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DOGRULUK BEYANI

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu ¢alismayi, akademik kurallara ve bilimsel etik, ahlak
ve geleneklere aykir1 diisecek bir yol ve yardima basvurmaksizin yazdigimi, yararlandigim
eserlerin kaynakgada gosterilenlerden olustugunu, calismamda kullandigim verilerin
orijinalligini ve her tiirlti intihalden uzak oldugunu beyan ederim.

Enstitii tarafindan belli bir zamana bagli olmaksizin, tezimle ilgili yaptigim bu beyana aykir1
bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya c¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara
katlanacagimi bildiririm.

Nurullah BANI



ONSOZ

Biyoteknoloji ve genetik miihendisliginin son zamanlardaki biiyiik gelisimi, genis
capta proteinler ile yapisinda protein bulunduran enzimlerin, hormonlarin,
tamamlayici niikleik asit zincirleri ve antikor gibi yapilarin saflastirilmasi, tiretilmesi
ve orijininden farkli sekillerde kullanima gegilmesinde ¢ok hizli ilerleme saglamustir.
Bu gelismeler viicut sivilarindan, sivi kiiltiirlerden, serum yapisindaki biyolojik
stvilardan veya laboratuvar ortaminda tretilmis organizmalardan protein ve
yapisinda protein bulunan enzim, hormon vb. yapilarin saflastiriimasiyla
kromatografik yontemlerle yapilmaktadir. Kromatografi, karmasik yapidaki
karisimlarda birbirine yakin nitelige sahip maddeleri ayirmak tizere kullanilan gesitli
sayida metodu igerisinde bulundurur. Bu metotlar arasinda afinite kromatografisi
onemli bir yer teskil eder. Afinite kromatografisi, saflastirilmasi istenen hedef
molekiiliin veya biyolojik yapmin se¢ici olarak afinite destek materyali iizerinde
bulunan liganda spesifik ve tersinir baglandigi bir ayirma metodudur. Afinite
kromatografisinde yalanci spesifik ligandlar olarak 6zellikle boyalar, amino asitler ve
metal selatlar biyospesifik ligandlarin yerine kullanilmaktadir. Metal selat afinite
kromatografisinde ise kati yapidaki destek malzemesine kovalent olacak sekilde
tutunan metal iyonlarina, ortamdaki istenen molekiillerin etkilesimiyle molekiiliin
adsorbente tutunmasini saglamaktadir. Afinitede membran metotlar1 ¢ogunlukla;
molekiiliin yiizeyinde bulunan histidin, sistein, triptofan, tirozin ve polihistidin gibi
aminoasitler bulunduran kuyruklu biyomolekiilleri igeren genellikle proteinlerin
saflastirllmasinda  genellikle kullamilan yéntem ‘Immobilize Metal Afinite
Membranlari’dir (IMAM). Avantaj olarak bu metodun 6n plana ¢ikmasi, sabitlenmis
metal iyonlari ile biyolojik yapilarin yiizeyinde yer alan bu aminoasitlere spesifik bir
ilgi duymasindan ve tutunmasindan kaynaklanmaktadir. Diger bir avantaji ise
immobilize metal afinite membralarinin basit sekilde sentezlenmesi ve tekrar tekrar
kullanilmasina ragmen protein ayristirilmast ve saflastirilmast caligmalarinda
yapisinda fazla bir bozulma olmadan kullanilabilmesidir. Metal selat afinite
kromatografisinde, ¢ok zor olan ¢ok sayida saflagtirma gerektiren prosediirii kisa
zamanda yerine getirmekte ve yiiksek verimle hedef molekiiliin saflagtirilarak elde
edilmesine imkan sunmaktadr.
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OZET

Bu c¢alismada, endiistriyel agidan son derece 6nemli bir enzim olan a-amilazin efektif
bir yontemle ortamdan saflastirilmasi i¢in afinite kromatografisi metotlarindan
popiiler bir yontem olan immobilize metal afinite kromatografisinden (IMAK)
yararlanilmigtir. Polimerizasyon i¢in, monomer olarak poli(2-hidroksietil metakrilat)
(PHEMA), ko-monomer olarak glisidil metrakrilat (GMA), ¢apraz baglayici olarak
N,N’-metilen-bis-akrilamid, metal baglayici olarak ekstraseliiler polimerik maddeler
(EPS), baslatici/aktivator olarak N,N,N',N -tetrametilen diamin (TEMED)/amonyum
persiilfat (APS) ve goézenek olusturucu olarak da etanol kullanilmigtir. Radikal
kopolimerizasyon yontemiyle PHEMA bazli kompozit membranlar, petri kabinda
sentezlenmistir. Daha sonra Cu? iyonlart membranlara EPS’ler {izerinden takilmistir.
Hazirlanan Cu®*-takili EPS katkili membranlar taramah elektron mikroskobu (SEM),
sisme testleri ile karakterize edilmistir. Sulu ortamdan a-amilaz adsorpsiyonuna
pH’nin, a-amilaz baslangi¢ derisiminin, sicaklik ve iyonik siddet gibi parametrelerin
etkisi incelenmistir. Cu?*-takili EPS katkili polimer membranlar iizerine (Cu®*-EPS-
EM) en yiiksek adsorpsiyon kapasitesi 25°C'da pH 5 sodyum asetat tamponunda, 2
mg/mL’lik baglangi¢ a-amilaz derisiminde 54,2 mg/g polimer, olarak belirlenmistir.
Ayrica, Cu?*-EPS-PM iizerine enzimin defalarca adsorplanip desorplanabildigi
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Afinite, a-amilaz, Membran, IMAK, Adsorpsiyon,
Ekstraseliiler Polimerik Maddeler (EPS).

Temmuz, 2018; 33 sayfa



M.Sc. THESIS

IMAK APPLICATIONS FOR THE INVESTIGATION OF PROTEIN
ADSORPTION BEHAVIORS OF BACTERIAL ORIGINATED
EXTRACELLULAR BIOLOPOLIMERS
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ABSTRACT

In this work, IMAC, a popular method of affinity chromatography, has been utilized
effectively, for the purification of a-amylase, which is an important enzyme
industrially. For the polymerization, poly (2-hydroxyethyl methacrylate) as
monomer, glycidyl methacrylate (GMA) as co-monomer, N,N'-methylene-bis-
acrylamide as crosslinker, extracellular polymeric materials (EPS) as metal binding,
N,N,N ',N'-tetramethylenediamine (TEMED)/ammonium persulfate (APS) as
activator/initiator and ethanol as porogen were used. PHEMA based composite
membranes were synthesized in the petri dish by radical copolymerization method.
Then, Cu®* ions were attached to the membranes via EPSs. Prepared Cu®* attached
EPS-mixed membranes were characterized by scanning electron microscopy (SEM),
swelling tests. The influence of parameters such as pH, a-amylase starting
concentration, temperature, and ionic strength in a-amylase adsorption from aqueous
medium is investigated. The highest adsorption capacity on Cu®*attached-EPS mixed
polymer membranes (Cu®*-EPS-PM) was determined as 54,2 mg /g polymer at pH 5
sodium acetate buffer at 25°C in an initial a-amylase concentration of 2 mg/mL.
Furthermore, it has been determined that the enzyme can be adsorbed and desorbed
repeatedly on Cu**-EPS-PM.

Keywords: Affinity, a-amylase, Membrane, IMAC, Adsorption, Extracellular
Polymeric Materials (EPS).

