknolojisi ve doku miihendisliginde hiicrelerin yapisabilecegi yiizeyleri
saglarlar. Capraz bagli polimer aglar1 ila¢ dagitimi ve hiicre kapsiillemeleri igin
kullanilir. Polimer bazli gdzenekli membranlar, implante hiicreleri konakg¢inin
bagisiklik sisteminden korumak icin kullanilirken, besin ve metabolik atiklarin
degisimini saglarlar ve boylece hiicreleri canli ve ¢alisir halde tutarlar. Genetik
miihendisliginde polimerler yabanci genetik materyalin alict hiicreye aktarilmasi
sirasinda ¢ok Onemli bir rol oynar. Bu baglamda virtisler yoluyla hitrelere gen
aktarimina ilging ve belki de daha gilivenli alternatifler sunmaktadir. Sentetik
polimerler, bazi biyolojik molekiillerin fonksiyonlarin1 taklit etmek i¢in de
kullanilabilirler. Buna 6rnek olarak molekiiler bir teknikle {iretilen yapay enzimler
verilebilir. Ote yandan sentetik polimerler, protein yer degistirme kromatografisinde

sentetik yer degistiriciler olarak kullanilabilirler [8].

Polimerler yapilarina, olusumlarinda meydana gelen reaksiyonlarin tipine, fiziksel
cxelliklerine ve teknolojik kullanimlarina gore siniflandirilabilmektedirler [3].
Polimerleri siniflandirmada kullanilan yontemlerden biri polimerlerin 1s1l iglemlere
kars1 yanitlarin1 benimsemek ve onlar1 termoplastik ve termosetler olmak iizere ikiye
ayirmaktir. Termoplastikler 1sitildiginda eriyen ve sogudugunda sertlesen
polimerlerdir. Termosetler 1sitildiginda erimeyen fakat yiiksek sicakliklarda geri
doniislimsiiz olarak ayrisan polimerlerdir. Bu siniflandirma sistemi iki grup arasinda
bir kimyasal ayrim olmas1 avantajina sahiptir. Termoplastikler esasen dogrusal veya
hafif dallanmis polimer molekiilleri igerirken, termosetler biiyiik 6l¢iide iic boyutlu

genis bir kovalent kimyasal baglanma agindan olusan ¢apraz baglanmis polimerlerdir

[4].

Polimerler dogasina gore siiflandirildiginda dogal polimerler ve sentetik polimerler
olmak {izere ikiye ayrilirlar. Dogal polimerlere 6rnek olarak seliiloz, kitin ve pamuk;
sentetik polimerlere ise polietilen [9] ve poliakrilamid verilebilir. Yapisindaki

elementlere g&e polimerler organik ve inorganik polimerler olarak siiflandirilirlar.



Organik polimerler organik molekiillerden olusurken, inorganik polimerler metal ve

ametaller gibi inorganik molekiillerden olusan polimerlerdir [7,9].

Zincirin fiziksel ve kimyasal yapisina gore polimerler; diiz zincirli, dallanmis ve
capraz bagli polimerler olarak siniflandirilirlar. Uzaydaki yapilarina gore ise izotaktik,
sindiotaktik ve ataktik olarak ayrilirlar. Polimerleri zincir yapisindaki monomer
sayisina gore siniflandirmakta miimkiindiir [10]. Bir makromolekiil olusturmak igin
tek bir monomer kullanildiginda iiriin normal bir polimer olarak adlandirilan
homopolimerdir. Kopolimer terimi ise birden fazla monomer ¢esidinin bir araya
gelmesiyle olusur. Kopolimer kelimesi, molekiilleri iki veya daha fazla farkli tipte
monomer veya yineleme birimi igeren polimerleri tanimlamak i¢in kullanilir. Her biri,
polimer zinciri boyunca yinelenen birimlerin belirli bir dizenleme bigmiyle

karakterize edilen birkag kopolimer kategorisi vardir (Sekil 1.2).

(a) m
B M%

@ m

(d)

Sekil 1.2. Kopolimerlerin dizenlenmeleri: (a) rastgele kopolimer (b) ardisik

kopolimer (c) blok kopolimer ve (d) ast kopolimer

Rastgele kopolimer yapisinda farkli monomerlerin veya tekrarlayan birimlerin
nispeten rastgele dagilimina sahip olan kopolimer rastgele kopolimer olarak
adlandirilir. A ve B ile iki farkli monomerin temsil edildigi rastgele kopolimer su

sekilde ifade edilir.



-A-B-B-B-B-A-A-A-B-A-B-A-B-B-A-A-A-B-B-A-B-A-B-B-

Diger ii¢ kopolimer yapisi; art arda kopolimer, bloklu kopolimer ve as1 kopolimer
olarak bilinmektedir. Art arda kopolimerde iki monomer, polimer zinciri boyunca

diizenli bir sekilde degisir.

-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-

Bir blok kopolimer, zincir ignde her bir monomerin bir veya daha uzun kesintisiz

sekansina sahip lineer bir polimerdir.

-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-B-B-B-B-B-B-B-B-B-B-B-B-B-

Bir as1 kopolimeri, diger bir monomerin veya daha fazla yan zincire baglanmis bir
monomer tipinde omurgali dallanmig bir kopolimerdir.

AA-A-AA-AA-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-

|
-B-B-B-B-B-B-B-

Polimerler ayrica molekiil kiitlesine gore de siniflandirilmaktadirlar [1,11].
Polimerler, monomerlerin ¢esitli kimyasal tepkimeler sonucu biraraya gelmesiyle

olusurlar ve bu olaya polimerizasyon denir. Polimerizasyon yontemlerindeki farkliliklar

polimerlerin sentezlenme yontemindeki farkliliklardan kaynaklanmaktadir (Sekil 1.3).



Polimerizasyon

Yontemleri
|
| |
Katilma Koordinasyon Basamakh
Polimerlesmesi Polimerlesmesi Polimerlesme
|
| |
Radikalik Ivonik
Katilma Katilma
Polimerlesmesi Polimerlesmesi
|
| |
Katyonik Anyonik
Katilma Katilma
Polimerlesmesi Polimerlesmesi

Sekil 1.3. Polimerizasyon y&itemleri

1.2. As1 Kopolimerizasyonu

As1 ve blok kopolimerleri, kopolimer zincirindeki iki farkli monomerin her birinin
uzun dizilerini icgrir. Bir blok kopolimer, iki monomerin dizilerini kopolimer zinciri
boyunca kesintisiz bir diizende igerirken; bir as1 kopolimeri ikinci monomerin uzun
dizilerinin bir veya daha fazla dalina sahip bir monomer dizisini igerir. As1 ve blok
kopolimer gibi yapilarin sentezlenmesi i¢in ¢esitli teknikler gelistirilmistir. Asi
kopolimerizasyon yontemlerinin ¢ogu radikalik polimerizasyon yontemlerini igerir.
Bununla birlikte as1 kopolimerizasyonunda iyonik polimerizasyonununda rolii vardir.
As1  kopolimerizasyonu homojen sistemlerin  yaninda heterojen olarakta

gerceklestirilir. As1 kopolimerlerinin sentezi i¢in {i¢ yontem vardir. Bunlar :

e Agilama iki farkli polimerde fonksiyonel gruplar arasindaki reaksiyonu igerir.

anw e

A AR~



e Agsilama monomerin polimerlesmesini baslatan fonksiyonel gruplara sahip bir

polimeri irir. Burada ‘M’ ifadesi monomeri temsil etmektedir.

M-T’-—NWLM -J'-.-'-.-T'-f-mw

A AM,

e Agilama  yoluyla bir makromonomerin,  genellikle  bir  vinil

makromonomerinin polimerizasyonunu veya kopolimerizasyonunu icgrir.

CH=CH + CH=CHY ——= —CHy—CH-CH,-CHY-

Asilama ¢esitli reaksiyon kosullarinda birgok polimerin birlikte kullanilabilmesi

nedeniyle kullanighdir [12].
1.3. Lifler

Bir materyali lif olarak siniflandirabilmek i¢in materyalin uzunluk/@p oraninin en az
100 dolayinda olmasi gerekir. Bundan dolay1r geometrik ozellikler igerisindeki
uzunluk ve kesit kavramlari 6nem arz etmektedir. Lifler elde edildikleri kaynaga gore

smiflandirtlirlar. Bunlar dogal, yar1 sentetik ve sentetik liflerdir.

Dogal lifler direkt olarak dogadan elde edilirler. Bu liflerin eldesinde insan emegi
yoktur. Hayvansal lifler dogal liflerin 6nemli bir kismini olustururlar ve bu liflere

yiin, angora, dogal ipek ve kagmir 6rnek olarak verilebilir.

Yar1 sentetik liflerin iretiminde dogadan saglanan polimerler kullanilir. Dogada en
bol bulunan polimer bitkilerin ve agaglarin temel yapisini olusturan seliilozdur.

Chardonnet ipegi, insan yapimi ilk yari sentetik liftir.



Yapay lifler, polimerinin sentezinde tamamen insan emegi olan liflerdir. Bu liflere
poliamit lifler, poliester-eter lifler, olefin lifleri, inorganik lifler, vinil ve viniliden

lifleri ile poliester lifler &nek olarak verilebilir [7,13,14].

lifler
dogal lifler insan-yapisi lifler
hayvansal lifler
(viin, dogal ipek vb.) I |
bitkisel lifler v yan-yapay lifler vapay lifler
(pamuk, keten vb.)
anorganik lifler rejenere seliiloz lifleri poliamit lifler
(asbest) seliiloz tiivevi lifler poliester lifler
rejenere protein lifleri akrililc ve modakilik lifler
olefin lifleri

vinil ve viniliden lifleri
elastomerik lifler
poliester-eter lifleri
anorganik lifler

Sekil 1.4. Liflerin elde edildigi kaynaga gore gruplandirilmasi [9]

1.3.1. Poliester Lifler

Poliesterler, bir dialkol ile bir dikarboksilik asitin kondenzasyonu sonucu olusan
uzun zincirli polimerlerdir (Sekil 1.5.) [7,15-17]. Poliester lifler, czellikle poli(etilen
teraftalat) (PET) lif, dinya @pinda en genis iiretim hacmine sahip liflerdir.
Poli(etilen naftalat) (PEN), poli(blUilen teraftalat) (PBT), poli(propilen teraftalat)
(PPT), poli(laktik asit) (PLA), termotropik poliesterler gibi poliesterler, poli(etilen
teraftalat) (PET) liflere kiyasla daha &hemsiz bir Uretim hacmine sahiptirler [15].

nHO= R =0OH + n HO( )(‘—R'—('(H)ll—‘[()—R—t)—(’l)—R'—('l )]n +nH20

Sekil 1.5. Poliesterin eldesi [17]



1.3.1.1. PET Poliester Lifleri

Poliesterlerden lif yapmaya yonelik ilk arastirmalar 1930°lu yillarda Carothers
tarafindan yapilmistir [7]. Ancak Carothers’in sentezledigi alifatik poliesterler diisiik
erime noktalar1 ve diisiik molekiil agirliklart nedeniyle lif iiretimi ic¢in yetersiz
kalmistir. Ayrica, Carothers sentezledigi poliesterlerin 6zelliklerinin alifatik
naylonlarla karsilastirildiginda daha zayif oldugunu gérmiistiir [7,15]. Daha Sonralari
1940’larin basinda Ingiltere’de Whinfield ve Dickson’dan olusan bir ekip tarafindan
performans agisindan ¢ok daha iyi bir lif elde edilmistir (Terylene) (Sekil 1.6).
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2 HO—CH:—CH:— OH + CH:0 —C —< (_ ) »—C—0OCH;s
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Sekil 1.6. Terylene sentez mekanizmasi



1953 yilinda ise ABD’de Dacron (Sekil 1.7) denilen poliester lifin sentezlenip
piyasaya surdmesiyle bu liflerin ticarilesmesi hiz kazanmistir [7]. Dacron ve
Terylene’in ¢ikis maddeleri ayridir ancak; iki lifinde polimeri poli(etilen teraftalat)
(PET)’tir [16].

n HO—CH:—CH:—OH+n OH —C— () »—C—0H
| ’ |
L8] )
Etilen glikol Tereftalik asit

l - (2n-1y H2OD

H _|: 0 —CH:—CH:— O _(‘._\ O - l:'—:|" OH
I Il
) )
Politetilen terefralar)
i Dacron)

Sekil 1.7. Dacron sentez mekanizmasi [16,17]

PET liflerin diger liflere gore daha baskin bir sekilde tiretilmesinin nedenleri; diigiik
maliyeti, uygun bir sekilde islenebilirligi ve yliksek performans gostermesidir. Diigiik
maliyetin temeli, ksilenlerin teraftalik aside doniisiimiiniin yiiksek verimliliginde
yatmaktadir. PET liflerin yiiksek performansi kristal veya kristal olmayan birimlerin
bu liflere baglanabilir olmasindan ve bazi mekanik 6zelliklerinin  kontrol
edilebilmesinden kaynaklanmaktadir [15]. Yiksek mukavemet g&teren PET lifler,
hortumlar gibi lastik {iriinlere takviye amaciyla kullanildigi gibi tekstil endiistrisinde

ve diger endiistriyel uygulamalarda kullanilir [18].

PET poliester lifleri tekstil endiistrisinde kullanilan en 6nemli sentetik liflerden

biridir [19]. PET lifler giines 1s1gma, mikroorganizmalara, giiclii asitlere ve
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oksitleyici ajanlara karsi iyi bir direncgd&sterirler [20]. Bu ozelliklere ragmen PET
lifler, diisiik nem bolgesi bulundurmasi ve reaktif fonksiyonel gruplarin bulunmamasi
nedeniyle istenilen sekilde kullanilamamasi gibi bazi dezavantajlara sahiptir [21].
Istenilen baz1 fonksiyonel gruplar; metil metakrilat [22,23], akrilik asit [24], akrilamit
[25], akrilonitril [26], gibi farkli monomerlerle asilama yoluyla PET liflerin y(zeyine
baglanabilir [22].

