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OZET

Suda ¢oziinen ve ¢oziinmeyen protein-polielektrolit kompleksleri fonksiyonel biyopolimer
sistemleri olarak cesitli alanlarda 6nemli uygulamalari bulunmaktadir ve polimer-protein
bilesiklerinin spesifik bir smifin1 olusturmaktadirlar. Polielektrolitlerin proteinlerle sulu
cozeltilerdeki etkilesimi, pH ve iyonik siddete duyarlidir ve proteinlerin izoelektrik noktasina
baglhdir. Polimer-protein kompleksleri poliiyon zincirleriyle protein molekiiliiniin zit yiikli
gruplart arasindaki elektrostatik etkilesimin bir sonucu olarak meydana gelmektedir.

Bu tez c¢alismasinda, bilesenlerin farkli oranlarinda (ngsa/npar=0,5-50) ve farkli pH’larda
(pH=4,0; 4,3; 5,0; 6,0; 7,0) bovin serum albuminin poliakrilik asit ile etkilesimi ve ¢oziiniir
polikomplekslerin molekiiler 6zellikleri dort detektorli (UV, kirilma indisi, 151k sagilmasi ve
viskometri) molekiiler eleme kromatografisi kullanilarak incelenmistir.

Notral pH’larda polianyon ile protein arasinda etkilesim gozlenmezken, proteinin izoelektrik
noktasina yakin pH degerinde suda ¢o6ziiniir PAA-BSA kompleksleri olusmaktadir.
Fizikokimyasal oOzellikleri dort detektorlii kromatografi sistemi kullanilarak incelenen bu
komplekslerin belli bir oran araliginda molekiil kiitleleri ve boyutlarinin bir maksimumdan
gectikten sonra sabit kaldig1 gosterilmistir. Proteinin izoelektrik noktasindan daha diisiik pH
degerlerinde suda c¢oziinmeyen kompleksler olusmus, bu ¢ozeltilerin santrifiij sonrasi
siipernatantlar1 incelenmistir. Bilesenlerin molar oranlarinin ¢ok kiiciik ve ¢ok biiyiik
degerlerinde suda ¢oziinen kompleksler oldugu bulunmus, suda ¢oéziinen ve ¢odziinmeyen
polikomplekslerin bir arada bulundugu gosterilmistir. On asamada, c¢okmeden &nce
polielektrolit-protein kompleksleri arasinda agregasyon oldugu belirtilmistir.

Anahtar Kkelimeler: polielektrolit-protein kompleksleri, molekiiler eleme kromatografisi, 151k
sagilmasi, viskometri.
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ABSTRACT

Water-soluble and insoluble protein-polyelectrolyte complexes as functional biopolymer
systems represent a specific class of polymer-protein compounds that have important
applications in various areas. The extent of the interaction of polyelectrolytes (PE) with
proteins in aqueous solutions is found to be pH and ionic strength sensitive and dependent on
the isoelectric points of proteins. Polymer-protein complexes form as a result of the
electrostatic interaction of polyion chains with the oppositely charged groups of the protein
molecule during these reactions.

In this study, we attempt to investigate the interaction of bovine serum albumin (BSA) with
polyacrylic acid (PAA) and molecular properties of soluble polyelectrolyte complexes at
different ratios of components (ngsa/npas=0,5-50) and pH of solutions (pH=4,0; 4,3; 5,0; 6,0;
7,0) using size-exclusion chromatography (SEC) with on-line quadruple detection system:
UV absorption (UV), refractive index (RI), light scattering (LS) and viscosity (VIS) detectors.

While interaction between polyanion and protein is not observed at neutral pH values, stable
water-soluble complexes form at pH values close to isoelectric point of BSA. Investigation of
physicochemical behaviors of these soluble complexes by chromatography shows that
molecular weight and size of polycomplex particles passes through a maximum molar ratio
range. At pH values below the isoelectric point of protein, water-insoluble complexes form as
a result of strong electrostatic attraction. After centrifugation, supernatants were analysed. At
very low and high values of molar ratios, water-soluble polyanion-protein complexes form
and it was showed that these soluble complexes coexist with water-insoluble complexes. At
first step, aggregation occurs between polyelectrolyte-protein complexes before precipitation

Key words: polyelectrolyte-protein complexes, size exclusion chromatography, light
scattering, viscometry.
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1. GIRIS

Polielektrolitlerin proteinlerle sulu ¢ozeltilerdeki etkilesimi, pH ve iyonik siddete duyarhdir
ve proteinlerin izoelektrik noktasina baghdir (Kabanov vd., 1978). Polimer-protein
kompleksleri poliiyon zincirleriyle protein molekiiliiniin zit yiiklii gruplar1 arasindaki
elektrostatik etkilesimin bir sonucu olarak meydana gelmektedir (Morawetz ve Hughes,
1952). Polielektrolitin proteinlere baglanma sekli bilesenlerin oranina baghdir ve sonucta
¢Oziiniir polikompleksler (Berdick ve Morawetz, 1953; Mustafaev vd., 1975), kompleks
koaservatlar1 (Sacco, 1988) yada amorf ¢cokelek (Veis, 1991) olusabilmektedir.

Suda ¢6ziinen ve ¢oziinmeyen protein-polielektrolit komplekslerin, fonksiyonel biyopolimer
sistemleri olarak c¢esitli alanlarda onemli uygulamalar1 bulunmaktadir ve polimer-protein
bilesiklerinin spesifik bir sinifin1 olusturmaktadirlar. Sentetik polielektrolitler, proteinleri
kovalent baglarla modifiye etmekte, antijenik proteinlerin bagisiklik sisteminde
immunojenliginin arttiritlmasinda (ya da azaltilmasinda) (Bae vd., 1987; Petrov vd., 1992;
Abouchowski vd., 1977) ve viicuttan atilma siirelerinin uzatilmasi1 (Abouchowski vd., 1977)
icin sikca kullanilmaktadir. Bununla birlikte, viral antijenlerin polielektrolitlerle konjugatlar
giiclii koruyucu ozellikler gostermektedir (Petrov vd., 1992) ve yeni nesil as1 bilesikleri olarak

distiniilmektedir.

Anyonik polielektrolitlerle ayni yiiklii proteinler arasinda kompleks olusumu cok sayida
calismaya konu olmustur. Coziinlir polimer-protein kompleksleri kolloid ve polimer
kimyasinda bilinen bir¢ok metot kullanilarak incelenmistir. Kimyasal bilesim, fizikokimyasal
ozellikler ve proteinlerin polianyonik komplekslerinin biyoetkinlikleri hakkinda genis bilgiye
sahip olmakla birlikte kompleks olusumu sirasinda ¢6ziinen halden ¢oziinmeyen hale faz
gecisinin mekanizmasi1 ve sulu ¢ozeltilerindeki yapilart tam olarak incelenmemistir. Son
zamanlarda, HPLC yontemlerinin polimer-protein karigimlarina uygulanmasi kompleks

olusumu hakkinda yeni bilgiler sunmaktadir (Mustafaev, 2004).

Molekiiler eleme kromatografisi (size exclusion chromatography, SEC), polimerleri
boyutlarina gdére ayirmak i¢im kullanilan bir HPLC yontemidir. Molekiiler eleme
kromatografisiyle ayrilmis polimer molekiilleri genelde kirilma indisi detektorti,
spektrofotometrik detektorler ya da diger derisim dlgen detektdrlerce saptanmaktadir. SEC
kullaniminin ilk yillarinda molekiil kiitlesi ve viskozitesi bilinen polimer standartlarinin
alikonma zamanlar1 bulunup, logM ve log[ 7]M degerlerine karsilik gelen kalibrasyon egrileri
olusturularak analiz edilen polimerlerin boyutlar1 ve kiitleleri hesaplanmaktaydi. Bu teknigin

yetersiz oldugu kisa silirede anlasildi ve polimerlerin viskozitesini ve 1s1k sa¢ilmasini dlgen
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detektorler kullanilmaya baslandi (Mourey, 2004).

