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OZET

CESITLI BIRYOFIT TURLERININ PROTEIN-ANTIKOR
SAFLASTIRILMASINDA SPESIFiK SORBENT ETKINLIiGININ
ARASTIRILMASI

Mithat Evrim DEMIR

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Adnan ERDAG
Dog. Dr. Sinan AKGOL
2011, 82 sayfa

Immunoglobulin G insan kanindaki temel antikor molekiiliidiir. IgG terapétik ve
tedavi amaciyla tibbi alanda onemli kullanima sahip, ticari 6nemi yiiksek olan bir
antikordur. IgG saflastirilmasi icin giiniimiizde farkli yontemler kullanilmaktadir.
Bu calismada IgG saflastirilmasi i¢in dogal fitosorbent olarak karayosunu
ornekleri ile calisilmistir. Bitki 6rnekleri dogal yayilisa sahip olduklan yerlerden
toplanmig, laboratuvar ortaminda temizlenmis, kurutulmus, ogiitiilmiis ve elek
analizine tabi tutulmustur. Deneylerde 140 pm alt1 biiyiikliige sahip tanecikler
kullamlmstir. [k olarak bitki o6rneklerinin FTIR, SEM ve mikroskobik
incelemeler ile karakterizasyon caligmalar1 gerceklestirilmistir. Bu incelemeler
sonucunda bitki ylizeyinin 6nemli bir hidrofobiklige sahip oldugu belirlenmistir.
Bitki orneklerine IgG adsorpsiyonu icin optimizasyon calismalarr yapilmustir.
Farkli tampon ile yapilan denemelerde bitkilerin tamami i¢in optimum tampon pH
5.0 olarak bulunmustur. Derisim deneyleri sonucunda adsorpsiyon
mekanizmasinin Langmuir izotermine uygun oldugu, adsorpsiyonun tek tabakali
oldugu belirlenmistir. Adsorbe edilen IgG miktar1 ortalama 60 mg/g olarak
bulunmustur. Bitkilerde adsorpsiyon-desorpsiyon dongiileri sonunda adsorpsiyon
kapasitesinde diisiis olmadigi, bitkilerin saflagtirma i¢in tekrar tekrar
kullanilabildigi, bu sayede diisiik maliyetli, dogal, geri doniistiiriilebilir fitosorbent
olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: immunoglobulin g, IgG, saflastirma, karayosunu, fitosorbent
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF SEVERAL BRYOPHYTE SPECIES FOR SPECIFIC
SORBENT ACTIVITY FOR PROTEIN - ANTIBODY PURIFICATION

Mithat Evrim DEMIR

Ph.D. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Adnan ERDAG
Assoc. Prof. Dr. Sinan AKGOL
2011, 82 pages

Immunoglobulin G is basic antibody molecule in human blood. IgG is an antibody
which have therapeutic uses in medicine and have high commercial value. In
recent years several methods are used for IgG purification. In this study mosses
are used as a natural phytosorbent for IgG purification. Moss species were
collected from their natural habitat, then cleaned, dried, grinded in laboratory and
sieve analysis were performed. Laboratory experiment were done with particles
smaller than 140 pm. Characterization of moss species were conducted using
FTIR, SEM, and microscobical investigations. As a result of these analysis,
important hyrophobicity on plant surface were determined. Adsorption of IgG onto
plant speices were investigated in batch system under various medium conditions
(i.e. pH, ionic strength, IgG concentration, temperature). During optimisation
experiments, pH 5.0 buffer were found to be optimum buffer for all species. With
the concentration experiments, adsorption mechanism were found suitable to
Langmuir adsorption isotherm, which determines single layer adsorption onto
plant surfaces. Adsorbed IgG amount were found approximately 60 mg/g.
Adsorption-desorption experiments indicated that plants were reusable. Results
indicated that moss species have the capacity to be used as biosorbent for IgG

purification, with their low cost, natural and biodegradable structure.

Key Words: immunoglobulin g, IgG, purification, moss, phytosorbent
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1. GIRIS

Ayirma, bir karisimin birbirinden farkli iki veya daha fazla iiriin haline getirilmesi
islemi olarak tanimlanabilir. Ayirma islemi kimya, petrokimya ve farmasotik
sanayinde en biiylik maliyeti olusturan islemlerden biridir. Adsorpsiyonda tutma
isini goren madde adsorban veya sorbent adimi alir. Adsorpsiyon yodnteminde
islemin verimi sorbentin kalitesi ve Ozellikleriyle dogrudan iligkilidir (Yang,
2003).

Biyosorpsiyon islemi cansiz biyokiitlenin sorbent ve sorbat arasindaki afinite
iligkisine dayanan pasif bir olaydir (Volesky, 2007). Sorbent olarak biyolojik
ajanlarin kullanilmasi uzun yillardir arastiricilarin ilgisini ¢ekmistir. Gilintimiizde
ise sorbent olarak bitkilerin kullanilmasi giderek artmaktadir. Diisiik maliyetle
elde edilebilmeleri ve geri doniistiiriilebilir olmalari islemin genel verimi agisindan
da nem tasimaktadir. Ozellikle tarimsal faaliyetlerden olusan atigin bol ve diisiik
maliyetli olusu arastiricilart bu konularda caligma yapmaya itmistir. Fitosorbentler
ile yapilan calismalar agir metal temizlenmesi, atiksulardan boyalarin

temizlenmesi, petrol ve tiirevlerinin temizlenmesi seklinde ana gruplara ayrilabilir.

Atiksulardan agir metallerin temizlenmesi amaciyla yapilan calismalar arasinda
Cr(VD) tutulmasi igin Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze meyveleri
kullanilmas1 (Vaghetti vd., 2008), Pinus sylvestris L. kozalaklarinin kullanilmasi
(Ucun vd., 2002), fistitk kabugunun kullanilmasi1 (Witek-Krowiak vd., 2011),
Passiflora edulis Sims meyve kabugunun kullanilmas1 (Jacques, 2007), Cocos
nucifera L. (hindistan cevizi) lifi kullanilmasi (Gonzales vd., 2008), Ni(Il)
tutulmast icin Azadirachta indica A. Juss. yapraklarmin kullanilmasi
(Bhattacharyya vd., 2009), Moringa oleifera Lam. kabugu kullanilmas1 (Reddy,
2011), Cochlospermum gossypium (L.) DC. sakizi kullanilmas1 (Vinod vd., 2010),
Cd icin su bitkisi olan Hydrilla verticillata (L. f.) Royle (Bunluesin vd., 2007),
Scolymus hispanicus L. (Barka vd., 2010) kullanilmasi, Cu(Il) tutulmasi i¢in
Acacia leucophala Link agac kabugu tozu (Munagapati vd., 2010), Arachis
hypogaea L. meyve kabugu kullanilmasi (Witek-Krowiak vd., 2011), Pb i¢in
Pinus sylvestris kozalagi (Ucun vd., 2003), Phaseolus vulgaris L., Ficus religiosa
L. yapraklar1 (Ozcan vd, 2009) kullanimu 6rnek olarak verilebilir. Atiksulardan
boyar madde uzaklastirilmast i¢in Araucaria angustifolia (Vaghetti vd., 2008),
Pyracantha coccinea M. Roem. meyvesi (Akar vd., 2009a), Ananas comosus (L.)



Merr. yapraklari (Chowdhury vd., 2011), Paulownia tomentosa (Thunb.) Steud.
(Deniz ve Saygideger, 2010), Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb (Sentiirk vd.,
2010), Thuja orientalis L. (Akar vd., 2008), Cupressus sempervirens L.
(Fernandez vd., 2010), Capsicum annuum L. tohumlar1 (Tunali Akar vd., 2011),
islenmemis zeytin ati1 (prina) (Akar vd., 2009b) ve Phaseolus vulgaris kullanilan
bitkilerden bazilaridir.

Bilimsel arastirmalarda yaygin olarak kullanilan bir diger bitki grubu da
karayosunlaridir. Karayosunlar1 12,000 — 15,000 tiirle biryofitler icinde en biiylik
grubu olusturmaktadir. Karayosunlar1 diinya iizerinde denizler haric, coller ve
kutup bolgeleri de dahil olmak iizere, fotosentetik bitkilerin bulunabildigi her
ortamda varliklarini siirdiirebilmektedirler (Crum, 2001). Karayosunlar1 yiizey
yapilar1 ve kolay erisilebilir olmalar1 sebebiyle fitosorbent olarak da caligmalarda
kullanilmislardir. Karayosunlar1 kullanilarak yapilan ¢alismalara Cd(II) ve Cr(III)
tutulmast i¢in Hylocomium splendens (Hedw.) Schimp. kullanilmasi (Sart vd.,
2008), *'Cs ve *Sr tutulmas: icin Funaria hygrometrica Hedw. kullanilmast
(Balarama Krishna vd., 2004), Pd i¢in Racomitrium lanuginosum (Hedw.) Brid.
(San1 vd., 2009) kullanilmasi, Co ve Sr icin Rhytidiadelphus squarrosus (Hedw.)
Warnst. (Maresova vd., 2011) kullanilmasi, atiksulardan boyar madde
uzaklastirilmasi i¢in Dicranella varia (Hedw.) Schimp. kullanilmasi1 (Akkaya ve
Ozer, 2005) 6rnek olarak verilebilir.

Diinya iizerinde genis yayilima sahip bir karayosunu olan Sphagnum’un agir metal
tutma Ozellikleri ¢esitli ¢calismalarla belirlenmistir (Brown vd., 2000). Bu amacla
Amerikan Maden Biirosu yaptigi caligmalarda gozenekli polisiilfon kiirecikler
izerine immobilize edilmis mikroorganizmalara ek olarak immobilize Sphagnum
da denemistir. Bu sekilde ¢inko, kadmiyum ve diger metallerin segici olarak

ortamdan uzaklastirildigi sonucuna ulagilmistir (Ferguson vd., 1989).

Sphagnum’un ticari olarak kullanimi ise genellikle petrol iiriinlerinin ortamdan
uzaklastirilmasina yonelik olmustur. Bu iirlinler genellikle toz haline getirilerek
hazirlanmig olarak piyasaya siiriilmiistiir. Hyro-Weed bu amagla gelistirilmis,
petrol iiriinleri ve kimyasal kirliligin temizlenmesi icin kullanilan ticari iiriindiir
(Sekil 1.1. a). Ozellikle kuru haldeyken hidrofobik ozellikler kazanan Sphagnum,
petrolii tutarak kirlenmis alanlarin temizliginde kullanilmaktadir. Su {izerinde

kaldig1 i¢in su uistii kirliligin temizlenmesi amaciyla kullanilabilmektedir. Hyro-



Weed Amerikan Deniz Kuvvetleri, Amerikan Ordusu ve Hava Kuvvetleri
tarafindan kullanilmaktadir (Innovative Technologies Group LLC). Peat-sorb bu
amacla ticari olarak kullanilan bir diger iirtindiir. Bu iirtin de farkli petrol ve yag
tiirevlerinin temizlenmesi amaciyla kullanilmaktadir (Sekil 1.1. b) (Zorbit
Technologies Inc.). Giiney Afrika kiyilarinda bulunan Dassen ve Robert adalari
yakinlarinda gerceklesen petrol sizintist bu iiriinle temizlenmistir. Oclansorb Plus
tatli ve tuzlu sularda, sulak alanlarda ve diger acik su ortamlarinda, diger
tekniklerle temizlenemeyen petrol sizintilarini temizlemek iizere gelistirilmis bir
diger iiriindiir (Sekil 1.1. ¢) (Hi Point Industries Ltd.). Yeni Zelanda’da kullanilan
Enviropeat yag ve petrol iiriinleri i¢in gelistirilen bir bagka ticari tiriindiir (Sekil
1.1. d) (Envirotech Solutions). Kallak Turba Fabrikasi ise Norve¢’de turba hasat
ederek benzeri temizleme islemleri icin ticari {iriin iireten bir bagka sirkettir
(Kallak Torustrofabrikk).

Sekil 1.1. Ticari Sphagnum iiriinleri a. Hyro-Weed (Innovative Technologies Group LLC)
b. Peat-Sorb (Zorbit Technologies Inc.) c. Oclansorb (Hi Point Industries Ltd.)

d. Enviropeat (Envirotech Solutions).



Karayosunlarinin  bazi  yapisal ozellikleri, ozellikle fitosorbent olarak
kullanilmasinda etkili olmaktadir. Karayosunlar1 basit yapili, genellikle tek hiicre
kalinligina sahip yapilari olan bitkilerdir. Boylar1 sadece birka¢ milimetre olan,
sadece birkac yapragi olan karayosunlart1 oldugu gibi (Ephemeropsis ve
Virividellis pulchellum), yarim metreden uzun olabilen Polytrichum commune ve
70 cm boylanabilen Dawsonia superba tiirleri de vardir (Crum, 2001). Fontinalis
tirleri de 2 metreye kadar boylanabilirler. Karayosunlarinin tercih edilmesinde
onemli bir etken bu bitkilerin yayilis alanlaridir. Karayosunlar1 ¢ok genis yayilisa
sahip bitkilerdir. Diinya iizerinde hemen her yerde varliklarini siirdiirebilirler. Bu
ozellikleri arastiricilara karayosunlarinin neredeyse her an ulasilabilir olmasi
avantajint  saglamaktadir. Kullanilacak materyalin kolay ulagilabilir olmasi
calismalarin maliyetinin diisiiriilmesinde onemli bir faktordiir. Baz1 karayosunu
tiirlerinde yaprak hiicrelerinde siislemelerin oldugu bilinmektedir. Bu siislemeler
genellikle kurak ortamlara adapte olmus, su dengesi ile ilgili adaptasyonlardir. En
yaygin goriilen siisleme tipi papillalardir. Genel tanimiyla papilla, hiicre
yiizeyindeki farkli sekillere sahip ¢ikintilardir. Basit, C-sekilli veya dallanmis
yapida olabilirler. Papillalar yogun dizildiklerinde aralarinda olusturduklar1 kanal
ile suyun hizli sekilde aktarilmasim saglarlar. Benzer sekilde mamillalar da hiicre
litmeninin disart dogru ¢ikarak olusturdugu cikintidir (Buck ve Goffinet, 2000).
Bu yapilarin diger 6nemli o6zelligi de ylizey alanin1 onemli olgiide artirtyor
olmalaridir. Yogun papillaya sahip bir yapragin yiizey alan1 6nemli dl¢iide artarak

tutunmast istenen molekiil icin avantaj olusturur.

Kromatografi, bir 6rnek icindeki birden fazla bilesenin duragan ve hareketli faz
arasinda, birbirlerine olan ilgileri prensibine dayanan, ayirma tekniklerinin genel
adidir (Sadek, 2004). Bir diger ifadeyle kromatografi biri duragan, digeri hareketli
faz olmak iizere iki faza ayrilmis bilesenlerin fiziksel ayrilmas: teknigidir (IUPAC,
1997). Duragan faz sivi veya kati olabilir, hareketli faz ise siv1 veya gaz olabilir.
Ayrilacak olan maddeler duragan ve hareketli faz arasinda farkli derecelerde
dagilirlar ve birbirlerinden ayrilirlar. Kromatografi analitik veya preperatif olabilir.
Kromatografik  teknikler = biyokimyasal arastirmalarda  yaygin  olarak
kullanilmaktadir.