July, 2018; 33 pages
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1. GIRIS
1.1 Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi 1910’lu yillarda Starkenstein tarafindan ¢oziinmeyen nisasta
yardimiyla o-amilazin izole edilmesi ile baslayan, Camobell ve arkadaslarinin
1951’11 yillarda kovalent bagli antijen ile antikor izolasyonu ile devam eden, 1953’1
yillarda Lerman tarafindan enzimlerin izolasyonu i¢in kullanilan ve gliniimiize kadar
gelen bir yontem olmustur. Ligand ile izole edilecek iiriin arasinda etkilesimin az
olmas1 ya da ¢oziinemeyecek kadar giiclii olmasi hidrofobik veya iyonik gruplara
sahip olan destekler kullanildiginda spesifik olmayan adsorpsiyonlardan dolay1
kullanimi bir siire yavaglamistir. Porath ve arkadaslarinin siyanojen bromiirle aktive

edilen agaroz jelini bulmasiyla biiyiik bir ivme kazanarak bugiinkii seklini almigtir

[1].

Afinite kromatografisi, istenen organik bilesikleri saflagtirmak veya analiz etmek i¢in

sabit bir faz olarak biyolojik yapida ajan kullanan yontemdir [2].
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Sekil 1.1: Afinite kromatografisi asamalarinin sematik gosterimi.

Afinite kromatografisinin en sik kullanildigr biyolojik sistemler Cizelgel.1l’de

gosterilmistir.



Cizelge 1.1: Afinite kromatografisinin en sik kullanildig: biyolojik sistemler [3].

Afinite kromatografisinin uygulama seklinden ve kullanilan materyallerden dolay1

birg¢ok alt baglik ortaya ¢ikmustir:
> Immunoafinite Kromatografisi
> Afinite Kapiler Elektroforezi
> Metal-Selat Afinite Kromatografisi
> Molekiiler Baskilama Kromatografisi
»  Afinite Elektroforezi
> Perflizyon Afinite Kromatografisi
»  Afinite Densite Pertubasyon

> Zay1f Afinite Kromatografisi



> Kovalent Afinite Kromatografisi

> Boya Ligand Afinite Kromatografisi

> Hidrofobik Kromatografi

> Yiiksek Performans Afinite Kromatografisi
> Afinite Coktlirme

> Kiitiiphane Tiirevli Afinite

> Membran Bazli Afinite Kromatografisi

> Afinite Kuyruk Kromatografisi

> Lektin Afinitesi

> Reseptor Afinitesi

> Tiyofilik Kromatografi

1.2 Afinite kromatografisinin tamamlayici unsurlari

Afinite kromatografisinde saflastirilacak proteine has tanima ve tutunma
ozelliklerinden faydalanilir. Bu 0Ozellik saflastirilacak proteine o6zgli ligandin
kimyasal olarak dogrudan veya bir ayirict kol wvasitasiyla baglandigi afinite
sorbentlerinin hazirlanmasi ic¢in kullanilmaktadir. Protein ile ligand arasindaki
etkilesim, kiitle eylem yasasi tarafindan yonetilir; 6zgiilliigli afinite ayrilma sabitine
baglidir; bu olasilik, molekiiler ortaklarin (ayirmak i¢in protein ve ligand) arasindaki
etkilesimin her ortagin konsantrasyonunun artmasiyla ne kadar hizli oldugunu

gosteren olasilik terimidir [4].

Afinite Kromatografisi yapisinda matriks, ligand ve gerekiyor ise uzatici kol olmak

tizere ti¢c 6nemli temel unsur bulunmaktadir.

Iyi bir afinite kromatografisinde spesifiklik, segicilik, tekrarlanabilirlik, kimyasal

baglanma sekli ve bu bilesenlerin uygun maliyeti de 6nemli unsurlardandir [5, 6].



ID IVW =

Matriks + Ligand Matriks + Uzatic: Kol + Ligand

Sekil 1.2: Afinite kromatografisi tamamlayici unsurlarinin sematik gosterimi.

1.2.1 Matriks

Afinite kromatografisinin ilk ortaya ¢iktig1 donemlerde matriksler hem ligandlar igin
hem de hedef yapilar i¢in bir destek sistemi olarak kullanilmistir. Giiniimiizde
kullanilan biyolojik maddelerden yapilmis matriks seceneklerinin ¢ogalmasi

nedeniyle yeni maddelere ihtiya¢ duyulmustur.
Matriksten istenen ozelliklerin bazilar;

o Ekonomik olmasi

. Istenmeyen tutunmalarin olmamasi

o Tamponla reaksiyon vermemesi

o Islem yapilan ¢ozeltinin akis dzelliklerini etkilememesi
o Yapisinda ligandi baglayabilecek fonksiyonel gruplarin bulunmasi
o Islem yapilacak ligandin kolayca tutunmasi ve islem sirasinda birakmamasi

o Bir kolonda esit olarak dagitilabilir olmasi
o Farkli kimyasal ve mekanik streslere dayanacak kararlilikta olmasi
o Makroporlara ve hidrofiliteye sahip olmasidir.

Kullanima hazir hale getirilmis matriksler, birincil aminler, siilfidriller, aldehitler,
hidroksiller ve ligandlar1 matrikslere kovalent baglamak i¢in karboksilik asitler

iceren kimyasallar kullanarak gelistirildi. Giliniimiizde afinite kromatografisinde



kullanilan matriksler {i¢ sinifa ayrilmistir. Bunlar yapilarina gore dogal, sentetik ve

inorganiktir (Cizelge 1.2) [5, 6].

Cizelge 1.2: Afinite kromatografisinde kullanilan farkli matriksler [6].

Matriks Sinif Ornekleri Ticari Isimler
Agaroz Sepharose
Dogal Dekstranlar Sephadex ve Superdex
Seliilozlu boncuklar Seliilozlu boncuklar
Akrilamid Biyo-Jel

Sentetik Polisitren Polisitren

Polimetakralat Separon HEMA

Gozenekli silika Gozenekli silika
Inorganik Cam elyafi Cam elyafi

TiO, TiO,

1.2.2 Ligandlar

Bir afinite kromatografinde iyi sonu¢ almak, ilgili madde ile immobilize ligand
arasindaki biyo-spesifik etkilesime baglidir. Sollisyonun igerisindeki diger tiim

bilesenler, ligand i¢in az veya hig etkilesim gostermemelidir [7].

Afinite kromatografisinde iyi bir ligand i¢in aranan tipik Ozelliklerden bazilari
sunlardir: adsorpsiyon sirasinda hedefe yakinlik, 6zgiinlik, immobilizasyon, sert
yikama ve eliisyon kosullar1 kararliligi ile matrikse tutturulduktan sonra hedef afinite
kapasitesine ulagsmakdir. Ligandlar ii¢ cesit gruba ayrilir: biyospesifik ligandlar,

sentetik ligandlar ve psddobiyospesifik ligandlar [6].




1.2.2.1 Biyospesifik ligandlar

Biyospesifik afinitede enzimler, proteinler, antikorlar, antijenler, aminoasitler, peptit
dizileri, niikleik asitler, DNA veya RNA sekanslar1 gibi biyo-fonksiyonel gesitliligi
olan ligandlar kullanilabilir [8].