Viskometri ve 1sik sagilmasi detektorleri gilinlimiizde rutin olarak kullanilmaktadir. Bu
detektorlere “molekiil kiitlesi detektorleri” denmektedir, ¢iinkii saptadiklar: degerler dogrudan
polimerlerin molekdil kiitlesi ile iliskilidir. Genelde polimer derisimini dlgen bir veya daha
cok detektorle birlikte kullanilmaktadirlar. Molekiil kiitlesi detektorlerine sahip SEC sistemi,
diger 151k sacilmasi ve viskometri cihazlarinin yerine kullanilmaya baslanmistir. Ciinkii
modern HPLC cihazlar1 dogru, tekrarlanabilir ve otomatik analiz imkan1 saglamakta, diger
cihazlarda polimer hakkinda ortalama bilgi edinilirken SEC’te polimerlerin fraksiyonlarina
ayrilmas1 dagilim (boyut, kiitle, vb.) hakkinda bilgi vermekte, ayirma sirasinda ¢oziicii
molekiilleri ve tuz uzaklastirildig1 i¢in sabit kimyasal potansiyelde 6l¢iim yapilmakta ve son
olarak, bu detektorlerin yiiksek hassasiyeti sayesinde SEC boyut dagilimmin her noktasinda
polimer 6zellikleri hakkinda veri elde edilmektedir (Mourey, 2004).

Molekiil kiitlesi detektorlerine sahip SEC sistemi kullanilarak protein-protein ve protein-
ligand etkilesimleri, protein-polisakkarit kompleksleri, polimer-protein konjugatlar1 ve
bunlarin konjugasyon derecesi giliniimiize kadar incelenmistir. Bu teknik, sentetik
polielektrolitlerin proteinlerle komplekslerinin incelenmesinde az sayida arastirmaci

tarafindan kullanilmistir ve bu alanda yeni bir tekniktir.

Bu tez c¢alismasinda, bilesenlerin farkli oranlarinda (ngsa/npaa=0,5-50) ve farkli pH’larda
(pH=4,0; 4,3; 5,0; 6,0; 7,0) bovin serum albuminin poliakrilik asit ile etkilesimi ve ¢oziiniir
polikomplekslerin molekiiler 6zellikleri dort detektorlii (UV, kirilma indisi, 151k sagilmasi ve

viskometri) molekiiler eleme kromatografisi kullanilarak incelenmistir.

Notral pH’larda polianyon ile protein arasinda etkilesim gozlenmezken, proteinin izoelektrik
noktasina yakin pH degerinde suda ¢o6ziiniir PAA-BSA kompleksleri olusmaktadir.
Fizikokimyasal oOzellikleri dort detektorlii kromatografi sistemi kullanilarak incelenen bu
komplekslerin belli bir oran araliginda molekiil kiitleleri ve boyutlarinin bir maksimumdan
gectikten sonra sabit kaldig1 gosterilmistir. Proteinin izoelektrik noktasindan daha diisiik pH
degerlerinde suda c¢oziinmeyen kompleksler olusmus, bu ¢ozeltilerin santrifiij sonrasi
slipernatantlar1 incelenmistir. Bilesenlerin molar oranlarinin ¢ok kiiciik ve ¢ok biiyiik
degerlerinde suda ¢oziinen kompleksler oldugu bulunmus, suda ¢oéziinen ve ¢odziinmeyen
polikomplekslerin bir arada bulundugu gosterilmistir. On asamada, c¢okmeden &nce

polielektrolit-protein kompleksleri arasinda agregasyon oldugu belirtilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Molekiiler Eleme Kromatografisi

Molekiiler eleme kromatografisi (jel filtrasyon, jel gecirgenlik ve sterik eleme kromatografisi)
dolgu malzemesinin ortalama gozenek capina bagli olarak makromolekiillerin hidrodinamik
caplarina gore entropik olarak kontrol edilen bir ayirma islemidir. Bu teknikle ayirma islemi
ilk olarak Lathve ve Ruthven tarafindan tamimlandi. ilerleyen yillarda farkli arastirmacilar
tarafindan cesitli alanlarda degisik amaglarla kullanildi. SEC hem sentetik polimerler hem de

biyopolimerler i¢in dogru ve giivenilir bir yontem haline gelmistir (Vijayalakshmi, 2002).
Molekiiler eleme kromatografisi kullanilan hareketli ve sabit fazlara gore ikiye ayrilir:

a) Jel gegirgenlik kromatografisi (gel permeation chromatography, GPC): Apolar tiirlerin
ayrilmasinda kullanilir. Apolar sabit faz, apolar hareketli faz kullanilir. Bu teknik
genelde polimer karakterizasyonu i¢in polimer kimyas1 alaninda kullanilmaktadir.

b) Jel filtrasyon kromatografisi (gel filtration chromatography, GFC): Polar tiirlerin
ayrilmasinda kullanilir. Polar sabit faz, polar hareketli faz kullanilir. GFC teknigi
protein ve (veya) peptid karisimlarinin saflastirilmast ve tamimlanmasi igin
kullanilmaktadir. Ug¢ uygulama alani vardir: Analitik amagh (molekiil kiitlesi

bulunmasi, vd.), fraksiyonlara ayirma ve tuzdan ayirma.

2.1.1 Ayirma Prensibi

Ideal SEC’de ayirma islemi, makromolekiillerin hidrodinamik hacimleri ve sekilleri ile sabit
fazin gozenek biylikliigli ve sekline bagl olarak gerceklesmektedir. Molekiiller dolgu
malzemesinin diginda kalan hacimle go6zeneklerin i¢indeki hacimler arasinda dagilirlar.
Ayirma sirasinda belirli bir anda her bir molekiil tiirtiniin belli bir kism1 gozeneklerin i¢inde
bulunur. Molekiil ne kadar ufaksa gozenek i¢inde o kadar ¢ok molekiil bulunur (biiytik
molekiillerin tamami gézeneklerin digindadir). Biiyiik molekiiller sterik engellemeden dolay1
gozeneklere giremezken ufak molekiillerin 6nemli bir kismu gozeneklere girer. Ufak
molekiiller gdzeneklerin i¢inde daha uzun siire bulunurlar. Sabit faz partikiillerinin disinda
kalan biiyiik molekiiller hareketli fazla birlikte hareket eder. Bu sebeple biiyiikk molekiiller
ufaklardan daha 6nce kolondan ¢ikar (Sekil 2.1) (Vijayalakshmi, 2002).



Ornek

Ornek goizeltisi

Farkh hidrodinamik hacimde

Farkh boyutlarda molekiller molekiller
iceren drnek

| Gazicd
| Ak

Gazenekli dolgu malzemesi

¥ Bir gdzenedin bdyltdlmis resmi

Sekil 2.1 SEC’de ayirma mekanizmasi (Lough ve Wainer, 1992).

Secicilik terimi ayirma derecesini ya da bir numune i¢indeki farkli molekiiller arasindaki
alikonma zamanini tanimlayan bir terimdir. SEC dolgu malzemesinin daha yiiksek seg¢iciligi,
¢oziinenin sekil ve boyutunu ya da dolgu malzemesinin gozeneklerinin boyut ve seklini
degistirmedikge c¢oziicliyli degistirerek elde edilemez. Coziinen molekiillerin alikonma
hacimleriyle (ya da alikonma hacmiyle ilgili bir fonksiyonla) boyutlar1 arasinda cizilen bir

grafik kolonun seciciligini gosterecektir.

Numunenin higbir fraksiyonu kolon dolgu partikiilleri arasinda kalan hacimden (V) daha
once kolondan c¢ikamaz. Bu alikonma hacmi kolonun ayirma smirmi gostermektedir.
Gozeneklerin en i¢ noktasina kadar girebilen ufak molekiiller Vj ile gozenek hacimlerinin
toplamina esit bir alikonma hacminde (V;) kolonu terk edeceklerdir. Bu iki sinir arasinda
kalan araliktaki degerlerde boyutlar1 olan molekiiller V. alikonma hacminde kolondan eliie

edileceklerdir (Sekil 2.2):
Ve =Vo+ Kyl (2.1)

Bu denklemde Kggc numunenin ayirma sirasindaki denge sabitini gostermektedir. Kggc
makromolekiillerin gozenekler i¢inde olma ihtimalini veya mobil fazdakine gore gozenek

icindeki madde derisimini vermektedir. Casassa tarafindan gelistirilen teoriye gore; 2d capl



yariga benzer bir gézenekte Rg yarigapli esnek zincirli bir makromolekiiliin dagilim katsayisi,

gbzenek ve makromolekiillerin boyutlarinin oranina baglidir:

2 R

1= =&
Nér d

Bir kromatografik ayirmanin denge sabiti termodinamik parametrelerle iliskilendirilebilir.