Afinite kromatografisi
Afinite kromatografisi adsorpsiyon kromatografisinin bir c¢esidi olarak

diisiiniilebilir. Bu sistemde kat1 matriks iizerine immobilize edilmis komplementer



maddeler ile spesifik ve tersinir kompleksler olusturan biyolojik molekiiller vardir.
Bunlar ligand, afinite ligandlar1 veya affinantlar olarak adlandirilirlar. Enzimlerin
substratlari, inhibitorleri, kofaktorleriyle olusturduklar1 kompleksler, antikorlarin
antijenleriyle  olusturduklar1 kompleksler, lektinlerin  glikoprotein veya
polisakkaritlerle olusturduklar1 kompleksler 6rnek olarak verilebilir (Turkové,
2002).

Saflastirllmak istenen enzim veya diger biyomolekiil biyoligand olarak
adlandirilabilecek bir molekiile afinite gosterir. Biyolojik olarak aktif iiriinleri
iceren ham karisim afinite adsorban kolonundan gecirildiginde, belirlenmis
deneysel kosullar altinda, immobilize afinite ligandina komplementer baglanma
bolgesi bulunmayan biitiin bilesikler tutulmadan gececektir. Buna karsin liganda
afinite gosteren iirlinler kolonda tutulacaktir. Bu iirlinler daha sonra ¢6ziiniir afinite
ligand1 ile yikanarak veya iirlin-ligand kompleksinin yapisini bozmak {izere
kosullarin (pH, iyonik siddet, sicaklik vb.) degistirilmesiyle tekrar elde edilebilir
(Turkovd, 2002) (Sekil 1.2). Afinite kromatografisinde kullanilan bazi ligandlar ve
saflastirilmak istenen molekiiller tabloda verilmistir (Cizelge 1.1).

Afinite kromatografisinde kullanilacak biyosecici adsorbanin sentezlenmesi
yontemin uygulanmasi siirecinde énemli yer tutar. Saflastirilmak istenen molekiile
uygun sentezlenecek adsorban proteinin birka¢ basamakta hizli ve verimli sekilde
saflastirilmasin1 ~ saglayacaktir  (Scouten, 1981). Giiniimiizde adsorbanin
sentezlenmesi islemi ticari {irlinlerin de piyasaya c¢ikmasiyla nispeten
kolaylasmustir.

Cizelge 1.1. Afinite kromatografisinde kullanilan ligandlar ve biyolojik iliskilere

ornekler
Ligand Saflastirilan molekiil
Antikor Antijen, viriis, hiicre
Inhibitor Enzim (substrat analoglar1 veya kofaktor analoglar)
Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre yiizeyi reseptorii,
membran proteini, hiicre
Niikleik asit Niikleik asit baglayan protein (enzim veya histon)
Hormon, vitamin Reseptor, tastyici protein
Seker Lektin, enzim veya diger seker baglayan proteinler
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Sekil 1.2. Afinite kromatografisi basamaklarinin sematik gosterimi 1. Afinite ortami tampon
ile dengeye almir. 2. Ornek, hedef molekiilin komplementer liganda
baglanabilmesi icin uygun kosullarda kolona uygulanir. 3. Hedef maddeler
spesifik ve tersinir olarak liganda baglanir. Baglanmayan maddeler kolonda
tutulmadan c¢ikar. 4. Hedef molekiiller desorpsiyon islemi ile tekrar elde edilir

(Kog, 2007’ye gore diizenlenerek).




Teknigin uygulanmasi asamasinda dikkat edilmesi gereken diger bir konu da
ligand-molekiil arasindaki afinitedir. Eger afinite ¢ok zayifsa adsorpsiyon
gerceklesmez. Buna karsin kuvvetli bir afinite olmas1 durumunda adsorbe olmus
proteinin yikanmasi zorlasacaktir. Uygun kosullarin elde edilmesi bu teknigin

verimli sekilde kullanilmasini saglayacaktir.

Matriks secimi

Kat1 destegin ve matriks ile afinite ligand1 arasindaki kovalent baglanmanin dogru
sekilde secilmesi, afinite kromatografisinin basarisim dogrudan etkilemektedir.
Kat1 desteklerin immobilize afinite ligandinin kararlilig: iizerinde etkileri vardir.
Baz1 kati desteklerin kendileri de afinite ligandi icerebilirler. Kromatografi
isleminde kullanilacak tasiyict matrikste bulunmasi gereken bazi o6zellikler su

sekilde siralanabilir;

1. Coziiniir olmamalidir.
Yeterli gecirgenlige ve genis spesifik alana sahip olmalidir.

3. Baglanma, adsorpsiyon, desorpsiyon ve rejenerasyon kosullarina karst
kimyasal olarak kararli olmalidir.

4. Mikrobiyal ve enzimatik ataklara kars1 direncli olmalidir.

5. Afinite ligandlarinin baglanmasina izin verecek kimyasal reaktiviteye
sahip olmalidir.

6. Proteinlerin nonspesifik etkilesimlerinden etkilenmemek icin hidrofilik ve
notral karakterde olmalidir.

7. Endiistriyel uygulamalar i¢in ekonomik olmalidir.

Ligand secimi

Afinite kromatografisinde kullanilabilecek cok sayida ligand olmasina karsin bir
cogu biyolojik kokenlidir. Kolon i¢inde biyolojik ligand kullanilmasi bu yontemin
bioafinite kromatografisi veya biospesifik adsorpsiyon olarak da adlandirilmasina
yol agmustir. Bir¢cok biyolojik ligandin spesifikligi bioafinite kromatografisini cogu
bilesigin saflastirilmasi icin ideal yontem haline getirmistir (Hage ve Ruhn, 2006).
Afinite kromatografisinde kullanilan bazi ligandlar tabloda verilmistir (Cizelge
1.2). lyi bir ligand asagidaki 6zelliklere sahip olmalidir:



1. Ligand izole edilebilecek sekilde protein ile tersinir kompleksler

olusturmalidir.

Kromatografik uygulamaya uygun spesifiteye sahip olmalidir.

3. lzole edilen protein veya ligandi etkilemeden ortamdaki basit bir

degisimle kompleks kolayla ayrilabilmelidir.

4. Matrikse kolayca immobilize edilebilmek iizere birtakim kimyasal

ozelliklere sahip olmalidir.

5. Kararli komplekslerin olusumu i¢in kompleks sabiti yeterince yiiksek

olmalidir.

Cizelge 1.2. Afinite kromatografisinde kullanilan bazi ligandlar (Hage ve Ruhn,

2006).

Yontem Ligand Tutulan maddeler

Immunoafinite Antikorlar Antijenler (orn.

kromatografisi Hormonlar, peptidler,
proteinler, viriisler, hiicre
bilesenleri)

Enzimlerin afinite | Inhibitorler, substratlar, | Enzimler

kromatografisi kofaktorler, koenzimler ve

cesitli ligandlar

Lektin afinite | Lektinler Sekerler, glikoproteinler

kromatografisi ve glikolipidler

DNA afinite | DNA veya RNA DNA/RNA’ya baglanan

kromatografisi proteinler, komplementer
niikleotidler

Boya ligand afinite | Sentetik boyalar Proteinler ve enzimler

kromatografisi

Afinite kromatografisinin alt dallart

Afinite kromatografisinin alt dallar1 Cizelge 1.3’de verilmistir (Wilchek ve Miron,

1999).




Cizelge 1.3. Afinite kromatografisinin alt dallart.

. Hidrofobik kromatografi

. Immunoafinite kromatografisi

. Kovalent afinite kromatografisi

. Metal-selat afinite kromatografisi

. Molekiiler baskilama afinite kromatografisi

. Membran temelli afinite kromatografisi

. Affinite kuyruk kromatografisi

. Lektin afinite kromatografisi
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. Boya ligand afinite kromatografisi
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. Reseptor afinite kromatografisi
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. Perfiizyon afinite kromatografisi
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. Tiyofilik afinite kromatografisi
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. Yiiksek performans afinite kromatografisi
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. Afinite yogunluk pertubation
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. Kiitiiphane tiirevli afinite kromatografi
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. Afinite ¢coktiirme
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~

. Afinite elektroforez

—_
oo

. Afinite kapiler elektroforez

—_
Nl

. Santrifiij afinite kromatografisi

[\
=)

. Afinite itme kromatografisi

Immunoglobulin olarak da bilinen antikorlar ¢cok hiicreli hayvansal organizmalarmn
bagisiklik sistemleri tarafindan, kendi organizmalarina ait olmayan organik
yapilara kars1 gelistirilen glikoprotein yapisindaki molekiillerdir. Bu molekiiller
organizmay1 bakteri ve viriisler gibi yabanci molekiillerin yol agmasi muhtemel
zarar verici etkilere karsi Onceden uyararak koruyuculuk saglarlar. Antikorlar
hiimoral immiin sisteminin dnemli bir kismin1 olustururlar. Kendi antimikrobiyal
ozellikleri olmamalarina karsin farkli yontemlerle hiicresel immiin sistemini
desteklerler:

1. Patojenlerin {izerlerindeki antijenlere baglanarak bunlarin viicut
hiicreleriyle etkilesimlerini 6nlerler (nétralizasyon).
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2. Tek hiicreli patojenleri agregatlara baglayarak (immiin kompleksleri)
fagositler tarafindan daha kolay alinmalarini saglarlar (aglutinasyon).
3. Eslenik sistemi etkin hale getirerek innate immiin savunma sistemini

harekete gecirirler (opsonizasyon).

Antikorlar B hiicresi tarafindan olusturulurlar. Ozellesmelerinden bagimsiz olarak
dort polipeptid zincirinden olusurlar. Bunlardan kovalent bag ile oliosakkarit
gruplarini tagtyan iki es zincir agir zincir (53-75 kDa) olarak, glikozillenmemis
diger iki es zincir ise hafif zincir (23 kDa) olarak adlandirilir. Agir zincir ve hafif
zincir birbirlerine disiilfit bag: ile baglanirlar. Agir zincirler birbirlerine disiilfit
baglar ile baglanirlar (Sekil 1.3). Bu baglarin bulundugu esnek bolge mentese
bolgesi olarak adlandirilir. Disiilfit baglar1 sonucu polipeptid zincirlerinin
katlanmasiyla olusan kisimlar domain olarak adlandirilir. Her dort polipeptid
zincirinde de sabit ve degisken bolgeler vardir. Hafif zincirde (L) karboksil ucuna
yakin olan bolge sabit bolge (Cr), amino ucuna yakin olan bolge degisken bolge
(Cy) olarak adlandirilir. Agir zincirin (H) amino ucuna yakin kisim degisken bolge
(Hy), diger kisimdaki bolgeler ise sabit bolgeler (Cyl, Cy2, Cyx3) olarak
adlandirilir. Agir ve hafif zincirlerin degisken bolgeleri iki 6zdes antijen baglanma
bolgesi olusturur (Anonim, 2002).

Sekil 1.3. Immunoglobulinin temel yapist
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Insanlarda Cy bolgelerine gore degisiklik gosteren bes agir zincir bulunur. y, o, |,
0 ve € seklinde gosterilirler. 4 ve € domainleri genelin aksine ii¢ degil dort CH
domainine sahiptirler. Agir zincirin tipi immunoglobulin smifin1 ve etki
mekanizmasini belirler. Bes immunoglobulin sinifi IgG, IgA, IgM, IgD ve IgE’dir
(Sekil 1.3; Cizelge 1.4) (Murray vd., 2003).

Cizelge 1.4. Immunoglobulinler ve temel gorevleri

Immunoglobulin | Temel Gorevleri

IeG ikincil tepkideki ana antikordur. Bakterileri opsonize ederek
fagositozlarin1 kolaylastirir. Tamamlayici sisteme yardimcr olur.

Bakteriyal toksinleri ve viriisleri notralize eder. Plasentadan geger.

IgA Bakteri ve virlislerin mukoz membrana baglanmasin1 Onler.

Tamamlayici sisteme etki etmez.

IgM Antijene birincil tepki sonucunda {iretilir. Tamamlayic1 sistem

olusturur. Plasentayr gecemez. B hiicrelerinin yiizeylerindeki antijen

reseptoriidiir.
IgDh B hiicrelerinin ytizeylerinde ve serumda bulunurlar.
IgE Antijenle karsilagilmasi durumunda mast hiicreleri ve bazofillerden

mediatorlerin salinimu ile ani hipersensitiviteyi olusturur.

Immunoglobulin G (IgG) insan kamindaki temel antikor molekiiliidiir. Biitiin
antikorlarin yaklasik %80’ini olusturur. Mentese bolgesindeki agir zincirlerin
aralarindaki disiilfit baglarmin farklarina gore dort alt grubu vardir. Papain
aktivitesi sonucunda 50 kDa’lik ii¢ kisima ayrilabilirler. Bu kisimlardan antijen
baglayan ikisine F,, ad1 verilir. Diger {i¢iincii kistm hemen kristallenebildiginden

dolay1 F, adini alir ve hedef hiicrelerin sindirimi gibi diger gorevlerde is goriirler.

Antikorlar biyoloji, biyoteknoloji, tan1 ve tibbi amaclarla genis kullanim alanlarina
sahiptirler. Antikorlar ve monoklonal antikorlar enflamasyon, kanser, otoimmiin

ve bulasici hastaliklarda tedavi amaghi olarak etkin sekilde kullanilmaktadir.

Immunoglobulinlerdeki eksiklikler enfeksiyon riskinde artisa ve yetersiz immun
tepkisine sebep olur. Immunoglobulinler tedavi amaciyla ilk olarak 1952 yilinda,
X-bagli agammaglobulinemia (XLA) ve tekrarlayan pndmokoksal sepsis hastalig
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bulunan pediatrik hastada kullanilmistir (Bruton, 1952). Bu tedaviyi takiben Ig
tedavisi birincil ve ikincil bagisiklik yetmezligi tedavilerinde kullanilmaya
baslanmistir (Reilly vd., 2010). IVIg tedavi yoOntemine Amerika Birlesik
Devletleri’nde de ilk kez 1981 yilinda FDA tarafindan onay verilmis ve immun
yetmezligi tedavilerinde kullanilmasi onerilmistir (Kilig, 2003). Ik olarak kas
icine enjeksiyon ile uygulanan yontem damardan immunoglobulin verilmesi
yonteminin (IVIg) idyopatik trombositopenik purpura (ITP) tedavisinde daha etkili
oldugu belirlendikten sonra yerini bu yonteme birakmustir. Zayif immiin sistemine
sahip hastalara antikor tedavisi uygulanmasi enfeksiyon riskini azaltmaktadir.
Immunoglobulin iiriinleri bagigiklik sistemi yetersizliklerinde, Kawasaki hastaligi
tedavisinde, hematopoietik kok hiicre naklinde, kronik B-hiicresi lenfotik 16semide
ve HIV tedavisinde kullanilmaktadir.

Son yillarda biomedikal arastirma ve gelistirme calismalarinda monoklonal
antikorlarin 6nemi artmistir. Monoklonal antikorlarin tiretimi 2006-2010 yillari
arasinda ii¢ kata yakin bir artis gostermistir. Diinya capindaki IgG tiiketimi de
1992-2003 yillar1 arasinda 19.4 tondan 52.6 tona c¢ikmistir (Denizli, 2011). Buna
paralel olarak antikor temelli tedaviler ve in vivo teshis yontemleri diinya capinda
yetkili kuruluglardan onay almaktadir (Guerrier vd., 2000). Tibbi uygulamalar i¢in
genellikle yiiksek saflikta IgG gereklidir. Bu uygulamalar i¢in immunoglobulinler
coktiirme ve kromatografi basta olmak iizere ¢ok cesitli fizikokimyasal yontemler

kullanilarak saflagtirilmaktadir.