1.3.1.1.1. PET Poliester Liflerinin Fiziksel Ozellikleri

PET liflerinin yogunlugu 1,36-1,45 g/lcm®tiir. Bu deger PET lifteki kristalin bolge
oranlartyla degigsmekle birlikte bu oran fazla oldugunda yogunluk yiiksek, az
oldugunda ise diisiiktiir. PET lifler termoplastik polimerlerdir ve sicakta mukavemet
ozellikleri degismektedir [18,20]. Erime noktast 252-256 °C’dir. Filamentlerin
mukavemeti 4-7 g/denye, kesikli liflerin mukavemeti ise 4-5 g/denye’dir. PET liflerin
elastik oGzellikleri yiiksek, nem tutma yetenekleri ise disiiktiir (%100 bagil
nemde %]1). Mekanik kararliliklar1 ve asinmaya kars1 direngleri yiksektir. Tamamen
hidrofobik karakterdedirler ve bu sayede 1slandiklarinda dayanikliliklarinda bir
azalma g dmez [17].

Asmma direncleri naylon harig, diger yapay ve dogal liflere gore daha fazladir.
Tutusmasi zordur ve alev uzaklastirildiginda yanmaya devam etmez. Isik etkisi,
bakteri ve boceklere karsi dayanikli olup degredasyona ugramazlar [30]. Mikroskop
altinda incelendiklerinde kesitli seffaf cam boru seklindedir. 200°C civarinda
yumusama gosterirler. Biikiilme ve kivrilmaya kars1 direng gostermeleri burusmaya

kars1 dayanikliliklarini artirir [17].
PET lifler erime sicakliklarinin iistiindeki sicakliklarda degrede olurlar. PET liflerde

1s1sal degredasyon ester baglarinda rastgele zincir kopmasi seklinde olur. PET’in

1s1sal degredasyon tekimesinin asagidaki gibi oldugu belirtilmistir (Sekil 1.8) [27].
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Sekil 1.8. PET’in 1s1sal degredasyonu [19]

PET’in cams1 gegis sicakligr ise 80°C’dir. Asagidaki ¢izelgede PET’in bazi fiziksel
crellikleri belirtilmistir [27].

Cizelge 1.1. PET’in baz fiziksel 6zellikleri [27]

Uzama (%) 12-60
Esneklik (%) 90-96 (%2 uzamada)
PET yogunlugu (amorf g/cm®) 1,335

PET lif yogunlugu 1,38-1,40
(Tamamen kristal, g/cm?)

Camsi gecis sicakhd (amorf, °C) 67

Camsi gecis sicakhd (Kristaliteye bagh, °C) 80-115

Erime noktasi (°C) 258-260

1.3.1.1.2. PET Poliester Liflerinin Kimyasal Ozellikleri

PET lifler yiliksek bir simetri diizeyine sahip olduklarindan trans-trans

konformasyonunda bulunmayi tercih etmektedirler. Trans-trans konformasyonunda
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karbonil gruplarmi olusturan dipollerin zit yonde uzanmalari, birbirlerini
doyurmalarimi ve boylece daha diisiik enerji diizeyi, daha stabil bir molekiil yapis1 ve
daha yiiksek bir erime noktasi sonuglarini dogurmaktadir [7,17]. Poliester liflerinin
mukavemetini arttirmak i¢in yapilan germe-¢ekme isleminde kristalinite ile birlikte
kimyasal reaktiflere ilgisizlikte artar. Bu nedenle poliester lifleri sogukta ve sicakta
zayif asit ¢oOzeltilerine kars1 dayaniklidir [27,28]. Derisik organik asitlerden oda
sicakliginda etkilenmezler. Poliester liflerinin seliilozik liflerden farklandirilmasinda

bu 6zellikten yararlanilir.

Sabunlara ve deterjanlara kars1 dayanikli olan PET lifler, icerdikleri ester baglari
nedeniyle kuvvetli bazlara kars1 dayaniksizdirlar. Ozellikle sodyum hidroksit (NaOH)
gibi kuvvetli organik bazlarin etkisinin yiizeyinden basladigi ve yiizeyindeki
makromolekUler sabunlasarak pargalandik¢a bazen etkisinin igeriye dogru ilerledigi
arastirmalarda g6zlenmistir. Bu durum, lifte kopma dayanmiminda azalma
yaratmaktadir. Bu azalma daha @Kk elyaf liften yapilan poliester liflerde g&lemlenir.
CinkUbu tUr liflerde liflerin birbirine tutunmalari azalmaktadir [27,28].

Yiikseltgen ve indirgen maddelere karsi iyi dayanim gosterirler. Sodyum Kklorit,
hidrojen peroksit gibi ytkseltgen maddeler ve sodyum hidrojen sUfit (bisdUfit),
sodium ditiyonit (hidrosUfit) gibi indirgen maddelerle agir kosullar altinda yapilan
deneyler sonucunda bile liflerin dayaniminda neredeyse hi¢ bir azalma meydana

gelmedigi goriilmiistiir [29].

PET lifler yakildiklarinda erirler ve isli bir alev ¢ikarirlar. Dumanlar karakteristik,
aromatik, tatlims: kokudadir. Kimyasal reaktiflerden etkilenmeyen yapisi, boyama
isleminde de kendisini g&sterir. Poliester lifler, boyar maddelerle kimyasal
reaksiyona girmezler. PET lifler camsi gecis sicakliklarinin {izerindeki sicakliklarda

iyi bir verim ile boyanamamaktadirlar [30].
1.4. Proteinler
Protein sdzcligli Yunanca’da ‘ilk yer’ anlamima gelen ‘proteios’ sézciigiinden gelir.

Cogu hiicrede kuru agirligin  %50’sinden fazlasini olustururlar. Proteinler,

organizmalarin yaptig1 hemen hemen her iste rol oynar [31]. Hitrelere yapisal destek
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olma, ¢esitli bilesiklerin taginmasi, organizmada bir yerden diger bir yere sinyal
iletimi, hareket, yabanci maddelere karsi savunma yapma gibi gorevleri vardir. Cok
farkli gorevler iistlenebilme yetenekleri, kendilerine 6zgii li¢ boyutlu konformasyonel
bir yapiya sahip olmalarindan ileri gelir [32]. Her bir protein hayatin devam

ettirilmesi ig@n gerekli biyokimyasal reaksiyonlarda hayati bir Gheme sahiptir [33].

1.4.1. Proteinlerin Genel Ozellikleri

Peptidler ve proteinler, aminoasitlerin polimerleridir. Proteinlerin yapitaslar1 olarak
bilinen 20 ¢esit aminoasit vardir [34]. Aminoasitlerin hepsinde merkezdeki karbon
atomuna baglanmis bir karboksil grubu, bir amino grubu ve bir de yan grup (R:
radikal) bulunur. iki aminoasit molekiilii peptit bagiyla kovalent olarak birbirine
baglandiginda dipeptit denilen yap1 olusur. Peptit bagi, bir aminoasidin a-karboksil
grubundan dehidrasyonla, yani su elementlerinin uzaklastirilmasi ve ardindan diger

aminoasidin a-amino grubunun ¢ikarilmasi ile gergeklesir (Sekil 1.9) [35].

ﬂ‘] i r
Hﬁl{J—{]H {”‘ OH + H—N—CH—COO
0
Hg]%% H;0
g
HﬁI’LI—U] I—(l'lJ—N—[][ I —COO
O

Sekil 1.9. Bir peptit baginin kondensasyonla olusumu [35]

Dipeptitlerin olusumuna benzer sekilde, {ic aminoasit peptit bagi ile birlestiginde
tripeptit, dort aminoasit birlestiginde tetrapeptitleri olusturur. Birka¢ aminoasitin

birlesmesiyle olusan bu yapilara ‘oligopeptit’ denir. Aminoasit sayist arttifinda ise
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bu yapt ‘polipeptit’ adimi alir (Sekil 1.10). Proteinler ise binlerce aminoasitten
olusmaktadir [36]. Protein ve polipeptit terimleri bazen birbirinin yerine kullanilir
ancak; bu yapilarin molekiil kiitleleri 10.000’den az oldugunda polipeptit, fazla
oldugunda ise protein olarak adlandirilir. Proteinler 100 ila birka¢ bin aminoasit
kalintisindan olusabilirler. Baz1 proteinler tek polipeptit zincirinden olusurken, ¢ok
alt birimli proteinler kovalent sekilde olmayan etkilesimlerle baglanmis daha fazla

polipeptitten olusabilirler [37].

Polipeptid zinciri
P o o
goo® ¢ Yis. *
l‘. 0 4 7 bc
g POg ‘5 Aminoasitier
o o

%‘
0

Sekil 1.10. Genel polipeptit yapisi

Bir polipeptit zincirinde, aminoasit kalintilarinin peptit baglar1 ve disiilfiir baglariyla
birbirine baglanmasina proteinin birincil yapisit denir. Her proteinin kendine 6zgi
birincil yapisi ve aminoasit sayisi vardir. Proteinlerin birincil yapist o proteinin
kendine has Ug boyutlu yapisina nasil doniistiigiinii ve bu ti¢ boyutlu yapinin

proteinin islevini nasil degistirdigini belirler [35-37].

Proteinlerin ikincil yapis1 ise, aminoasitlerin kismen kararli bir yapiya sahip

tekrarlayan yapisal diizenlemelere yol agan dizilisidir. Proteinlerin yan zincirlerinin
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konformasyonunu veya uzaysal diizenlenmelerini agiklayan yapi ikincil yapidir.
Ikincil yapinin birkag tipi protein yapisinda yaygin olarak bulunmaktadir. Bunlardan

ikisi a-sarmal ve B-konformasyonlaridir (Sekil 1.11). Diger genel tiir ise B doniistiir.

Bir proteindeki atomlarin hepsinin toplam ii¢ boyutlu diizenlenmesi proteinlerin {i¢
boyutlu yapisini belirler. Proteinlerdeki polipeptit zincirlerinin birbiriyle etkilesen
boliimleri, bolmeler arasindaki zayif etkilesimler ile kendilerine &g Ugincd

konumlarinda tutulurlar.
Bazi proteinler birbirleriyle ayn1 veya farkli olabilen en az iki tane polipeptit zinciri

igrirler. Protein alt birimlerinin Ggboyutlu halde kompleksler halinde dUzenlenmesi

ise proteinlerin d&diinciil yapisini olusturur [36-38].

Primer Yap1

Sekonder Yapi Terstyer Yap1
a Heliks g B tabaka i

Ammno asit zncin

Sekil 1.11. Protein konformasyonlarinin sematik gdsterimi [39]

1.4.2. Serum Albumin Proteinleri

Albumin, plazma basincini ayarlamada ve beslenme dengesini saglamada 6nemli rol
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oynayan globUer bir proteindir. Kanda bulunan farkli bilesikler albumin baglanarak
tagiirlar. Ayrica insan sagligi, kan plazmasinda veya diger biyolojik sivilarda
bulunan serum albumin konsantrasyonuyla yakindan ilgilidir [40]. Serum albumin
proteinleri, kanda en @k bulunan (%52-62) suda @xinUr plazma proteinleridir
[41,42]. Bu proteinlerde genel olarak yaklasik 585 aminoasit kalintisindan olusan tek
bir polipeptit zinciri vardir. Serum albuminler dolasim, beslenme ve fizyolojik
islevlerini; farkli iyonlari, yag asitlerini, viicuttaki farmasdtikler gibi KiUgk
molekiilleri  tagimak ve dagitmak icin tasiyict  gorevi goren temel
biyomakromolekUler olarak yapar. Human serum albumin (HSA) ve bovin serum
albumin (BSA) proteinleri, farkli aragtirma alanlarinda kullanilan en degerli serum

albuminleridir [42].

1.4.2.1. Human Serum Albumin (HSA)

Human Serum Albumin (HSA) insan kan dolasim sisteminde bol miktarda bulunan
ana proteindir. Molekiil agirligi 66.8 kDa olup tek zincirli bir polipeptit zincirinden

olusur [43-45].

Bu kalp seklindeki proteinin yapisi, her biri A ve B olarak adlandirilan iki alt birim

iceren ii¢ homolog alana sahip ii¢ boyutlu yapida katlanan 586 aminoasitten olusur.

Sekil 1.12. HSA’nin yapis1 [40]
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Kiiciik molekiillerin ve terapotik kimyasallarin ¢ogunun bu albumin bolgelerine
baglandig1 belirlenmistir, ancak son caligmalarda bu tiir molekiillerin HSA’ya

baglanmasi i¢in baska bolgelerde taninmaktadir [46-49].

HSA steroidlerin, yag asitlerinin, bilirubinin ve porfirin gibi maddelerin bu proteine
baglanmasi ve tasinmast ile ilgili genis bir fonksiyona sahiptir [46]. Daha da chemlisi,
cesitli maddelerin veya biyomolekiillerin hedef hiicrelere ya da organlara etkin bir
sekilde iletilmesi i¢in albumin esasli nanoparcgaciklarin gelistirilmesi ve liretilmesine
ozel bir sekilde odaklanilmistir [47]. Oyle ki, Abraxane, 2005 yilinda ABD Gida ve
[lag Kurumu (FDA) tarafindan onaylanan albumin bazli nanopartikiillerin
karakteristik bir 6rnegi olarak diisliniilebilir. Abraxane temel olarak metastatik meme

kanserinden muzdarip hastalarin tedavisi i¢in kullanilir [50].