Bunlar dogal yollarla tiiretilmis yapilardir ve genellikle antikorlara yiiksek baglanma
afinitesi gosteren antijen, anti-antikorlar, lektinler veya bakteri kokenli proteinler gibi
yapilardir. Biyospesifik ligandlar yiiksek afinite sabitine (K.~10>-10®M™) ve
secicilige sahiptir. Bakterilerden tiiretilerek immobilize edilmis bakteri yiizey
proteinleri, antikorlarin ve genetik olarak tiiretilen molekiillerin saflastirilmast igin en
stk kullanilan afinite ligand olmasina karsin biyospesifik ligandlar, daha fazla
uygulama i¢in iiretilmesi ve izole edilmesi gereken zahmetli ve pahali biyolojik
maddelerdir.  Biyoaktif boélgenin aktif kalabilmesi i¢in matrikse ligand
immobilizasyonu dikkat edilmesi gereken bir husustur. Biyospesifik ligandlarin
antikor benzeri molekiillere karsi yiiksek afinitesi, seciciligi arttirmast gibi pozitif
Ozelliklerinin yaninda ¢6ziinme sorunlari, ligand ile irliniin ayrilmasi biyolojik

maddeler olmasi nedeniyle ¢abuk bozulmasi gibi negatif 6zellikleri de bulunmaktadir

[9].

1.2.2.2 Sentetik ligandlar

Sentetik ligandlarin X-151n1 kristalografisi ve niikleer manyetik rezonans (NMR) gibi
yontemlerde yiiksek ¢oziiniirliige sahip olmasi, yiiksek verimlilikle sonug vermesine
onciiliik etmis, liretiminde ve taramada ilerleme saglanmasiyla dogal ligandlarla ilgili
kirilganlik ve asirt maliyet gibi sikintilarin ortadan kalmasina yardimer olmustur.
Sentetik ligandlarin yapisal ve islevsel yonli gbz Oniine alindiginda istenen
ozeliklerde farkli kombinasyonlarda tasarlanabilmektedir. Boylece iiretilen iiriin,
arzu edilen 6zgiilliik ve afinite elde etmek i¢in daha da modifiye edilebilir ve proses
optimizasyonundaki ¢abalar1 en diisiik seviyeye kadar cekilebilir. Yapilarina goére

sentetik ligandlar peptidil ve non-peptidil olarak ikiye ayrilir [6].

1.2.2.3 Psodospesifik (Yalanci) ligandlar

Psodospesifik (Yalanci) ligandlar, immiinoglobiilinlerin afinite ligandlariyla
etkilesiminde yer alan ¢ok sayida kovalent olmayan kuvvetler temelinde gelistirildigi

icin immiinoglobiilinlere has 6zelliklerini kullanir. Bu ligandlar, daha saglikli, daha
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az toksik, yapisal olarak iyi tanimlanmis, sert kosullara ve sterilizasyon kosullarina
kars1 kararli oldugu icin umut vermektedir. Afinitesi biyospesifik ligandlara gore
diisiik olmasma ragmen, hedef molekiile spesifite ve segicilik saglamak igin
yeterlidir. En yaygin kullanilan psédospesifik ligandlardan bazilari arasinda tiyofilik,
L-histidin, immobilize metal afinite kromatografisi (IMAK) ve karisik mod ligandlari
yer almaktadir [6].

1.2.3 Uzatic1 kol

Afinite kromatografisinde o proteine has ligandlar1 tanima ve kenetleme 6zellikleri
kullanilir. Bu 6zellik saflastirilacak protein igin spesifik ligandin kimyasal olarak
dogrudan veya bir uzatict kol vasitasiyla baglandigi afinite sorbentlerinin

hazirlanmasi i¢in kullanilmaktadir [4].

Matriksin yiizey kuvvetinin afinitedeki spesifik etkilesimlerin oniine ge¢mesini en
aza indirmek ic¢in hedef makromolekiil ile etkilesiminde kritik olan ligand
molekiillerinin kimyasal gruplar1 destek yiizeyinden etkilenmeyecegi bir uzaklikta
olmalidir. Matriks yiizeyi ve ligand molekiilii arasindaki istenmeyen etkilesimi bir
uzatici kol vasitasiyla ¢oziilebilir. Boylece ligand molekiillerinin tiim alani iyi bir

etkilesim i¢in uygun hale getirilmis olur [10].

Enzimlerde spesifik baglanmanin olacagi aktif bolgeleri genellikle molekiiliin i¢
kisimlarinda oldugundan dolay1 uzatict kol onemlidir. Bir diger énemli husus ise
uzatici kolun uzunlugudur. Kol kisa ise etkisiz olur, ¢ok uzun ise spesifik olmayan
etkiler fazla olur ve bdylece ayirmanin segiligi azalir. Bazi c¢aligmalar, ¢ok uzun
uzatict  kollarin numunedeki maddelere hidrofobik etkilesimlerle baglandigini
gostermistir ve hidrofobik etkilesimler afinite kromatografisinde istenilen bir durum
degildir [11].

1.3 Immobilize metal afinite kromatografisi (IMAK)

Immobilize metal iyonu afinite kromatografisi (IMAK), soliisyon igindeki biyolojik
kokenli polimerler ile genellikle bir hidrofilik ¢apraz bagli polimer olan kat1 bir
destege sabitlenmis metal iyonlar1 arasindaki ara yiizey etkilesimlerine dayanan ¢ok

yonlii bir ayirma yontemidir [12].



Bilimsel olarak immobilize metal afinite kromatografisinde metaloproteinlerin

ayrilma immobilizasyonunu tasarlayan ilk kisiler Everson ve Parker’dir [13].

Gecis metallerinden olan Co*, Cu*, Fe?*, Ni** ve Zn®** elementleri protein
yapisindaki imidazol ve tiol gruplariyla etkilesime girebilmekte ve bu ozellikleri
sayesinde hidrofilik jeller histidin ve sistein igeren peptitler ve proteinler i¢in secgici
adsorbanlar olabilmektedir. Proteinler igin selat olusturan adsorbentleri sentezlemek
kolay oldugundan, ilk olarak metal iyon ligandlari, yiiksek gegirgenlikte sahip ¢apraz

baglanmis agaroz da denenmistir [14].

—— oo —
Vg /m“j
L [ Me2+ M
\\:.J_ NH

kromatografik matriks

Sekil 1.3: immobilize metal afinite kromatografisi sematize gosterimi.

Immobilize edilmis metal iyonlar1 izole edilecek yapidaki koordinasyon olusturacak
elektron verici atomlar (N, S, O) ile iki veya ii¢lii ya da daha fazla metal selat bag
olusturma yetenegine sahiptirler. Biyospesifik afinite tekniklerine gore bu tiir
IMAK’m diger bir avantaji, yapist geregi denatiire edici kosullardan

etkilenmemesidir [15].

IMAK’1in kromatografik ydntemler arasinda en ¢ok kullanilan yontem olmasiin
nedeni, diigik maliyeti, kullanim kolayligi ve hem dogal hem de denatiire edici
kosullar altindaki saglamligi, yiiksek afinite ve 6zgiinliigii, diisiikk protein varliginda
dahi yiiksek yakalama verimi ile saflagtirma prosediiriiniin Glgeklenebilirligini
saglamas1 sOylenebilir. Biliyllk 0l¢iide avantaja sahip olmasmna ragmen
metaloproteazlarin  giicli  bir inhibitérii  olan EDTA metal iyonlarinin
immobilizasyonunu  bozmasi nedeniyle sadece diisiik konsantrasyonlarda
uygulanabileceginden, selatlayici ajanlardan kagiilmalidir ki bu da bir dezavantaj

olmas1 nedeniyle IMAK’1 sinirlamaktadir [16].



1.4 Afinite kromatografisini etkileyen hususlar ve uygulamalari

Afinite kromatografisi fikrinin ortaya atilmasindan giiniimiize kadar saflastirma
yontemini iyilestirmek i¢in pH, iyonik siddet, sicaklik, rekabet eden tiirlerin varlig
ve akis karakteristikleri gibi ¢esitli faktorler kullanilmistir. Afinite kromatografisinin
amacit maksimum verim ve saflik elde etmek i¢in emici yapimin hazirlanmasi,
numune adsorpsiyonu, yikama ve eliisyon olmak tizere dort temel asamaya dayanir

ve her adim optimize edilebilir [17].