Cohn plazma fraksiyon yontemi bu alanda yillardir kullanilan bir yontem olmustur
(Cohn vd., 1946). Bu yontemde proteinlerin etanol-su karistmu icinde farkl
¢oziiniirliikleri oldugu prensibine dayanarak ayrim gerceklesmektedir. Giiniimiizde
etanol c¢oktiirmesiyle fraksiyonlara ayirma yontemi ticari Olcekte insan
plazmasindan IgG saflastirmak i¢in kullanilan en yaygin yontemdir (27 ton/yil)
(Muronetz ve Korpela, 2003). Bu yonteme ek olarak protein A baglanmis
adsorbanlar gosterdikleri yiiksek secicilik sayesinde pilot Olcekte tek basamakta
antikor saflastirilmasinda kullanilmaktadir. Her ne kadar protein A genetigi
degistirilmis bakterilerden elde ediliyor olsa da, izolasyonu hala karmasik ve
maliyetlidir. Yiiksek secicilie sahip olmasina karsin protein A’nin gbz Oniine
alinmasi gereken bazi dezavantajlari vardir: (i) 6nemli miktar protein A matriksten
sizabilir. Boyle bir durumda olusacak kontaminasyon ozellikle klinik

uygulamalarda tolere edilemez; (ii) protein A’nin eldesi yiiksek maliyetlidir. Buna
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ek olarak protein A’nin uygun sekilde immobilizasyonu zordur. Ayrica
degradasyona olduk¢a duyarlidir (Canak vd., 2004, Denizli ve Arica, 2000). Diger
taraftan, pseudo-secici ligandlar bir c¢ok biyomolekiiliin saflagtirilmasinda
kullanilabilmektedir. Bu ligandlarin seciciligi, elektrostatik, hidrofobik, hidrojen
baglar1 ve van Der Waals etkilesimleri gibi zayif etkilesimlerin ortak etkisiyle
gerceklesmektedir. Son donemde, kiigiikk amino asitler, pseudo-secici ligandlar
olarak endiistriyel biyoafinite ayirmada kullanilmaktadir. Bu ligandlar, protein
ligandlarindan daha kararlidirlar ve biyolojik aktivite kayb1 gibi sorunlar1 yoktur.
Ekonomik olmalar1, kolay immobilizasyon ve yiiksek adsorpsiyon kapasiteleri
diger avantajlar olarak sayilabilir. Pseudosecici ligand histidin, tasidig1 karboksil,
amino ve imidazol gruplan ile ¢esitli proteinlerle izoelektrik noktalarinda veya
civarinda etkilesebilir (El-Kak vd., 1991). Protein A afinite kromatografisine
alternatif olarak iyon degisim, boya, histidin, tiyofilik, hidrofobik ve immobilize
metal afinite kromatografisi de kullanilan yontemler arasindadir. Immobilize metal
afinite kromatografisi (IMAC) Porath tarafindan 1975 yilinda gelistirilen ve temel
olarak antikor molekiillerinin yiizeylerindeki histidini kullanarak antikorlart
saflagtirmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Kullanilan ligand (selatlanmis metal
iyonlar1) yiiksek stabiliteye, kapasiteye ve 6zgiinliige sahiptir (Vancan vd., 2002).
Metal afinite kolonuna baglanan antikor pH’in diisiiriilmesiyle yikanabilir. Bu
yontemle elde edilen IgG, Protein A yontemi ile elde edilen safliga
erisememektedir. Yine de iyon degisim kromatografisi ile birlikte kullanildiginda
onemli bir alternatif olusturmaktadir (Huse vd., 2002). Boya ligand afinite
kromatografisi c¢esitli proteinlerin saflastirilmasi i¢in kullanilan bir baska
yontemdir. Sentetik boyalar cesitli reaktif gruplar icermeleri ve diisitk maliyetli
olmalar1 sebebiyle tercih edilmektedirler (Wongchuphan vd., 2009). Hidrofobik
etkilesim kromatografisi de antikor saflastirmasinda kullanilan etkili yontemlerden
biridir (Aktas Uygun vd., 2009).

Yukarida sozii edilen yontemler giiniimiizde kullanilan ve ticari olcekte IgG
saflastirmada kullanilan yontemlerdir. IgG’ nin terapétik ve klinik teshis amaciyla
artan sekilde kullanilmasi kullanilan yontemlerin maliyet / verim acisindan
sorgulanmasint gerekli kilmistir. Saflagtirma islemi i¢in kullanilan kati1 destek ya
mikrobiyolojik ajanlardan iretilmekte, ya da karmasik polimerizasyon
basamaklar1 ile sentezlenmektedir. Kati destegin elde edilmesi igin gerekli her
kimyasal basamak (6zellikle ticari Olcekte diisliniildiiglinde) maliyet artist

anlamma gelmektedir. Uretim asamasinda hammaddelerdeki maliyet artisinin da
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iriin fiyatina yansimasi kac¢inilmazdir. Giiniimiizde Ivlg tedavisi icin kullanilan
ilaglarin fiyatlarinin cok yiiksek olmasi bunun en acik gostergesidir (Cizelge 1.5).
Bu ilaclarin ithal olmasi da fiyat artisinda ayn bir dezavantajdir. Yiiksek fiyatina
karsin gectigimiz yillarda piyasada ila¢ sikintis1 yasanmast da bu konuda
karsilagilan ayr1 bir sorundur (Anonim, 2007). Bu noktada maliyetlerin
diisiiriilerek tiretimin daha ekonomik hale getirilmesi ihtiyact dogmaktadir.
Saflastirma maliyetinin 6nemli bir kisminin kati destek tiretiminden kaynaklandigi
diisiiniildiigiinde daha ekonomik, kolay ulasilabilir, geri doniistiiriilebilir bir kati
destek bir¢ok acidan 6nemli faydalar saglayacaktir. Maliyetin yanisira kullanilacak
olan materyalin geri doniistiiriilebilen, dogal bir materyal olmasi uzun vadede
ortaya cikabilecek sorunlarin da Onlenmesi agisindan Onem tasimaktadir.
Karayosunlar1 yukarida bahsedilen ozellikleri ile alternatif bir kati destek olma
potansiyeline sahiptir. Karayosunlarinin yaygin olarak bulunuyor olmalari
materyal teminindeki maliyeti 6nemli olciide diisiirmektedir. Oyle ki planl1 bir
arazi calismasi ile kullanilacak bitkilerin kolaylikla ve siirekli olarak temin
edilmesi miimkiindiir. Karayosunlarinin bazi tiirleri kurak kosullara adaptasyon
icin yaprak hiicrelerinde bazi ¢ikintilar olustururlar. Papilla veya mamilla denilen
bu uzantilar bitkilerin yilizey alanimi ¢ok biiyiik 6lciide artirmaktadir. Bu sebeple
ozellikle afinite kromatografisinde gerekli olan yiizey alani, bu karayosunu tiirleri
tarafindan dogal olarak olusturulmaktadir. Karayosunlarinin yaprak yiizeyindeki
kimyasal yapr tam olarak aciklanamamis olmasina karsin, yapilan incelemelerde
onemli hidrofobik gruplarin oldugu belirlenmistir. Yiizeylerinde bulunan kiitikiil
tabakasi ve bazi tiirlerin yapraklarinda bulunan mum yapilart da bu hidrofobikligi
artirmaktadir. Adsorpsiyon mekanizmasinin belirlenmesi bu bitkilerin kullanimini

daha miimkiin hale getirecektir.

Cizelge 1.5. Ivlg tedavisinde kullanilan bazi ilaclar ve fiyatlar1 (Anonim, 2011).

Ilac Bileseni Uretici / ithalatci Firma Ilac Fiyati

I.G. Vena 5 gr Onko Ecza San. 868.83 TL

Gamunex %10 50 ml IV Biem llag Ltd. 1212.75 TL
Tegeline 5 gr 100 ml Erkim ilag 1095.55 TL
Octagam 5 gr 100 ml Farmapek Tibbi Uriinler 1221.27 TL
Gamunex %10 100 ml IV Biem llag Ltd. 2396.71 TL
Octagam 5 gr 100 ml Berk Ilag 2413.76 TL
Gamunex %10 200 ml IV Biem ilag Ltd. 4764.62 TL
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Saflastirma yontemlerinde maliyeti artiran bir diger husus da kati destek
maddesinin omriidiir. Yiiksek maliyetle temin edilen destegin Omriiniin uzun
olmasi, tekrar tekrar kullanilabilmesi, verimi ve dolayisiyla iiretimin maliyeti
acisindan biiylik 6nem tagimaktadir. Bu acidan bakildiginda karayosunlariyla
yapilan ¢alismalarda bu bitkilerin tekrar kullanilma kapasitelerinin yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bu da, bu bitkilerin kat1 destek olarak kullanilmalari durumunda ¢ok
verimli bir sekilde iiretime katki saglayacagi anlamina gelmektedir. kullanilan
karayosunlar1 basit temizlik ve hazirlik agamalar1 diginda herhangi bir ek kimyasal
islem gormemistir. Diger bir deyisle bitkiler basit temizleme, ayiklama
islemlerinin ardindan, dogadan toplandiklar1 gibi kromatografik yontemlerle
kullanilmaya hazirdir. Bahsedilen her biyokimyasal islemin, sentezin ayri bir
maliyeti oldugu diisiiniildiigiinde bitkilerin ekonomik degeri bir kez daha ortaya
cikmaktadir. Karayosunlarinin bir diger avantaji da dogal ve yenilenebilir
olmasidir. Uretim veya sentez gibi bir isleme gerek duyulmamasindan dolay1 IgG

saflastirilmasi i¢in temin edilmesi siirecinde ¢evreye bir zarar vermemektedir.

Biitiin 6zelliklerini g6z Oniine alindiginda, karayosunlarinin artan ihtiyaca karsilik
verebilmek ve iiretim maliyetlerini diisiirebilmek amaciyla IgG saflastirilmasinda
kullanilabilme potansiyelinin degerlendirilmesi, yeni ve dogal bir alternatif sorbent
olarak bilim diinyasina kazandirilabilmesi olanaklarini arastirilmasi, bu tezin

amacin olusturmaktadir.
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2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Kullanmilan Ekipman

Bitki teshisi ve hazirlik asamalarinda Sigma pensler, Olympus stereo mikroskop,
Olympus BX-50 aragtirma mikroskobu, dijital fotograflama i¢in Olympus BX10
151k mikroskobu {iizerine takili Olympus Camedia 5050 digital fotograf makinesi

ve Heraeus (Function Line) etiiv kullanilmustir.

Kurutma sonras1 6giitiilen karayosunu 6rneklerinde partikiil boyutlarini belirleme
ve karakterizasyon (niteleme) calismalarinda Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi
Kimya Béliimiinde bulunan Retsch (AS 200 Digit) analitik eleme makinasi, ADU
Bilim Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nde bulunan FTIR
spektrofotometresi (Varian FTS 7000), Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii
Malzeme Arastirma Merkezi’nde bulunan Taramali Elektron Mikroskobu (SEM,
Philips XL-30S FEG) kullanilmustir.

Rutin laboratuvar ¢aligmalarinda ise karigtirma islemleri icin Velp (Multistirrer 15)
coklu manyetik karistirici, santrifiijleme islemi icin Hettich (Universal 32R)
santrifiij, tamponlarin pH ayarlamasi icin Hanna (pH 211) pH metre, absorbans
Olctimleri i¢in Shimadzu (UV-1601) spektrofotometre, farkli sicaklik denemeleri
icin Memmert (WB14) calkalamali su banyosu ve VWR (1180S) sogutmali su
banyosu, oOrneklerin c¢oziinmesinde kullanilmak {izere Bandelin Sonorex
(RK255H) ultrasonik banyo, tartim islemleri i¢in Shimadzu (AX 200) 0.1 mg

hassasiyette terazi ve Brand (Transferpette) otomatik pipetler kullanilmistir.

Adsorpsiyon-desorpsiyon denemelerinde kullanilan HIgG Sigma’dan, iyonik
siddet denemelerinde kullanilan NaCl Merck’den, etilen glikol, Tris-HCI

Fluka’dan temin edilmistir.
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2.2. Yontem
2.2.1. Bitkilerin Toplanmasi ve Diger Islemlere Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilmak iizere ylizeylerinde papilla, mum vb. yapilar olan
karayosunu tiirleri tercih edilmistir. Bu tiirlerin genis yayilima sahip olmasina
dikkat edilmistir. Bu amagcla belirtilen 6zellikleri tasiyan, Aydin yoresinde yayilisa
sahip Antitrichia californica Sull., Leucodon scioruides (Hedw.) Schwaegr.,
Bartramia stricta Brid., Syntrichia papillosissima (Copp.) Loeske, Pterogonium
gracile (Hedw.) Sm., Orthotrichum rupestre Schleich. ex Schwaegr. ve Tortella
tortuosa  (Hedw.) Limpr. tiirlerinin aragtirmamizda materyal olarak

kullanilabilirligi degerlendirilmistir.

Leucodon sciuroides: Orta boylu, sarims1 yesil renkli 6bekler halinde bulunan bir

bitkidir. Yapraklar1 kuru oldugunda birbirine yapisik, nemli olduklarinda ise dik
durumdadir. Uzunlamasina plikattir. Lanseolat — ovat sekillidir. Marjin diizdiir, tist
kisimlar1 diglenmistir. Yapragin u¢ kismina yakin bolgelerindeki hiicreler oval ve
kalin duvarhidir. Uzun hiicreler kiigiikk ve cok sayidaki yuvarlak hiicreler ile

cevrelenmistir.

Syntrichia papillosissima: GoOvde 10-25 mm, yapraklar tabanda siki, kuru

oldugunda geriye katlanmis ve gévde etrafinda dolanmis sekilde, nemli oldugunda
kuvvetlice geriye kivrik sekildedir. Lingulat-ovat sekle sahip olur 2.5-4 x 1-1.6
mm boyundadir. Kalin hiicre ¢eperiyle ¢evrelenmistir, daha az papilloz hiicre
icerir. Kostanin yiizeysel hiicreleri yuvarlak-kuadrat sekildedir, papillozdur. Bazi
durumlarda yaprak ucuna yakin kisimlar elongat ve diizdiir, dorsal olarak
elongattir. Papilloz, dentikulat veya spinoz yapidadir. Ust lamina hiicreleri
yuvarlak-kuadrat sekildedir ve i¢ kisimlari gozeneklidir. Her iki tarafta da
yiizeysel olarak konvekstir. Her liimende papilla vardir. Hiicre ¢eperleri incedir ve

diizensiz olarak gozeneklidir.

Bartramia stricta: Kiimeler halinde bulunan, gévdeleri tomentoz, merkezi silindire

sahip bitkilerdir. Kuru veya nemli olduklarinda diiz ve dik yapraklara sahiptir.

Antitrichia californica: Kuru oldugunda koyu yesil, nemli oldugunda parlak yesil

renktedir. Substrat iizerinde hali olusturan ve yayilan bir yapiya sahiptir.
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Yapraklar1 kuru oldugunda imbrikat, nemli oldugunda dik-acik haldedir. Ovat-
lanseolat, u¢ kismi dentikulattir.