1.4.2.2. Bovin Serum Albumin (BSA)

Sigir serum albumin ayrica BSA veya ‘Fraksiyon V’ olarakta bilinmektedir. BSA
ineklerden elde edilen bir serum albumin proteinidir. Tam uzunluktaki BSA &cU
protein 607 aminoasitten olusur. N-terminal ucunda bulunan 18 aminoasit ¢hcl
proteinden kesilir. Bu nedenle baslangictaki protein {iriinii 589 aminoasit kalintisi
irir. EK bir 6 aminoasit, 583 aminoasit igren olgun bir BSA protein verecek
sekilde ayrilir. BSA’ nin yapis1t HSA’ya ¢ok benzedigi i¢in yaygin olarak HSA yerine
bir model protein olarak kullanilmistir [51]. HSA’ya benzer sekilde BSA tek bir

polipeptit zincirinden olusur [52]

17 adet ¢apraz bagh sistein (Cys) aminoasit kalintilarindan olusan disUfit k&prderi
BSA’nin yapisini stabilize eder. Molekiiler agirlig1 yaklasik olarak 66.8 kDa’dir ve
yapist kalp seklindedir. Ug¢ homolog domaine sahiptir ve benzersiz baglanma

bolgelerine sahip A ve B olmak iizere iki alt birimden olusur (Sekil 1.13) [53,54].
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Sekil 1.13. BSA’nin alt birimleri [55,56]

Alt birimlerden IB ve IIA’da BSA proteini Trp-134 ve Trp-212 olmak Ceere iki adet
Triptofan aminoasit kalintis1 igerir [55]. BSA’nin tahmin edilen a-heliks yapisi
orant %54 iken, tahmin edilen B formu orani ise %18’dir. Yapilan X-151n1 sagilmasi
deneylerinden elde edilen verilere gére BSA nin 140x40x40 A boyutlarinda bir elips
oldugu saptanmustir ve daha sonra yapilan arastirmalarda bu veriyi destekler nitelikte
olmustur [57].

BSA’nin diger fizikokimyasal 6zellikleri asagidaki ¢izelgede gosterilmistir.
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Cizelge 1.2. BSA’nin fizikokimyasal ¢xellikleri [58]

Molekiler Agirhk (Da) 66430
izoelektrik Nokta (pl) 4.7
Difazyon Katsayisi (m’/ s) 5.9x10™
Optik Absorbans A** 279 nm 0.63
Hacim (Protein kristal yapisi) v (nm?) 84.5
Toplam Yiik pH4 +25
pH S ~0
pH7.4 -17

1.4.2.2.1. BSA’nin Ligand Baglama Ozelligi

Serum albuminler; ¢ok ¢esitli metabolitler, ilaglar, besin maddeleri, metaller ve diger
molekiiller i¢in tasiyici protein Ozelligi gosterirler ve olaganiistii ligand baglama
kapasitesine sahip c¢ok islevli proteinlerdir. Ligand baglama o6zellikleri nedeniyle
albuminler genis klinik, farmasétik ve biyokimyasal uygulamalarda kullanilmaktadir.
Albuminin en 6nemli 6zelliklerinden biri ¢ok sayida ¢esidi bulunan ligandlara kars1
tersinir baglanma kabiliyetlerinin olmasidir. BSA plazma tasiniminda ¢oziinmez yag
asitlerinin baglica tasiyicisidir. BSA serbest oksijen radikallerinin ayrilmasi ve
bilirubin gibi ¢esitli toksik lipofilik metabolitlerin inaktif edilmesi gibi pek ¢ok isleve
sahiptir. Ayrica pridoxil fosfat, sistein, glutatyon, ve Cu(ll), Ni(Il), Hg(I1), Ag(ll) ve
Au(I) gibi gesitli metallerle kovalent bag olusturur [58].

BSA (zerinde ¢esitli metal baglanma bolgeleri bulunur. Bu metallerden Cu(ll)

ilyonunun BSA aminoasit dizisinde baglandigi1 bolge Sekil 1.14’te gosterilmistir.
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Sekil 1.14. Cu(Il) metalinin BSAaminoasit dizisinde baglandigi bolge [55,56]

1.4.2.2.2. BSA’ya pH Etkisi

Proteinlerin yapisinda asidik ve bazik aminoasitler bulundugundan amfoterik 6zellik
gosterirler. Proteinler proton alirlar ya da proton verirler. Asidik ortamlarda
proteinler ekstra protona sahip olduklarindan net pozitif bir yike, bazik ortam
kosullarinda ise net negatif yike sahiptirler. Aminoasitlerin net elektrik yiklerinin

sifir oldugu pH degerine ‘izoelektrik nokta’ (pl) adi verilmektedir.

Proteinler aminoasit kompozisyonlarma bagli olarak farkli izoelektrik noktalarina
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sahiptirler ve pH = pl degerinde iyonlagsmis olmalarmma ragmen dis ortama karsi
nétral yapida bulunmaktadirlar. Izoelektrik noktalarindan daha diisiik pH ortaminda
net pozitif yiike, izoelektrik noktalarindan daha yiiksek pH ortaminda ise negatif
yUke sahiptirler (Sekil 1.15.) [59,60]. BSA proteini poliamfolit czellik g&sterir ve bu
[61].

degisiklikleri ile geri dondiiriilebilir konformasyonel izomerizasyona ugrar. BSA’ nin

proteinin izoelektrik noktast 4.7 civarindadir Serum albuminler pH

izomerik formlar1 Sekil 1.16 ve Sekil 1.17’°de gosterilmistir.

3 ®
NH NH. NH,
+ -
H -H
= + < + -~
—coos *H —coo®  +H — CO0~
pl
#* * -
+( o+ MaH =T NG MaOH A
\ \ (
| - | - | |
+ N /. HC * I\ _/J = HCl - I\“‘ /J-
" - -
Froteinler Proteinlerin Froteinier
asidik ortamda elekirik yUklerinin bazik ortamda
pratan alir ve sifir oldugu pH pratan
{+) ylUkldddr deraces| kaybederler ve
iIzoelekirk (=) Elekirik
naokiadir yukuns
sahiptirler

Sekil 1.15. Proteinin izoelektrik noktadaki (pl) net ytk
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1.4.2.2.3. BSA’min izomerik Formlari

N-F gecis alant domain III’lin agilmasini igerir. F olusumu viskozitedeki énemli bir
artigla ¢ok diisiikk ¢oziiniirliikle ve sarmal igerikteki onemli bir kayipla karakterize
edilmektedir (Sekil 1.16). 4’tin altindaki pH degerlerinde albumin, domain II’nin
heliksine bagli olan domain I’in i¢indeki heliksin kaybi ile baska bir genislemeye
ugrar. Bu genislemis form (E) yiliksek bir intirinsik viskoziteye sahip form olarak
bilinir ve hidrodinamik eksenel oraninda ortalama 4’ten 9’a olan bir artig gosterir. pH
9’da albumin temel form (B) bi¢cimine doniisiir. Albumin ¢ozeltisi pH 9°da ve diisiik
iyonik gige 3°C’de 3-4 gin ign korunursa (A) formu olarak bilinen baska bir

izomerizasyon olusur (Sekil 1.17).

a. BSA'mn N formu b. BSA'mn F formu ¢. BSAnin E formu

Sekil 1.16. BSA’nin izomerik formlarinin yapisi [62]

E Formu

8 Formu

Sekil 1.17. Farkli pH’larda BSA’nin konformasyonlari [65]
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1.4.2.2.4. BSA’ya Sicaklik Etkisi

Bovin Serum Albumin, 1s1l islem gordiiglinde iki yapisal degisim asamasindan geger.
65°C’ye kadar olan 1sitmada meydana gelen yapisal degisiklik tersinir iken bu

sicakligin Czerinde meydana gelen yapisal degisiklikler tersinmezdir [62].

Sekil degisikligi baslangi¢ sicakliginin 58,1 <€ ve denatiirasyon sicakliginin 62 °C’de
oldugu Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) ile bulunmustur [63,64].

1.4.2.2.5. BSA’nin Uygulamalar:

BSA, ELISA (Enzim Bagmli Immunosorbent Tahlili), immunoblotlar ve
immunohistokimya dahil birg@k biyokimyasal uygulamaya sahiptir. BSA; kigk,
stabil ve orta derecede reaktif olmayan bir protein oldugundan immunohistokimyada
genellikle bloke edici olarak kullanilir. Hiicrelerdeki antijenleri tanimlamak igin
antikorlarin kullanildig1 bir yontem olan immunohistokimya uygulamalar1 sirasinda,
doku bolgeleri spesifik olmayan baglanma bolgelerine baglanmak i¢in genellikle
BSA blokerlar ile inkiibe edilir. BSA’nin spesifik olmayan baglanma bolgelerine
baglanmasi, antikorlarin ilgilenilen antijenlere baglanma sansini artirir. BSA ayrica

hicre ve mikrobiyal kdtUrde bir besin maddesi olarak kullanilir [66].

Molekiiler biyolojide BSA, DNA’nin enzimatik olarak parcalanmasi sirasinda bazi
enzimleri stabilize etmek ve enzimin reaksiyon tiiplerine, pipet uclarina ve diger
tiiplere yapismasini 6nlemek i¢in kullanilir. Ayrica bilinmeyen bir protein miktarini
bilinen BSA miktarlari ile karsilastirarak belirlemek miimkiindiir. BSA, gerekli olan
enzimlerin stabilizasyonu ve niikleazlarin yoklugunun gerekli oldugu enzimatik
reaksiyonlar ign idealdir. Yine molekUer biyolojide BSA, PZR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) deneylerinde diisiik safliktaki PZR’nin verimini artirir [67-69].

BSA genellikle in vitro biyolojik ¢alismalarda ve diger birgok biyokimyasal
uygulamalarda diisiik maliyeti nedeniyle siklikla kullanilmaktadir [70,71].
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1.5. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, bir maddenin diger bir madde yiizeyinde veya iki faz arasindaki ara
yiizeyde konsantrasyonunun artmasi ya da bir baska ifadeyle molekiillerin temas
ettikleri yiizeydeki ¢ekme kuvvetlerine bagli olarak o yiizeyle birlesmesidir. Bu
tanimda kullanilan ara ylizey bir siv1 ile bir gaz, kat1 veya bir baska siv1 arasindaki
temas yiizeyi olabilir. Bagka bir tanimlama ile adsorpsiyon, yiizeye saldirma

kuvvetlerinden dolay1 molekiillerin yiizeylere yapismasi olayidir [72].

Yieeye tutunan madde ign adsorbat terimi kullanilir. Bu madde sivi ya da gaz
olabilir. Tutunulan madde ya da adsorblayan madde ise adsorbent olarak tanimlanir.

Kat1 veya s1vi1 olabildigi gibi dogal veya yapay olarakta siniflandirilabilir.

Adsorpsiyon isleminin tersine adsorplanan maddenin ortama geri verilmesine yani

yiizeyde derigiminin azalmasina islemine ise desorpsiyon denir.

Adsorbanin yiizeyine molekiiller adsorplandik¢a yeni molekiillerin adsorpsiyonu i¢in
daha az yer kalir ve sonugta adsorban madde etkin adsorpsiyon 6zelligini kaybeder.
Adsorban maddeye etkin adsorpsiyon 6zelligini yeniden kazandirma islemine ‘geri

kazanim’ denir.

Adsorpsiyon bir yiizey islemi oldugu i¢in adsorplama giicli yilizey O6zelliklerinin
&emli bir fonksiyonudur. Adsorbentin yiizey oOzellikleri arasinda adsorpsiyon
islemini etkileyen en Onemli parametre yiizey alami degeridir. Artan yiizey alani
degeri ile adsorpsiyon miktar1 artig gosterir. Dolayisiyla, gézenekli malzemeler veya

cok ufak parcalara boliinmiis katilar yiiksek adsorpsiyon kapasitesi saglamaktadirlar
[73].

Spesifik yiizey alan1 10 ile 1500 m%g arasinda degisen gozenekli malzemeler
adsorbent olarak kullanilabilir. Sik¢a kullanilan adsorbentler arasinda aktif komiir,
silika (SiO2), alumina (Al203), zeolit ve molekiiler elekler yer almaktadir. Bir kati
tarafindan adsorplanan madde miktari; adsorbe eden ve edilenin yapisina, adsorbe
edenin ytrey ¢xelliklerine, adsorbe edilenin derisimine, islem sicakligina ve basinca
baghidir [74].

25



1.5.1. Adsorpsiyon Tirleri

1.5.1.1. Fiziksel Adsorpsiyon

Adsorban ve adsorbent molekiilleri arasinda zayif van der Waals kuvvetleri etkili
olup bu iki molekiil arasinda herhangi bir elektron aligverisi veya elektron
paylasgiminin s6z konusu olmadigi adsorpsiyon cesididir. Sicaklik ile genelde
azalmaktadir. Tamamen tersinir 6zellikte olup adsorbe olan molekiil yiizey iizerinde
hareketli bir konumdadir. Ayrica adsorpsiyon 1sis1 fiziksel adsorpsiyonda 10
kcal/mol’den daha diistiktiir.

Fiziksel adsorpsiyon, ozellikle diisiik derisim araliklarinda ayirmanin gerekli oldugu
durumlarda 6nemli endiistriyel ayirma islemlerinin temelini teskil etmektedir. Su
buharinin havadan veya diger gazlardan uzaklastirilmasi, endiistriyel gaz karigimi
icerisindeki karbondioksit, kiikiirtdioksit gibi safsizliklarin giderilmesi, gaz ve sivi
karigimlardan istenmeyen kokularin uzaklastirilmasi, seker cozeltisinin renginin
giderilmesi gibi endiistriyel ayirma islemlerinde fiziksel adsorpsiyon y&ntemi

kullanilmaktadir.

1.5.1.2. Kimyasal Adsorpsiyon

Adsorban ve adsorbent molekiilleri arasinda karsilikli elektron aligverisi veya
elektron paylasiminin oldugu daha kuvvetli kimyasal baglarin olustugu adsorpsiyon
cesididir. Tersinmez Ozelliktedir. Adsorban molekiilleri yiizey tizerinde hareket
etmezler. Adsorpsiyon genellikle sicaklikla birlikte artmaktadir. Kimyasal
adsorpsiyonda adsorpsiyon 1sisi 40 kcal/mol’den daha biiyiiktir. Kimyasal
adsorpsiyona genellikle kati-katalizorlii reaksiyon sistemlerinde karsilagilir.
Adsorpsiyon enerjisi adsorbe edilenin molii bagina 20-100 kilokalori arasindadir. Bu
degerler olayin ekzotermik ve endotermik olmasma bagl olarak kimyasal
reaksiyonlardaki reaksiyon 1sis1 ile yaklasik ayn1 degerdedir. Kimyasal adsorpsiyon
‘aktif adsorpsiyon’ olarak da tanimlanir ve genellikle heterojen katalizorler ile

etkilesimlerle meydana gelir [75].
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1.5.1.3. Iyonik Adsorpsiyon

Zit elektrik yiklerine sahip adsorbat ile adsorbent y(ezeyinin birbirini gekmesi ile

olusmaktadirlar [76].