Kgpe = (2.2)

Sabit sicakliktaki bir ayirmanin arkasindaki itici giic Gibbs serbest enerjisindeki degisimdir
(AG):

AG=AH -TAS =—RTInK (2.3)
Sadece entropiyle yonetilen ideal SEC’de AH sifira esit olmalidir ve denge sabiti:

AS/R

Kg-=e (2.4)

seklinde olmalidir. 0 < Kggc < 1 degerleri arasinda olabilen, Ksgc = 0 oldugunda en biiyiik
gozenekten daha biiyiik molekiiller i¢in, Ksgc = 1 oldugunda gézeneklerin en i¢ noktasina

kadar difiiz edebilen molekiiller i¢in kullanilmaktadir.

Ideal SEC’de alikonma hacmi Ve =%+I/l-’yi gecemez. Bunun tersi LAC’de (s1v1

adsorpsiyon kromatografisi) gecerlidir, sabit fazla molekiiller arasinda etkilesimler
gerceklesir. Ayirma sirasinda molekiiler eleme olmadigi varsayilirsa (gézeneksiz sabit faz,

cok ufak molekiiller ve ¢ok biiylik gézenekler var olmasi durumunda), su formiil yazilabilir:
Vo=V +ViK e (2.5)
LAC sisteminin dagilim katsayis1 entalpiyle bulunur:

Kpe=e"" (2.6)
Adsorbe olabilecek gruplarin artmasiyla AH artarken, polimerizasyon derecesine bagli olarak
K 4c Ustel olarak artar. Sonug olarak, alikonma hacmi V) hacmini asar.

Pratikte, hem molekiiler eleme hem de etkilesimler gerceklesmektedir. K denge sabiti
denklemde goriildiigli lizere hem ideal molekiiler eleme hem de adsorbsiyonun katkisiyla

olusur:
Ve=Vo +ViKspc K e (2.7)

Adsorpsiyon ya da partisyonun olmadigi durumlarda bile ideal molekiiler eleme

gerceklesmez. Bunun sebebi ikincil molekiiler eleme etkisidir. Bu etki polar gruplarin



elektrostatik itmesinden dogmaktadir. Elektrolit eklenmesiyle olusan hidrojen baglar1 kirilarak

bu etki ortadan kaldirilabilir (Trathnigg, 2000).
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Sekil 2.2 Ornek bir SEC kromatogrami ve kalibrasyon egrisi (Lough ve Wainer, 1992).

2.1.2 Ayirmayi Etkileyen Faktorler

Ayirmay etkileyen faktorleri su basliklar altinda toplayabiliriz:

e Gozenek Hacmi
e Partikiil Boyutu
e Destek Malzemesi
e (ozicu

e Etkilesimler

e Kolon Uzunlugu
e Akis Hizi

e Ornek Hacmi

e Ornek Derisimi



2.1.3 Etkilesimler

Her dolgu malzemesinde bazi etkilesimler meydana gelebilir. Uygun mobil faz segilerek bu
etkilesimler en aza indirilebilir. Iki ana adsorbsiyon gerceklesmektedir: hidrofobik ve iyonik
(elektrostatik) etkilesimler. Silika esasli dolgu malzemeleri eksi yiiklii yiizeye sahip olduklari
icin pozitif yiiklii molekiillerle etkilesebilirler. Bu etkilesimleri en aza indirmek ig¢in
¢Oziiciiniin iyonik siddeti arttirilir ya da tuz ilavesi yapilir. Cogu dolgu malzemesinde yiiksek
iyonik siddetlerde hidrofobik etkilesimler gergeklesmektedir. izopropanol, etilen glikol, CMC
ya da deterjan ilavesiyle hidrofobik etkilesimler azaltilabilir (Vijayalakshmi, 2002) .

2.1.4 Molekiiler Eleme Kromatografisinin Onemli Bilesenleri

2.1.4.1 Mobil Faz

SEC’te mobil fazin amaci sadece 6rnegi ¢ozmektir ve mobil faz su 6zelliklere sahip olmalidir:

1) Ornegin optimum ¢oziiniirliigiinii saglamal,

2) Ornegin ii¢ boyutlu yapisini, varsa biyolojik etkinligini etkilememeli,

3) Kolon dolgu malzemesiyle uyumlu olmali,

4) Viskozitesi diisiik olmali,

5) Ornegin saptanmasina izin vermeli.

Organik fazli SEC’te tetrahidrofuran, toluen, kloroform ve diklorometan kullanilir. Sulu

SEC’te ise su veya tampon sistemleri kullanilmaktadir (Lough ve Wainer, 1992).

2.1.4.2 Pompa Sistemi

Mobil fazin akis hizinin dogrulugu, 6zellikle molekiil agirligr tayini yapilirken, SEC i¢in ¢ok

onemlidir. Bunun dogrulugu pompa sistemiyle saglanmaktadir.

Akis hizi, makromolekiillerin difiizyon katsayis1 ufak oldugu i¢in belli degerler arasinda
olmalidir. Molekiil biiyiidiik¢ce gdzeneklerin i¢ine daha yavas difliz etmektedir. Bu yavas
difiizyon piklerin genislemesine sebep olmaktadir. Biiyiik molekiiller akis hizindan daha ¢ok
etkilenmektedirler. Genelde 1,0-2,0 mL/dak.’lik akis hiz1 kullanilmaktadir (Lough ve Wainer,
1992).



2.1.4.3 Enjeksiyon

Diger kromatografi tiirlerine gére SEC’te daha az hacimde 6rnek kolona enjekte edilir. Ornek
hacmi, toplam kolon hacminin %0,5’inden daha fazla olmamalidir. Hacim arttik¢a piklerin
¢Oziiniirliigli azalmaktadir. Genelde, detektor cevabini arttirmak igin, yaklasik 100 pL

hacimde enjeksiyon yapilmaktadir.

Enjekte edilen polimerin derisimi ¢ok yiiksek olmamalidir. Ciinkii yiiksek konsantrasyonlarda
polimer ¢dzeltilerinin viskozitesi artmaktadir. Bu da 6rnegin hazirlanmasinda, enjeksiyonunda
ve alinan sonuglarda sorunlara sebep olacaktir. Yapilan ¢aligmalarda, 6rnek derigimi arttikga
piklerin ¢oziiniirligliniin azaldigr gozlenmistir. Yiksek viskozite degerlerinde (yiiksek
derisim) akis diizeni bozulmaktadir. Yiiksek 6rnek konsantrasyonundan dolayi olusan bu
diizensiz akisa “viscous fingering” adi verilmektedir (Sekil 2.3). Genel bir kural olarak,
ornegin viskozitesi mobil fazin viskozitesinin %50’sinden daha fazla olamaz. Ornegin
derisimi, maddenin molekiill agirligina bagli olarak genelde 2-5 mg/mL arasinda
degismektedir (Vijayalakshmi, 2002).
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Sekil 2.3 BSA’nin gesitli konsantrasyonlarda (10, 25, 50, 83, 100 mg/mL) jel filtrasyon
kromatogramlar1 (Vijayalakshmi, 2002).

2.1.4.4 Dolgu Malzemeleri ve Kolonlar

SEC sisteminin kalbi, kullanilan dolgu malzemeleri ve kolon(lar)dur. Organik veya susuz
mobil fazlarin kullanildig: sistemlerde polistiren/divinilbenzen jelleri dolgu maddesi olarak
kullanilmaktadir. Bu malzeme yliksek oranda capraz baglar icermektedir ve gozenekli,
kiiresel bir yapiya sahiptir. Divinilbenzen ¢apraz baglanmay1 saglamaktadir. Silika esasli SEC
dolgularina gore daha avantajhidir. Ciinkii daha fazla sayida farkli ¢6ziicliyle uyumludur. 50-
10° A° arasinda ¢ok genis bir aralikta istenen boyutta gézenekliligi elde etmek kolaydir. 3, 5
ve 10 um’lik partikiiller {iretilebilmektedir (Lough ve Wainer, 1992).



Sulu sistemlerde, capraz bagli hidrofilik polimerler kullanilmaktadir. Silika, dekstran,
poliakrilamid, agaroz, ve kompozit malzemeler sulu sistem i¢in dolgu malzemesi olarak

kullanilabilmektedir.

Silika, yiizey alan1 genis ve gozenek sayist yiiksek amorf yapiya sahip bir destek
malzemesidir. Silanol gruplari igerir ve polar gruplar i¢in yliksek afiniteye sahiptir. Silika
ylizeyi tiirevlendirilerek meydana gelebilecek etkilesimler engellenir. Silika yiizeyleri polimer
esasli malzemelerle kaplanmaktadir (TSK SW serisi dolgu malzemesi). Silika sinirh bir pH
araliginda (pH<7,5) calismaya uygundur. Genelde analitik ve yar1 preparatif HPLC sistemleri

i¢in kullanilmaktadir.