Belirlenen karayosunu tiirlerinin toplanmast amactyla 2008 yili Agustos ayinda
Aydin / Pasayaylast Mevkii’'nde arazi calismas1 gerceklestirilmistir. Arazi
calismasinda toplanan bitkiler uygun plastik torbalara alinarak laboratuvar
ortamina getirilmistir. Bitkiler burada tiir bazinda ayrilmis, araya karisma ihtimali
olan yabanci tiirler stereo mikroskop da kullanilarak ayiklanmistir. Bu islemden
sonra giincel bitki teshis anahtarlar1 (Smith, 1991 ve 2004, Zander, 1993, Munoz,
1997) kullanilarak tiirlerin teshisi yapilmis ve daha sonraki islemler i¢in hazir hale
getirilmisgtir.

Toplanan karayosunu ornekleri yetistikleri ortam itibariyle yogun olarak tortu ve
dokiintii icermektedir. Ilerleyen ¢alismalarda sonuclar etkilememesi agisindan bu
tortularin miimkiin olabildigince ayiklanmasina calisilmistir. Bu amacla ilk
asamada bitkiler heniliz tam olarak kurumadan alt kistmlarinda yer alan kaba
tortular1 elle ve makasla ayiklanmistir. Buna ek olarak kirli ve canliligini yitirmeye
baglamis olan kisimlar1 kesilmis, canli ve nispeten temiz kisimlar kurutulma
asamasi icin ayrilmistir. Bu sekilde hazirlanan bitki Ornekleri distile su
kullanilarak yikanmis ve yapraklarin arasinda kalmasi muhtemel tortulardan
olabildigince arindirilmaya calisilmistir. Yikama ve temizleme islemlerinden
gecirilen bitkiler kurutma kagidi iizerinde oda sicakliginda bekletilerek kabaca
nemini vermesi saglanmistir (Sekil 2.1). Bitkiler son olarak 1 hafta siireyle 40 °C
sicaklikta etiivde tutularak kurutulmustur. Tamamen kuruyan bitkiler havan

yardimu ile ezilmis ve toz haline getirilerek kavanozlarda saklanmstir.

Kavanozlarda saklanan bitki ornekleri Hacettepe Universitesi Kimya Boliimii
Biyokimya Anabilim Dali arastirma laboratuvarlarinda elek analizine tabi

tutulmustur.

Elek analizi, toz halindeki 6rnegin elek sistemine yukaridan yiiklenmesi ve cihazin
titresimler olusturmasi sonucunda tanecik boyutlarina gore ayrilmasi islemidir.
Elek analizi i¢in Retsch AS 200 Digit model analitik eleme makinasi kullanilmistir
(Sekil 2.2). Analiz i¢in temel olarak 5 farkli tanecik boyu aralig: tercih edilmistir
(Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Elek analizinde kullamlan biiyiikliik araliklari

450 pm’dan biiyiik tanecik boyu

450 pm — 355 pm tanecik boyu

355 pm — 250 pm tanecik boyu

250 pm — 200 pm tanecik boyu

200 pm — 140 pm tanecik boyu

140 pm’den kiigiik tanecik boyu

Sekil 2.1. Karayosunu oOrneklerinin 6n kurutma asamasi (Sekildeki ornek

Syntrichia papillosissima’ dir)
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Sekil 2.2. Analitik eleme makinasi

Olgiim islemine baslamadan ©nce metal elekler basinghi hava yardimiyla
temizlenerek gozeneklerin acilmasi ve varsa yabanci maddelerin uzaklastiritlmasi
saglanmistir. Daha sonra sirasiyla 450 pm, 355 pm, 250 pm, 200 pm, 140 pm
tanecik biiyiikliigiine sahip metal elekler ve metal toplama kabi biiyiik gdzenekli
elek en iistte kalacak sekilde cihazin iistiine yerlestirilmistir. En iistteki metal elege
bitki ornekleri yiiklendikten sonra cihaz 6 dakika siireyle % 60’lik sallama
siddetiyle calistirilmis ve toz haline getirilmis bitki parcaciklarinin eleklere
dagilmast beklenmistir. Siire sonunda elekler dikkatlice cihazdan ayrilarak her
elegin icerigi kagit tizerine alinmis ve agirliklan tartilmistir (Sekil 2.3). Ayrim
sonunda olugan fraksiyonlar ayr1 kaplara alinarak muhafaza edilmistir (Sekil 2.4).
Bu islem Antitrichia californica, Leucodon sciuroides, Syntrichia papillosissima
ve Bartramia stricta tiirleri igin sirasiyla tekrarlanmis, Pterogonium gracile,
Orthotrichum rupestre ve Tortella tortuosa tiirlerinin miktarlart analiz i¢in yeterli
olmadigindan bu tiirlerle calisilmamistir. Ayrim ve tartim islemi sonucunda her tiir
icin grafik olusturulmustur.



Sekil 2.3. Eleklere dagilmis olan bitki parcaciklar

Sekil 2.4. Farkli tanecik boylarina sahip bitkilerin muhafaza edilmesi
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2.2.2. Bitki Orneklerinin Karakterizasyonu
2.2.2.1. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektroftometre) olciimleri

Bitkilerin FTIR spektrumlar1 FTIR spektrofotometresi (Varian FTS 7000)
kullanilarak elde edilmistir (Sekil 2.5). Bu amacgla kurutulmus bitki pargalart (0.1
g) yaklasik 0.1 KBr ile kanistirilmig ve 6zel aparat kullanilarak sikistirilarak pelet
haline getirilmistir. Daha sonra Ornekler cihaza yerlestirilerek FTIR spektrum

Olctimleri yapilmistir.

Sekil 2.5. FTIR spektrofotometresi
2.2.2.2. SEM (Taramah Elektron Mikroskobu) gozlemleri

SEM gozlemleri icin her tiire ait kurutulmus bitki Ornekleri kullanilmistir.
Karayosunu ornekleri daha 6nceden kurutularak toz haline getirildigi i¢in ek bir
kurutma islemine ihtiya¢ duyulmamustir. Ornekler iletkenlige sahip olmadiklari
icin inceleme bagliklar1 iizerine c¢ift tarafli iletken bant ile yapistirilarak
sabitlenmistir (Sekil 2.6). Yerlestirme isleminin ardindan iletkenligi artirarak
gorlintii kalitesini iyilestirme amaciyla altin kaplama asamasina gecilmistir. 10
dakika siireyle vakum ortaminda kaplamasi gerceklestirilen 6rnekler daha sonra
SEM cihazinin icine yerlestirilmis ve goriintiilenmeye hazir hale gelmistir (Sekil
2.7). Goriintiilerini almak tizere hem parcalanmamis, hem de parcalanmis bitki
ornekleri kullamilmigtir. SEM go6zlemleri taramali elektron mikroskobu (Philips
XL-30S FEG) kullanilarak gerceklestirilmistir.



Sekil 2.6. Iincelenecek orneklerin yapistirilarak basliklar iizerine yerlestirilmesi
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Sekil 2.7. SEM (Taramal1 Elektron Mikroskobu) (Izmir Yiiksek Teknoloji Ens.)
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2.2.3. Bitki Orneklerine HIgG Adsorpsiyonu ve Desorpsiyonu Kosullarinin
Incelenmesi

Kurutularak toz haline getirilmis bitki 6rneklerinden 140 pm’den kiigiik partikiil
boyuna sahip olanlar adsorpsiyon (yiizeyde tutma) ve desorpsiyon (disar1 salma)
incelemeleri icin secildi. Bitkilere HIgG adsorpsiyonu deneyleri kesikli sistem
kullanilarak incelendi. Bu amacla bitkiler HIgG ¢ozeltisi ile denge siiresi boyunca
(2 saat) manyetik karistiricida karistirildi. Adsorpsiyona pH, iyonik siddet, HIgG
baslangic derisiminin etkisi ve sicaklik etkisi incelendi. Desorpsiyon deneyleri ile

bitkilerin tekrar kullanilabilirligi arastirildu.
2.2.3.1. Bitki 6rneklerine HIgG adsorpsiyonuna pH’1n etkisinin incelenmesi

Farkli pH cozeltilerinde (pH 3.0-5.0 asetat tamponu; 6.0-8.0 fosfat tamponu; 9.0
karbonat tamponu) derisimleri 0.5 mg/mL olan HIgG ¢ozeltileri hazirland1 ve bu
cozeltilerden 1’er mL alinarak spektrofotometrede 280 nm’de absorbanslari
okundu. Kalan ¢ozeltilere 0.025 g bitki 6rnegi konularak 2 saat siire ile manyetik
kanstiricida kanstirildi. Siire sonunda orneklerden 1’er mL alinarak 10 dakika
siireyle 15,000 rpm’de santrifiijlendi. Daha sonra siipernatant alinarak 280 nm’de
absorbansi okundu. Elde edilen deger asagidaki denklem kullanilarak adsorpsiyon
degerleri elde edildi ve grafik olusturuldu.

Q=[(Cp-C)V]/m

Esitlikte yer alan Q, birim bitki {izerine adsorplanan HIgG kiitlesini (mg/g); C,
bitki ile etkilesime girmeden Onceki HIgG derisimini; C bitki ile etkilesime
girdikten sonraki HIgG derisimini; V toplam hacmi (mL), m deneylerde kullanilan
bitki kiitlesini (g) belirtmektedir. Adsorpsiyonun en yiiksek oldugu pH degeri
secilerek diger adsorpsiyon deneylerine belirlenmis pH degeri ile devam edildi.

2.2.3.2. Bitki orneklerine HIgG adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisinin
incelenmesi

HIgG adsorpsiyon deneyleri pH 5.0 asetat tamponunda gerceklestirildi. Iyonik
siddet hesaplamalar1 denklem kullanilarak yapildi.
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Esitlikte yer alan I, iyonik siddeti; n, mol sayisini; V, hacmi (litre) ve Z, iyon
yiikiinii  belirtmektedir. Farkli iyonik siddetlerde adsorplanan HIgG miktar1
hesapland1. Iyonik siddete karsi gram bitki basina adsorplanan HIgG miktar
grafigi cizilerek adsorpsiyonun en yiiksek oldugu deger belirlendi.

2.2.3.3. Bitki 6rneklerine HIgG adsorpsiyonuna HIgG baslangi¢ derisiminin
etKisinin incelenmesi

Adsorpsiyona HIgG baslangi¢ derisiminin incelenmesi amaciyla derisimleri 0.05;
0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5; 1.0; 2.0 mg/mL olan HIgG ¢o6zeltileri hazirlandi. Bu
cozeltiler 25°C’ta, pH 5.0 asetat tamponunda 2 saat boyunca bitki ile muamele
edildi. Her derisimde adsorplanan HIgG miktar1 hesaplanarak HIgG derisimine
kars1 adsorplanan HIgG miktarim1 gosteren grafik cizildi. Bu grafikten bitkinin
maksimum adsorpsiyon kapasitesi bulundu. Bu verilerden yararlanarak Langmuir

ve Freundlich adsorpsiyon izotermleri hesaplandi ve grafikleri cizildi.

2.234. Bitki orneklerine HIgG adsorpsiyonuna sicakhigin etkisinin
incelenmesi

Adsorpsiyona sicakligin etkisinin incelenmesi amaciyla adsorpsiyon deneyleri 4,
15, 25, 35, 45 °C’taki sicakliklarda gergeklestirildi. 4 °C i¢in buzdolabi, diger
sicakliklar i¢cin su banyolar1 kullanildi. HIgG ile bitkinin 2 saat muamele
edilmesinin ardindan adsorplanan HIgG miktar1 hesaplandi ve sicaklia karsi

adsorplanan HIgG miktarin1 gosteren grafik cizilerek sonuglar degerlendirildi.

2.2.3.5. Bitki 6rneklerinden HIgG desorpsiyonu

Optimum kosullar altinda (pH:5.0 asetat tamponu, 25°C sicaklik) bitkiye HIgG
adsorpsiyonu gerceklestirildi. Siire sonunda yapilan hesaplamalar ile bitkiye
adsorbe edilen HIgG miktar1 hesaplandi. HIgG adsorbe edilmis bitki ornekleri
bulunan ¢ozelti 10 dakika siireyle 15,000 rpm’de santrifiijlenerek siipernatant
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atildi. Bitki ornekleri daha 6nceden hazirlanmis olan %50°1ik etilen glikol ¢ozeltisi
icine alinarak 2 saat siireyle manyetik karistiricida karigtirildi. Siire sonunda 1 mL
ornek almarak 10 dakika siireyle 15,000 rpm’de santriiijlendi. Islem sonunda
siipernatant alinarak 280 nm'de absorbanst okundu. Hesaplamalar ile desorbe
edilen HIgG miktar1 saptanmis oldu. Bu islem 5 tekrarli olarak gerceklesti ve

adsorpsiyon kapasitesinde diisiis olup olmadig1 belirlendi.
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3. BULGULAR ve TARTISMA
3.1. Bitki Ornekleri
Toplanarak kurutulan ve toz haline getirilen bitki 6rnekleri elek analizine tabi

tutulmus ve elde edilen fraksiyonlar ayr1 ayr tartilarak muhafaza edilmistir.

Yapilan tartim islemleri sonucunda ortaya ¢ikan dagilim Sekil 3.1 — 3.4°de

sunulmustur.
Leucodon sciuroides
45 -
.
35
30 A
9\: 25 4
k)
5 20
<
15 4
10 4
5
0 T T T T T

450 > 450-355 355-250 250-200 200-140 140 <
Tanecik Boyutu (pm)

Sekil 3.1. Leucodon sciuroides tiiriiniin elek analizi sonucu ortaya ¢ikan tanecik dagilim

grafigi

L. sciuroides igin tanecik boyutu 450 pm’den biiyiik olan partikiiller toplam
kiitlenin yaklasik %42’sini olustururken, deneylerde kullanilan 140 pm alti
partikiiller toplam kiitlenin yaklasik %22’sini olugturmaktadir.
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Antitrichia californica
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Sekil 3.2. Antitrichia californica tiriiniin elek analizi sonucu ortaya ¢ikan tanecik dagilim
grafigi

A. californica icin tanecik boyutu 450 pm’den biiyiikk olan partikiiller toplam
kiitlenin yaklasik %49’unu olustururken, deneylerde kullanilan 140 pm alt1
partikiiller toplam kiitlenin yaklasik %14’ {inii olusturmaktadir.

Bartramia stricta
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Sekil 3.3. Bartramia stricta tiiriiniin elek analizi sonucu ortaya c¢ikan tanecik dagilim
grafigi
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B. stricta tiiriinde tanecik boyutu 450 pm’den biiyiikk olan partikiiller toplam
kiitlenin yaklasik %50’sini olustururken, deneylerde kullanilan 140 pm alti
partikiiller toplam kiitlenin yaklasik %25’ini olusturmaktadir.

Syntrichia papillosissima
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Sekil 3.4. Syntrichia papillosissima tiiriiniin elek analizi sonucu ortaya ¢ikan tanecik

dagilim grafigi

S. papillosissima tiriinde tanecik boyutu 450 pm’den biiyiik olan partikiiller
toplam kiitlenin yaklasik %40’ 1n1 olustururken, deneylerde kullanilan 140 pm alt1
partikiiller toplam kiitlenin yaklasik %16’ sin1 olusturmaktadir.