1.5 Ekstraseliiler polimerik maddeler (EPS)

Ekstraseliiler polimerik maddeler (EPS) bakterilerin farkli kosullar altinda hiicre
yiizeylerinde biriktirdikleri metabolik tirtinlerdir [18]. Mikroorganizmalarin salgilari,
makromolekiillerin hiicresel yikimi ve hidroliz sonucunda ortaya ¢ikan polisakarit,
protein, niikleik asit, lipid yapisindaki ve ¢esitli mikrobiyal agregalarin iglerinde
sunulan diger polimerik bilesiklerin geneli ekstraseliiler polimerik maddeler kisaca

ise EPS olarak adlandirilmaktadir [19].

Sekil 1.4: Ekstraseliiler polimerik maddeler (EPS).

EPS’nin en 6nemli fonksiyonlari: aglik doneminde karbon ve enerji rezervleri olarak
gorev yapmak ve bu reaksiyonlar igin gerekli enzimatikleri biinyesinde tutmak,
yiizeylere tutunmak, bakteriyel hiicreleri floklarda biriktirmek, flok yapisinin

stabilizasyonu saglamak, biyositlere ve zorlu ¢evre kosullarina karsi koruyucu
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ozellik gostermek, su tutmak, hiicrelerin metal, besin maddeleri alimma yardimci
olmak, mikrobiyal ekler saglamak, hiicreler arasi igbirligi ve iletisimi saglamaktir
[20].

EPS’nin iyonik yapidaki agir metaller ile adsorpsiyon yapma 6zelligi farkh
uygulamalar i¢in kullanilmaktadir [21]. Cyanobacteria Arthrospira platensis EPS
tiretiminde biiyiik bir 6neme sahip biiyilk miktarda hiicre dis1 polimerik maddeler
(EPS) salgilarlar ve bu maddeler biiyiik oranda (Glikoz, galaktoz, fruktoz, ramnoz,
ksiloz manoz ve arabinoz) polisakaritler, proteinler ve uronik asitlerden olusurlar.
A.maxima’dan besi yeri kullanilarak EPS tiretimleri gegeklestirilebilmektedir [22,
23].

Her gegen giin c¢evremizin islenmis polimerlerle kirlenmesi nedeniyle yeni dogal
iirtin arayis1 olusmaktadir. EPS’ler yapilar1 geregi petrol, ilag, kozmetik, kagit, boya

ve tekstil endiistrisinde genis bir uygulama sahasi bulmustur [24].

1.6 a-Amilaz

a-Amilaz enzimi (EC 3.2.1.1) ilk olarak 1811 yilinda Kirchhoff tarafindan kesfedilen
bitkilerde, hayvanlarda ve  mikroorganizmalarda  bulunan  karbonhidrat

metabolizmasinda 6nemli bir yere sahip enzim tiiriidiir [25].

a-amilaz canlilar i¢in onemli enerji kaynagi olan sekerlerin, 6zellikle de glikozun
parcalanmasindan ve glikolizden sorumlu Onemli bir aragtir. Glikoz dogada
bitkilerde seliiloz (1 — 4 bagl) ve nisasta (a1 — 4 bagli) hayvanlarda glikojen (al
— 4 bagl) olarak seker depolama polimeridir [26].

Insanlarda pankreas ve tiikiiriik bezlerinden iiretilen a-amilaz enzimi glikoz f1 — 4
baglarin1 parcalayamadigindan dolay1 bitkisel iiriin olan seliilozu sindiremezken
nisasta igeren bitkileri tiikiiriikte ve gastrointestinal sistemde salgilanan a-amilaz ile

cok iyi sindirebilirler [27].

Metabolizmada a-amilaz aktivitesi, yapisal biitiinliigii ve stabilitesi i¢in kalsiyum
(Ca®") iyonlarma ihtiyag duyar [28]. Mikroplar, hayvanlarin ve bitkilerin sindirim

sulari, amilazlarin baslica kaynaklaridir [29].
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Gilinimiizde a-amilaz; gida, ilag, deterjan, fermantasyon, tekstil ve kagit endiistrisi

gibi alanlarda biiyiik 6neme sahiptir [30].

Sekil 1.5: a-amilazin ii¢ boyutlu yapis1 [29].
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2. KAYNAK OZETLERI

Son yillarda yapilan ¢alismalarda Baran vd., (2017) hemoglobin (Hb) saflastirmak
icin makro gbzenekli poli (2-hidroksietil metakrilat) (PHEMA)’a bentonit ekleyerek
Cu?* bagli hibrid monolitik kriyojel kolonlar (Cu**-ABPs EHMC) hazirlamuslardir.
Daha sonra, yapilan olglimlerde polimer adsorpsiyon kapasitesi pH 6’da 521,6 mg/g
olarak tespit edilmistir [31].

Cimen vd., (2015) bakteriyel lizattan plazmid DNA’nin (pDNA) saflastirilmasi igin
monolitik bir kriyojel kolon sentezlemislerdir. Yontem olarak serbest radikal kriyo-
kopolimerizasyon yontemini kullanarak Poli (hidroksietil metakrilat)tan membran
diskler iiretmis ve ligand olarak Cibacron Blue F3GA kullanarak 32,5 mg/g polimer
gibi bir maksimum DNA adsorpsiyonuna ulagmislardir [32].

Farzi-Khajeh vd., (2017) sigir siitiinden (kazeinin ¢oktiiriilmesinin ardindan) o-
amilazin saflastirilmasi i¢in modifiye Fe3sO4 manyetik nanopartikiiller hazirlamis ve
bu c¢alismada p-aminofenol modifiye manyetik nanokarbonlarin etkinligini
degerlendirmek igin farkli uzunluklarda farkli baglayicilara sahip ¢ farkl
nanokarbon tasiyict tiirii test etmislerdir. Sonuglara goére, uzun baglayicilarla
baglanan p-aminofenol ligandi, a-amilazin kazeinsiz kaynagi alinmig siitten % 49.66
daha iyi ayrildig1 ve aritma verimliliginin % 48.18 kat fazla oldugu tespit edilmistir
[33].

Pandey vd., (2017) o-amilazin immobilizasyonu ig¢in haloisit nanotiipleri (Hal
nanotiipleri) APTES ile yiizey fonksiyonellestirme islemi sonrasi kullanmis ve bu
yapilar TEM ile karakterize edilmistir. Yapilan calismada Immobilize a-amilaz igin
optimum pH 7.4 ve sicaklik 40°C olarak tespit edilirken; Cu?* ve Mn?* iyonlarinin
varliginda serbest enzime kiyasla immobilize amilaz i¢in enzimatik aktivitede hafif

artig gorilmistiir [34].

Bagka bir ¢alismada, SiO; nanopartikiiller gomiilii stiper makro gézenekli kriyojeller,
akrilamid (AAm) ve N,N-metilen-bis-akrilamid (MBAAm) reaktif monomer
karisimmnin radikal kriyojenik kopolimerizasyonu ile hazirlanmis, model protein
olarak lizozim ile ¢alisilmistir [35]. 2-Akrilamido-2-metil-1-puropansiilfonik asit ile
astlanan kompozit kriyojel ile lizozimin kromatografik olarak protein adsorpsiyon ve

desorpsiyon o6zellikleri degerlendirilmistir. Yapilan deneylerde nanopartikiil gémiilii
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kriyojellerin literatiir ile kiyaslanabilecek seviyede adsorplama kapasitelerinin

oldugu saptanmustir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Malzemeler

2-Hidroksietil  metakrilat (HEMA), N,N’-metilen-bis-akrilamid, N,N,N",N"-
tetrametilen diamin (TEMED), a-amilaz (EC:3.2.1.1) (Aspergillus oryzae), ethanol,
NaCl, ve amonyum persiilfat (APS) Sigma Aldrich firmasindan alinmistir (St. Louis,
USA). Glycidyl Methacrylate TClI’den saglanmistir (Tokyo, Japonya). Barnstead
(Dubugque.lA) ROpure LP® saf su iinitesi, yiiksek akis hizli seliiloz membranlar ters
osmos tinitesine sahip (Barnstead D2731) Barnstead 3804 NANOPURE® cihazindan
temin edildi. Ekstraseliiler Polimerik Madde (EPS), kiiltiire Arthrospira maxima’dan

elde edilmistir.