Diger bir dolgu maddesi de epiklorhidrin ile ¢apraz baglanmis dekstrandir (Sekil 2.4). Capraz
baglanmanin derecesine bagli olarak farkli boyutlarda gozenekler elde edilmektedir.

Sephadex ticari ismiyle satilmaktadir.
Dekstran—OH + CH,-CH—CH,Cl Dekstran—O—CHz—(llH—CHz—Dekstran
N/
l (0) OH
Dekstran—O—CHz—CliH—CHZCI E—— DekStran—O—CHz—CE—/CHZ + NaCl + H,O

OH

Sekil 2.4 Dekstranin epiklorhidrin ile ¢apraz baglanmasi.

Capraz bagh akrilamid ile N,N’-metilenbisakrilamid kopolimeri de diger bir dolgu maddesidir
(Sekil 2.5).

CH,=CH—CO—NH, CH,=CH—CO—NH—CH,~-NH—CO—CH=CH,
Akrilamid N,N'—metilenbisakrilamid

Sekil 2.5 Akrilamid ve metilenbisakrilamidin formiilleri.

Agaroz da dolgu maddesi olarak kullanilmaktadir. Agaroz D-galaktoz ve 3,6-anhidro-L-
galaktozu iceren lineer bir polisakkariddir. Kiiresel yapidaki agaroz molekiiler eleme
kromatografisi uygundur ve ticari adi da Sepharose’dur. Agaroz jellerinin goézenek
bliytikliikleri jel derisimi degistirilerek ayarlanabilir. Gézenekleri genelde biiyiiktiir ve biiylik

proteinlerle agregatlarin1 ayirmada kullanilmaktadir.
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Kompozit dolgu malzemeleri ise iskeleti olusturan polimer jelle, ayirma araligin1 belirleyen

lineer yapil1 diger bir polimerin bilesimiyle olugmaktadirlar (Vijayalakshmi, 2002).
Kullanilan dolgu malzemelerinin genel olarak su 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir:

1) Basinca dayanikli,

2) Yiiksek gozenek hacmi,

3) Notrallik,

4) Hidrofillik,

5) Genis pH araligina ve farkli mobil fazlara dayaniklilik.

Dolgu malzemesinin toplam goézenek hacmi ayirmayi etkileyen en 6nemli faktorlerden biridir.
Ciinkii ayirma islemi bu gézeneklerde gerceklesmektedir. SEC’de segicilik dolgu maddesinin
gozeneklerinin boyut dagiliminin bir fonksiyonudur. En yiiksek secicilik tek gdzenek boyutu
olan ya da dar boyut dagilimina sahip dolgu maddelerinde bulunur. Yiiksek se¢icilik, dar
ayirma araligryla saglanir. Polimerlerin ayrilmasi sirasinda etkili ayirma araliginin
genisgletilmesi icin farkli boyutlarda gozenekleri iceren karma kolonlar kullanilmaktadir. En
etkili dolgu malzemesiyle ¢alisilsa bile, benzer molekiil agirliklarina sahip kiiresel proteinlerin
ayrilmasi zordur. Bununla birlikte, molekiil kiitlesi X olan bir proteinle molekiil kiitlesi 2X
olan diger bir protein birbirinden ayrilabilmektedir. Lineer molekiillerde de %20’lik bir fark

ayirma i¢in yeterli olabilmektedir (Vijayalakshmi, 2002).

SEC’de kolon etkinligi ya da teorik plato sayisi adsorbsiyon kromatografisinden daha
onemlidir, ¢ilinkli ayirma islemi izokratik olarak gerceklestirilmektedir. 5-10 um boyutlu
partikiillerle en yliksek etkinlik saglanir (en dar, en keskin pikler). Bu partikiillerin tek

dezavantaji kolon basincinin yiiksek olmasidir.

Ayirma kalitesi kolon uzunlugunun karekdkiiyle orantili oldugu i¢in bu parametre oldukga
onemlidir. HPLC kolonlar1 genelde 20-40 cm uzunlugundadir, ¢ilinkii 5-10um’lik partikiillere
sahiptir. Kolon uzunlugu ayirmaya etki etse de ¢cok uzun kolonlarda basing yiiksek olacak ve

kolondan molekiillerin ¢ikmasi uzun bir siire alacaktir (Vijayalakshmi, 2002).
2.1.5 Detektorler
Ayrilan polimer molekiilleri kolonu terk ederken, bir veya daha fazla detektor tarafindan

saptanmalar1 gerekmektedir. Polimerlerin SEC ile analizinde, siirli sayida HPLC detektorii

kullanilabilmektedir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1 SEC sisteminde kullanilan detektor ¢esitleri (Pasch ve Trathnigg, 1999).

Konsantrasyon Detektorleri Molekiil Kiitlesi Detektorleri

Tek kapilerli viskometre

Secici Detektorler Genel Amacgl Detektorler . . .
Diferansiyel viskometre
UV detektorii RI detektori Isik sagilmasi detektorleri
IR detektorii Iletkenlik detektorii LALLS MALLS TALLS
Floresans detektorii Yogunluk detektorii RALLS MALLS?

Elektrokimyasal det. Evaporatif 151k sa¢ilmasi det.

2.1.5.1 Konsantrasyon Detektorleri

Konsantrasyon detektorlerinden alinan sinyal mobil fazda bulunan ¢o6ziinmiis maddenin
konsantrasyonuna baghidir. Bu detektorleri secici (¢oziinen maddenin bir 6zelligini 6lgen)
detektorler ve genel amagli (mobil fazin bir 6zelligini 6lgen) detektdrler olarak Cizelge

2.1°deki gibi ikiye ayirabiliriz.

2.1.5.2 UV Detektorii

En cok bilinen detektorlerden biridir. Bir¢ok c¢esidi bulunmaktadir ve ¢ogu HPLC
tireticisinden edinilebilir. Bu detektor, secili dalga boyunda polimerin absorbsiyonunu
dlgmektedir ve kromofor gruplari olan polimerlere uygulanmaktadir. Ug tip UV detektdrii

bulunmaktadir (Pasch ve Trathnigg, 1999):

e Sabit dalga boylu detektorler
e Degisken dalga boylu detektorler

e Diyot dizisi detektorleri

Bu detektor bir UV-Goriiniir bolge spektrofotometresi gibi ¢alismaktadir. Lambadan ¢ikan
1s1n filtre, slit, ve aynadan gecerek kirinim agima yansitilmaktadir. Kirmnim ag1 1g1mnin istenen
dalga boyuna ayarlanmasini saglar. Belli dalga boyundaki 151n yar1 saydam aynaya yansitilir
ve burada esit siddette iki 1sma ayrilir. Bir 151n referans detektoriine gonderilir. Diger 151n
icinden hareketli fazin gectigi akiskan hiicreye gonderilir. Akiskan hiicreden gegen 1sin
detektdre gelir ve burada 6l¢iim yapilir. Akigkan hiicreden sadece hareketli faz gectiginde hig
absorbans olmayacagi i¢in detektdrden sinyal alinmaz ama hiicreden analiz edilmis

molekiiller gegerken absorbans yaptiklar1 i¢in detektdorden sinyal alinir. Olusan sinyal
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asagidaki formiildeki degerlere baglidir:
V =k(dA/dc)C (2.8)

Detektorden elde edilen cevap o anda akigkan hiicreden gecen maddenin konsantrasyonuna, C
ve o maddenin dA/dc degerine baghdir. dA/dc her madde icin farkli bir degerdir. k ise

kalibrasyon sabitidir.

2.1.5.3 Kirilma indisi (Refraktif indeks, RT) Detektorii

Genel amacli detektorler iginde en bilinen detektor RI detektoriidir ve ii¢ ¢esidi

bulunmaktadir (Pasch ve Trathnigg, 1999):

e Frensel refraktometre
e Sapma esasl refraktometre
e Interferometrik refraktometre

Sapma esasl refraktometre Frensel refraktometresinden daha genis bir 6l¢iim araligi vardir.

Interferometrik refraktometreler ise diger ikisinden daha hassastir.

a} Kinlma indisi detektoru
| P

simyali

b} Basitle gtirilmis sema

"l —T1 ]d

L B

Sekil 2.6 Cift hiicreli sapma refraktometre semasi (Pasch ve Trathnigg, 1999).