Tiirler arasinda bir karsilastirma yapmak gerekirse yapilan Oglitme ve eleme
islemleri sonrasinda 140 pum alt1 pargalarin kiitlesinin toplam kiitleye oraninda B.
stricta tirii %25 ile ilk sirada gelmektedir. Bu tiirii %22 ile L. sciuroides tiirii takip
etmektedir. Ayni1 6giitme ve eleme islemleri sonrasinda bu iki tiirden daha fazla
miktarda 140 pm alt1 kiitle elde ediliyor olmasi bu iki tiiriin tercih edilebilmesi
acisindan da O©Onem tasimaktadir. Eleme islemi sonrasinda diger tanecik
biiylikliikklerine sahip partikiiller tekrar 0Ogilitme islemine tabi tutularak

kullanilabilmektedirler.
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140 pm alt1 parcalarin mikroskobik goriintiileri asagida verilmistir (Sekil 3.5 —
3.8). Eni 140 pm altinda olan baz1 bitki parcalar1 elekten dik olarak
gecebildiginden bu dagilimda 140 pm’den biiyiik parcalar bulunabilmektedir. Bu
durum her eleme isleminde tekrar edebilecegi icin elde edilebilir en olas1 biiyiikliik

tasnifi olarak degerlendirilmistir.

Sekil 3.5. L. sciuroides 140 pm elekten gecen parcalarin mikroskop goriintiisii
(Sekillerdeki yuvarlak alanlar hava kabarciklaridir)
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Sekil 3.6. A. californica 140 pm elekten gecen parcalarin mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.7. B. stricta 140 pm elekten gegen parcalarin mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.8. S. papillosissima 140 um elekten gecen parcalarin mikroskop goriintiisii

3.2. SEM (Taramal Elektron Mikroskobu) Gozlemleri

Her bitki 6rnegi i¢in SEM goriintiilemesi yapildi. Orneklerin goriintiilenmesi
asamasinda ytizey 6zelliklerini karakterize edebilecek bolgelerin secilmesine 6zen
gosterilerek ve farkli biylikliiklerde goriintii alinarak, fitosorbent olarak
kullanilacak bitkilerin yiizey morfolojileri hakkinda fikir sahibi olundu (Sekil 3.9 —
3.16). Bitkilerin tizerinde temizlenmesi miimkiin olmayan mikroskobik partikiiller
ve mum yapilart gozlendi. Bitkilerin yiizeylerinde mikro ve makro gozeneklerin
bulunmas1 gerek kolon uygulamalarinda basing diismesini azaltan, gerekse de
fitosorbent etkinliginin arastirildigi bitkilerin yiizey alanlarim artiran bir unsur
olarak belirlendi.



Ace N Spot Magn - Deta WD |——————— 20 um
500 kv 307 1500x - SE (3.8 IYTEMAM

Sekil 3.9. L. sciuroides SEM goriintiisii (1500x biiyiitme)
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Sekil 3.10. L. sciuroides SEM gortintiisii (1000x biiyiitme)
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Sekil 3.11. A. californica SEM goriintiisii (2500x biiyiitme)

AccV SpotMagn Det WD ——— | 10 um
500kvV 30 2500x SE 40 IYTEMAM

Sekil 3.12. A. californica SEM goriintiisii (2500x biiyiitme)
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Sekil 3.14. B. stricta SEM goriintiisii (5000x bitytitme)
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AccV SpotMagn Det WD |——— 20um
500kY 30 800x SE 4.1 INTEMAM

Sekil 3.15. B. stricta SEM goriintiisii (800x bilyiitme)

AccY SpotMagn Det WD |——— | 20 um
200kvY 30 1500x SE 45 IYTEMAM

Sekil 3.16. S. papillosissima SEM goriintiisii (1500x bilyiitme)
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Bitki yiizeylerinin iizerinde, papillalarin iizerinde cesitli partikiiller gézlenmistir.
Yikama islemleri sonucunda bile temizlenemeyen bu partikiiller bitkilerin dogal
ortamdan alinmalarinin sonucudur. Kiiltiir ortaminda yetistirilen bitkilerde bu tip
kirlilikler olmayacaktir. Elde edilen adsorpsiyon sonuglarinin degerlendirilmesi
asamasinda bitkilerin yiizeylerindeki adsorpsiyon bolgelerinin bir kisminin kirlilik
sebebiyle kapali olabilecegi, bunun da bitkinin adsorpsiyon Kkapasitesini
diisiirebilecegi sOylenebilir. Bu noktadan hareketle maliyet/verim incelemesi
yapilirken dogal ortamindan alinan bitkiler ile elde edilecek verim ile kiiltiire
alinacak bitkilerden elde edilecek verim karsilastirilabilir.

3.3. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrometre) Olciimleri

Bitki orneklerinin yiizeylerinde bulunan kimyasal gruplarin tespit edilmesi i¢in
FTIR ol¢iimleri gerceklestirilmistir. FTIR spektrometresi bir 151n ayirici, sabit ve
hareketli aynadan olusan bir prensibe sahiptir. Ornek iizerine gonderilen 1sinlar
yapiyr olusturan atomlar arasindaki baglarda titresim olusturur. Farkl
dalgaboylariyla tarama yapildiktan sonra olusan spektrum yorumlanarak yapinin
icerdigi kimyasal gruplar hakkinda bilgi sahibi olunur (Jiang, 2003). incelenen
bitki 6rneklerinin FTIR spektrumlar1 asagida verilmistir (Sekil 3.17 — 3.21).
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Sekil 3.17. L. sciuroides bitkisine ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.19. B. stricta bitkisine ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.20. S. papillosissima bitkisine ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.21. Bitkilere ait FTIR spektrumlarinin ayn grafikte gosterimi
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Bitki orneklerinin FTIR spektrumlarinin incelemesiyle elde edilen sonuclar su
sekildedir:

Alifatik bilesiklerde C-H gerilme titresimleri 3000 cm’in biraz altinda
gozlenir. Ayrica 1400 cm™ civarinda bir cift C-H egilme band1 vardir.
Alken tiirii bilesiklerde C=C gerilme titresimi 1650 cm™ civarindadir.
Allenlerin (C=C=C) 1950 cm’de ketenlerin (C=C=0) 2150 cmde
titresimi  gozlenir. Izosiyanatlarin (-N=C=0) 2250 cm™de belirgin
bantlar1 vardir. Alkinlerin 2200 cm™’deki C=C gerilme titresimi 3300 cm’
"de kuvvetli bir bantla birlikte ¢ikiyorsa terminal bir alkin (-C=C-H) sz
konusudur.

Aldehitlerde 1700 cmdeki C=0 gerilme titresimi, 2800 cm™ civarinda
bir veya iki C-H gerilme bandi ile birlikte go6zlenir. Ester, lakton ve
karboksilli asitlerde C=0 gerilme titresimi 1100 cm™ — 1300 cm™ arasinda
ctkan C-O gerilme titresimi ile birliktedir. Karboksilli asitlerde ayrica
3000 cm” civarinda O-H gerilme titresimine ait bant da gozlenir.
Amidlerde, 1650 cm™ civarindaki C=O gerilme bandina 3200 cm™ ve
3400 cm’' civarinda bir ¢ift N-H gerilme bandi eslik eder. Asit
anhidritlerde 1840 cm™ ve 1770 cm™ civarinda bir ¢ift bant gozlenir.

Alkol ve fenollerde serbest O-H gerilmesi 3600 cm™’de keskin bir bant,
hidrojen bagi O-H gerilmesi 3100 cm™ — 3500 cm™ arasinda genis bir bant
seklinde gozlenir. Bu bilesiklerin spektrumunda ayrica 1300 cm’
civarinda C-O gerilme, 1000 cm™ — 1200 cm™ arasinda ise O-H egilme
bantlar1 vardir. Eterlerde 1100 cm™ ile 1200 cm™ arasinda gézlenen C-O
gerilme band1 belirgindir. Aminlerde N-H gerilme bantlar1 3200 cm™ —
3500 cm’ arasindadir ve hidrojen bagi olusumundan O-H grubu kadar
olmasa bile bir miktar etkilenir. Aminlerde N-H egilme bandi 1600 cm®
""de, C-N gerilme band: ise 1300 cm™’de belirgin bir bicimde gozlenir.
Nitril bilesiklerinin 2200 cm™’deki band1 cok belirgindir. Nitro
bilesiklerinde simetrik ve asimetrik N-O gerilme titresimlerine ait bantlar,
1500 cm™ — 1600 cm™ ve 1300 cm™ — 1400 cm™' arasindadir.

Spektrumda 1600 cmlerde, 1580 cm™’lerde, 1480 cm™’lerde ve 1440
cm’lerde gbzlenen absorpsiyon bantlar1 aromatik halka C-C gerilme

titresimlerinin en tipik gostergesidir.
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= 1650 cm"de olusan pik i¢in (C=O grubu) denilebilir. Buna 3400 cm’
civarinda N-H gerilme bandi eslik eder.

* Aym zamanda alkenlerde (C=C) gerilme titresimi de 1650 cm™’de
gelebilir.

= N-H gerilme bantlar1 (3200-3500 cm’) denilebilir (3406 cm™).

* Aym zamanda O-H gerilme bandlari da 3100-3500 cmde gbriiliir.
Yapida O-H bag: da olabilir.

= C-H gerilme band1 2900 ve 1260 cm™"’de olabilir.

= C-O gerilme bandlart 1000-1270 cm"de gelebilir. 1033 cm’deki C-O
piki denilebilir.

= 740 — 750 cm™ civarindaki pik aromatik halkayi isaret etmektedir.

Bu genel yaklasim g6z oniine alinarak spektrumlar incelendiginde ortaya cikan
sonuglar su sekildedir:

Tiim tiirlerde aldehit gruplari, fenol ve alkol gruplari, amin gruplari, eter gruplari,
alkil zincirleri, aromatik halkalarin ve buna bagli olarak 6nemli bir hidrofobikligin
s6z konusu oldugu sonucuna ulasilabilir.

34. Bitki Orneklerinin HIgG adsorpsiyonu ve desorpsiyonu
kosullarinin belirlenmesi

Her bitki Ornegi icin pH, iyonik siddet, HIgG baslangic derisimi, sicaklik ve
desorpsiyon deneyleri yapilarak sonuclar grafiklere aktarimistir. Bu sayede HIigG
adsorpsiyonu ve desorpsiyonu kosullar1 belirlenmistir.
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3.4.1. Leucodon sciuroides tiirii icin HIgG adsorpsiyonu ve desorpsiyonu
kosullarinin belirlenmesi

3.4.1.1. HIgG adsorpsiyonuna pH’1n etkisinin belirlenmesi

Leucodon sciuroides bitkisinde HIgG adsorpsiyonuna pH'in etkisine ait grafik
asagida verilmistir (Sekil 3.22). Grafikte de goriilebilecegi gibi bitki iizerine
yaklasik 60 mg HIgG/g olarak gerceklesen maksimum HIgG adsorpsiyonu pH
5.0’da gergeklesmistir. Bu degerin iistiinde ve altinda adsorpsiyonda diisiis oldugu
gozlenmistir. HIgG’nin izoelektrik noktast 6.2°dir (Yavuz ve ark., 2006).
Proteinlerin izoelektrik noktalarinda net yiikleri sifirdir. Bu degerde hidrofobik
etkilesimler maksimum, elektrostatik etkilesimler minimumdur. Bu sebeple sulu
¢ozeltilerden maksimum protein adsorpsiyonu genellikle izoelektrik noktaya yakin
pH degerlerinde gergeklesir. Grafikte maksimum adsorpsiyonun pH 5.0 degerinde
gerceklesmesi hidrofobik etkilesimlere ek olarak elektrostatik etkilesimlerin de
etki ettigi sonucunu gosterebilir. Ayrica izoelektrik noktaya yakin pH degerlerinde
gerceklesen konformasyonel degisikliklerin de adsorpsiyona olumlu yonde etki

ettigi diistintilebilir.
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Sekil 3.22. L. sciuroides tizerine HIgG adsorpsiyonuna pH’in etkisi: HIgG derisimi 0.5
mg/mL; sicaklik 25 °C.
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3.4.1.2. HIgG adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisinin belirlenmesi

Leucodon sciuroides tiiriiniin HIgG adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi asagida
verilmistir (Sekil 3.23). Buna gore iyonik siddetin artisiyla beraber adsorpsiyon
kapasitesinde diisiis gézlenmistir. Bu durum i¢in iki olast secenek s6z konusudur.
Tampon iyonlar1 ve ilgili zit iyonlar yiik-yiik etkilesimleri ile IgG molekiilii ile
etkilesime girerek IgG baglanma bolgelerini kapatiyor olabilirler. Iyonik siddetin
artmasiyla beraber adsorpsiyon kapasitesindeki diisiis bitki ve IgG molekiilleri
arasindaki itici elektrostatik kuvvetlerle de iliskili olabilir. Yiiksek iyonik siddette
mevcut tuz kopriilerinin de bozulmasinin adsorpsiyon kapasitesinde azalmaya

sebep oldugu diisiiniilebilir.
3.4.1.3. HIgG adsorpsiyonuna sicakhigin etkisinin belirlenmesi

Leucodon sciuroides bitkisinde HIgG adsorpsiyonuna sicakligin etkisi 4-45°C
arasinda calisilmistir. Bu deneye ait grafik (Sekil 3.24) incelendiginde sicakliktaki
artisla beraber HIgG adsorpsiyon kapasitesinde azalma meydana geldigi
goriilebilir. Bu azalma adsorpsiyonun egzotermik mekanizmasi ile aciklanabilir.
Egzotermik reaksiyon disariya sicaklik verilen kimyasal reaksiyondur.
Reaksiyonun gerceklesmesi igin gerekli enerji disariya verilen toplam enerjiden
daha azdir. Bunun sonucu olarak fazla enerji sicaklik olarak disariya verilir. Bu
mekanizmaya gore dis ortamdaki sicakligin artist reaksiyonu olumsuz yonde

etkileyerek adsorpsiyonda diisiise yol agmustir.

Maksimum adsorpsiyon 4°C’ta, yaklagtk 80 mg/g olarak gerceklesmistir.
Adsorpsiyon 15-25°C araliginda yaklasik 60 mg/g seviyelerinde seyretmistir. Bu
degerlere bakildiginda bitkinin oda sicakligina (25°C) yakin degerlerde IgG
adsorpsiyon kapasitesinde onemli de8isim gOstermedigi ve bu aralikta sicaklik
degisimine hassas olmadigi sdylenebilir. Bitkinin 4°C’ta kullanilmasi her ne kadar
adsorpsiyon kapasitesini artirtyor da olsa, bu islem ek bir maliyet getirecektir.
Diger taraftan bu bitkinin oda sicakliginda ekonomik olarak kullanilabilecegi

sOylenebilir.
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Sekil 3.23. L. sciuroides lizerine HIgG adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi: HIgG
derisimi 0.5 mg/mL; sicaklik 25 °C.
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Sekil 3.24. L. sciuroides tizerine HIgG adsorpsiyonuna sicaklik etkisi: HIgG derisimi 0.5
mg/mL; pH 5.0.
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34.14. HIgG adsorpsiyonuna HIgG baslangic derisiminin etkisinin
belirlenmesi

Leucodon sciuroides bitkisinde HIgG adsorpsiyonuna HIgG baslangi¢c derisiminin
etkisini asagidaki grafikte gosterilmistir (Sekil 3.25). Buna gore IgG derisiminin
artmasiyla beraber IgG adsorpsiyonunda artis gozlenmis, IgG 1.0 mg/mL
derisimine ulastiginda doygunluga ulasimustir. Bu noktadan sonra IgG
derisimindeki artis adsorpsiyon kapasitesinde belirgin bir artis gdzlenmemistir.
Doygunluga ulasilan noktada bitki yiizeyinde IgG molekiilleri ile etkilesime
girebilecek bolgelerin tamami IgG molekiilii ile etkilesime girmistir. Ortamdaki
IgG derisimi artirilsa bile bitki yiizeyinde serbest bolge olmayacagi igin

adsorpsiyon degeri artmamugtir.
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Sekil 3.25. L. sciuroides iizerine HIgG adsorpsiyonuna HIgG baslangi¢ derisiminin etkisi:
pH 5.0; sicaklik 25 °C.