3.2 Yontem
3.2.1 EPS iiretimi

Ekstraseliiler polimerik madde i¢in Siyanobakteri Arthrospira maxima Zorrouk besi
yerinde dretilmistir. Bakterinin EPS tretimini saglamak i¢in stres sartlari ( besi
elementi eksiligi) olusturulduktan sonra, iki haftalik hiicre kiiltiiriinden EPS elde

edilmistir.

EPS’nin eldesinde oncelikle, besi yerini siyanobakterial hiicre kitlesinden
uzaklagtirmak ig¢in 1500 rpm 2 dakika santrifuj yapilmistir. Daha sonra vakum
altinda Whatman GF/C filtre kullanilarak saf su ile yikama yapilmistir. Tuzdan
arindirilan kitleye 1 mL ultra saf su eklenerek ultrasonikasyonla hiicre ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Uretilen EPS, calismalarda kullanilmak iizere +4 C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.2 EPS katkili polimer membranlarin (EPS-PM) sentezi

Ekstraseliiler polimerik maddeler katkili polimer membran disklerin hazirlanmasi
icin bir cam tiip icerisine 2 mL 2-Hidroksietil metakrilat (HEMA) ve 20 mg N,N -
metilen-bisakrilamid (MBAAmM) katilarak 1 mL saf su ilave edildikten sonra vorteks
ile karistirildi. Bu karigim iizerine, 750 mg EPS cam tiipe koyularak karigtiritlmaya
devam edilerek homojen yapi1 olusturuldu. 40 pL glisidil metrakrilat (GMA) eklendi,
bu islemlerin ardindan ortama 1 mL etanol eklenerek karistirilmaya devam edildi.

Daha 6nce 200 pL saf suda ¢oziilmiis 20 mg amonyumpersiilfat (APS) ile son olarak
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30 uL TEMED katilarak 2 dk siire karistirildiktan sonra petri kabina dokiiliip 24 saat

EPS-PM olusmasi igin beklenildi. Daha sonra aymi yontemle EPS-PM ile

karsilastirmak i¢in EPS’siz polimer membranlar sentezlendi.

Sekil 3.1: EPS katkili polimer membran.

Polimer olusumundan sonra yapi, perforatér yardimi ile 0,5 cm ¢apinda ortalama

agirligr 32,5 mg olacak sekilde kesilip, kiigiik diskler haline getirilerek kiigiik tiiplere
alind1.

Sekil 3.2: EPS katkili polimer membran diskler.

3.2.3 EPS Katkih polimer membranlara (EPS-PM) Cu®* iyon immobilizasyonu

Tiipler icerisinde bulunan EPS-PM disklere Cu®* iyonlarinin selatlanmasi i¢in su
islemler yapildi: 50 ppm lik bakir nitrat penta hidrat’mn (Cu(NO3).5H,0 ) 100 mL lik
¢ozeltisi hazirlanip pH: 5’e (HCI veya NaOH ile) ayarlandi. Tiipler igersine EPS-PM
diskleri ve iizerine 5 mL Cu?* ¢zeltisi eklenerek rotator ile 40 rpm’de 8 saat siireyle

karistirilarak Cu®* iyonlarinin immobilizasyonu sagland. cu®* iyonu baglandiktan

sonra EPS-PM diskleri bir giin boyunca saf su ile yikandi. Yikama ¢6zeltileri ile
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adsorpsiyon sonrasi ¢ozeltiler birlestirilerek baslangic ¢ozeltisine kiyasla yapiya
baglanan Cu? iyonlar1 miktart hesaplandi. Daha sonra hazirlanan membranlar
kullanima kadar %0,2 lik sondyum azid ¢ozeltisinde +4°C’de saklandi. EPS-PM
disklerin Cu* iyonu sizma tesleri pH 4-8 araliginda (pH 4-5 Asetat tamponu; pH 6-
8: Fosfat tamponu) farkli ortamlarda ¢alisildi, Cu?* iyonu sizmasi

goriilmedi.

Ligand

Matriks (Polimer Membran) EPS Katkil Polimer Membran ~ Cu(II) Takil EPS Katkih Membran

Sekil 3.3: EPS katkili polimer membran disklere Cu®* baglanmasi.

3.2.4 Karakterizasyon ¢alismalari
3.2.4.1 Sisme testleri

EPS katkili polimer membranlar ile EPS katkisiz polimer membranlarin sigsme
hareketleri, saf su igerisinde bekletilerek sisme denge oranlarinin bulunmasiyla tespit
edilmistir. Oda kosullarinda kurutulan EPS-PM ve EPS katkisiz polimer membranlar
kuru agirliklart tartildiktan sonra 15 mL’lik saf su bulunan ortam igerisine
birakilmistir. Oda kosullarinda 5’er dakikalik arayla su emme hizlari ve maksimum

sisme oranlar1 hassas terazi ile 6lgiilmiustiir.
Polimerin yapilarindaki su igerigi Esitlik 3.3 ile sirayla 6l¢tilmiistiir:
Sisme orani = [(Ws-W,)/W,] X100 (3.3)

Denklikteki; W,: Polimerlerin kurutulduktan sonraki agirhigmi (g), Ws: Polimerlerin

su igerisinde bekletildikten sonraki agirligini (g) vermektedir.

3.2.4.2 Yiizey alam dl¢iimleri

EPS-PM ve EPS katkisiz polimer membran por yogunlugu ile ortalama por ¢api civa

porozimetresiyle incelenmistir (Carlo Erba Model 2000, italya). Spesifik yiizey alam
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ise BET (Brunauner-Emmett-Teller) yontemiyle ylizey analizi cihazi kullanilarak

Olciilmiistiir.

3.2.5 Sulu ortamdan a-amilaz adsorpsiyonu

a-Amilaz adsorpsiyonuna; pH, baslangi¢ a-amilaz konsantrasyonu, iyonik siddet,
sicakligin etkisi gibi parametreler arastirildi. Sicakligin etkisini incelemek igin
termometreli sicak su banyosu kullanildi. Polimer membranlar saf su ile temizlenerek
10 mL sodyum asetat tamponu ile (pH: 5) 30 dakika etkilestirildi. Tiim adsorpsiyon
deneyleri, 25°C’de ve 5 mL’ lik 0,5 mg/mL derisiminde a-amilaz ¢ozeltisinde, 30 dk

stireyle, 12 rpm rotator hizinda yiiriitiildii.