Cift hiicreli sapma esasli RI detektoriinde hiicrenin bdlmelerinden birinde kirilma indisi n,
olan referans ¢oziicli bulunmaktadir ve 6l¢iim boyunca daima sabit kalmaktadir (Sekil 2.6).
Diger bolmede ise kirilma indisi n olan 6rnek ¢ozeltisi bulunmaktadir. Isik Snell Kanunu’na

uygun olarak kirilma indisleri farkli olan bu iki sivinin ara yiizeyinde kirilacaktir. Aslinda
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hiicre i¢indeki cam-sivi ve cam-hava ara ylizeylerinde de kirilma olmaktadir ama bu sekilde
hesap karmasiklasmaktadir. Bunun yerine sadece sivilar arasindaki kirilmay1 kullanan basit

bir hesaptan yararlanilmaktadir. RI detektdriinde kullanilan temel formiil sudur:
V =k(dn/dc)C (2.9)

Formiilden goriildiigii iizere detektérden alinan sinyal ve madde konsantrasyonu arasinda

dogrusal bir bagint1 bulunmaktadir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 Konsantrasyon ve RI 6l¢iimii arasindaki dogrusal bagintiy1 gosteren bir sekil.

Kirilma indisi konsantrasyondan baska dn/dC degerine de baghdir. Bu deger kirilma indisinin

konsantrasyona gore degisimini gostermektedir:
dnl/dc=(n—n,)/C (2.10)

Hiicrenin her iki tarafinda da kirilma indisleri benzer sivilar bulundugunda 1sin kirilmasi
gozlenmeyecektir ve detektorden sinyal alinmayacaktir. Kromatografi islemi sirasinda
hiicreden ¢ozlicii gecerken kirilma olmayacak ve sinyal olusmayacaktir. Sonugta
kromatogramin zemin ¢izgisini olusacaktir. Maddemizin bulundugu kisim hiicreden gegerken

konsantrasyona bagli olarak sinyal olusacak ve bir pik meydana gelecektir.
2.1.5.4 Molekiil Kiitlesi Detektorleri
Molekiil kiitlesi olgen detektorler SEC’de kullanmak igin ¢ok faydalidir, ¢iinkii polimer

pikinin her fraksiyonunun molekiil kiitlesini vermektedir. Bu detektorlerin olusturdugu sinyal

hem molekiil kiitlesine hem de konsantrasyona bagli oldugu i¢in konsantrasyon detektorleri
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ile kullanilmalar1 gerekmektedir. Viskozite ve 151k sacgilmasi detektorleri polimer hakkinda
farkli wveriler iirettikleri i¢in beraber kullanmilmalari 6rnek hakkinda daha fazla bilgi
vermektedir. Isik sagilmasi detektoriinden molekiil kiitlesi dagilimi elde edilebilir. Birden
daha ¢ok agidan Sl¢iim yapilarak, molekiil boyutu (Rg) bulunabilir. Viskozite detektorlii SEC
sisteminden intrinsik viskozite dagilimi bulunabilir. Yalniz bu durumda, molekiil kiitlesi
dolayli yoldan bulunur ve bazi hatalara sebep olur. Bu sebeple, 1s1k sagilmasi ve viskozite

detektorlerinin bir arada kullanilmasiyla daha dogru sonuglar elde edilebilir (Mourey, 2004).

2.1.5.5 Viskozite Detektorii

Bir cismin akigini yavaslatan genel bir O6zellik olup molekiillerin hareketleri sirasinda
ugradiklar direngten ileri gelir. Gazlarin viskozitesi ¢ok az, katilarinki ¢ok fazla ve sivilarinki

ise s1vinin cinsine ve 6zelligine bagl olarak genis sinirlar arasinda degisir.

Viskozite detektorleri Q akis hizinda / uzunlugunda ve r yarigapindaki kapilerde ilerleyen

¢ozeltideki basing degisimini, AP Olgerler. Basing degisimi ¢ozeltinin viskozitesi ile

iliskilendirilir:
4

p= AP (2.11)
810

SEC detektorii olarak kullanilan ilk viskometre tek kapilerli olarak tasarlanmisti. Tek kapilerli
cihazlar akis hizindaki degisimlere c¢ok hassas oldugundan cok kapilerli detektorler
gelistirildi. Cok kapilerli detektorler hem polimer ¢dzeltisini hem de saf ¢oziicliyili ayn1 anda

dlgmektedirler. Olgiim yapilan her noktada spesifik viskozite hesaplanmaktadir:

n, =1 (2.12)
o

1o ¢Ozicliniin viskozitesini gostermektedir. Koprii modelli viskozimetrelerde polimer

cozeltisinin ilerledigi kapiler sistemiyle saf c¢oziiciiniin ilerledigi ikinci kapiler sistemi

arasindaki basing farki olgiiliir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8 Cok kapilerli viskozimetre detektorii (koprii modelli)

Olgiim sirasinda spesifik viskozite su formiille bulunur:

4DP

__ AP (2.13)
IP-2DP

77517

Spesifik viskozite birimsizdir ve her bir 6l¢iim noktasinda RI detektorii tarafindan olgiilen

konsantrasyonla eslestirilerek indirgenmis viskozite bulunur:

77 sp
C

= 77ind (214)

Her oOl¢lim noktasindaki intrinsik viskozite o noktadaki indirgenmis viskozitenin sifir

konsantrasyonundaki limit degeridir:
lime,7,, = [77] (2.15)

Indirgenmis ve intrinsik viskozitelerin birimi konsantrasyon biriminin tersidir ve genelde dL/g
veya cm’/g cinsindendir. SEC’de &rnek konsantrasyonlar: c¢ok disiiktiir ve intrinsik
viskozitenin indirgenmis viskoziteye esit oldugunu varsaymak miimkiindiir. Konsantrasyon
detektori ile birlikte kullanilan viskozimetre detektdrii dogrudan intrinsik viskozite dagilimini

vermektedir (Mourey, 2004).

Yukarida anlatilanlar gz onilinde tutuldugunda viskozimetre detektoriinden alinan sonucun

Esitlik 2.16°daki degerlere bagl oldugunu soyleyebiliriz:

n-n,  4DP
M, IP-2DP

V=Kys.[n.C= Clnl=n, = (2.16)
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2.1.5.6 Isik Sagilmasi Detektorii (RALS)

Isik sacilmasi, ¢ozeltideki polimerlerin agirlik ortalamali molekiil agirliklarinin saptanmasi
icin kullanilan bir tekniktir. Isik molekiille etkilestiginde, molekiilde gelen 1sikla ayni fazda
salimim yapmasindan dolay1 gegici bir dipol moment olugur. Aslinda, molekiil bir anten gorevi
gorilir ve 15181 her yonde tekrar sacar. Bu 151k sacilmasi, Rayleigh sagilmasidir ve gelen 1sikla

ayn1 dalga boyunda 151k sacilir.

Termal dalgalanmadan dolay1, polimer ¢dzeltisinden daha az olmakla beraber saf ¢6ziicii de
15181 yansitir. Polimerin boyutu ve molekiil agirligr hakkindaki bilgi, ¢6ziicliniin olusturdugu
151k sacilmasi disinda kalan asir1 151k sagilmasi siddetinden elde edilir. Cozeltideki
polimerlerin yol agtig1 1s1k sacilmasi siddeti dogrudan polimerin molekiil agirligina ve

cozeltideki konsantrasyonuna baglhdir:

KC: I +2A2C+...:>KC= !
R, M PO R, M PO

(2.17)

Bu denklemde C konsantrasyonu, My agirlik ortalamali molekiil agirhigini, A, de ikinci viryal
sabiti temsil etmektedir. Ikinci viryal sabit polimer molekiilii ile ¢6ziicii arasindaki etkilesimin
kuvvetini gostermektedir ve SEC ¢aligmalarinda konsantrasyon ¢ok diisiik oldugu i¢in 2A,C
terimi ihmal edilmektedir. P(0) ise parcacigin sagilma fonksiyonudur (Kratochvil, 1987).
P(0), gelen 15181n siddetine bagli olarak, polimer molekiillerinin geometri ve boyutlarinin bir

fonksiyonudur. Esitlikteki K terimi, optik bir sabittir:
K- 4r’n, dn ’
AN, \dc (2.18)

Burada n terimi ortamin kirtlma indisini, Ao gelen 1s1nin dalga boyunu, Na Avogadro sayisin

ve dn/dc ise kirilma indisinin degisimini gdstermektedir.