Adsorpsiyon Izotermleri

Adsorpsiyon mekanizmalart genellikle adsorbat ve adsorban arasindaki iliskiyi
aciklayan izoterm fonksiyonlari ile tanimlanir. Adsorpsiyon islemini agiklayan
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farkli izotermler vardir. Deneylerimizde elde edilen bulgularin Langmuir ve

Freundlich adsorpsiyon izotermlerine uygunlugu hesaplandi.

Langmuir Adsorpsiyon Izotermi
Irvin Langmuir tarafindan 1916 yilinda gelistirilen izotermin temel aldigi dort
hipotez bulunmaktadir:

i) Adsorbanin yiizeyi uniformdur, Biitiin adsorpsiyon bolgeleri esittir.

ii)  Adsorplanan molekiiller etkilesime girmezler.

iii)  Biitiin adsorpsiyon islemi ayn1 mekanizma ile gerceklesir.

iv)  Maksimum adsorpsiyon durumunda sayede tek tabakali bir adsorpsiyon

gerceklesir. Adsorplanan molekiiller birbirleri tizerine baglanmazlar.
Bu model asagidaki esitlikle tanimlanir:
Qeq=max-b.Ceg/(1+b.Ceq)

Esitlikteki q.q, denge aninda adsorbana bagl IgG derisimi (mg/g); C.q, ¢Ozeltideki
denge IgG derisimi (mg/mL); b, Langmuir sabiti (mL/mg) ve qmax, maksimum IgG
adsorpsiyon kapasitesidir (mg/g). Bu esitlik asagidaki gibi dogrusal hale

getirilebilir:
Ceq/qeqzl/qmax-b + Ceq/qmax

Ceq’'a kars1 C/qeq grafidi cizildiginde olusan dogrunun kesimi 1/qu,,.b’yi, egimi

ise 1/qmax’1 verir.

Hesaplamalar sonucunda Leucodon sciuroides tirii icin ¢izilen Langmuir
adsorpsiyon izoterm grafigi asagida verilmistir (Sekil 3.26). Hesaplamalar sonucu
(max degeri 72.46 olarak bulunmustur. Oda sicakliginda deneysel sonuclarda

bitkinin teorik kapasitesinin yaklasik %80’ine ulastig1 goriilmiistiir.
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y = 0,0138x + 0,0002
R? = 0,9999

0,000 0,500 1,000 1,500 2,000

Sekil 3.26. L. sciuroides Langmuir adsorpsiyon izotermi grafigi: pH 5.0; sicaklik 25 °C.

Freundlich Adsorpsiyon Izotermi

Freundlich adsorpsiyon izotermi 1909 yilinda Freundlich tarafindan gelistirilen ve
genellikle heterojen adsorpsiyon sistemlerine uygulanan bir izotermdir. Bu
sistemde adsorpsiyon ¢ok tabakali olarak gerceklesir. Adsorplanan molekiiller
adsorbanin yiizeyinde olabilecegi gibi daha 6nceden adsorplanmis molekiillerin
tizerinde de olabilirler. Adsorplanan maddenin miktari, tim bolgedeki

adsorpsiyonun toplamudir.
Bu model asagidaki esitlik ile tanimlanir:

qeq=Kf.(Ce)1/n
Burada ¢, denge aninda adsorpsiyonun birim kiitlesi basina adsorplanan IgG
miktar1 (mg/g); Ceq, ¢cOzeltideki IgG denge derisimi (mg/mL); Kf, adsorbanin bagil
adsorpsiyon kapasitesi sabiti (mg/g); 1/n, adsorpsiyon siddeti sabitidir. Bu esitlik

asagidaki gibi lineerlestirilebilir:

logqeq=logKf+1/n.logCeq



48

logCey’e karst logqe, grafigi cizildiginde olusan dogrunun egimi 1/n’i, kesimi

logKf’yi verir.

Hesaplamalar sonucunda Leucodon sciuroides tirii icin cizilen Freundlich

adsorpsiyon izoterm grafigi agsagida verilmistir (Sekil 3.27).

1,9 -

1,85 +

y = 0,0959x + 1,859
1,65 | A R?=0,912

IogCeq

Sekil 3.27. L. sciuroides Freundlich adsorpsiyon izotermi grafigi: pH 5.0; sicaklik 25 °C.

Cizilen grafiklerin korelasyon katsayilar1 karsilastirildiginda (0.999; 0.912)
Leucodon sciuroides tiiriindeki adsorpsiyonun Langmuir Adsorpsiyon izotermine
daha uygun oldugu goriilmiistiir. Bunun sonucu olarak bu bitkideki adsorpsiyonun
tek tabakali oldugu ve birincil etkilesimler sonucunda adsorpsiyonun gerceklestigi
sOylenebilir.

3.4.1.5. Desorpsiyon kosullarimin belirlenmesi

Leucodon sciuroides bitkisinde HIgG desorpsiyonu deneylerinde bitkinin adsorbe
ettigi HIgG miktarinin tamamini desorbe ettigi gozlenmistir (Sekil 3.28). Yapilan
tekrar calismalarinda da 5 tekrara kadar adsorpsiyon kapasitesinde bir diisiis
olmadigr belirlenmistir. Bitkinin adsorpsiyon kapasitesinde diigiis olmamasi
bitkinin uzun siireli kullanimina olanak tanimaktadir. Bu noktadan hareketle bu
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tiriin IgG saflastirilmasinda kullanilmas: islem maliyetinin diisiikliigii acisinda

ekonomik bir alternatif olarak karsimiza ¢cikmaktadir.
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Sekil 3.28. L. sciuroides HIgG desorpsiyon grafigi: HIgG derisimi 0.5 g/mL; pH 5.0;
sicaklik 25 °C.

3.4.2. Antitrichia californica tiirii icin HIgG adsorpsiyonu ve desorpsiyonu
kosullarinin incelenmesi

3.4.2.1. HIgG adsorpsiyonuna pH’1n etkisinin incelenmesi

Antitrichia californica tiriinde pH’1n HIgG adsorpsiyonuna etkisine ait grafik
asagida verilmistir (Sekil 3.29). Yaklasik 60 mg/g olarak gerceklesen maksimum
adsorpsiyon islemi pH 5.0’de gerceklesmistir. IgG izoelektrik noktasina (6.2)
yakin bir degerde gerceklesen adsorpsiyonda, ¢esitli hidrofobik etkilesimlerin ve
bazi konformasyonel degisikliklerin adsorpsiyona olumlu etki ettigi diisiiniilebilir.
Bu bitkide pH 4-5 araliginda adsorpsiyonda belirgin bir fark goriinmemektedir.

Bitki bu araliktaki pH degerlerinde maksimum adsorpsiyonu gosterebilmektedir.
3.4.2.2. HIgG adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisinin incelenmesi

Antitrichia californica tiriinin IgG adsorpsiyonunda iyonik siddetin etkisinin

incelenmesi icin farkli derisimlerde NaCl cozeltisi kullanilmis, ve adsorpsiyonun
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iyonik siddetin artmasiyla beraber azaldigi goriilmiistiir (Sekil 3.30). Bu durumda
itici elektrostatik kuvvetlerin etkisi sonucunda adsorpsiyon kapasitesinin diistiigii
diistintilebilir. Yiiksek iyonik siddette mevcut tuz kopriilerinin de bozulmasi

benzer sekilde adsorpsiyon kapasitesinde diisiise yol agmis olabilir.
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Sekil 3.29. A. californica tizerine HIgG adsorpsiyonuna pH’1n etkisi: HIgG derisimi
0.5 g/mL; sicaklik 25 °C.
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Sekil 3.30. A. californica tizerine HIgG adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi: HIgG
derisimi 0.5 g/mL; pH: 5.0; sicaklik 25 °C.
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3.4.2.3. HIgG adsorpsiyonuna sicakhigin etkisinin incelenmesi

Antitrichia  californica tiriine HIgG adsorpsiyonunda sicakligin etkisi
incelendiginde adsorpsiyonun sicaklikla beraber azaldig: goriilebilir (Sekil 3.31).
Adsorpsiyon miktarinin azalmasi adsorpsiyonun egzotermik mekanizmasi ile
aciklanabilir. Bitkinin maksimum adsorpsiyon gosterdigi sicaklik 4°C’dir. Bitki bu
sicaklikta 65 mg/g seviyesinde adsorpsiyon gostermistir. Oda sicakligina
gelindiginde ise adsorpsiyon 60 mg/g seviyelerine inmistir. Bu sonuglara
bakildiginda 4-25°C arahiginda adsorpsiyonda kiigiik bir diisiis oldugu
goriilmektedir. Adsorpsiyon 25°C’tan sonra onemli Olciide azalmistir. Degerlere
bakildiginda bitkinin diigiilk sicakliklarda daha etkin olarak kullanilabilecegi

sOylenebilir.

5 80 -

k=

E

S 60 -

c

S

T

S 40+

<

o

)

2

I 20+

c

"

=]

5

l- O T T T T 1

0 10 20 30 40 50
Sicaklik (°C)

Sekil 3.31. A. californica tizerine HIgG adsorpsiyonuna sicakligin etkisi: HIgG derisimi
0.5 g/mL; pH: 5.0.

34.24. HIgG adsorpsiyonuna HIgG baslangic derisiminin etkisinin
incelenmesi

Bitkide HIgG adsorpsiyonuna HIgG baslangic derisiminin etkisi incelendiginde
derisimin artmasiyla beraber adsorpsiyonda artis goriilmiis, 0.5 mg/mL degerinden
itibaren doygunluk gozlenmis, adsorpsiyon bolgelerinin dolmasiyla beraber grafik
de plato seviyesine ulasmustir (Sekil 3.32). Veriler incelendiginde bitkinin daha
seyreltik derisimlerde doygunluga ulastig1 soylenebilir. Dolayisiyla daha seyreltik
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HIgG kullanilarak bitkinin adsorpsiyon kapasitesinin tamaminin kullanilarak

saflastirma yapilmasi miimkiindiir.
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Sekil 3.32. A. californica tizerine HIgG adsorpsiyonuna HIgG baslangi¢ derisiminin etkisi:
pH: 5.0; sicaklik 25°C.

Elde edilen veriler dogrultusunda Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermleri
de hesaplanarak grafik haline getirilmistir (Sekil 3.33 — 3.34). Buna gore
Langmuir izoterminin buradaki adsorpsiyona daha uygun oldugu, bu bitkinin
HIgG adsorpsiyonunun tek tabakali olarak gerceklestigi, adsorplanan molekiillerin
ikincil etkilesimler gerceklestirmedigi goriilmiistiir. gm. degeri hesaplandiginda
62.11 mg/g degeri elde edilmistir. Bu deger bitkinin oda sicakligi olan 25 °C’ta
adsorpsiyon kapasitesinin tamamina yakinini kullandigin1 géstermektedir.
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Sekil 3.33. A. californica Langmuir Adsorpsiyon Izotermi grafigi: pH: 5.0; sicaklik 25°C.
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Sekil 3.34. A. californica Freundlich Adsorpsiyon Izotermi grafigi: pH: 5.0; sicaklik 25°C.
3.4.2.5. Desorpsiyon kosullarinin incelenmesi
Antitrichia californica bitkisinde yapilan adsorpsiyon-desorpsiyon deneylerinde

bitkinin ylizeyine adsorbe ettigi HIgG miktarinin tamaminin desorbe edildigi
gozlendi (Sekil 3.35). Yapilan tekrar caligmalarinda da 5 tekrara kadar
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adsorpsiyon kapasitesinde bir diisiis olmadigi, bitkinin tekrar eden adsorpsiyon-
desopsiyon isleminde kullanilabilecegi belirlendi. Bitkinin kapasitesini
kaybetmeden uzun siireli olarak kullanilabilmesi, diisiik maliyetle saflastirma
isleminin gerceklestirilmesine olanak tanimakta, ekonomik bir adsorban olarak

alternatifler arasinda yer almasina olanak saglamaktadir.
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Sekil 3.35. A. californica desorpsiyon grafigi: HIgG derisimi 0.5 g/mL; pH: 5.0; sicaklik
25°C.

3.4.3. Bartramia stricta tiirii icin HIgG adsorpsiyonu ve desorpsiyonu
kosullarinin incelenmesi

3.4.3.1. HIgG adsorpsiyonuna pH’1n etkisinin incelenmesi

Bartramia stricta bitkisinde HIgG adsorpsiyonuna pH'in etkisine ait grafikte
sonucu bu bitkinin optimum pH'1 pH 5.0 olarak belirlenmistir (Sekil 3.36). Bu
degerin tistiinde ve altinda adsorpsiyon kapasitesinde ©Onemli diisiis oldugu
gozlenmistir. Bitkinin pH degisimine hassas oldugu, pH degerindeki artisin veya
azalmanin adsorpsiyon kapasitesinde Onemli bir diisiise yol actigr grafikten
goriilmektedir. Adsorpsiyon IgG’nin izoelektrik noktasina (6,2) yakin bir degerde
gerceklesmistir. Bu noktada hidrofobik etkilesimlere ek olarak -elektrostatik
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etkilesimlerin de etkili oldugu sOylenebilir. pH 5.0 degerinde konformasyonel
degisikliklerin de adsorpsiyona olumlu etkileri oldugu diisiiniilebilir.