1.6. Protein Adsorpsiyonu

Protein adsorpsiyonu proteinlerin kati yiizeylere yapismasini ifade eder. Bu islem,
gida isleme ediistrisinde 6zellikle siitiin islenmesi, sarap ve bira yapiminda 6nemlidir.
Bazi durumlarda protein adsorpsiyonu saraplarda oldugu gibi gida kalitesini artirmak
icin kullanilir. Protein adsorpsiyonunun arkasindaki ana itici giigler; yiizey enerjisi,
molekUler aras1 kuvvetler, hidrofobiklik ve iyonik veya elektrostatik etkilesimlerdir.
Bu faktorlerin protein adsorpsiyonunu nasil etkiledigi g6z Oniline alinarak
biyomedikal veya fizyolojik uygulamalarda en uygun ytitemi se¢mek igin isleme,
alasimlama gibi mthendislik teknikleri y&nlendirilebilir [77-79].

Biyomedikal alanda protein adsorpsiyonu goz oniine alindiginda polimerler biiyiik
oneme sahiptir. Polimerler tipik olarak kovalent baglarla art arda birbirine baglanmis
bir veya daha fazla ‘mer’ tipinden olusur. Malzemenin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri monomerin molekiiler yapis1 tarafindan belirlenir. Bir polimerdeki ‘mer’
birimlerinin tipini ve Cretim prosesini dikkatlice segrek bir polimerin fiziksel ve
kimyasal cxellikleri, belirli bir uygulama ign spesifik proteinleri adsorplayacak

sekilde yiksek oranda uyarlanabilir [80].

Proteinler aminoasit alt birimlerinden olugsan biyomolekiillerdir. Her bir aminoasit,
cevredeki ortamin pH’ina ve kendi bireysel polar veya polar olmayan niteliklerine
bagli olarak yiik kazanan veya kaybeden bir yan zincire sahiptir. Y{klGbdgeler, bir
proteinin diger molekiillerle ve yiizeylerle etkilesiminin yani sira kendi ligiinciil
yapisina (protein katlanmasi) biiylik 6l¢iide katkida bulunur. Hidrofobikliklerinin bir
sonucu olarak, ytklGaminoasitler, yleeylerle etkilesime girebilecekleri proteinlerin

disina yerlestirilme egilimindedirler.
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Bir proteine kendine has 0zelligini kazandiran o proteine 0Ozgii aminoasit
kombinasyonudur. Yiizey kimyasi agisindan proteinlerin aminoasit kombinasyonlari
adsorpsiyonda kritik bir &neme sahiptir. Proteinlerin bir yiizeye bagli kalma egilimi
biiyiik olgiide ylizey enerjisi, bagil yik dagilimi gibi malzeme o6zelliklerine de
baghdir.

Daha blytk proteinlerin, yiizeyle olan temasiin daha fazla olmasia bagh olarak

adsorpsiyonlar1 daha olasidir (Sekil 1.18).

.

Sekil 1.18. Protein boyutunun bir yiizeyle etkilesimine etkisi
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Protein adsorpsiyonu ayrica biyomedikal alanda implantlara kan proteinlerinin
adsorpsiyonunu anlamak i¢in kullanilmaktadir. Protein adsorpsiyonu proteinde
konformasyonel degisiklige neden olur. Konformasyonel degisikliklerin derecesi
proteinin stabilizasyonu, hidrofobikligi, protein yiikii ve yiizeyin yiikiiyle
belirlenmektedir. Proteinin ¢xelliklerine ve sorbent yCreyinin hidrofobik veya
hidrofilik olmasina gore adsorpsiyon olusmaktadir. Proteinlerin adsorpsiyonu tersinir
bir islemdir ve ortam sartlar1 degistirilerek desorpsiyonlari miimkiindiir. Maksimum
adsorpsiyon, proteinin izoelektrik noktasina yakin degerlerde meydana gelmektedir

[79,80].

1.6.1. Protein Adsorpsiyonunu Etkileyen Faktcrler

Protein adsorpsiyonunda; iyonik veya elektrostatik etkilesim, hidrojen baglari,
hidrofobik etkilesimler, ve yiik transferleri olmak iizere dort temel kuvvet sinifi ve

etkilesim vardir.

1.6.1.1. Tyonik veya Elektrostatik Etkilesimler

Proteinlerin yiikii; aminoasit yan zincirlerinin pKa degerleri, terminal aminoasit ve
karboksilik asit ile belirlenir. Fizyolojik kosullarin {istiindeki bir izoelektrik noktaya
sahip proteinler pozitif bir yiike sahipken bu degerin altindaki izoelektrik noktaya (pI)
sahip proteinler negatif elektrik yiike sahiptirler. Bilesenlerinin toplam yiiki ile
belirlenen proteinin net yik(Q fizyolojik bir elektrik alanda elektroforetik gUcile
sonuglanir. Bu etkiler, suyun dielektrik sabiti nedeniyle kisa siirelidir ancak; protein

yiiklii bir yiizeye yaklastiginda elektrostatik baglanma baskin gghaline gelir [81].
1.6.1.2. Hidrojen Baglar1

Su, bir polipeptitteki herhangi bir grup gibi hidrojen baglari olusturma egilimindedir
(Sekil 1.19). Bir katlanma ve birlesme islemi sirasinda peptit ve aminoasit gruplari,

su ile hidrojen baglarini degistirir. Bu nedenle hidrojen bagi sulu bir ortamda protein

adsorpsiyonu teerinde gtgttibir dengeleyici etkiye sahip degildir [82].
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Sekil 1.19. Hidrojen bagi olusturmak i¢in etkilesime giren iki su molekiilii

1.6.1.3. Hidrofobik Etkilesimler

Hidrofobik etkilesimler sulu bir ortamdaki diizen ya da diizensizlik olaylarindan
dolay1 temel olarak entropik etkilesimlerdir. Entropik etkilesimlerdeki serbest enerji
su damlaciklarinin ve hava kabarciklarinin sudaki yiizey alanlarmin en aza
indirilmesinden sorumludur [82,83]. Bu prensip hidrofobik aminoasit yan
zincirlerinin su ile etkilesimlerini en aza indirerek sudan uzaga yonlendirilmelerinin
bir nedenidir. Molekiiliin disindaki hidrofilik gruplar proteinin suda ¢dziinmesini
saglar. Bu islemin karakterizasyonu hidrofobik etkilesimlerin ara yiizey serbest enerji
kavramlar1 ile muamele edilmesiyle yapilabilir. Buna goére bu etkilesimlerin itici
giicii toplam ara ylizey serbest enerjisinin en aza indirilmesi yani yiizey alaninin en

aza indirilmesi olarak diistintilebilir (Sekil 1.20).

Hydrophobic

Hydrophilic
Region

Sekil 1.20. Hidrofobik ve hidrofilik bdgelerin suyla etkilesimi i¢in proteindeki sekil
degisikligi
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1.6.1.4. YK-Transfer Etkilesimleri

Y (k-transfer etkilesimleri protein stabilizasyonunda ve yiizey etkilesiminde nemli
bir yer teskil etmektedir. Genel olarak verici-alici islemlerinde, bir elektrofilik Alana
verilen elektron yogunlugunun mevcut oldugu distiniilebilir. Sulu ortamlarda, bu
¢oziinen madde etkilesimleri temel olara pi orbital elektron etkilerinden
kaynaklanmaktadir [83].

1.6.2. Protein Adsorpsiyonunu Etkileyen Diger Faktorler

1.6.2.1. Sicakhik

Sicaklik hem denge durumu hem de protein adsorpsiyonunun kinetigi iizerinde
etkilidir. Yiiksek sicaklikta adsorbe edilen protein miktar1 genellikle oda sicakliginda
yapilan protein adsorpsiyonundan fazladir. Sicaklik degisimi, protein adsorpsiyonunu

etkileyen konformasyonel degisikliklere neden olur.

Proteinlerdeki bu konformasyonel yeniden dizenlenmeler, protein adsoprsiyonu ign
ana itici giic olarak hareket eden bir entropi kazancina neden olur. Protein
adsorpsiyonu tizerindeki sicaklik etkisi, 6zellikle 1s1l islem yapilan ekipmanin duvar

yiizeylerinde agir kirlenmeye neden olan siit gibi sivi gidalarin tiretim stCregerinde
g&debilir [84].

1.6.2.2. Tyonik Etki

Iyon gic(y bir elektrolit igndeki sabit bir yikin elektrik potansiyelinin séhimleme
mesafesiyle iligkili olan Debye uzunlugunu belirler. Bu nedenle iyonik kuvvet
arttikga yiiklii birimler arasindaki mesafe kisalir. Sonu¢ olarak yiiklii proteinlerin
karsilikli yiikli substratlara adsorpsiyonu engellenirken benzer yiklt substratlara
adsorpsiyonu arttirilmig olur. Bu durumda adsorpsiyon kinetigini etkiler. Ayrica

yiksek iyon gUic(j proteinlerin birikme egilimini artirir [84].
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1.6.2.3. Cok Proteinli Sistem

Bir ylzey @k proteinli bir g¥eltiye maruz kaldiginda, belirli protein molekiillerinin
adsorpsiyonu digerleri {izerinden tercih edilir. Yiizeye yaklasan protein molekiilleri
ylizey lizerindeki baglanma yerleri igin rekabet eder. Cok proteinli sistemde
molekiiller arasinda ¢ekim kuvveti olabilir. Fakat tek proteinli gxeltilerde molekUler

arasindaki itici etkilesimler baskin durumdadir [84,85].

1.6.2.4. Zaman

Protein molekiillerinin baglangi¢ asamasinda yilizeyde minimal baglanma bolgeleri ile
temas ettigi zamana bagli bir protein yayilimi vardir. Proteinlerin yirzeyde kalma
siiresinin artmasiyla proteinler yiizeydeki ek baglanma bdélgeleriyle etkilesime
girebilir. Bu durum, protein ve ylizey arasindaki temas noktalarinda zamana bagh bir
artigla sonuglanir. Dolayisiyla bu durum proteinin desorpsiyon ihtimalini azaltan bir

sUregtir [85].

1.7. Protein Tayin Y &temleri

Toplam protein tayini genel bazi yontemlere dayanir. Bunun i¢in giiniimiize kadar
direkt ve indirekt teknikler gelistirilmistir. GUnUmUkde protein tayinleri genellikle
UV-spektrofotometrik temellidir veya proteinin goriiniir bélgede olusturdugu tiriiniin

kimyasal yontemlerle belirlenmesine dayanmaktadir.

Bir ¢ozeltideki toplam protein miktarinin belirlenmesi; bilimsel arastirmalarda, gida
analizlerinde, endstriyel ve biyoteknolojik birgok Crintn analizinde kulanilmaktadir.
Ayrica proteinlerin saflastirilma basamaklarinda mutlaka protein tayinleri

yapilmalidir [86,87].
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1.7.1. UV Bdgedeki Spektrofotometrik Olgimler

1.7.1.1. 280 nm’deki Ol¢iimler

Proteinlerin icerdigi fenilalanin, tirozin (fenol halkasi) ve triptofan (indol halkas1)
aminoasitlerinden dolay1 280 nm’de absorbans gostermesinden yararlanilarak protein
tayini yapilmaktadir. Bu y&itemle 0.05-2.0 mg/ml protein miktar tayini yapilabilir.
Ozellikle ortamda piirin ve pirimidin bazlarini igeren DNA ve RNA oldugu zaman bu
yontem bu maddelerin girisiminden etkilenmektedir. Yontem ¢ok duyarli degildir
ancak protein Orneginde bir On isleme gerek olmadan yapilan kolay ve hizli bir

yontem olmasi nedeniyle ¢ok kullanilmaktadir [88,89].

1.7.2. Uzak UV bdgedeki Olgmler

Proteinlerde bulunan peptit baglar1 191-194 nm’de bir maksimum absorbans
gosterirler. Pratik ve kolay bir yontemdir ancak deneyde kulanilan tampon
cozeltilerle girisimlerin olmasi dezavantajidir. Bu nedenle protein tahlilinde fazla
kullanilmamaktadir. Aminoasit bilesimine bagli olmadigi i¢in bu yontem 280

nm’deki 6l¢iimlere gore daha avantajlidir [90].

1.7.3. G&rintr Bdgedeki Spektrofotometrik Olgmler

1.7.3.1. Bitre Yntemi

Yontem, alkali kosullar altinda Cu*? iyonlarinin protein ve peptit moleklerindeki
peptit bagi azotuyla bag olusturmasiyla meydana gelen mavi-mor rengin 540-569
nm’de verdigi absorbsiyonu esas almaktadir. Yontemin en Onemli dezavantaji
duyarliligin diisiik olmasidir (1-6 mg protein/ml). Ancak pratik bir y&item olmasi
sebebiyle genis ¢apta kullanilmaktadir. Cu*? iyonlarinin ana zincire baglanmasi

nedeniyle aminoasit ¢esitlerinin dlglimler tizerinde herhangi bir etkisi yoktur [87,91].
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1.7.3.2. Lowry Y &ntemi

Lowry yontemi, alkali kosullarda meydana gelen iki farkli reaksiyona dayanmaktadir.
Bunlardan birincisi amid baglar1 ile bakir arasinda meydana gelir ve indirgenmis
bakir olusumu ile sonuglanan Biiiret reaksiyonudur. Ikinci reaksiyon ise, Folin-
Crocalteu ayiraciin (fosfomolibden ve fosfotungsten) tirozin ve triptofan
aminoasitleri ile tepkimeye girerek indirgenmesidir. Indirgenmis ayirac mavi
renktedir ve 500-700 nm arasinda absorbans verir; ancak ¢ogu zaman tercih edilen
deger 660 nm’dir. Bu iki reaksiyonun bir arada ger¢eklesmesi Biliret reaksiyonu
hassasiyetini 100 kat artirmaktadir. Normalde yontemin hassasiyet araligi 5-100

pg/ml’dir.