Cu**-EPS-PM’nin a-amilaz adsorplama orani, adsorpsiyon oncesi ve sonrasinda
protein ¢ozeltisinden alinan numunelerin 280 nm’de UV-VIS spektrofotometre
(Genesys 10S UV-VIS) kullanilmasiyla degerlendirildi. 0,1-2 mg/mL araliginda
hazirlanan a-amilaz ¢ozeltilerinin konsantrasyonu ile kalibrasyon egrisi saptandi ve

Esitlik 3.1 denkleminden faydalanarak protein orani tespit edildi.
Q=[(Co—-Cy)V]/m (3.1)

Yukaridaki denklemde: Q; Cu?*-EPS-PM tarafindan adsorplanan a-amilaz miktar
(mg/g), Co; a-amilazin ¢ozelti igerisindeki ilk derisimini (mg/mL), Cs; adsorpsiyon
sonrasinda sulu ortamda kalan a-amilazin derisimi (mg/mL), V; kullanilan ¢6zeltinin

hacmini (mL) ve m; ise polimer membranlarin kiitlesinin ortalamasidir (g).

pH’nin a-amilaz adsorpsiyonuna etkisi, pH 4, 5, 6, 7 ve 8 arasinda ¢alisildi. pH 4-5
i¢in asetat ve 6, 7 ve 8 igin ise fosfat tamponunda ¢alisildi. Yine sicakligin a-amilaz
adsorpsiyonuna etkisi 5, 15, 25 ve 35°C’da incelendi. Iyonik siddetin a-amilaz
adsorpsiyonuna etkisi tampon igerisinde c¢esitli derisimlerde NaCl igeren (0,025,
0,05, 0,1, 0,2, 0,3 M) ¢ozeltileri ile 25°C ortam sicakliginda yapildi. a-Amilazin
maksimum adsorpsiyon kapasitesinin saptanabilmesi ile deneysel adsorpsiyon

izotermi i¢in 0,1, 0,2, 0,5, 1,5 ve 2,0 mg/mL derisimine sahip ¢ozeltilerde ¢alisildu.

3.2.6 Desorpsiyon ve tekrar kullanilabilirlik

a-Amilazin desorpsiyonunda 1M NaCl kullanilmistir. o-Amilazin adsorplanmis Cu®

takili EPS-PM 1M NaCl ile 15 dk siire etkilestirilmis, desorpsiyon ortamindaki a-
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amilazin degeri 280 nm’de spektrofotometre ile belirlenmistir. a-Amilazin desorbe
edilen miktartyla Cu?* takili EPS-PM’ye adsorplanan degerinden desorpsiyon miktar

Esitlik 3.2 ile hesaplanmustir.

% Desorpsiyon = Desorpsiyon ortamina salinan a-amilaz x 100 (3.2)
Adsorblanan a-amilaz

Cu®* takili EPS-PM tekrar kullanilabilirliginin  degerlendirilmesi i¢in aymi
adsorbentlere adsorpsiyon-desorpsiyon defalarca uygulanmistir. Yapilan desorpsiyon
uygulamalarindan sonra, Cu®* takili EPS-PM, saf su ile yikamadan sonra 0,05 M
asetat (pH 5) tamponuyla dengelenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 EPS-PM ile EPS Katkisi Polimer Membran Karakterizasyonu

EPS katkili ve EPS’siz polimerik membranlar, yapilarina baglanacak Cu? iyonlart
miktar1 agisindan incelendiginde EPS katkili polimerik membranlara baglanan iyon
miktariin (27,1 pg/g polimer) EPS’siz yapilara (3,5 pg/g polimer) oranla yaklasik 8
kat fazla oldugu gériilmiistiir. Iki polimerik yapinin BET ydntemi ile alman yiizey
alan Olglimleri sonuglar1 ise EPS katkili ve EPS’siz polimerik membranlar igin
sirastyla 26,4 ve 2,7 m2/g olarak bulunmustur. iki polimerik yapinin Sekil 4.2°deki
SEM gorintiileri de dikkate alindiginda bu sonuglarin siirpriz olmadigi agiktir.
Polimerik yapiya EPS’nin katilmasiyla gozeneklilik artmis ve dolayisiyla
adsorpsiyon yiizeyi de genislemistir.

4.1.1 Sisme testleri

EPS’li ve EPS’siz mernbranlarin her ikisi de seffaf yapida olmakla birlikte ayrica,
EPS’li polimer igerisine hapsedilmis EPS’ler membranlarin hidrofilisitesini ve
dolayisiyla elastikiyetini de arttirmistir. EPS’li ve EPS’siz mernbranlarin sisme test

sonuglar1 Sekil 4.1°de verilmistir.

120
100 4 .
e\i 80 . /
@ P -
g 00—
B0 40 -
/M —8— EPS katkilt membranlar EPS siz membranlar
20 A
O T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Zaman (dKk)

Sekil 4.1: EPS’li ve EPS’siz mernbranlarin zamana kars1 bagil sisme testleri.

Sekilde goriildiigii gibi, EPS’siz membranlar 30 dakikanin sonunda bagil sisme
doygunluklarina ulasirken, EPS’li membranlar 45’inci dakikada ulagmiglardir. Ancak

EPS’siz membranlar %24,3’liik bir sigme degerine sahipken, bu deger EPS’li
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membranlarda %44,9 olarak hesaplanmistir. Iki polimerik membran arasindaki
%20,1’1ik bu fark, EPS’li yapinin hidrofilisitesini arttirmakla birlikte daha gézenekli

olmasini da saglamaistir.

4.1.2 EPS katkil ve EPS’siz polimerik membranlarim SEM analizleri

EPS katkili EPS’siz polimerik membranlarin yiizey yapilariin incelenmesi igin
taramal1 elektron mikroskobundan (SEM) yararlanilmig ve goriintiilemeler Sekil 4.2
A ve B'de gosterilmektedir. EPS’siz membranlarin yiizeyleri (Sekil 4.2B) ¢ok diisiik
bir gbzenek yapisina sahipken, yapiya EPS’nin girmesiyle polimerin gozenek
yapisinda onemli farkliliklar meydana gelmistir (Sekil 4.2A). Yaklasik 10 um capa
sahip bu yeni gozenekli yapi, kiitle transfer kisitlamasini ortadan kaldirarak daha

genis bir ylizey alani ile adsorpsiyon kapasitesinin artigina neden olmustur.

mag spot T\ S
30.00 kV|10000 x| 3.0 |10.3 mm METU CENTRAL LAB

6/15/2017 | det | HV mag [spot|] WD | =——10pym ——
4:22:35 PM | ETD 30.00 kVI110000 x| 3.0 |10.3 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 4.2: EPS katkili (A) ve EPS’siz (B) polimerik membranlarin SEM goriintiileri.
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4.2 Adsorpsiyon Calismalar
4.2.1 pH'nin etKisi

Cu?* takili EPS katkili polimerik membranlara a-amilaz adsorpsiyonuna pH'nin
etkisi 4-8 araliginda (pH 4-5 Asetat tamponu; pH 6-8: Fosfat tamponu) incelenmistir.
Sekil 4.3'te goriilecegi lizere a-amilaz adsorpsiyonu pH 5'de st seviyeye
ulagsmaktayken, bu degerin altinda ve tizerindeki pH’larda adsorpsiyonun diistiigii
gozlenmektedir. Biyolojik molekiillerin bir yilizeye tutunmasinda hidrofobik,
elektrostatik vb. etkilesimler ile hidrojen baglari adsorpsiyondan sorumlu olan
faktorlerdendir. Protein adsorpsiyonu, IMAK’ta immobilize metal ile protein
yiizeyindeki aminoasit yapilar1 arasinda olusmaktadir. Adsorpsiyonun gergeklestigi
pH'da protein yiizeyindeki aspartat ve glutamat gibi aminoasitlerin deprotone
yapidaki karboksil gruplari, protein ylizeyinde negatif yiik yogunluguna sahip
bélgeler olusturmaktadir. Bu negatif yiikler ile Cu®* takili EPS-PM arasindaki
elektrostatik etkilesimlerden dolay1 adsorpsiyonun gergeklestigi diisiiniilebilir.