70
G
S 601
E
s 50 -
S
» 40
o0
o i
5 30
2
I 20
c
K
>
= 10 4
'—

0 T T T T 1

3 4 5 6 7 8
pH

Sekil 3.36. B. stricta tizerine HIgG adsorpsiyonuna pH’1n etkisi: HIgG derisimi 0.5 g/mL;

sicaklik 25°C.
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Sekil 3.37. B. stricta iizerine HIgG adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi: HIgG derisimi
0.5 g/mL; pH 5.0; sicaklik 25°C.
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3.4.3.2. HIgG adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisinin incelenmesi

Bartramia stricta tiriinin  HIgG adsorpsiyonuna iyonik siddet etkisi
incelendiginde iyonik siddetin artmasina bagli olarak adsorpsiyon kapasitesinde
diisiis gozlenmistir (Sekil 3.37). Bu durumda tampon iyonlar1 ve ilgili zit iyonlarin
yiik-yiik etkilesimi ile IgG molekiilu ile etkilesime girdigi ve IgG baglanma
bolgelerini  kapatmalar1 sonucunda adsorpsiyonun azaldigimi  diisiinmek
miimkiindiir. Buna ek olarak bitki ve IgG molekiilleri arasindaki elektrostatik
kuvvetlerin veya mevcut tuz koprillerinin bozulmasinin da adsorpsiyon

kapasitesinde azalmaya yol agmas1 miimkiindiir.
3.4.3.3. HIgG adsorpsiyonuna sicakhigin etkisinin incelenmesi

Bartramia stricta bitkisinde HIgG adsorpsiyonuna sicakligin etkisi asagidaki
grafikte gosterilmistir (Sekil 3.38). Grafikte de goriilecegi gibi sicakliktaki artisla
beraber HIgG adsorpsiyonunda azalma meydana gelmektedir. Adsorpsiyondaki
azalma adsorpsiyonun egzotermik mekanizmasi ile agiklanabilir. Maksimum
adsorpsiyon 4°C’ta gerceklesmigtir. Sicakligin  25°C’a  ¢ikmasiyla  bitki
adsorpsiyon kapasitesinin yaklasik %25’ini kaybetmistir. Bitki diisiik sicakliklarda
daha fazla IgG adsorbe edebilmektedir.
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Sekil 3.38. B. stricta tizerine HIgG adsorpsiyonuna sicakligin etkisi: HIgG derisimi 0.5
g/mL; pH 5.0.
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3.4.34. HIgG adsorpsiyonuna HIgG baslangic derisiminin etkisinin
incelenmesi

Artan HIgG baslangic derisimine gore Bartamia stricta bitkisinde IgG
adsorpsiyonu asagidaki grafikte gosterilmistir (Sekil 3.39). Derigsimin artmasiyla
beraber adsorpsiyon da artmus, 1.0 mg/mL degerinden sonra doygunluga
ulasilmistir. Bu degerden sonra bitki yiizeyinde IgG molekiilleri ile etkilesime
girebilecek serbest bolge kalmadigindan derisim artisina karsin adsorpsiyon

kapasitesinde belirgin bir artis gdzlenmemistir.
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Sekil 3.39. B. stricta tizerine HIgG adsorpsiyonuna HIgG derisiminin etkisi: pH 5.0;
sicaklik 25°C.

Elde edilen veriler ile yapilan hesaplamalar sonucunda Bartramia stricta tiirii i¢in
Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izoterm grafikleri ¢izilmistir (Sekil 3.40 —
3.41).



58

y = 0,0143x + 0,0005

R? = 0,9998
0 T T T T T T T 1

0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200 1,400 1,600
c

eq

Sekil 3.40. B. stricta Langmuir adsorpsiyon izotermi grafigi: pH 5.0; sicaklik 25°C.
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Sekil 3.41. B. stricta Freundlich adsorpsiyon izotermi grafigi: pH 5.0; sicaklik 25°C.

Adsorpsiyon izotermleri hesaplamalar1 sonucunda grafiklerin korelasyon sayilari
karsilastirlldiginda Bartramia stricta iizerine HIgG adsorpsiyonunun Langmuir
Adsorpsiyon izotermi modeline uygun oldugu goriilmiistiir. Bunun sonucu olarak
bu bitkideki adsorpsiyonun tek tabakali oldugu ve sadece birincil etkilesimler

sonucunda adsorpsiyonun gerceklestigi sdylenebilir. Langmuir izotermine gore
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Jmax degeri 69.93 mg/g olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara gore bitkinin oda
sicakliginda  adsorpsiyon  kapasitesinin  yaklastk  %85’ini  kullanabildigi
soylenebilir.

3.4.3.5. Desorpsiyon kosullarinmin incelenmesi

Bartramia stricta bitkisinde yapilan adsorpsiyon-desorpsiyon deneylerinde
bitkinin adsorbe ettigi HIgG miktarinin tamamini desorbe ettigi gozlendi (Sekil
3.42). Adsorpsiyon-desorpsiyon dongiilerinde de 5 dongiiye kadar adsorpsiyon
kapasitesinde bir diisiis olmadig1 gdzlenmistir. Bitkinin tekar kullanilabilir olmas1
maliyetin diisiiriilebilmesi a¢isindan biiyiik onem tagimaktadir. Bu sayede bu tiiriin
ekonomik bir adsorban olarak kullanilmas1 miimkiindiir.
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Sekil 3.42. B. stricta desorpsiyon grafigi: HIgG derisimi 0.5 g/mL; pH: 5.0; sicaklik 25°C.

3.4.4. Syntrichia papillosissima tiirii icin HIgG adsorpsiyonu ve desorpsiyonu
kosullarinin incelenmesi

3.4.4.1. HIgG adsorpsiyonuna pH’1n etkisinin incelenmesi

Syntrichia papillosissima tiriinde pH’in HIgG adsorpsiyonuna etkisine
bakildiginda optimum pH’1n en yiiksek adsorpsiyonun gézlendigi pH 5.0 oldugu
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goriilmiistiir (Sekil 3.43). Ozellikle IgG molekiiliiniin izoelektrik noktasina (6.2)
yakin olarak gerceklesen adsorpsiyonda hidrofobik etkilesimlere ek olarak
elektrostatik etkilesimlerin de etki ettigi sonucu ¢ikarilabilir. Buna ek olarak IgG
molekiiliinde gerceklesen konformasyonel degisikliklerin de adsorpsiyona olumlu
etki ettigi diisiiniilebilir. pH 5.0 degerinin iistiinde ve altinda adsorpsiyonda diisiis
oldugu gozlenmistir. Ozellikle ortamin bazik hale gelmesi adsorpsiyon
kapasitesinde ¢ok biiylik bir diisiise yol agmistir. Buna karsin pH 5.0’dan 4.0’a
diisiiriildiigiinde adsorpsiyon kapasitesinde sadece yaklasik %10’luk bir diisiis
gozlenmistir. Bu bitkinin pH 4-5 gibi diisiik pH degerlerinde verimli olarak

kullanilmasi miimkiindiir.
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Sekil 3.43. S. papillosissima iizerine HIgG adsorpsiyonuna pH’1n etkisi: HIgG derigimi 0.5
g/mL,; sicaklik 25°C.

3.4.4.2. HIgG adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisinin incelenmesi

Syntrichia papillosissima tiiriiniin HIgG adsorpsiyonunda iyonik siddetin etkisinin
incelenmesi icin farkli derisimlerde NaCl cozeltisi kullanilmig, ve adsorpsiyonun
iyonik siddetin artmasiyla beraber azaldigi goriilmiistiir (Sekil 3.44). Burada
goriilen azalma bitki ile IgG molekiilii arasindaki itici elektrostatik kuvvetlerle
iligkili olabilir. Yiiksek iyonik siddette mevcut tuz kopriilerinin bozulmasinin da

adsorpsiyon kapasitesinde azalmaya yol agmas1 miimkiindiir.
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Sekil 3.44. S. papillosissima iizerine HIgG adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi: HIgG
derisimi 0.5 g/mL; pH 5.0; sicaklik 25°C.

3.4.4.3. HIgG adsorpsiyonuna sicakhigin etkisinin incelenmesi

Syntrichia papillosissima turtine HIgG adsorpsiyonuna sicaklifin etkisi 4-45°C
arasinda calisilmistir. Grafik incelendiginde adsorpsiyonun sicaklikla beraber
azaldigr goriilmektedir (Sekil 3.45). Maksimum adsorpsiyon 4°C’ta yaklasik 65
mg/g olarak gerceklegmistir. Adsorpsiyon 4-25°C arasinda 60 mg/g seviyelerinde
gerceklesmis, 25°C’den sonra diisiis goriilmiigtir. Bu bitkinin de diisiik
sicakliklarda tam kapasiteye yakin sekilde IgG adsorbe edebilecegi sonucuna
varilabilir.

3.4.4.4. HIgG adsorpsiyonuna HIgG baslangic derisiminin etkisinin
incelenmesi

Bitkide HIgG adsorpsiyonuna HIgG baslangi¢ derisiminin etkisine bakildiginda
derisimin artmasiyla beraber adsorpsiyonun arttigi, 0.5 mg/mL seviyelerinde
adsorpsiyonun doygunluga ulastifi goriilmektedir (Sekil 3.46). Bitkinin daha
diisiik derisimlerde doygunluga ulagmasi bitkinin bu derisimlerde adsorpsiyon
bolgelerinin tamaminin dolmasi, tam kapasiteyle adsorpsiyon gerceklestirmesi
anlamina gelmektedir. Bu tiir ile daha seyreltik IgG derisimleriyle saflagtirma

yapilabilmesi miimkiindiir.
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Sekil 3.45. S. papillosissima tizerine HIgG adsorpsiyonuna sicakligin etkisi: HIgG derisimi

0.5 g/mL; pH 5.0.
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Sekil 3.46. S. papillosissima tizerine HIgG adsorpsiyonuna HIgG derisiminin etkisi: pH
5.0; sicaklik 25°C.
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Derisim deneyleri sonucu elde edilen veriler sonucunda Langmuir ve Freundlich
adsorpsiyon izotermleri hesaplanmis ve bunlara ait grafikler ¢izilmistir. Buna gore
Langmuir izoterminin buradaki adsorpsiyona daha uygun oldugu, dolayisiyla bu
bitkinin IgG adsorpsiyonunun da tek tabakali olarak gerceklestigi, molekiiller arasi
ikincil etkilesim olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 3.47 — 3.48). Langmuir izotermine
gore (Qmu degeri 68.49 mg/g olarak bulunmustur. Bitki 25 °C sicaklikta
adsorpsiyon kapasitesinin = %90’mna yakin bir kismuni  kullanmaktadir.
Adsorpsiyon-desorpsiyon  dongiisiinde  kapasitenin  tamamina  yakininin
kullanilabiliyor olmasi saflastirmanin daha verimli sekilde gerceklestirilmesine de

imkan tantyacaktir.
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Sekil 3.47. S. papillosissima Langmuir Adsorpsiyon Izotermi grafigi: pH 5.0; sicaklik
25°C.
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Sekil 3.48. S. papillosissima Freundlich Adsorpsiyon Izotermi grafigi: pH 5.0; sicaklik
25°C.

3.4.4.5. Desorpsiyon kosullarimin incelenmesi

Syntrichia papillosissima bitkisinde yapilan adsorpsiyon-desorpsiyon deneylerinde
bitkinin adsorbe ettigi HIgG miktarinin tamamini desorbe ettigi gozlenmistir
(Sekil 3.49). Yapilan tekrar calismalarinda da 5 tekrara kadar adsorpsiyon
kapasitesinde bir diislis olmadigi, bitkinin tekrar eden adsorpsiyon-desopsiyon
isleminde kullanilabilecegi belirlendi. Bu sonuglarla bu tiiriin de ekonomik ve

diisiik maliyetli bir adsorban alternatifi olarak kullanilabilecegi sdylenebilir.
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Sekil 3.49. S. papillosissima desorpsiyon grafigi: HIgG derisimi 0.5 g/mL; pH: 5.0;
sicaklik 25°C.

3.4. 5. Bitki Orneklerine HIgG Adsorpsiyonuna pH’mn Etkisinin incelenmesi

Bitki orneklerinde pH’in etkisi pH 3.0-9.0 araliginda calisilmistir. Elde edilen
sonuclar asagidaki grafikte toplu olarak goriilebilmektedir (Sekil 3.50).
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Sekil 3.50. Bitki ornekleri lizerine HIgG adsorpsiyonuna pH’1n etkisi: HIgG derisimi 0.5
g/mL; sicaklik 25°C.
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Grafik incelendiginde calisilan biitiin tiirlerde maksimum adsorpsiyonun pH 5.0
degerinde oldugu goriilebilir. HIgG’nin izoelektrik noktasi 6.2°dir. Proteinlerin
izoelektrik noktasinda net yiikleri sifirdir. Bu sebeple sulu c¢ozeltilerden
maksimum protein adsorpsiyonu genellikle izoelektrik noktaya yakin pH
degerlerinde gerceklesir. Deneylerde maksimum adsorpsiyonun izoelektrik
noktasina yakin bir degerde bulunmasi hidrofobik etkilesimlere ek olarak
elektrostatik etkilesimlerin de etki ettigi sonucunu gosterebilir. pH degerinin
artmast veya azalmasi bitki yiizeyindeki gruplarin protonlanmasi veya
deprotonlanmas1 anlamina gelecektir. Burada gerceklesen net etkilesimlerin
anlasilabilmesi i¢in yiizey gruplarinin kesin olarak bilinmesi gerekecektir. Bu ise
daha ileri, detayli calismalar1 gerektirecek baska bir calisma konusunu
olusturmaktadir. Bitkilerin geneline bakildiginda pH 5.0 degerinin altinda ve
tistlinde adsorpsiyon kapasitesinin diistiigii goriilmektedir. A. californica ve B.
stricta tiirlerinde bu diisiis %50-60 seviyesinde olmasina karsin L. sciuroides ve S.
papillosissima tiirlerinde bu diisiis %10 civarinda kalmaktadir. Bu noktadan
hareketle bu iki tiiriin diisiik pH degerlerinde de adsorpsiyon kapasitelerinin
onemli bir kismin1 kullanarak HIgG adsorbe edebilecekleri diisiiniilebilir.

3.4.6. Bitki Orneklerine HIgG Adsorpsiyonuna Sicakhgmn Etkisinin
Incelenmesi

Bitki orneklerinde sicakligin etkisi 4-45 °C araliginda ¢alisilmistir. Elde edilen
sonuclar asagidaki grafikte toplu olarak goriilebilmektedir (Sekil 3.51). Grafik
incelendiginde tiim tiirlerde sicaklik artisiyla beraber adsorpsiyon kapasitesinde
diisiis gozlenmistir. En yiiksek adsorpsiyon 4 °C’ta gerceklesmistir. L. sciuroides
ve B. stricta tirleri icin 4-25 °C aras1 adsorpsiyon kapasitesi yaklasik %25
azalirken aym sicaklik araliginda A. californica ve S. papillosissima tiirlerinde bu
azalma yaklastk %10 seviyelerindedir. Bu sonu¢ A. californica ve .
papillosissima’nin diigiik sicakliklarda da etkin olarak kullanilabilecegi sonucunu

ortaya koymaktadir.
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Sekil 3.51. Bitki ornekleri iizerine HIgG adsorpsiyonuna sicakligin etkisi: HIgG derisimi
0.5 g/mL; pH 5.0.

3.4.7. Bitki Orneklerine HIgG Adsorpsiyonunda HIgG Baslangi¢ Derisiminin
Etkisinin incelenmesi

Bitki 6rneklerinde baslangic HIgG derisiminin etkisi 0.05; 0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5;
1.0; 2.0 mg/mL’lik cozeltiler ile incelenmistir. Elde edilen sonuglar asagidaki
grafikte toplu olarak verilmistir (Sekil 3.52). Grafik incelendiginde derisimin
artmasiyla beraber adsorpsiyonun da arttigi, bitki yiizeyinde etkilesime giren
bolgelerin dolmasiyla beraber adsorpsiyonun doygunluk seviyesine ulastig
goriilmektedir. Adsorpsiyon B. stricta ve L. sciuroides tiirlerinde plato seviyesine
1.0 mg/mL seviyelerinde ulasilmistir. Buna karsin A. californica ve S.
papillosissima tiirlerinde 0.5 mg/mL degerlerinden sonra doygunluga ulasildigi
goriilmektedir. Bu tiirlerin daha diisiik derisimlerde doygunluga ulagsmasi daha
diisik derisimlerde adsorpsiyon kapasitelerinin tamamu ile adsorpsiyon

yapabilecekleri seklinde yorumlanabilir.
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Sekil 3.52. Bitki ornekleri iizerine HIgG adsorpsiyonuna HIgG baslangi¢ derisiminin

etkisi: pH 5.0; sicaklik 25 °C.
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4. SONUC

Bu calismada terapdtik olarak kullanilan, ticari éneme sahip Immunoglobulin G
saflagtirllmasinda dogal bir sorbent olan karayosunlarinin kullanilabilirligi
incelenmistir. Calismada kullanilmak {izere genis yayilisa sahip, kolaylikla
erisilebilecek, ylizeyinde papilla ve/veya mamilla gibi ylizey alanini artirict
yapilar1 olan karayosunu tiirleri belirlenmistir. Arazi ¢alismalar: ile karayosunu
ornekleri dogal yayilisa sahip olduklar1 yerlerden toplanmis, laboratuvar ortamina
getirilmis, burada temizlenerek kurutulmustur. Kurutulmus 6rnekler daha sonra
ogiitilmiis ve elek analizine tabi tutularak deneysel islemlere hazir hale
getirilmiglerdir. Deneylerde yiizey alanindan yiiksek Olciide yararlanabilmek iizere
140 pm alt1 biiyiikliige sahip bitki parcalar: kullanilmustir.