Lowry yontemi, pH hassasiyeti gostermektedir. Ortam pH’s1t 10-10.5 olmalidir.
Yontem pek ¢ok farkli tamponun igeriginde yer alan Tris, EDTA ve potasyum
bilesikleri ile etkilesime girebilir ve bu durumda yaniltici absorbans degerlerinin
ortaya c¢ikmasina neden olur. Yontem triptofan ve tirozin igerigi fazla olan
proteinlerin miktar tayini i¢in avantajlidir; ¢linkii Lowry yOnteminin ayiract bu

aminoasitlere kars1 daha fazla hassasiyet g&stermektedir [88-90].

1.7.3.3. Warburg-Christian Y thtemi

Bu y&itemde diyaliz ya da fraksinasyon yoluyla protein olmayan maddelerin
uzaklastirilmasindan sonra 260-280 nm’de UV absorbsiyon analizleri yapilmaktadir.
Proteinlerin triptofan ve tirozin rezidular1 275-280 nm’de UV absorbansini artirir;
clinkii beraber durumdaki bu iki aminoasitin saf bir protein ¢ozeltisindeki derigimleri

birgk proteinde genellikle sabittir [89,90].

1.7.3.4. Bradford Y ttemi

Bir kolorimetrik protein tahlili olan Bradford y&ntemi, boya Coomassie Brilliant
Blue G-250’nin absorbansina dayanir. Yontem olduk¢a duyarlidir (5-100 g
protein/ml). Renk olusumunda proteinin aminoasit bilesiminin (6zellikle arginin gibi
bazik aminoasitler ile aromatik aminoasitler) reaksiyon iizerinde etkili oldugu

belirlenmistir. Bradford yonteminde 595 nm’de absorbans veren mavi rengin dl¢limii
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esnasinda cam ve polistiren kiivetler kullanilmakta olup cam kiivetlerde rengin
absorpsiyonu bir kullanimlik polistiren kUvetlerin tercih edilmesine yol agr. Cam
kUvetlerin kullanilmasi durumunda 0,1 M HCI1 c¢ozeltisinde kiivetleri bekletme

isleminin ardindan su ve asetonla yikama iglemi gerekmektedir.

Bradford protein tayini yonteminin prosediiriinii takip etmesi kolaydir. Ydntem,
Bradford reaktifinin numune ile birlikte bir test tiipiine aktarildigi bir asamada
gerceklesir. lyice karistirildiktan sonra karisim aninda mavi bir renge déniisiir. Boya,
proteinlere yaklasik iki dakika siiren bir islemle baglandiginda asidik ¢ozeltilerde
boyanin absorbsiyon degerinde 465 nm ila 595 nm arasinda bir degisiklik meydana
gelir. Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasi amino ve karboksil gruplari ile
elektrostatik etkilesimler ve ayrica van der Waals etkilesimleriyle proteinlerde giiglii
kovalent olmayan baglar olusturur. Yalnizca ¢ozelti i¢indeki proteinlere baglanan
molekUler, absorbantta bu degisikligi sergilerler. Bu durum ise boyadaki
baglanmamis molekiillerin deneysel olarak elde edilen absorpsiyon okumasina

katkida bulunabilecegi endisesini ortadan kaldirir [92].

Bu yontem, diger yontemlerden daha ucuz, kullanimi kolay ve duyarlilii yiiksek
oldugu icin daha avantajhidir. 5 dakikalik inkiibasyonun ardindan absorbans
kolaylikla erisilebilen bir makine olan spektrofotometre yardimiyla 595 nm’de

okunabilir [93].

Bu yontem proteinler iizerinde gergeklestirilen en hizli tahlillerden biridir. Testin
kurulmasi ve tamamlanmasi igin gegen toplam sire 30 dakikadan az bir stUrede

gergeklesmekedir ve tiim deney oda sicakliginda gergeklestirilmektedir [94].

1.8. Proteinlerin Kromatografik Yontemlerle Saflagtirilmasi

Kromatografi esasen bir karisimdaki bilesiklerin birbiri ile karigsmayan farkli iki faz
arasindaki dagilimlariyla ayrilmalarini saglayan fiziksel bir ayirma yontemidir. Bu
fazlardan bir tanesi gcxenekli bir yatak, tabaka veya film seklinde ve genellikle
hareketsiz olan sabit faz iken, digeri sabit faz boyunca bu fazin lizerinden akan

hareketli fazdir.
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Kromatografi; kimya biyoteknoloji, gida ve tip alanlarinda analizde, izolasyonda ve
saflastirmada en c¢ok kullanilan ayirma teknigidir. Buna ek olarak, genellikle
sanayide kiiciik ve biiyiik Olgekli iiretimlerde prosesin bir pargasi olarak
kullanilmaktadir. Protein saflagtirma islemi i¢cin yontemlerin gelistirilmesi kimya,

biyoloji, gida ve tip alanlarinda yapilan bir¢ok gelisme i¢in énemli bir 6n kosuldur
[95].

Protein saflagtirma, basit tek bir asamada ¢oktiirme islemiyle veya biiyiik 6lcekli
onaylanmis proseslerle yapilmaktadir. Genel olarak, birden fazla asamada yapilan
saflastirma islemi istenilen safliga ulasmak icin Onemlidir. Saflastirma isleminde
kullanilacak olan yontemler proteinlerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri

dikkate alinarak seglmelidir [96].

Genellikle tek bir proteinin istenilen saflikta elde edilebilmesi i¢in birden fazla
saflastirma basamagina ihtiya¢ vardir. Spesifik bir proteinin bir karisimdan izole
edilebilmesi ign bu proteinin kendine &g fiziksel ve kimyasal ¢elliklerinin
bilinmesi ve bu bilgiler dogrultusunda uygun saflagtirma ydnteminin seg¢ilmesi
gerekir. Her tUrlU proteini saflagtirmak igin tek ya da basit bir yontem yoktur. Bir
proteinin saflastirma isleminde yararlanilan prosediirler ve kosullar, baska bir

proteinin inaktivasyonu ile sonugtanabilmektedir [97].

Proteinlerin ¢oziniirlikk, yiik, boyut ve spesifik baglanma gibi &elliklerindeki
farkliliklar onlarin basarili ve verimli bir sekilde bulunduklar1 ortamdaki diger
proteinlerden ayrilmalarini saglamaktadir. Proteinlerin yiizeyinde yer alan polar ve
hidrofobik aminoasitler proteinlerin @Xiiniirligiinii etkilerken; yapisinda bulunan
aspartik asit, glutamik asit, lizin, arginine ve histidin aminoasitleri proteinlerin yik

Celliklerini etkilemektedir.

Farkl1 yiike sahip proteinler iyon degisim kromatografisi, polar ve polar olmayan
proteinler hidrofobik kromatografi, belirli bir bilesik ile birlesme egilimi gosteren
proteinler afinite kromatografisi ve farkli boyuttaki proteinler ise jel filtrasyon

kromatografisi ile etkili bir sekilde ayrilmaktadirlar [95,96].

Proteinler stabil yapida degildir ve yiiksek sicaklik ve ekstrem pH kosullarinda
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organik ¢oziiciiler ve oksidatif atmosfer varliginda kolayca denature olabilmektedir.
Bu nedenlerden dolayr herhangi bir kromatografik ayirma islemi sirasinda bu

faktorlerin 6nemli diizeyde dikkate alinmas1 gerekmektedir.

Kromatografi; gida, kimya, biyoloji, tip ve ¢evre alanlarinda yaygin olarak
yararlanilan bir tekniktir. Temel olarak iyon degisim kromatografisi, hidrofobik
etkilesim kromatografisi, afinite kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi

olmak iizere dort cesit standart kromatografik ayirma yontemi vardir.

Bu yontemlerden ayr olarak geleneksel afinite kromatografisinden bazi farklar1 ve
avantajlar1 olan, son on yilda yayginlasan bir teknik ise afinite membrane

kromatografisidir [95-97].

1.8.1. Afinite Membran Kromatografisi

Afinite kromatografisi, ayr1 fiziksel veya kimyasal ozelliklerden ziyade biyolojik
fonksiyonlara dayali protein saflagtirmasina izin veren tek teknik oldugundan ayirma
yontemleri arasinda benzersizdir. Afinite kromatografisinin yiiksek 6zgiilligi, ligand
ile 1lgilenilen proteinler arasindaki giiglii etkilesime baglidir. Membranlarla
proteinlerin ayrilmasi islemi, hizli reaksiyon kinetigine sahip bir system saglayan
yapist sayesinde, biliylik miktarda numunenin nispeten kisa siirede iglenmesine izin
verir. Membran ve afinite kromatografisinin entegrasyonu, geleneksel afinite

kromatografsine g&e birtakim avantajlar saglar [98].

Geleneksel kromatografideki mevcut sinirlamalar, nispeten zaman alici, kolonlarda
yiiksek basing diistisi, matrisin g¢xenekleri ignde ¢oziinen maddenin yavas
difiizyonunu icerir. Membrean kromatografisi, son on yilda gelistirilen O6nemli

kromatografik y&atemlerden biridir [99,100].

Memebranlarla yapilan kromatografik ayirma isleminin yiiksek verimli olmasinin
nedeni, ince bir sekilde diizenlenmis ve iyi kontrol edilebilen makro gcxenekli
polimerik sabit fazlarin ince katmanlarmin 2-3 mm kalinligindaki kati diskler
seklinde kullanilmasina dayanir. Adsorpsiyonu yapilacak ve ortamdan bir membranla

ayrilacak proteinlerin ilgili membrana baglanmasi i¢in, bu proteinin membrana
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afinite gostermesi gerekmektedir. Bu amagla membranin proteinin 6zelligine gore
kimyasal olarak modifiye edilmesi gerekmektedir. Bunun ign &ncelikle adsorpsiyonu
yapilacak proteinin 6zelliklerine gore afinite membrani belirlenir ve sonrasinda bu
membran proteinin afinite duyacagi ve kolaylikla baglanabilecegi sekilde modifiye
edilir [101,102].

Afinite  membran kromatografisinde gZ¥eltinin gcxenekler boyunca konvektif
akisinin bir sonucu olarak kiitle transfer direnci muazzam sekilde azaltilmaktadir. Bu
islem; adsorpsiyon, yikama, eliisyon ve rejenerasyon adimlarini biiyiik Olgiide
hizlandirir. Membran desteginin makro gozenekli yapisi nedeniyle, membrane
kromatografisi daha diisiik bir basing diisiisiine, daha yiiksek akig oranina ve kolon

kromatografisine g&e daha yiiksek tiretkenlige sahiptir [102-105].

Biyoteknolojideki ~ hizli  gelismeler ve  polipeptitlerin,  proteinlerin  ve
polinikleotitlerin farmasdtik potansiyeli, biiyiik miktarlardaki saflagtirmalar igin
glvenilir ve verimli ycntemler gerektirmektedir [105-111].

Yapilan bir¢ok ¢alisma, adsorptif membranlarin iyon degisim mebranlarinin, afinite
membranlarinin, ters-faz membranlariin ve hidrofobik entegrasyon membranlarinin
teorik aciklamalarini ve optimum tasarimlarini agiklamaya c¢alismis ve adsorptif
membran kromatografisinin temel mekanizmalarin1 ve uygulamalarmi tarif
etmislerdir. Bu arastirmlarda kullanilan afinite membranlarinin hazirlanmasinda

genellikle ti¢ adim s6z konusudur. Bunlar;

e Temel membranlarin hazirlanmasi
e Membranlarin aktive edilmesi

e Afinite ligandlarinin aktive edilmig membranlara baglanmasidir.

Afinite membrane kromatografisi i¢in kullanilan ideal membrane substratlari; hizli
bir islem i¢in uygun gozenek yapilart ve mekanik dayanim gosterme, ligandlarin
daha fazla baglanmasi igin reaktif gruplarin mevcudiyeti ( -OH, -NHz, -SH, -COOH),
nispeten agir kimyasal kosullarda ve yiiksek sicaklik kosullarinda fiziksel ve
kimyasal stabilite gosterme, protein aktivitesinin daha yiliksek bir sekilde geri

kazanimi i¢in hidrofilik bir yiizeye sahip olma gibi kosullar1 saglamalidir [98].
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Proteinlerin adsorpsiyonunda ticari olarak temin edilebilir birgcok malzeme vardir ve
bunlar organik, polimerik, inorganik ve kompozit malzemeleri icgrir. Bunlara Gnek
olarak ince tabaka yapisina sahip seliiloz [112-117], rejenere selUoz [118],
seldoz/GMA kompoziti [119-124], kitin ve Kkitosan [125-128]; lifsi yapiya sahip
poliamit [128-135], polietilen [136,137], poli(etilen vinil alkol) [138], poli (propilen)
[139] verilebilir.

1.9. LiteratUr Arastirmasi
Literatiirdeki, BSA ile farkli membranlara yapilan adsorpsiyon deneyleri Cizelge 1.3’
te (zetlenmistir [140-157].
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1.10. Tezin Amaci

Geleneksel afinite kromatografisine kiyasla bazi avantajlara sahip afinite membran
kromatografisi, son on yilda proteinlerin saflastirilmasi ve ayrilmasinda cok
kullanisli bir yontem olmustur. Bu yontemin mantigi, adsorbe edilecek proteinin
ozelligine gore adsorban olarak kullanilacak olan membranda bazi modifikasyonlar
yapmaktir. Bu tez kapsaminda BSA, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri iyi bilinen bir

protein oldugu i¢in model protein olarak secilmistir.