=)
[=]

N
<
1

=
=)

()
<
1

—
<
1

Adsorplanan g-amilaz (ng/g polimer)
w .

=]

pH

Sekil 4.3: a-amilaz adsorpsiyonuna pH'nin etkisi; pH 5 Asetat tamponu- pH 6-8
Fosfat tamponu; a-amilaz derisimi: 0,5 mg/mL, Rotatér hizi: 12 rpm/dk, T:
25°C.

4.2.2 Baslangi¢ derisiminin etkisi

Cu®* takili EPS katkili polimerik membranlara a-amilaz adsorpsiyonuna baslangic
derisiminin etkisi 0,1 ile 2 mg/mL lik a-amilaz derisimlerinde incelenmis ve sonuglar
Sekil 4.4’te verilmistir. Grafikte gorildigii gibi baglanma aktif bolgelerinin
doygunlugundan dolayi, 2 mg/mL lik baslangi¢ a-amilaz derisiminde ve 8 dk.’da
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adsorpsiyonda dengeye ulasilmistir. Maksimum adsorpsiyon 1 mg/mL lik baslangi¢
a-amilaz derisiminde 54,2 mg/g polimer olarak bulunmustur. Ligand olarak
kullanilan Cu?* iyonlarinin adsorpsiyona olan etkisini gérmek ig¢in Cu®* takili
olmayan EPS-PM’nin de a-amilaza kars1 davranisi incelenmis ve ihmal edilebilecek
kadar diisiikk oldugu goriilmiistiir. EPS-PM spesifik etkilesim gruplarinin a-amilaz ile
belirli bir konsantrasyona ulasmasi nedeniyle adsorpsiyon hizinin biiyilk oranda

azaldig1 gozlenmistir.

60" | g Cu-EPS-PM
_"
‘éﬂ 50 ==dr=[PS-PM
N
S 40
5
s B30
:-
g3
g 20
g
4
< 10
< —
F_ 3
0
0 0.5 | 15 2 2.5
Co (mg/mL)

Sekil 4.4: o-amilaz adsorpsiyonuna baslangi¢ derigimin etkisi; pH 5 Asetat tamponu,
Rotator hizi: 12 rpm/dk, T: 25°C.

4.2.3 Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermleri, ¢ozeltide bulunan maddenin adsorbe edilenin miktar ile
adsorbe eden yap1 arasindaki iliskiyi matematiksel olarak anlatan yontemlerdir. Bu
izoterm yontemleri arasinda en ¢ok kabul goren ve en sik kullanilanlar Langmuir ve
Freundlich izoterm tipleridir. Gelistirilen bu yontemler adsorpsiyondaki tutunmanin
tek diizeyde tabaka mi yoksa ¢ok katmanli bir adsorpsiyon mu oldugunun

matematiksel hesaplamasini ortaya koymaktadir.

Adsorpsiyon reaksiyonunda ligand ile ilgili molekiil arasinda bir denge vardir.
Cozelti ortamindaki s6z konusu molekiller uygun kosullarda ligand ile

karsilastiginda, ¢ozeltide tutunan miktarn derigimi, ligandin yiizeyindeki gruplarin
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orantyla dogru orantilidir. Tutunan madde maksimum seviyesine ulastiktan sonra
¢ozeltinin konsantrasyonu artsa bile tutunan madde miktarinda degisiklik goriilmez.
Bunun nedeni olarak her bir ligand aktif bolgelerinin bir kez adsorpsiyon
yapabilecegi ve adsorplanan maddenin kendi arasinda bir yapi olusturmadigi

varsayllmaktadir. Bu izoterm tipi Langmuir olarak tanimlamaktadir [36].

Cogunlukla tutunan yap1 diizeyi, uygun sicaklikta konsantrasyonun bir sonucu olarak
gerceklesir. Uygun sicaklik, uygun denge kosullarinda ¢6zeltide tutunan madde
fazlas1 konsantrasyonuna karsi, birim adsorplayici madde agirliginda, adsorplanan
¢ozlinen madde miktar1 grafigi cizilerek adsorpsiyon izotermi adi verilen bir
fonksiyon olusturulur. Bu fonksiyonun Langmuir izotermine uygunlugunun
belirlenmesinde Esitlik 4.1 kullanilir.
Q =Qmax- b. Ce /(1 + b.Ce) (4.2)
Yukaridaki denklem esitlik 4.2’ye uyarlanabilir.
Ce/Qe = Ce /Qmax) + 1/(Qmax. b) (4.2)
Esitlikte Q: adsorbente baglanan a-amilaz miktar1 (mg/g), Ce: ¢ozeltideki denge a-
amilaz derisimi (mg/mL), b: adsorbanin adsorbente olan ilgisini gosteren Langmuir

sabiti (mL/mg) ve Qmax: adsorpsiyon kapasitesini (mg/g) gostermektedir. Esitlik 4.2,

deney sonuglarina gore grafige tagindiginda Sekil 4.5 ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.5: Cu?* takili EPS-PM’nin o-amilaz i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermi.

Adsorpsiyon davraniglarinin incelenmesinde kullanilan diger bir yontem olan

Freundlich adsorpsiyon izotermi, adsorpsiyonun sadece liganda bagli olmayip yan

baglanma bolgelerinin bulunmasi ve bu bdlgelerin islem siiresince olusmasinin

devam etmesiyle adsorpsiyon siirecinin devam ettigini kabul etmektedir [37].

Yapilan ¢alismanin Freundlich izoterminin uygunlugunun belirlenmesinde Esitlik 4.3

ve logaritmasinin da alinmasiyla Esitlik 4.4 kullanilmaktadir.

Burada;

Qe = K¢ -Cel/n

InQe = 1/n. InC, + InK;¢

Ce: Adsorpsiyon islem sonrasi ¢ozeltideki analit derisimi (mg/mL)

Q¢: Birim adsorbent iizerine tutunan madde miktar1 (mg/g adsorbent)

Ks: Adsorpsiyon kapasitesi(mg/g)

n : Heterojinite katsayis1 (1’°den biiyiik olmalidir)

Esitlik 4.4, deneysel sonuglara gore grafige aktarildiginda Sekil 4.6 ortaya
¢ikmaktadir.

(4.3)

(4.4)
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Sekil 4.6: Cu®* takili EPS-PM’nin o-amilaz igin Freundlich adsorpsiyon izotermi.

Langmuir ve Freundlich izotermlerinden ¢ikan sonuglar Cizelgede 4.1°de

verilmektedir.

Cizelge 4.1: a-amilazin Cu?* takili EPS-PM icin Langmuir ve Freundlich izoterm

verileri.
Qmax b R? Kt n R?
57,80347 0,028902 0,9994 75,54 3,29 0,8654

Cizelge 4.1'den her iki izoterminin lineer regresyon katsayilari (R%) incelendiginde
Langmuir adsorpsiyon izoterminin yapilan bu c¢alismaya daha uygun oldugu

goriilmektedir.

Adsorbe olan o-amilazin Cu?*-EPS-PM’a olan ilgisini gdsteren b Langmuir sabitinin
Kg (disosiyasyon:ayrisma sabiti; M) tiiriinden hesaplanmastyla, 7,68x10™ M gibi bir
degere ulasiimaktadir. 107-10® araliginda Kg'lere sahip olan adsorpsiyon
sistemlerinin ideal afinite sistemler oldugu literatiir bilgisine dayanarak [38],
irettigimiz Cu®" takili EPS katkili polimerik membranlarin a-amilazin adsorpsiyonu

icin uygun olduklar1 goriisiinii ileri stirebiliriz.
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Yaptigimiz calismada adsorpsiyon sisteminin “elverigli” veya “elverissiz” olup
olmadiginin belirlenmesi i¢in izoterm seklinin etkisinin belirlenmesi Langmuir
izoterminin ana nitelikleriyle tanimlanan boyutsuz bir sabit ayirma faktorii veya

denge parametresi olan, Esitlik 4.5'deki gibi R, cinsinden tanimlanabilir [39]:

Cizelge 4.2 Ayirma faktoriiniin izoterm sekline etkisi.