Madde iizerine yollanan 151n madde tarafindan her yone sacilir. Sagilan 151k 0° haricinde
cesitli acilarda Olgiilebilir. Ciinkii bu acida sacilan 151k ve madde iizerine gonderilen 1s1n
birbirine karisacaktir. Ol¢iim yapilan agilardan biri de 90° dir. Olgiimiin 0° den farkli bir agida
yapilmasindan dolay1 Ry terimi ortaya ¢ikmaktadir. Re, ¢dzeltinin birim hacmi basina sagilan

15181n siddetinin ¢6zeltiye yollanan 15181n siddetine oranidir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9 Isik sacilmasi detektdriiniin ¢calisma diizenegi.

Molekiil boyutu ¢ozeltiye gonderilen 1518in dalga boyunun 1/20’sinden daha ufaksa P(0)

fonksiyonunun degeri 1’e yaklasir. Bu durumda sacgilan 15181 siddeti, molekiil boyutunu

olgmekte kullanilamaz, sadece molekiil agirliginin bir fonksiyonu haline gelir. P(6) degeri 1’e

yaklastikea, 151k sacilmasi sadece molekiil agirligi 6l¢timii yapar.

P({6) = Ro / Ro=1

Sekil 2.10 Madde iizerine yollanan 151k madde tarafindan her yone esit siddette sacilmasi

Sacilma yapan molekiillerin boyutlart madde {izerine yollanan 1s181in dalga boyundan cok

ufaksa, molekiil noktasal bir 151k kaynagi gibi davranacaktir. Bu durumda 6rnegimiz simetrik

olarak 151k sacacaktir ve P(0) degeri 1 olacaktir. Isik sacilmasi gosteren biiyiik molekiillerde

ise P(0) 1’den farkli ¢ikacaktir. Cilinkii madde her yonde farkli siddetlerde 151k sagacaktir.

P(6) = Rs { R 1

Sekil 2.11 Madde iizerine yollanan 151k madde tarafindan her yone farkli siddette sagilmasi

Sonu¢ olarak, P(0) degerinin bulunmasi i¢in 6nce 90° deki Rg Olgiiliir ve viskozite

detektoriinden elde edilen veriler kullanilarak P(0) hesaplanir. Dogru P(0) degerini bulunmasi

icin asagidaki islem akigi cihaz tarafindan gerceklestirilir. Arka arkaya ii¢ kere ayn1 P(0) elde
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edilene kadar islemler tekrarlanir ve dogru molekiil agirlig1 bulunur:

[n]:KM" —>8=2a3_1
1;0 - ;(0) +24,C +... [n]= ”g’ ¢ =2,55x10" (1-2,63¢ +2.86¢7 )
4 w

~ b

A
.

PO)="2]" —(1-x)] +— X:§[Rg%sin(gﬂ (2.19)
X 3074, \2

2.1.6 Dort Detektorlii Molekiiler Eleme Kromatografisi Kullamlarak Elde Edilen
Veriler

Viskozite, 151k sacilmasi, UV ve kirilma indisi detektorlerini igeren molekiiler eleme

kromatografi sisteminden elde edilecek veriler su sekilde siralayabiliriz:

e Molekiil kiitlesi: Molekiil kiitlesi degerleri 151k sagilmasi ve konsantrasyon detektorleri
kullanilarak hesaplanmaktadir ve viskozite detektdrii ile dogrulanmaktadir (Esitlik 2.19).
e Agirlikca ortalama molekiil kiitlesi, My,
e Sayica ortalama molekiil kiitlesi, M,
e z-ortalama molekiil kiitlesi, M,

e Boyut: Boyut degerleri viskozimetre ve 151k sagilmasi detektorleri kullanilarak
hesaplanmaktadir.

1/3
e Hidrodinamik yarigap, Rg: R, = 3 m formiili kullanilarak
47\ 0,025

hesaplanmaktadir.
e “Gyration* yaricapi, Ry: 2.19 esitliklerinden elde edilmektedir.
e intrinsik viskozite [n]: Intrinsik viskozite viskozimetre ve konsantrasyon detektorlei

kullanilarak bulunmaktadir. Viskozite detektorii her 6l¢iim noktasinda spesifik viskoziteyi
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Olcmektedir ve o noktadaki konsantrasyon (konsantrasyon detektoriinden gelen) degerine
boliinerek intrinsik viskozite bulunmaktadir (Esitlik 2.19).
e Mark-Houwink sabitleri (a, log K): 2.19 esitliklerinden elde edilmektedir.
e Molekiil yapis1 hakkinda bilgi
e Dallanma: Mark-Houwink sabitleri ve bir lineer polimer standard: kullanilarak elde
edilmektedir.
e Konformasyon (kiiresel, ¢ubuk, rasgele yumak): Mark-Houwink sabitleri ve kiitle-

boyut grafiginden bu bilgi elde edilmektedir.

2.2 Polimerlerde Molekiil Kiitlesi

Hemen hemen tiim polimerler, farkli derecede polimerlesmis molekiillerin bir karigimidir. Bu
cok dagilimlilik bazi sentetik oligomerlerde proteinler gibi dogal polimerlerde goriilmez. Tek
dagilimli (monodispers) polimerlerin tek bir molekiil agirligt bulunmaktadir. Polimerler
genelde ¢ok dagilimlidir (polidispers) ve bir molekiil agilig1 dagilimina sahiptirler. Bu sebeple
polimerlerin molekiil agirliklar1 ortalama bir deger olarak ifade edilmektedir. Polimerlerin

molekiil agirliklart farkl sekillerde belirtilebilir (Teraoka, 2002):

1) Sayica ortalama molekiil kiitlesi (M)
2) Kiitlece ortalama molekiil kiitlesi (My)
3) z-ortalama molekiil kiitlesi (M;)

2.2.1 Sayica Ortalama Molekiil Agirhg:

Sadece ¢ozeltide bulunan molekiillerin sayisina duyarl olan ve karisimdaki hicbir tanecigin
boyutundan etkilenmeyen kaynama noktasi algalmasi, donma noktasi yiikselmesi, osmotik
basing gibi 6zelliklerin kullanilmasiyla belirlenen ortalama molekiil agirli§ina sayica ortalama
molekiil agirligi denir. Boyle ozellikler i¢cin 6nemli olan ortalama molekiil agirligi tim
polimer Kkiitlesinin polimer molekiilleri sayisina boliimii ile elde edilen agirliktir. Sayica
ortalama molekiil agirligr kiicik mol agirlikli tiirlerin agirlik kesrindeki degisimlere ¢ok
hassastir, ¢ilinkii kiigiik molekiiller i¢in az bir madde miktar1 ¢ok sayida molekiil demektir [1].

Sayica ortalama molekiil agirligi,

SN.M,
M, == (2.20)
SN,

formiilii ile hesaplanir. Burada Nj, 1 molekiillerinin polimer kiitlesi igindeki sayisi, M; 1
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molekiillerinin molekiil agirligidir. 1 molekiillerinin kiitle icindeki mol kesri, X,

N

o (2.21)
"IN,

esitligi ile gosterilirse esitligi

M, =3X M, (2.22)

seklini alir.

2.2.2 Agirlik¢ca Ortalama Molekiil Agirhg:

Sadece polimer molekiillerinin sayisina degil ayni zamanda her bir polimer molekiiliini
boyutuna ve agirhigina duyarli olan 1s1k sagilmasi gibi yontemlerle belirlenen ortalama
molekiil agirhigina agirlikca ortalama molekiil agirligi denir. Bu ortalama agirlik, biiytik
molekiillerin toplam polimer agirliginin daha ¢ogunu olusturdugu gergegine dayanir [1].

Agirlikca ortalama molekiil agirhigi,

_IM}N,
" IM,N,

(2.23)

formiilii ile hesaplanir. Burada i molekiillerinin polimer kiitlesi i¢indeki sayisi, M; i

molekiillerinin molekiil agirligidir.

2.2.3 z-Ortalama Molekiil Kiitlesi

M, olarak simgelenen z-ortalama molekiil kiitlesi su sekilde tanimlanabilir (Teraoka, 2002):

_INM;
*OSN.M?

(2.24)

2.2.4 Molekiil Kiitlesi Dagilimi

Miikemmel bir sekilde tek dagilimli olan bir polimer i¢in My,=M,=M, olur. Diger polimerler
icin (¢ok dagiliml) M,<M,,<M, seklindedir. Eger bu polimer 6rnegi i¢in bir molekiil agirhigi
dagilimi ¢izer ve anlatilan ortalama molekiil agirliklarini grafik iizerinde isaretlersek agirlikca
ortalama molekiil agirligi dagilimin yiiksek molekiil agirlikli kisminda ve sayica ortalama

molekiil agirligt ise dagilimin diisiik molekiil kismina yakin olur (Teraoka, 2002).
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Molekiillerin
Sayis1

Molekiil Azrhg

Sekil 2.12 Polimerlerde molekiil agirligi dagilimi [1].