Bu c¢alismada adsorban madde olarak PET lifler se¢ilmis ve adsorpsiyon
kapasitesinin artirilmasi amaciyla modifiye edilmistir. Cesitli sekillerde modifiye
edilen PET liflerin hangisinin maksimum adsorpsiyon yetenegine sahip oldugu
arastirilacak ve bu arastirmalar sonunda pH, siire, sicaklik gibi optimum deney

kosullar1 belirlenecektir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Deneyde Kullanilan Cihaz ve Diizenekler

Termostat (Sirkulasyonlu yag ve su banyosu Selectra Unitronic OR)

Etlv (Elektromag M 5040B)

Analitik Terazi (RADWAG AS 220.R2)

Monomer Distilasyon Sistemi

Polimerizasyon Sistemi (100 mL’lik gaz girisli pyreks tiip, geri sogutucu)
Sokslet Sistemi

FTIR Spektrofotometresi (Vertex 70V, Bruker marka, Amerika)

pH metre (HANNA marka 221 model dijital)

Azot Gazi Tipi

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) (JSM5600 model, Jeol marka, Japonya)
Otoklav (Hirayama marka HG 80 model)

UV-Visible Spektrofotometresi (Perkin ElImer Lambda 25)
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2.2. Deneyde Kullanilan Kimyasallar

PET (SASA (Sun’i ve Sentetik Elyaf A.S))
Aseton (Sigma-Aldrich)

1,2-Diklor Etan (DCE) (Fluka)

Distile su (dH20)

Hidrojen Peroksit (Sigma)

Toluen (Carlo Erba)

Metanol (Sigma-Aldrich)

Etanol (Sigma-Aldrich)

Asetik Asit (Sigma-Aldrich)

Hidrojen Klortr (HCI) (Sigma-Aldrich)
Benzoil Peroksit (BPO) (MERCK)
Sodyum Hidroksit (NaOH) (Sigma-Aldrich)
Glisidil Metakrilat (GMA) (Fluka)

Sufirik Asit (H2SOs) (Sigma-Aldrich)
Hegzametilen Diamin (HMDA) (MERCK)
Etilen Diamin (EDA) (Sigma-Aldrich)
Bakir (1) (MERCK)

Bovine Serum Albumin (BSA) (MERCK)
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2.3.Ytem

2.3.1. PET Liflerin Sisirilmesi Islemi

0,30 £0,01 g kiilesinde hassas terazide tartilan PET lifler deney esnasinda bozucu
etki yapabilecek kirlilikleri uzaklagtirmak i¢in asetonla 6 saat siireyle soxhlet sistemi
kullanilarak yikanmistir. Yikama isleminden sonra lif numuneleri sabit tartima
getirilmis ve liflerin sigirilme islemi igin 100 ml’lik pyreks tiiplere konulmustur. Lif
numunelerinin sisirilme islemi DCE igerisinde 90 °C’de 2 saat boyunca ¢alkalamali
su banyosunda gerceklestirilmistir. Islem snucunda lif iizerinde kalmis olan fazla
gxicU maddeler filtre kagidi yardimiyla alinarak bir sonraki islem olan as1

kopolimerizasyon ortamina alinmigtir [158,159].

2.3.2. As1 Kopolimerizasyon Y Gntemi

As1 kopolimerizasyonu ign GMA [160] monomeri kullanilmistir. PET lifler DCE
icerisinde sisirildikten sonra 100 ml’lik polimerizasyon tiiplerine konulmustur.
Tiplere belirli miktarlarda GMA eklenmistir. Baslatici eklenmeden &nce
polimerizasyon tiipleri su banyosunda belirlenen sicaklikta termal dengeye ulasmasi
icin 15 dk bekletilmistir. Polimerizasyon tiiplerindeki 18 ml’lik ¢ozeltilerin igerisine
basglatici olarak 2 ml asetonda ¢6ziinmiis benzoil peroksit ( Bz20) ilave edilerek
cozelti 20 ml’ye tamamlanmis ve optimum sicakliktaki su banyosuna konulmustur. 2
saatlik stre sonunda lif numuneleri su banyosundan ve polimerizasyon tiplerinden
alinarak 48 saat boyunca Soxhlet sisteminde uygun yikama ¢oziiciileriyle yikanarak
lif iizerindeki istenmeyen homopolimerlerden uzaklastirilmistir. Etiiv’de 50°C ’de

kurutulmus ve tartilmistir [161].

Asilama verimi (% Ast1), orjinal lif ve agilanmus liflerin agirliklarindan agagidaki

esitlik yardimiyla hesaplanmistir [162].
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% As1 = [(ma —Mmg)/mg] %100 [2.1]
ma= Asilanmus lifin kuru kiilesi,

mo = Orijinal lifin kuru ktilesidir.

2.3.3. GMA-g-PET Liflerin Modifikasyonu

GMA asilanmis PET liflerinin modifikasyonu amaciyla aminleme ve Cu?* iyonlarinin

baglanmasi islemleri gergeklestirilmistir.

Aminleme islemi: Aminleme isleminde hekzametilen diamin (HMDA) ve etilen

diamin (EDA) aminleri kullanilmigtir. 50 ml’lik erlenlerde gerceklestirilen aminleme
isleminde 30 ml %50’lik HMDA-etanol ve 30 ml %50’lik EDA-toluen
cozeltilerine %30, %50, %100, %150, %200 asilama oranina sahip lifler atilmistir.
HMDA c¢ozeltisine atilan lifler 110 rpm hizindaki ¢alkalayic1 su banyosunda 50
°C’de 30 dk, EDA ¥eltisine atilan PET lifler ise 25 °C’de 1 saat boyunca
karistirilmistir. HMDA ile aminlenmis lifler etanol ¢¢eltisinde, EDA ile aminlenmis
lifler ise toluen @Xeltisinde Soxhlet sisteminde 6 saat boyunca yikanmis ve etivde
50 °C’de kurutulmustur [163].

Cu? _iyonlarinin _baglanmasi: Cu?* kaynag olarak CuSO4.5H,0 q¥eltisi

kullanilmistir. Once 1000 ppm konsantrasyonunda stok cg¥eltisi hazirlanmistir.
Ccxicl olarak deiyonize H2O kullanilmigtir. Daha sonra deneyde kullanilacak
konsantrasyon olan 200 ppm’e agamali olarak seyreltilmistir. 50 ml 200 ppm’lik her
bir erlene degisik oranlarda asilanmis GMA-g-PET lifler tim olarak atilmis ve 25
°C’de 1 saat boyunca 110 rpm hizdaki calkalayici su banyosunda karistirilmistir.
Cu?* baglanan lifler 8 saat boyunca su ile yikanmis ve etiivde 50 °C’de kurutularak

bir sonraki islem olan protein adsorpsiyonu ortamina alinmistir.

2.3.4. Polimerin Karakterizasyonu
2.3.4.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

SEM analiz yontemi JEOL Model JSM 5600 kullanilarak original PET ve GMA

monomeri agilanmis PET liflerinin ylizey 6zelliklerini ve morfolojisini incelemek i¢in
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yapilmistir.
2.3.4.2. FT-IR (Fouirer Transform Infrared Spectroscopy) Analizi

Orijinal ve GMA monomeri asilanmig PET lif 6rnekleri KBr pelletler hazirlanarak Jasco

FT-IR 420 plus model spektrometresi ile analiz edilmistir.
2.3.5. Bradford Yntemi ile Protein Miktar Tayini

Kolorimetrik bir protein tahlil yéitemi olan Bradford yéitemi boya Coomassie Blue G-
250’nin absorbansina dayanmaktadir. Yontem olduk¢a duyarli olmakla beraber (5-100
g protein/ml) pratik bir yéntemdir. Bradford protein tayin y&teminin prosedUrtn
takip etmek olduk kolaydir. Yontem, Bradford reaktifinin numune ile birlikte bir test
tiipiine aktarilmasiyla tek asamada gerceklestirilmektedir. lyice karistirildiktan sonra
karigim protein varliginda aniden mavi renge doniigiir. Yalnizca ¢ozelti igindeki
proteinlere baglanan molekiiller nedeniyle boyadaki baglanmamis molekiillerin
deneysel olarak elde edilen absorpsiyon okumasini etkileyecegi endisesi ortadan

kaldirilmis olur.

Bu yontem diger yontemlerden daha ucuz, kullanimi kolay ve duyarlilig1 yiliksek oldugu

icin daha avantajli bir konuma sahiptir.

Bu deneyde Bradford yontemi ile protein miktar tayininde asagidaki islem basamaklari

takip edilmistir.

Coomassie Blue G-250 boya &¥eltisinin hazirlanisi:

e 100 mg boya tartilarak 50 ml %95’lik etanol igrisinde gxUUr daha sonra

Czerine 100 ml % 85’lik fosforik asit eklenir.
e (oziinme islemi tamamlandiktan sonra ¢ozelti dH20 ile 1 L’ye tamamlanir.

e Elde edilen boya ¢ozeltisi kullanilmadan 6nce absorbans sonucunu olumsuz

yonde etkilememesi amaciyla Whatman #1 kagidiyla siiziliir.

Cexeltideki Protein Konsantrasyonunun Oldimesi:

e Numunelerden siiziilen protein ¢ozeltilerinden 100 ul alinarak ependorf tiiplere

eklenen 900 pl % 0.9°’luk NaCl iizerine eklenerek, bulunan derisimin
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kalibrasyon grafiginde istenilen araliga girmesi amaciyla 10 kat seyreltme islemi

yapilir.

e 800 pl boya ¢ozeltisi iizerine 400 pl % 0.9’luk NaCl ¢ozeltisi eklenerek KOR

¢Ozeltisi hazirlanir.
e Spektrofotometre cihazi agilarak daha iyi sonu¢ vermesi i¢in 1sinmasi saglanir.

e 800 pl boya ¢ozeltisi tizerine 400 pl hacimde absorbansi oOlgiilmek istenen
numuneler ependorf tiiplere alinip ve her bir numunede 20 dk boyunca boya ile

proteinin etkilesime girmesi beklenir.

e Spektrofotometre 595 nm dalga boyuna ayarlanarak aabsorbans okumasi

gerceklestirilir.

2.3.6. BSA Kalibrasyon Grafiginin Eldesi

Adsorpsiyon deneylerinde proteinin ne kadarinin adsorban tarafindan adsorplandigini
belirlemek amaciyla kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Grafik eldesinde % 0.9’luk
NaCl igerisinde farkli konsantrasyonlarda hazirlanan BSA ¢ozeltilerinin absorbans
degerleri Bradford protein tayin yontemi ile 595 nm’de okunmustur. Kalibrasyon dogru
denklemlerinden protein konsantrasyonu hesaplanmistir. Sonuglar adsorpsiyon
miktarlarinin hesaplanmasinda kullanilmistir. Kalibrasyon dogru denklemi asagida

verilmistir.
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Y =0,015x + 0,320 [2.2]
R? = 0,9940

Sekil 2.1°de BSA i¢in bulunan kalibrasyon dogrusu verilmistir.

0.6

Absrobans

y = 0.0153x + 0.3207
0.2 1 R==(0.9941

0 5 10 15 20

Derisim

Sekil 2.1. BSA kalibrasyon grafigi

2.3.7. Adsorpsiyon Calismasi

Bu ¢alismada orijinal PET lif ve monomer asilanmuis, iki farkli aminle aminlenmis ve
son olarak Cu?" iyonlariyla modifiye edilmis PET lifler adsorban olarak kullanilarak
BSA proteininin adsorpsiyonu gerceklestirilmistir. Degisik asilama oranlarinda
adsorban olarak kullanilacak PET lif numuneleri 0.1 = 0,01 g agirhiginda tartilarak
igrisinde 25 ml ve istenen derisimlerde BSA bulunan erlenlere konulmustur. Bu
erlenler, 110 rpm hizdaki galkalayic1 su banyosunda belirli sicaklik, pH, ve zamanda
karistirilarak adsorpsiyon islemi gerceklestirilmistir. islem sonunda alman numuneler

0.45 pm gcxenekli filtre kagidindan siiziilmiis ve siiziintiilerde kalan protein derigimi
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UV spektrofotometre cihaziyla Bradford Yontemi ile belirlenmistir.

Adsorplanan protein miktar1 asagidaki esitlik yardimiyla ve Onceden hazirlanan

kalibrasyon grafigine gore hesaplanmustir.

g=(Co-C)V/m [2.3]

g: Bir gram adsorban tarafindan adsorplanan protein miktari ( mg/g )
Co: Protein ¢ozeltisinin baslangi¢ derigimi (mg/L)

C: Protein ¢ozeltisinin denge derisimi (mg/L)

V: Protein gxeltisinin hacmi (L)

m: Adsorban miktari (g)

2.3.8. Adorpsiyon Calismasi icin En Uygun PET Lifin Sec¢imi

Orijinal (diiz) PET lifin ve farkli sekillerde modifiye edilmis degisik asilama
oranlarindaki 25 farkli numunenin BSA adsorpsiyon kapasiteleri pH 7’de 25 °C’de
25 ml’'lik % 0.9’luk NaCl ¢ozeltisi igerisinde ¢6ziinmiis protein ¢ozeltilerinde analiz
edilmistir. Adsorpsiyon islemi yaklasik 6 saat boyunca gergeklestirilmistir. Islem
sonunda adsorbe edilen protein miktar1 Bradford y&ntemiyle ve BSA kalibrasyon
grafigi yardimiyla hesaplanmistir. Olgiimler sonucunda maksimum adsorpsiyonu
veren modifiye edilmis PET lif numunesi secilmis deneyin geri kalan kismi bu

numune iizerinden yapilmistir.

2.3.9. Adsorpsiyon Uzerine pH etKkisi

Diger degiskenler sabit tutularak 0.1 = 0.01 g agirligindaki maksimum adsorpsiyon
kapasitesine sahip PET lif, 25 ml’lik protein ¢ozeltilerinde 110 rpm hizindaki su
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banyosunda c¢alkalanmistir. Olgiimler pH 3-9 arahginda analiz edilmistir.
Adsorplanan protein miktarina karsiik pH grafigi cizilerek optimum pH degeri

belirlenmistir.

2.3.10. Adsorpsiyon Uzerine Strenin Etkisi

Diger degiskenlerin sabit tutulmasi ile 0.1 + 0.01 g agirhgindaki maksimum
adsorpsiyon kapasitesine sahip PET lif, 25 ml’lik protein ¢ozeltilerinde 110 rpm
hizindaki calkalayici su banyosunda ¢alkalanmistir. Deneyler 1-10 saat arasinda her
bir saatte bir analiz edilmistir. Adsorplanan protein miktarina karsilik siirenin grafigi

elde edilerek denge zamani belirlenmistir.