R.>1 Elverissiz
Ri=1 Dogrusal
O0<R. 1 Elverisli
R.=0 Tersinmez
R.=1/(1 + bCy) (4.5)

Co: Baglangi¢ a-amilaz derisimi (mg/mL)
b: (1/K4) Langmuir adsorpsiyon denge sabitidir (mL/mg)

Cu?* takili EPS-PM’nin a-amilaz adsorpsiyonuna, a-amilaz baslangi¢ derigimleri igin

deneysel degerlerinin R sonuglar1 Cizelge 4.3'de belirtilmistir.

Cizelge 4.3: Langmuir esitligine bagli R degerleri.

Co RL
0,1 0,224
0,2 0,126
0,5 0,055
1 0,028
15 0,019
2 0,014

Cizelge 4.3 incelendiginde; R degerlerinin 0 ile 1 arasinda olusu Cu®* takili EPS-
PM’nin a-amilaz adsorpsiyonuna kars1 istemli oldugunu gostermektedir.
4.2.4 Tyonik siddetin etkisi

a-Amilazin Cu®* takih EPS-PM’ye karsi adsorpsiyonunda iyonik siddetin etkisi
ortama adsorpsiyon ortamina farkli derisimlerde NaCl eklenmesiyle incelenmistir
(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: a-amilaz adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi. a-amilaz derisimi: 0,5
mg/mL, pH 5 Asetat tamponu, Rotator hizi: 12 rpm/dk T: 25 °C.
Sekilden de goriilecegi gibi tuz iyonlar1 derisimi arttik¢a adsorpsiyonda keskin bir

diisiis goriilmektedir.

Bunun nedeni iki sekilde izah edilebilir:

1. Tuzun iyonik yapisi yiik-yiik etkilesimine sebep oldugundan Cu?* baglanma

bolgelerini baskilamaktadir.

2. Tuzun arttirllmasiyla dogru orantili olarak iyonik siddette artacagindan Cu®" takili
EPS-PM ile a-amilaz arasinda elektrostatik itmeler nedeniyle adsorpsiyon kapasitesi
azalmaktadir. Adsorpsiyon sirasinda tuz konsantrasyonundaki artis nedeniyle tuzda
bulunan CI iyonlarimin Cu® iyonlar ile Na* iyonlarmm ise protein yiizeyindeki

negatif yiikler ile etkilesime girmesi sonucunda adsorpsiyonda diisiis goriilmektedir.

4.2.5 Sicakh@in etkisi

a-Amilaz adsorpsiyonuna sicakligin etkisi 5-35°C arasinda g¢alisildi. Cu? takili EPS-
PM denge adsorpsiyonu sicakligin yiikselmesiyle bir siire artmistir ve maksimum
adsorpsiyona 25°C’de ulasilmistir (Sekil 4.8). Bu sicakliginin iizerinde adsorpsiyon
kapasitesinde diisiis goriilmiistiir. Sicakligin artmasi ile adsorpsiyondaki diisiis,

baglanmada elektrostatik etkilesimlerin baskinligina dikkat cekmektedir.
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Sekil 4.8: a-amilaz adsorpsiyonuna sicakligin etkisi. a-amilaz derisimi: 0,5 mg/mL,
pH 5 Asetat tamponu, Rotator hizi: 12 rpm/dKk.

4.2.6 Desorpsiyon ve tekrar kullanilabilirlik

Afinite kromatografisinde hedef, en kisa zamanda en verimli sekilde adsorpsiyon
isleminin ger¢eklesmesidir. Cu?* takili EPS-PM ile yapilan islemlerde, desorbe edici
ajan olarak 1 M NaCl kullanilmis olup, kullanilan NaCl ile adsorbe edilen a-amilazin
%95 oraninda bir desorpsiyonu saglanmistir. Yiiksek bir desorpsiyon oraninin
saglanmasi, NaCl’in, Cu?* takili EPS-PM’den a-amilaz1 eliie etmede uygun bir

desorpsiyon ajani oldugunu gostermistir.

Cu®* takili EPS katkili polimerik membranlarin tekrar kullanilabilirliginin incelemesi
icin 30’dan fazla adsorpsiyon-desorpsiyon igleminde polimer diskler degistirilmeden
defalarca aym dongiide kullamlmustir. Islemler sonrasinda Cu* takili EPS-PM
kapasitesi sadece %35 oraninda azalmistir. Adsorpsiyon-desorpsiyon islemleri

sonrasinda Cu?* takili EPS-PM disklerin yapisinda bozulma olusmamustir.

Islemlerin sonucunda sentezlenen Cu?* takili EPS katkih polimerik membranlarin
yapisinin metal selat afinite kromatografisinde kullanisli ve kararli yapiya sahip

oldugu gosterilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda, bir bakteri tiirii olan Arthrospira maxima (A. Maxima) dan elde
edilen ve hiicre dis1 polimerik yapilar (Extracellular Polymeric Substances, EPS)
olarak isimlendirilen farkli fonksiyonel gruplara sahip yapilar PHEMA ve glisidil
metakrilat ile muamele edilerek EPS katkili polimerik memebranlar hazirlanmig ve
daha sonra fonksiyonel gruplara Cu®* metali immobilize edilmistir. Sorbent olarak
kullanilan Cu?* takili EPS-PM’larin  o-amilaz enzimine karst adsorpsiyon

performanslari incelenmistir.

EPS’siz membranlarin sisme degerleri %24,3 iken EPS katkili membranlarda bu
deger %44,9 olarak goriilmistiir. EPS katkili ve EPS’siz polimerik membranlarin
yiizey alanlar1 sirasiyla 26,4 ve 2,7 mz/g olarak bulunmustur. Ayrica, her iki yapiya
baglanan Cu?* iyonlar1 da kiyaslandiginda, EPS katkili polimerik membranlara
baglanan iyon miktarin yaklasik 8 kat fazla oldugu hesaplanmistir. EPS katkili
polimerik membranlarin yiizey alanlarindaki degisim ve gdézenek yapilari taramali

elektron mikroskop (SEM) goriintiileri ile de teyit edilmistir.

Sulu ortamdan a-amilazin adsorpsiyon c¢alismalarinda, maksimum adsorpsiyonun
pH 5 asetat tamponunda 47,7 mg/g polimer seklinde oldugu gériilmiistiir. Baslangig
derisiminin adsorpsiyona etkisi incelenirken Cu®* takili EPS-PM’larin a-amilaza
doygunlugunun 2 mg/mL’lik baslangic derisiminde, yaklagik 8 dk.’lik zaman
diliminde 54,2 mg/g polimer oldugu bulunmustur. Yiizeye bagh o-amilaz
molekiillerinin desorpsiyonu 1limli sartlarda NaCl ile gerceklestirilmistir. Sicakligin
adsorpsiyona etkisi incelendiginde, 25°C’ta maksimum adsorpsiyonun oldugu

bulunmustur.

Sonug olarak, Cu®** takili EPS katkili polimerik membranlarin yapisinin metal selat
afinite kromatografisi i¢in kullanish ve kararli bir yapiya sahip oldugu ve afinite

kromatografi i¢in olas1 kullanilabilirligi gdsterilmistir.
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