Eger tiim polimer molekiilleri ayn1 molekiil agirliginda ise, tiim molekiil agirligi ortalamalari
ayni olur. Bu pratikte yapay polimerler icin gecerli degildir. Polimerciler, bir polimerin
molekiil agirligit dagilimi genisliginin Slgiisii olan molar agirlik dagilimi kavramim
kullanirlar. Bu agirlik¢a ortalama molekiil agirliginin sayica ortalama molekiil agirhigina

oranidir. Molar agirlik dagilimi 1°e yaklastikga molekiil agirligr dagilimi daralir.
MWD =My, / M,, *dir

M,, / M, > 1 ise polimer 6rnegi polidispers,

My, / M, = 1 ise polimer 6rnegi monodisperstir.

Molar agirhik dagilimmin dar olmasi polimerin bazi 6zelliklerini homojenlestirir. Ornegin
polimerin sertligini, uzamaya kars1 direncini, 1s1l ve kimyasal direncini artirir ve
¢Oziiniirliigiinii azaltir. Bunun sebebi polimer kiitlesi i¢inde bulunabilecek kisa zincirlerin
plastiklestirici etkisi yaparak polimerin kristalinligini azaltmasidir. Tiim zincirler ayn1 boyda
olursa bu etki olmayacak, polimer en iyi sekilde kristallesecektir. Molar agirlik dagilimi
genisledikce polimer O6rneginin de her tiirlii 6zelligi de heterojenlesecektir. Molar agirlik
dagilimi grafiginde bir polimer 6rnegindeki polimer molekiillerinin gercekte kac tanesinin

ortalama molekiil agirligina sahip, ka¢inin daha agir, kaginin daha hafif oldugu goriiliir [2].

2.3 Mark-Houwink-Sakurada Esitligi

Intrinsik viskozite bir polimerin karakteristik 6zelliklerinden biridir. Konsantrasyon belirli
miktarda arttifinda ¢ozeltinin viskozitesindeki artis1 gdstermektedir. Intrinsik viskozite,

deneysel olarak, Mark-Houwink-Sakurada esitligi ile ifade edilmektedir:
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[n]=K.M*" (2.25)

Bu esitlikte [n] intrinsik viskoziteyi, M polimerin molekiil kiitlesini temsil etmektedir. K ve a
ise polimere ait sabit degerlerdir. a sabiti, polimer zincirinin sekliyle baglantilidir. Cozeltide
polimer zinciri ¢ubuk seklinde ise a=2 degerini alir. Polimer zincirinin alabilecegi diger bir
sekil ise kat1 kiire konformasyonudur ve bu durumda a=0 degerini almaktadir. Bu iki ug
konformasyon arasinda kalan konformasyonlardaki polimer zincirleri i¢in 0<a<2 esitligi

gecerlidir (Cizelge 2.2).
2.27 esitligi dogrusal bir denklem haline getirilebilir:

log[n]=1logK +alogM (2.26)
Bu denklem kullanilarak c¢izilen log[n]-logM grafiginden K ve a sabitleri elde edilmektedir.

Grafigin y-eksenini kestigi nokta K degerini, grafigin egimi ise a degerini vermektedir [3].

Cizelge 2.2 Mark-Houwink-Sakurada esitliginde a sabitinin teorik degerleri (Pasch ve
Trathnigg, 1999).

Konformasyon a
Cubuk 1,7-2
Yumak 0,5-0,9
Disk 0,5
Kiire 0

2.4 Polimerlerde Boyut

Cozelti igindeki polimerlerin boyutu en ¢cok hidrodinamik yarigcap (Ry) ve donme (“gyration”)
yaricapr (R,) ile ifade edilmektedir. Hidrodinamik yarigcap ¢ozelti iginde hareket eden
polimerlerin ¢ozelti ile etkilesimlerinden ve dinamik Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir.
Donme yarigapt ise polimer birimlerinin polimerin kiitle merkezine olan uzakliklarinin
ortalamasi olarak tanimlanmaktadir [4]. Ry/R, orani polimerin ¢ozelti i¢indeki konformasyonu

hakkinda bilgi vermektedir.

2.5 Polielektrolitler

Kovalent olarak bagli anyonik veya katyonik gruplar iceren ve bu gruplara bagh zit yiiklii
iyonlar1 olan polimer sistemleri igin polielektrolit terimi kullanilmaktadir (Sekil 2.13)

(Dautzenberg vd., 1994). Tiim monomerlerinde aym isaretli yiiklere sahip polielektrolitlere
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homopolielektrolit, hem anyonik hem katyonik gruplarin kovalent olarak bagli bulundugu
makromolekiillere ise poliamfolitler ad1 verilmektedir. Dogada bol miktarda protein yapili
poliamfolit olmakla birlikte sentetik yollarla da poliamfolitler elde edilebilir. Poliamfolitlerin

izoelektrik noktalarinda molekiil {izerindeki toplam net yiik sifira esittir.

{CHZ—CH} ~ECH2

SO NS
N
Bl
R

Sekil 2.13 Poli(vinilpiridinyum) halojentiir ve sodyum poli(stiren siilfonat).

Prensipte, herhangi bir kimyasal yapinin polimer zincirine yeterli sayida iyonik grup kovalent
olarak baglanip yap1 uygun bir pH’da suda ¢6ziiniir hale getirilerek bir polielektrolit elde
edilebilir. Polielektrolitler genelde katilma veya kondenzasyon polimerlesme reaksiyonlariyla
elde edilebilir. Ayrica polielektrolit yapidaki pektin gibi anyonik polisakkaritler dogadan
edinilebilir. Polipeptidler, proteinler, DNA gibi ¢ogu biyolojik molekiil polielektrolit
formundadir. Nisasta ve seliiloz gibi noniyonik dogal polimerler kimyasal modifikasyonla
polielektrolite doniistiiriilebilir. Polifosfatlar ve polisilikatlar da inorganik polielektrolitler

olarak sayilabilir (Dautzenberg vd., 1994).

2.5.1 Homopolielektrolitler

Tim monomerlerinde ayni isaretli yiiklere sahip polielektrolitlere homopolielektrolitler adi
verilmektedir. Polielektrolitlerin 6zellikleri bir yandan elektrolitlere (tuzlar) benzerken bir
yandan da polimerlere benzemektedir ve polituzlar olarak da adlandirilmaktadirlar. Cozeltileri

tuzlar gibi elektrigi iletir ve polimerler gibi viskozdur [5].

Polielektrolitin ¢ozeltideki davraniglarindan sorumlu iyonik gruplarin ¢esidi yukarida
anlatilan polielektrolit zinciri yapilarinin ¢esidinden ¢ok daha azdir. Polielektrolitlerin ¢ozelti

icindeki davraniglarini etkileyen baslica dort faktdrden s6z edilebilir:

1. Polimere bagh yiiklii gruplar anyonik ve katyonik olarak siniflandirilir. Bu gruplar da
glicli ve zayif asitler ve bazlar olarak ikiye ayrilabilir (Sekil 2.14). Kuvvetli
polielektrolitler ¢ozeltide tiim iyonlarina ayrisirken, zayif polielektrolitler tiim iyonlarina
ayrisamaz. Bu sebeple, zayif polielektrolitler ¢ozelti icinde tamamen yiikli degildirler ve

pH degistirilerek tizerlerindeki yiik dagilimi ayarlanabilir.
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{CHQ—CH} *ECHQ—CH}
n | n

COOH

®
Na
SO(;)

Sekil 2.14 ki sentetik polielektrolitin kimyasal yapisi. Poli(sodyum stiren siilfonat) (PSS) ve
poli(akrilik asit) (PAA). PSS kuvvetli, PAA zayif bir polianyondur [5].

2. Polimer zinciri boyunca uzanan bitisik anyonik ve katyonik yiikler arasindaki ortalama
mesafe, polielektrolitin yiik yogunlugunu veren bir parametredir. Yiikk yogunlugu, iyonik
kisimlar arasindaki ortalama uzaklik olarak da tanimlanabilir. Bu ortalama yik
yogunlugunun yaninda zincir boyunca uzanan iyonik gruplarin dagilimi da polielektrolit
ozelliklerini 6nemli Olciide etkileyebilmektedir, drnegin ¢oziinebilirlik. Bir kural olarak,
eger bir kopolimerde her on monomerik birimin birden fazla iyonik kismi varsa tipik
polielektrolit davranis1 beklenir.