2.3.11. Adsorpsiyon Uzerine Sicaklik Etkisi

Diger degiskenler sabit tutularak adsorpsiyon yetenegi en yiiksek PET lif, belirlenen
pH ve zaman degerinde 25-55 °C sicaklik araliginda sabit miktarda artan sicaklik
degerlerinde analiz edilmistir. Adsorplanan protein miktarina karsilik sicaklik grafigi

cizilerek optimum sicaklik degeri belirlenmistir.

2.3.12. Adsorpsiyona Protein Baslangi¢c Konsantrasyonunun EtKisi

Belirlenen optimum pH, silire ve sicaklik degerlerinde maksimum protein
adsorpsiyon kapasitesine sahip PET lif numunesi; protein baslangi¢ konsantrasyonu
25, 50, 100, 150, 200, 250, 350, 500 ve 750 degerlerinde analiz edilmistir.
Adsorplanan protein miktara karsilik protein baglangi¢ konsantrasyonu ¢izilerek

dengeye ulasilan protein konsantrasyonu saptanmaistir.

2.3.13. Desorpsiyon Calismasi

Desorpsiyon islemi 110 rpm hizindaki g¢alkalamali su banyosunda ve belirlenen
tampon ¢ozeltisi icerisinde pH 7°de 25°C’de gergeklestirilmistir. 2 saat sliresince her
15 dk’da bir alinan numunelerin desorpsiyon sonucu UV spektrofotometrede
Bradford y&ntemiyle belirlenmistir. Elde edilen desorpsiyon miktar1 asagidaki

esitlikte verilmistir.
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% Desorpsiyon = (desorbe edilen protein) / (adsorplanan protein) X 100 [2.4]
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

3.1. Asilama Mekanizmasi

PET polimerlerinin polimerizasyonu islemi radikalik katilma polimerizasyonu ile
gerceklesmektedir. Bu polimerizasyon tipinin ger¢eklesmesi i¢in  monomerin
radikalik katilma polimerizasyonuna yatkin olmasi gerekir. Bu ¢esit bir monomerin
varliginda polimerizasyon islemi ortamda serbest radikallerin olusturulmasiyla
baglatilir. Radikalik bir baslatict ile aktif merkezler olusturulur. Baslatici olarak
Bz202 kullanilan ¢alismada bu maddenin oksijen-oksijen baglarinin kirilmasiyla ve

termal olarak pargalanmasi ile radikaller olusmustur. Bu radikaller iki adet benzoil

oksi radikalidir [164].

PET numunelerinin modifikasyonu amaciyla baslangicta GMA monomeri (Sekil 3.1)
astlanmis PET liflere (Sekil 3.2) iki farkli aminleme islemi yapilmis ve aminlenmis

liflere Cu?* iyonlarinin baglanmasi islemleri gerceklestirilmistir.

ov/\o

Sekil 3.1. GMA bilesiginin yapis1
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PET

H.C—C
) H

| H
HC—C—0—CH,—C, —CH,

T

Sekil 3.2. GMA asilanmis PET (GMA-g-PET) lif

3.2. Polimerlerin Karakterizasyonu

3.21. SEM

Orijinal PET lif ve monomer asilanmis PET liflerinin taramali elektron mikrograflari
Sekil 3.3’te gosterilmektedir. SEM sonuglarina gore, agilanmamis yani orijinal PET
lif ylizeyinin (Sekil 3.3a) diiz ve nispeten homojen bir goriiniime sahip oldugu agiktir.
GMA agilanmis PET lif yiizeylerinde mikro diizeyde fazlar olugturmustur. Ayrica
as1 kopolimerinde orijinal PET liflerin aksine heterojen bir goriiniim olusturmustur.
Bu iki mikrografin arasindaki fark asilamanin bir kaniti olarak gdsterilebilir

(Sekil3.3a b).
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X2,.888 10wm BBGE JSM-S5608

Sekil 3.3. SEM mikrograflari a: orijinal PET b: GMA-g-PET lifi

3.22. FT-IR

Asilanmamis orijinal PET lifin ve GMA asilanmis PET liflerin karakterizasyonu FT-IR

analizi ile yapilmugstir.

Orijinal PET liflerin FT-IR spektrumunda, C = O (1712 cm™'de), C = C ve alifatik
CH (1411 ve 1578 cm™'de) pikleri goriilmiistiir. GMA ile asilandiktan sonra, GMA-
g-PET lif spektrumu degismis ve 905 cm™ 'de yeni pik olustugu goriilmiistiir. Bu pik
GMA ‘da bulunan epoksi gruplarindan kaynaklanmaktadir. N — H baglar1 i¢in 1630
ve 1533 cm™'deki yeni pikler ve C — N baglar1 icin 1151 cm™'deki yeni pik, GMA-g
PET life HMDA'dan amin gruplarinin aktarildigini desteklemistir. Bununla birlikte,
GMA-g-PET lifteki epoksi grubu ign 905 cm™'deki karakteristik pik kaybolmustur
ve bu da HMDA'nin epoksi gruplariyla reaksiyona girdigini ve PET life baglanma
islemi sirasinda yapilarini degistirdigini gostermistir. Orijinal PET, GMA-g-PET ve
HMDA-g-PET liflerin FT-IR analizleri sekilde gosterilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Orijinal PET , GMA-g-PET ve HMDA-GMA-g-PET liflerin FT-IR

analizi sonuglari

56




3.3. Adsorpsiyon Calismasi
3.3.1. Adsorpsiyon Deneyleri iIgn En uygun Modifiye PET Lif Segmi

Bu bdimde ilk dace orijinal PET lif ve %30, %50, %100, %150, %200 asilama
oranlarinda GMA asilanmis PET liflerin ve bu liflerin modifikasyonu sonucu elde
edilen PET liflerin adsorpsiyon kapasiteleri incelenmistir. BSA proteininin Cu-
HMDA-GMA-g-PET liflere baglanma modeli Sekil 3.5’te ve Cu-EDA-GMA-g-PET
liflere baglanma modeli ise Sekil 3.6’da verilmistir. 26 farkli numunenin bu asilama

oranlarindaki BSA adsorpsiyon yeteneklerinin sonuglar1 Sekil 3.7’de verilmistir.

PET

H.C—C
i H

| NH,(CH,)sNH;
HC-C—0—-~CH; C —CH, L

e 50 °C. 30 dak
| %

PET

H;,C—~C
i H

| H, H
HC—C—O0—CH,—CH——C —N——(CH,);—NH,

2 |l

gm OH %

Cu

Sekil 3.5. BSA proteininin Cu-HMDA-GMA-g-PET liflere olasi baglanma modeli
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H-C—C
: H
| H :\—H::(CH:) ::\—.[‘[:
HC—C—O0—CH,—C_——CH, _ -
% | \D/ 259C. 60 dak

H_C—II{:JI
| H, H-
HC—(|:|‘—D—CH: CH—C —N—~CH,—C —NH,
§ 0 OH %o,
% Cu~

Sekil 3.6. BSA proteininin Cu-EDA-GMA-g-PET liflere olasi baglanma modeli

58



18

—— Orijinal PET

16 - —®— GMA-g-PET
EDA-GMA-g-PET
14 | —=—HMDA-GMA-g-PET

z —+— Cu-EDA-GMA-g-PET
£ |, | - Cu-HMDA-GMA-g-PET
2
2 10
=
&
e 8 -
2
g 6
=
4 _
2
0 & & & < <
0 50 100 150 200

Asllama Yiizdesi, %

Sekil 3.7. Orijinal PET ve modifiye edilmis PET liflerin GMA asilama yiizdelerine

gore protein adsorpsiyon kapasitesi sonuglari

Deneyler ilk asamada 25 °C ve pH 7 sartlarinda gergeklestirilmistir. Hazirlanan 1000
ppm konsantrasyonundaki BSA stok cozeltisinden asamali olarak seyreltmeler
yapilmig ve en sonunda deneyde kullanilacak olan 200 ppm BSA protein @¥eltisi
elde edilmistir. BSA proteini % 0.9°luk NaCl igerisinde ¢oziilmiistiir. 200 ppm’lik
BSA gxeltileri her bir numune ign 25 ml olacak sekilde erlenlere alinmistir. Bu
gxeltilerin igne 0.1+0.01 g agirligindaki her bir PET numunesinden atilmig ve 110
rpm hizindaki calkalayici su banyosunda ¢alkalama islemi yapilmistir. Yaklasik 12
saatlik siire sonunda alinan Ornekler filtre kagidinda siiziildiikten sonra Bradford
yontemiyle UV spektrofotometrede olgiimler gerceklestirilmis ve BSA kalibrasyon
grafigine gore lif tarafindan adsorplanan protein miktar1 hesaplanmustir. Sekil 3.7°den
de goriilecegi lizere maksimum adsorpsiyon kapasitesine sahip PET lif % 200 GMA
asilama oranina sahip Cu-HMDA-GMA-g-PET liftir.

Orijinal PET liflere GMA monomerinin baglanma amaci; bu monomerin yapisinda
bulunan epoksi gruplarmin olduk¢a fonksiyonel olmasidir. Bu fonksiyonellik,

GMA’ya farkli bir monomer baglandiginda epoksi gruplarinin agilarak baglanma
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islemine olanak tanimasindan kaynaklanmaktadir [96]. GMA-g-PET liflere, protein
adsorpsiyon yeteneklerinin kiyaslanmasi amaciyla HMDA ve EDA aminleri
baglanmis ve daha sonra Cu®* adsorpsiyonu yapilmistir. Cu?*-HMDA-GMA-PET
liflerin adsorpsiyon kapasitesinin Cu?*-EDA-GMA-PET liflere g&re daha yiksek
olmasmin sebebi, Cu?*-EDA liflerine proteinin sterik engeller nedeniyle daha az
baglanmasidir. HMDA nin baglanmasi ise bu aminin EDA’ya kiyasla daha uzun
zincirlere sahip olmasi ve dolayisiyla daha az sterik engel olusturmasidir [164]. Sekle
g&e protein adsorpsiyonu, liflere Cu?* baglanmasiyla artis gdstermektedir. Bunun

nedeni ise bu metalin ligand baglama (elliginin yiiksek olmasidir.

Deneylerin bundan sonraki optimum pH, sie, sicaklik, protein baslangic
konsantrasyonu ve desorpsiyon caligmalarina en fazla adsorpsiyon yetenegine sahip
oldugu anlasilan % 200 GMA asilama oranina sahip Cu?*-HMDA-GMA-g-PET

liflerle devam edilmistir.

3.3.2. Adsorpsiyona pH Etkisi

Maksimum adsorpsiyon kapasitesine sahip % 200 asilama oranindaki Cu?*-HMDA-
GMA-g-PET lifin hangi pH’da daha yiiksek verim alinabildiginin saptanmasi i¢in pH
optimizasyonu  yapilmistir. 25 ml’lik  erlenlerde  bulunan 200 ppm
konsantrasyonundaki protein ¢ozeltilerinin her birinin pH’s1t 0.1 M HCI ve 0.1 M
NaOH c¢ozeltileri kullanilarak pH metre yardimiyla pH 3-9 araligindaki degerlere
ayarlanarak analiz edilmistir. Deneyler 25 °C’de gergeklestirilmistir. Elde edilen
sonuglar Sekil 3.8’deki gibidir.
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Sekil 3.8. Adsorbe edilen BSA (mg/g)-pH grafigi

Sekil 3.8’den de anlasilacagi iizere literatirde de sikga belirtilen maksimum
adsorpsiyon kapasitesinin elde edildigi pH degeri, BSA proteininin izoelektrik
noktasina yakin olan pH 5’te ger¢eklesmistir. Bu pH degerinde elde edilen protein
adsorpsiyon miktarinin pH 3’te elde edilen miktara gore yaklasik 12 kat fazla oldugu
gozlenmistir. Ayrica pH 8 ve pH 9 degerlerinde hemen hemen hi¢ fark olmadigi

gozlenmistir.

BSA proteininin izoelektrik noktasinin altindaki ve {stlindeki pH degerlerinde
adsorbe edilen miktarin genellikle azalmasimin nedeninin proteinin yapisinda
meydana gelen konformasyonel degisiklerden ve hidrofobik etkilesimlerin

azalmasindan kaynakli olabilecegi literatiirde bildirilmistir [79,80,138].

3.3.3. Adsorpsiyona Sire Etkisi

Maksimum adsorpsiyon kapasitesine sahip en uygun PET lif ve optimum pH degeri
olarak belirlenen pH 5’te 25 °C’de siire optimizasyonu yapilarak denge zamani
belirlenmistir. 10 saatlik siireyle yapilan deneyde her bir saatte bir numune alinarak
lif tarafindan adsorplanan protein miktarinin 9 saat sonunda dengeye geldigi

saptanmistir.
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Alman numuneler siiziildiikten sonra ependorf tiiplere koyularak Bradford
yontemiyle UV spektrofotometrede dlgiimler yapilmis ve kalibrasyon grafigine gore

gereken hesaplamalar yapilarak adsorplanan protein miktar1 saptanmastir.