Hazirlik agamalarindan sonra bitkilerin karakterizasyon ¢alismalarina gegilmistir.
Bitki parcalarinin  SEM ve mikroskobik incelemeler ile yiizey yapilar
incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda bitki yiizeylerinin ¢ok gozenekli oldugu,
bunun da yilizey alamimi artirdigi tespit edilmistir. Bitkilerin yiizeylerindeki
kimyasal gruplarin arastirilmasi amaciyla yapilan FTIR ol¢iimlerinde bitkilerde

yiizey kimyasallar1 agisindan énemli bir hidrofobikligin oldugu belirlenmistir.

Burada go6zlenen hidrofobikligin 6nemli bir sebebi de kiitikiil tabakasidir. Bilindigi
tizere Kkiitikiil dokulardan sivi kaybim1 Onleyen bir bariyer gorevi gormektedir.
Polimerik lipidlerden ve c¢oziiniir mumlardan olusan tabaka karayosunlarinda
sporofitlerde  ve  gametofitlerde  gozlenebilir.  Yapilan  arastirmalarda
karayosunlarindaki kiitikiil yapisinin ¢igekli bitkilere benzer oldugu belirlenmistir.
Sphagnum palustre ¢igekli bitkilerin temel bilesenlerinden olan 10,16-dihidroksi
hegzadekanoik asit icermektedir. Sphagnum fimbricatum protonemasi ile yapilan
calismalarda da cigekli bitkilerdeki prokiitikiil benzeri yap1 oldugu goriilmiistiir
(Jeffree, 20006).

Karakterizasyon c¢alismalarindan sonra adsorpsiyon kosullarin optimizasyonu
calismalar1 gergeklestirilmistir. Bu amacla biitiin bitki tiirleri i¢in farkli pH
tamponlar1 denenmis (pH 3.0-5.0 asetat tamponu; 6.0-8.0 fosfat tamponu; 9.0
karbonat tamponu) ve maksimum adsorpsiyonun gerceklestigi pH degeri
bulunmustur. Devam eden optimizasyon deneyleri optimum pH degerinde
gerceklestirilmistir. Sicakligin adsorpsiyona etkisi 4-45°C araliginda incelenmis ve
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sicakliZin degisiminin adsorpsiyon kapasitesine olan etkisi belirlenmeye
calistlmustir. Tyonik siddetin adsorpsiyon kapasitesine etkisini belirlemek amaciyla
farkli tuz derisimleriyle deneyler yapilmis ve sonuglar gdzlenmistir. Adsorpsiyon
kapasitesine HIgG baslangic derisiminin etkisinin belirlenmesi amaciyla farkli
HIgG derisimleri ile adsorpsiyon denemeleri gerceklestirilmistir. Bu deneyler
sonucunda elde edilen veriler ile adsorpsiyon izotermleri (Langmuir ve
Freundlich) hesaplanmus ve bitki yiizeylerine HIgG adsorpsiyonunun mekanizmasi
belirlenmeye calisilmistir. Adsorpsiyon deneylerinin ardindan bitkide tutulan
HIgG, desorpsiyon deneyleri ile desorbe edilerek bitkilerin kapasiteleri ve tekrar

kullanim olanaklar1 arastirilmistir.

Leucodon sciuroides ile yapilan ¢alismalarda farkli pH tamponlar1 kullanilmis ve
maksimum adsorpsiyonun pH 5.0 degerinde oldugu belirlenmistir. Adsorpsiyon
pH’in artmasiyla beraber azalma egilimi gostermistir. Bu tiirle ilgili diger
denemeler pH 5.0 tamponunda gerceklestirilmistir. L. sciuroides’in maksimum
HIgG adsorpsiyonu pH 5.0 tamponunda 0.5 mg/mL derisimde, yaklasik 60 mg/g
olarak bulunmustur. Yapilan sicaklik denemelerinde sicakligin artist ile

adsorpsiyonda diisiis oldugu bulunmustur.

Derisim caligmalar1 sonucunda adsorpsiyon izotermleri (Langmuir ve Freundlich)
incelendiginde Langmuir adsorpsiyon izoterminin uygun oldugu goriilmiistiir.
Buna gore adsorpsiyon mekanizmasinin tek tabakali oldugu, birincil etkilesimler
ile adsorpsiyonun gerceklestigi bulunmustur. Bu tiire ait q,.x degeri 72.46 mg/g
olarak bulunmustur. Desorpsiyon ajami olarak %50’lik etilen glikol ile yapilan
calismalarda desorpsiyonun %100 oldugu bulunmus, 5 adsorpsiyon-desorpsiyon

dongiisiinden sonra adsorpsiyon kapasitesinde bir diisiis olmadig1 gézlenmistir.

Antitrichia californica ile yapilan calismalarda farkli pH tamponlari denenmis ve
bu tiirtin maksimum IgG adsorpsiyonunun pH 5.0 degerinde oldugu belirlenmistir.
Bu tiirlin maksimum IgG adsorpsiyonunun pH 5.0 tamponunda 0.5 mg/mL
derisimde, yaklasik 60 mg/g oldugu gozlenmistir. Adsorpsiyona sicakliin etkisi
4-45°C araliginda incelenmis ve sicakligin artig1 ile adsorpsiyonda diisiis oldugu

bulunmustur.

Derisim caligmalar1 sonucunda adsorpsiyon izotermleri (Langmuir ve Freundlich)

incelendiginde Langmuir adsorpsiyon izoterminin adsorpsiyon mekanizmasina
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uygun oldugu goriilmiistiir. Langmuir adsorpsiyon izotermine gore adsorpsiyon
mekanizmasinin tek tabakali oldugu, birincil etkilesimler ile adsorpsiyonun
gerceklestigi bulunmustur. Bu tiire ait qm,x degeri 62.11 mg/g olarak bulunmustur.
Desorpsiyon ajani olarak %350’lik etilen glikol ile yapilan calismalarda
desorpsiyonun %100 oldugu bulunmus, 5 adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisiinden

sonra adsorpsiyon kapasitesinde bir diisiis olmadig1 gozlenmistir.

Bartramia stricta ile farkli pH tamponlarinda yapilan calismalarda pH 5.0
degerinde bu tiirlin maksimum IgG adsorpsiyonunun oldugu belirlenmistir. Bu
tiiriin maksimum IgG adsorpsiyonunun pH 5.0 tamponunda 0.5 mg/mL derisimde,
yaklasitk 60 mg/g olarak bulunmustur. Sicakligin adsorpsiyona etkisi de
incelenmis, 4-45°C aralifinda yapilan caligmalarda sicakligin artis1 ile

adsorpsiyonda diisiis oldugu bulunmustur.

Derisim caligmalart sonucunda adsorpsiyon izotermleri (Langmuir ve Freundlich)
incelenmis ve B. stricta IgG adsorpsiyon mekanizmas: i¢in Langmuir adsorpsiyon
izoterminin uygun oldugu goriilmiistiir. Buna gore adsorpsiyon mekanizmasinin
tek tabakali oldugu, birincil etkilesimler ile adsorpsiyonun gerceklestigi
bulunmustur. Bu tiire ait g, degeri 69.93 mg/g olarak bulunmustur. Desorpsiyon
ajan1 olarak %50’lik etilen glikol ile yapilan calismalarda bitkiden desorpsiyonun
%100 oldugu bulunmus, 5 adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisiinden sonra

adsorpsiyon kapasitesinde bir diisiis olmadig1 gozlenmistir.

Syntrichia papillosissima ile yapilan calismalarda farkli pH tamponlar1 denenmis
ve bu tiiriin maksimum IgG adsorpsiyonunun pH 5.0 degerinde oldugu
bulunmustur. Bu tiiriin maksimum IgG adsorpsiyonunun pH 5.0 tamponunda 0.5
mg/mL derisimde gerceklestigi ve adsorpsiyonun 60 mg/g oldugu bulunmustur.
Sicakligin adsorpsiyona etkisinin incelenmesi sonucunda 4-45°C araliginda

yapilan ¢aligmalarda sicakligin artisi ile adsorpsiyonda diisiis oldugu bulunmustur.

Derisim caligmalart sonucunda adsorpsiyon izotermleri (Langmuir ve Freundlich)
incelenmis ve bu tiire IgG adsorpsiyon mekanizmast i¢in Langmuir adsorpsiyon
izoterminin uygun oldugu goriilmiistiir. Adsorpsiyon mekanizmasinin tek tabakali
oldugu, birincil etkilesimler ile adsorpsiyonun gerceklestigi bulunmustur. Bu tiire
ait qmax degeri 68.49 mg/g olarak bulunmustur. Desorpsiyon ajani olarak %50’lik
etilen glikol ile yapilan calismalarda bitkiden desorpsiyonun %100 oldugu
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bulunmus, 5 adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisiinden sonra adsorpsiyon

kapasitesinde bir diisiis olmadig1 gdzlenmistir.

Bitkilerden elde edilen sonuclar toplu olarak ele alindiginda biitiin tiirlerin
maksimum adsorpsiyon gosterdigi tamponun pH 5.0 oldugu goriilmiistiir. Bu
degerin HIgG nin izoelektrik noktast olan 6.2 degerine yakin olmasi hidrofobik
etkilesimlere ek olarak elektrostatik etkilesimlerin de etkili oldugu seklinde
yorumlanabilir. pH degerindeki artis veya azalis bitki yiizeyindeki gruplarin
protonlanmasi veya deprotonlanmasi sonucunu doguracaktir. Burada bitki
yiizeyinde buna sebep olan gruplarin (alkol, aldehit) tam olarak bilinmesi miimkiin
degildir. Yiizey yapisinin kesin olarak arastirilmasi ise ayri bir calisma konusunu

olusturacaktir.

Bitkilerin pH sonugclar1 incelendiginde B. strica tiiriiniin pH degisimlerine oldukca
hassas oldugu, goriilmektedir. Bunun yanisira L. sciuroides ve S. papillosissima
tiirlerinin diisiik pH degerlerinde maksimum adsorpsiyon kapasitelerinin %90’1na
yakin seviyede adsorpsiyon gerceklestirebildikleri sonucuna ulasilabilir. Bu tiirler
diisiik pH ortamindan HIgG saflastiriimasinda kullanilabilirler.

Bitkilerin sicaklik degisikliklerine etkileri incelendiginde adsorpsiyonun
sicakliktaki artigla beraber azaldig1 goriilmektedir. Maksimum adsorpsiyon biitiin
tirlerde 4 °C’ta gerceklesmistir. L. sciuroides ve B. stricta tiirleri igin 4-25 °C
aras1 adsorpsiyon kapasitesi yaklasik %25 azalirken ayni sicaklik araliginda A.
californica ve S. papillosissima tiirlerinde bu azalma yaklasik %10 seviyelerinde
kalmistir. A. californica ve S. papillosissima oda sicakliginda maksimum
adsorpsiyon kapasitelerine yakin adsorpsiyon gerceklestirebilecek tiirlerdir.
Sicakligin azaltilmasinin saflastirma siirecinde ek maliyet getirecegi de goz Oniine

alinirsa bu tiirlerin ekonomik 6nemi artmaktadir.

Bitkilerde baslangic derisimlerinin adsorpsiyon kapasitesine olan etkisi
incelendiginde bazi tiirlerin daha diisikk derisimlerde doygunluga ulastig
goriilmiistiir. Adsorpsiyon B. stricta ve L. sciuroides tiirlerinde plato seviyesine
1.0 mg/mL seviyelerinde ulasilmistir. Buna karsin A. californica ve S.
papillosissima tiirlerinde 0.5 mg/mL degerlerinden sonra doygunluga ulasildigi
goriilmektedir. Bitkilerin daha diisiik derisimlerde doygunluga ulasmalari, daha
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seyreltik ortamlarda tam kapasiteyle saflastirma yapabilmelerine imkan

tanimaktadir.

Bitkilerin etkili olarak kullanilabilmeleri saflagtirma yapilacak ortamin pH degeri,
sicakligr ve HIgG derisimi ile dogrudan ilgilidir. Biitiin veriler incelendiginde A.
californica ve S. papillosissima tiirleri oda sicakliginda ekonomik olarak HIgG

saflagtirmasi i¢in kullanilabilecek tiirler olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Immunoglobulin G insan kanindaki temel antikor molekiiliidiir. HIgG terapotik ve
tedavi amaciyla tibbi alanda onemli kullanima sahip, ticari 6nemi yiiksek olan bir
antikordur. HIgG  saflagtirilmasi  i¢in  glinlimiizde  farkli  yontemler
kullanilmaktadir. Biiyiik o©lgekli, ticari calismalarda maliyetin Onemli bir
boliimiiniin saflagtirma asamasindan kaynaklandigi bilinmektedir. Bu sebeple,
ticari olarak diistiniildiigiinde diisiik maliyetli, ekonomik ¢6ziimlerin, alternatif
sorbent sistemlerinin bulunmasi ve kullamilmasi HIgG saflastirilmasinda biiyiik
Oonem tasimaktadir. Yapilan tez calismasinda dogal olarak genis yayilis gosteren,
ek kimyasal isleme gerek duymayan, diisik maliyetli sorbent olarak
kullanilabilecek karayosunu tiirlerinin HIgG saflastirmasinda kati destek olarak
kullanilabilme potansiyelleri incelenmistir. Bu tiirlerin optimum kosullar altinda
kandan IgG adsorbe-desorbe edebildigi ve bu islemin c¢ok tekrarli olarak
adsorpsiyon kapasitesinde diisiis olmadan yapilabildigi goriilmiistiir. Bu bitkilerin
genis yayilisa sahip olmalari dolayisiyla dogadan kolaylikla ve cok diisiik
maliyetle bulunabiliyor olmalari, ek kimyasal isleme ihtiya¢c duymamalari, dogal
ve geri doniisiimlii olmalar1 saflastirma maliyetinin diisiiriilmesi acisindan biiyiik
onem tasimaktadir. Benzer yontemlerle farkli tiirlerin arastirilmasi, farkli bitki
kombinasyonlarinin gelistirilmesi ve kolon dolgu materyali halinde kullanima
sunulmast  bu c¢alismalarin  gelecekteki  basamaklarim1  olusturmaktadir.
Gelistirilecek bir saflagtirma sistemi HIgG saflastirma siirecini daha ekonomik
hale getirerek iilkemizin diga bagimlilig1 da azaltma yolunda 6nemli bir basamak
olusturacaktir. Sunulan bu tez calismasi literatiire 6nemli katkilar saglayacak ve

farkl: saflastirma uygulama alanlarina yol acacaktir.
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