Adsorbe edilen protein miktarina karsilik siire grafigi ¢izilerek denge zamani verileri
elde edilmistir (Sekil 3.9). Sekilden de anlasilacagi tizere 9 saatin sonunda PET

liflere protein adsorpsiyonu maksimum seviyeye ulasmis ve lif maksimum

doygunluga ulagmustir.
25 -
Cu-HMDA-GMA-g-PET
= 20
£
s
(571] 15 7
=]
=
S 10 -
=
=1]
g
= 5 A
0 Y T T T T T
0 2 4 6 8 10

Zaman, saat

Sekil 3.9. Adsorbe edilen BSA (mg/g)-siire grafigi

3.3.4. Adsorpsiyona Sicakhik Etkisi

Maksimum adsorpsiyon kapasitesine sahip en uygun PET lif ign, optimum pH degeri
olarak belirlenen pH 5 ve lif tarafindan adsorplanan protein miktarinin dengeye
geldigi siire olarak saptanan 9 saatlik deney kosullarinda, 25 ml’lik protein

Qxeltilerinde sicaklik optimizasyonu yapilmistir. Adsorpsiyon islemi 110 rpm’lik
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calkalayici su banyosunda gerceklestirlmistir. Pet lifin 25 <€, 35 €, 45 € ve 55
°C’deki adsorpsiyon yetenekleri analiz edilmistir. Belirtilen sicakliklarda
gergeklestirilen adsorpsiyon calismalarinin sonucunda siiziiliip alinan numuneler
ependorf tiplere koyularak Bradford y&ntemiyle UV spektrofotometrede absorbans
degerleri okunmus ve BSA kalibrasyon grafigi yardimiyla adsorpladiklar1 protein

miktar1 hesaplanmistir. Elde edilen veriler Sekil 3.10°da gdsterilmistir.
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Sekil 3.10. Adsorbe edilen BSA miktari-sicaklik grafigi

Sekil 3.10°dan da anlasilacagi lizere PET lifin adsorpsiyon kapasitesi 45 °C’ye kadar
artis gostermis ve optimum sicaklik degerine 45 °C’de ulasmistir. Ancak 55 °C’de
optimum sicaklik degerine gore yaklasik 2 kat azalma gdstermistir. Bu azalmanin
sebebinin, BSA’nin denatiirasyon sicakligina yaklagmasi ve konformasyonel
degisiklige ugramasindan kaynaklanabilecegi literatiirde belirtilmistir [144]. Deney
sonucuna gde adsorpsiyon isleminin endotermik oldugu ve sicaklik arttikca arttigi

gbzlenmistir.
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3.3.5. Adsorpsiyona Protein Baslangic Konsantrasyonunun EtKisi

Maksimum adsorpsiyon kapasitesine sahip en uygun PET lif, optimum pH degeri
olarak belirlenen pH 5, optimum sicaklik olarak saptanan 45 °C’de ve lif tarafindan
adsorplanan protein miktarinin dengeye geldigi siire olarak saptanan 9 saatlik deney
kosullarinda, 25 ml’lik protein ¢ozeltilerinde adsorpsiyon iizerine protein baglangi¢
konsatrasyonunun etkisi analiz edilmistir. Adsorpsiyon islemi, 110 rpm’lik
calkalayic1 su banyosunda ve protein baglangi¢ konsantrasyonu olarak 25, 50, 100,

150, 200, 250, 350, 500, 750 ppm’de gergeklestirlmistir.

Belirtilen konsantrasyonlarda gerceklestirilen adsorpsiyon ¢aligmalarinin sonucunda
stiziiliip alinan numuneler ependorf tiiplere koyularak Bradford yontemiyle UV
spektrofotometrede absorbans degerleri okunmus ve BSA kalibrasyon grafigi
yardimiyla adsorpladiklari protein miktar1 hesaplanmistir. Bu konsantrasyon
degerlerine karsilik adsorplanan protein miktar1 grafigi ¢izilerek (Sekil 3.11) PET

lifin adsorplayacag1r maksimum protein konsantrasyonu belirlenmistir.

q (mg protein / g polimer)
]
h

Cu-HMDA-GMA-g-PET

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

Derisim, mg / mL

Sekil 3.11. Adsorbe edilen BSA-protein baslangi¢ konsantrasyonu etkisi
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3.3.6. Desorpsiyon Calismasi

Desorpsiyon ¢alismasi 50 ppm proteinin adsorplandigi PET lif {izerinden yapilmistir.
1 M NaCl igren 0.05 M asetat tamponunda [165] gerceklestirilen desorpsiyon
deneyinde PET lifin adsorpladigi proteinin ne kadarlik kisminin tekrar ortama
verilecegi analiz edilmigtir. 2 saatlik siire boyunca her 15 dk’da bir 6érnek alinarak
stzden numuneler ependorf tiplere koyularak Bradford ytemiyle UV

spektrofotometrede absorbans degerleri okunmustur.

Desorpsiyon yiizdesinin zamana karst degisim grafigi cizilerek hangi siirelerde ne

kadar protein oraninin geri verildigi analiz edilmistir (Sekil 3.12).

Desorpsivon (%)

10 - Cu-HMDA-GMA-g-PET

0 20 40 60 80 100 120

Zaman, dak

Sekil 3.12. Desorpsiyon-zaman grafigi

Sekilden de anlasilacagi lizere 75 dk’lik siire sonunda adsorplanan 50 ppm’lik
proteinin yaklasik % 85’inin desorbe oldugu yani ortama geri verilebildigi

gorilmiistiir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu caligmada, as1 kopolimerizasyon yontemi kullanilarak modifiye edilmis poli
(etilen teraftalat) liflerin protein adsorpsiyon kapasitesi arastirilmistir. Protein, bir
cok calismada model protein olarak kullanilan bovin serum albumin (BSA) olarak

se¢ilmistir.

Calismanin ilk asamasinda orijinal PET liflerin protein adsorpsiyon kapasitesi
aragtirilmigtir. Olgiimler sonucunda bu liflerin adsorpsiyon yeteneklerinin olmadig1
goriilmiis ve adsorpsiyon kapasitesini yiikseltmek amaciyla liflere GMA monomeri
astlanmis ve sonuclar degerlendirilmistir. GMA monomerinin asilanmasi yapsinda
bulunan epoksi gruplarmin agilmasiyla GMA-g-PET liflerin modifikasyonunda
baglanabilecek yan gruplarin sayisini artiracagi igin adsorpsiyon iglemine bir avantaj
getirmigtir. Ancak sadece GMA asilanmasi protein adsorpsiyonunda yeterli
goriilmeyip bu liflere aminleme ve metal adsorpsiyon islemleri uygulanmistir. En
uygun modifiye lif secildikten sonra deneylerin geri kalan kismi bu lif {izerinden

yapilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda maksimum adsorpsiyon kapasitesine sahip lif ile
optimum pH, adsorpsiyonun dengeye gelme siresi, optimum sicaklik ve
adsorpsiyona protein baslangi¢c konsantrasyonunun etkisi incelenmistir. Daha sonra
desorpsiyon islemi yapilarak adsorbe edilmis proteinin ne kadarlik bir kisminin

ortama verilebilecegi ¢esitli slirelerde incelenmistir.

Bu tez kapsaminda asagidaki sonuglar elde edilmistir:

1. Yapilan o6l¢iimler sonucunda orijinal PET liflere protein adsorpsiyon
kapasitesinin (nonspesifik adsorpsiyon) diisiik oldugu belirlenmistir.

2. Adsorpsiyon kapasitesini artirmak amactyla orijinal PET
liflere %30, %50, %100, %150 ve %200 asilama oranlarinda GMA
monomeri agilanmistir. Bu liflerin  protein adsorpsiyon kapasiteleri

hesaplanmistir. Sonugta protein adsorpsiyon kapasitesinin degismedigi
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gorlilmiistiir. GMA asilanmis PET 1if GMA-g-PET seklinde gosterilmistir.

Modifikasyon islemi i¢in liflere HMDA ve EDA olmak (kere iki farkli amin
baglanmis ve yapilan Ol¢imler sonucunda adsorpsiyon kapasitesinin bir
miktar arttigi gézlenmisti. HMDA baglanan GMA-g-PET lifler HMDA-
GMA-g-PET seklinde gdsterilmistir.

Polimerlere yapilan karakterizasyon ¢aligmalari ile FT-IR analizleri ve SEM
mikrograf g&g Untderi, GMA monomerinin ve HMDA amininin liflere basarili
bir sekilde baglandigina kanit olarak sunulmustur. Ayrica GMA
monomerinde bulunan epoksi gruplarinin HMDA baglandiktan sonra
kayboldugu da FT-IR analiziyle belirlenmistir. Bu durum ise HMDA’nin
epoksi gruplarina baglandigina kanit teskil etmektedir.

Daha sonra liflere yapilan Cu (II) metali adsorpsiyonuyla sCrdUrden deneyde
hesaplamalar sonucu protein adsorpsiyon kapasitesinin %200 GMA agilanmis
PET liflerde diger liflere daha fazla oldugu gézlenmistir. Cu(ll) metali ve
HMDA baglanan lifler Cu-HMDA-GMA-g-PET seklinde, Cu(Il) metali ve
EDA baglanan PET lifler ise Cu-EDA-GMA-g-PET olarak gosterilmistir.
%200 GMA asilanmis HMDA-GMA-g-PET liflerinin 1 g’inin adsorpladigi
protein miktar1 (Q) 2.5 mg/g iken, Cu(Il) metali adsorpsiyonuyla bu deger
16.7 mg/g’a kadar artis gostermistir. EDA-GMA-g-PET liflerinin
adsorpladigi protein miktart 1.5 mg/g iken Cu-EDA-GMA-g-PET lifleri ign
bu deger 8.3 mg/g olarak bulunmustur. Yani HMDA modfikasyonuyla 6.5
katlik bir artis var iken EDA modifikasyonuyla 5.5 katlik bir artis soz
konusudur. Bu fark HMDA modifikasyununun EDA’ya kiyasla Cu
adsorpsiyonuna daha fazla olanak tanimasi ve dolayisiyla daha ¢ok proteinle
etkilesime girmesi seklinde yorumlanabilir. Cu(ll) ile protein arasinda ise
metal-ligand etkilesimi olabilecegi yorumu yapilabilir.

Bu asamaya kadar yapilan deneyler 25°C, pH 7 kosullarinda 10 saatlik
stireyle yapilmistir. Bu sartlar altinda adsorpsiyon kapasitesi en yiiksek PET
lif %200 GMA asilanmis Cu-HMDA-GMA-g-PET secilmistir ve deneyin
bundan sonraki agamalar1 bu lif ile ger¢eklestirilmistir.

Seglen lifle devam edilen deneyde pH 3-9 araliginda pH optimizasyonu
yapilmistir ve optimum pH degeri proteinin izoelektrik noktasina yakin
degerde olan pH 5°te gozlenmistir. Bu pH’da lifin Q degeri 200 ppm protein
ign 24,85 mg/g olarak bulunmustur.
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9.

10.

11.

Optimum pH 5 olarak belirlendikten sonra siire optimizasyonu yapilmistir.
200 ppm protein @¥eltisinde 10 saat boyunca gergeklestirilen adsorpsiyon
isleminde her bir saatte bir numune alinarak sonuglar degerlendirilmistir.
Analizler sonucunda 9.saatten itibaren adsorplanan protein miktarinin
dengeye geldigi gozlenmistir. Dengeye gelindigi andaki Q degeri 24.8 mg/g
olarak bulunmustur.

pH 5 ve 9 saat siiren deneyler sonucunda sicaklik optimizasyonu yapilmistir.
200 ppm protein baslangi¢ derisimi i¢in Q degerleri 25 °C i¢in 24.8 mg/g, 35
< ign 44 mglg, 45 <€ ign 47 mg/g ve 55 € ign 22 mg/g olarak
bulunmustur. Bu sonuglara gére maksimum adsorpsiyon kapasitesi 45 €
olarak belirlenmistir. Protein adsorpsiyon mekanizmasinin endotermik oldugu
ve sicaklik arttikga adsorpsiyon miktarinin arttigr yorumu yapilabilir. Ayrica
55 °C’deki protein adsorpsiyon degeri, proteinin denatiirasyon sicakligina
yakin bir deger oldugundan proteinin yapisinda konformasyonel degisiklikler
meydana gelmis ve adsorpsiyon yetenegi azalmis olabilir.

Adsorpsiyon iizerine baslangig¢ protein konsantrasyonunun incelendigi bir
sonraki asamada 25, 50, 100, 150, 200, 250, 350, 500, 750 ppm degerlerinde
caligtlmistir.  Yapilan  hesaplamalar sonucu 200 ppm  baslangic

konsantrasyonundan sonra lifin doygunluga ulastig1 sonucuna varilmastir.

. 25 °C’de 1 M NaCl igeren asetat tamponu icerisinde 2 saat boyunca yapilan

desorpsiyon deneyinde her 15 dk’da bir numune alinarak 6l¢giim yapilmistir.
50 ppm baslangic protein konsantrasyonu lizerinde yapilan deneyde 75.
dakikadan sonra dengeye ulasildigi ve proteinin yaklasik %85°lik kisminin

desorbe edildigi gozlenmistir.
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Elde edilen sonugar neticesinde en uygun aadsorban olarak seglen Cu-HMDA-
GMA-g-PET lifin maksimum protein adsorpsiyon kapasitesine ulastigt deney
kosullar1 pH 5, 45 °C ve 9 saat olarak saptanmistir ve doygunluga ulastig1 protein
konsantrasyonu ise 200 ppm olarak belirlenmistir. Ayrica adsorplanan 50 ppm

proteinin desorpsiyon islemiyle geri kazanilabildigi goriilmiistiir.

Bu deneyde daha fazla proteinin adsorpsiyonunu elde etmek ign daha fazla GMA
monomerinin asilanabilecegi diisliniilebilir. Ancak %200’den daha fazla monomer
astlanmas1t PET liflerin lifsi ozelliklerinin kaybedilmesiyle sonuglanmistir ve

modifikasyon islemleri i¢in uygun degildir.

Oldukca karmasik bir islem olan protein adsorpsiyonunda halen farkli adsorban
maddeler kullanilarak en avantajli prosesler bulunmaya calisiimaktadir. Geleneksel
kromatografik yontemlere alternatif olarak yeni yontemler bulunmustur. Afinite
kromatografisi ythtemine gd&e bir takim avantajlar sunan afinite membrane
kromatografisi adsorpsiyon islemiyle proteinlerin ayrilmasi ve saflastirilmasinda son

on yilda kullanilan en 6nemli yontemlerden biridir.

Bu tez ¢alismasinda adsorban olarak kullanilan PET liflerin; yiiksek miktarda tiretimi,
maliyetinin ucuz olmasi, yiiksek islenebilirlik 6zelligi, modifikasyonunun kolay
olmas1 gibi avantajlara sahip oldugundan protein adsorpsiyonuyla ayristirma ve

saflagtirma islemlerinde kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Gelecekte yapilacak olan g¢alismalarda farkli monomerlerle, aminleme veya diger

modifikasyonlarla, farkli metallerin baglanmasiyla adsorpsiyon kapasitesi artirilabilir.
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