3. Asit-baz kuvveti ve yik yogunluguna ek olarak, polielektrolit ozelliklerinin
saptanmasinda, makro iyonun molekiil geometrisinde yiiklii kisimlarin yerlesimi {igiincii
onemli noktadir. Sekil 2.15’e gore, iyonik gruplar ya polimerin ana zincirinin bir birimi
olarak (integral tip) ya da bir ara zincir ile ana zincire asili olarak (yan zincirlerde)
bulunur. Yiikli gruplarin geometrik yeri 6zellikle polianyon-polikatyon komplekslerinin

olusumu ile ilgilidir.

CH,~CH —NH} CH,~CH
~CH-CH,-NH- Fom-caf
NH,

Sekil 2.15 Integral tipe 6rnek olarak lineer poli(etilen imin) ve asil1 tipe drnek olarak
poli(vinilamin)

4. Diisiik molekiil agirlikli zit yiiklii iyonlarin (Na®, CI', Br’, K") tiiriiniin ¢ozeltideki tiim
sistemin Ozellikleri {izerinde giicli bir etkisi vardir, ozellikle ¢oziniirlik ve yapi
olusumunda. Bu iyonlarin  6nemini anlamak i¢in su Ornegi  verebiliriz:
poli(diallildimetilamonyum) polikatyonunun kloriirlii hali suda kolayca ¢dziiniirken,

iyodiirlii hali daha zor ¢6ziliniir (Dautzenberg vd., 1994).
Herhangi bir polimerin konformasyonu ¢esitli etkenlere baghdir, 6zellikle polimerin yapisina
ve cozeltiyle iliskisine. Cozelti i¢indeki yiiksliz bir lineer polimer zinciri rasgele yumak

konformasyonu gdsterirken, lineer polielektrolit {izerindeki yiikler birbirini iter (Coulomb
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itmesi) ve eksi (veya art1) yiiklerin birbirlerini itmesini azaltic1 en uygun konformasyon olan
uzanmis (¢ubuk) halde bulunmaya egilim gosterir (Sekil 2.16). Bu diizenleme, polielektrolit
cozeltilerinin viskozitesinin yiikselmesine yol acar. Polielektrolit ¢ozeltilerinin 6zellikleri sulu
ortamin iyonik siddetine baglidir. Iyonik siddetin artmasiyla viskozitenin degismesi
makroiyondaki elektrik yiikleri arasindaki itme kuvvetinin engellenmesinden dolay1
gergeklesir ve iyonik siddet daha fazla arttifinda yiiksiiz makromolekiillere benzer davranis

gostermeye baslar [5].

e e © W
o =] r’fzh

2o e > T )

Sekil 2.16 Cozeltiye elektrolit eklenmesi sonucu polielektrolit zincirinin yumak
konformasyonuna gegmesi [6]

Ortamin pH’1 da, zayif polielektrolitlerin 6zelliklerini etkilemektedir. Clinkii iyonik gruplarin
dissosiyasyon derecesi ve polielektrolitin yiik yogunlugu degisir. Polielektrolit ¢ozeltilerinin
diger bir ozelligi ise yiiksek iyonik iletkenlikleridir. Elektrik alani altinda, kii¢iik molekiil
agirlikli iyonlardan daha yavas olmakla birlikte makroiyonlar go¢ etmektedirler (Dautzenberg

vd., 1994).

Polimerlerde konsantrasyon arttikga viskozite artarken polielektrolitlerde konsantrasyon
azalirken viskozite artar. Bunun nedeni azalan konsantrasyon art1 ve eksi yiiklerin birbirlerini

itmeleri ve polielektrolitin sismesidir.

Baz1 polielektrolitlerin bagisiklik yanitina kuvvetli etkisi ve yapay polielektrolitlerin bu gibi
amaglar i¢in kullanilabilecegi 70’li yillarin baslarinda immunolog ve kimyacilarin ortak
caligmalar1 ile bulunmustur. Ciinkii bu polielektrolitlerin sentezi ve modifikasyonu daha
kolaydir, istenen molekiil agirliginda, elektrik yiikiinde, konformasyonda veya yiiksek
molekiiler yapida elde etmek olasidir. Suda iyi ¢Oziiniirler ve bilinen yapilarda ¢esitli

kompleksleri sentezlemek miimkiindiir (Mustafaev, 1996).
2.5.2 Poliamfolitler
Poliamfolitler katyonik ve anyonik gruplarin her ikisini bulunduran polielektrolitlerdir. Asidik

ve bazik gruplart iceren poliamfolitler, elektrokimyasal Ozellikleri proteinler gibi daha

karmasik biyolojik sistemleri taklit etmesi amaciyla ilk olarak 1950’lerde sentezlendi.
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Polielektrolitlerin aksine, poliamfolitlerin yapi-6zellik iliskisi anyonik ve katyonik monomer
birimleri arasindaki elektrostatik ¢ekme kuvvetleri tarafindan yonlendirilmektedir. Anyonik
veya katyonik gruplar yeteri kadar fazla oldugunda (=% 10-15 mol), yiiklii gruplarin itme
giicli, polielektrolitlerin tipik davramiglarinda oldugu gibi zincir konformasyonunda
gerilmelere neden olur. Anyonik ve katyonik gruplarin molar orani birbirine yaklagmaya
basladikca elektrostatik etkilesimler globular konformasyona neden olurlar ve birgok durumda
deiyonize suda c¢oziinmezler. Elektrolit eklenmesiyle ya da pH’nin degistirilmesiyle diizensiz
bir yumak konformasyonu gozlemlenebilir ve ¢oziinmesi kolaylastirilabilir. Bu davranis
cogunlukla “antipolielektrolit etkisi” olarak adlandirilmaktadir ve elektrolitlerin varliginda

viskozitede bir artisa neden olmaktadir (Merle, 1987; Higgs ve Joanny, 1991).

Yiik dengesi etkilerine ek olarak, monomer birimlerine eklenmis iyonik gruplarin dogasi
poliamfolitlerin davramisim1 etkilemektedir. En acgik etki pH ayarlamasi yapilarak iyonik
gruplarin notralize edilmesi ile gdzlemlenebilir. Aslinda, poliamfolitler pH cevabina bagl

olarak dort sinifa ayrilir:

e Poliamfolitler zayif katyonik ve anyonik gruplarin her ikisini i¢erebilir. Bu sistemler tipik
olarak, anyonik bir tiir olan karboksilat grubunu ve katyonik grup olarak da amin
hidrohalojeniirii igerirler.

e ikinci olarak, katyonik grup kuvvetli (kuaterner alkil gruplar gibi), anyonik grup zayif
olabilir.

e Siilfonat gruplarinda oldugu gibi anyonik grup kuvvetliyken katyonik gruplar zayif
olabilir.

e Son olarak, bastanbasa anyonik ve katyonik gruplarin hepsi kuvvetli olabilir. pH etkisinin
yaninda, yliklii gruplarin hidrate olmasi ve karsit yiiklii gruplar arasindaki gerilim gibi

diger 6nemli faktorler de g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Bu sistemlerin kesfinin ardindaki mantik proteinler gibi biyolojik molekiillerin sulu
¢ozeltideki davraniglarin1 derinlemesine anlagilmasini saglamaktir. Birgok sentetik sistem,
proteinlerde oldugu gibi, elektroforetik mobilitesinin olmadigi ve viskozitesinin minimum
oldugu bir pH degerinde bir izoelektrik noktasina sahiptir (Higgs ve Joanny, 1991). Ayrica
izoelektrik noktanin altinda veya tistiindeki pH degerlerinde viskozitede artis gdzlenmektedir.
Izoelektrik noktada yiiklii gruplar arasindaki giiglii cekim sayesinde polimer intramolekiiler
olarak bir araya toplanmaktadir ve olduk¢a kompakt bir yapt meydana gelmektedir. pH
izoelektrik noktanin altina veya iistiine ¢ekildiginde bazik veya asidik gruplar nétrallesir, ayni

yuklii gruplar arasindaki elektrostatik itme gilicli nedeniyle polimer zinciri gerilir ve
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viskozitede artis gdzlemlenir. Izoelektrik noktada ¢dziiciiniin niteliginin, elektrolit eklenmesi
sonucu arttigi gosterilmistir. Coziiniirliik ve pH cevabi mikroyapilara da baghdir. Ornegin,

asidik ve bazik gruplarin kuvvetini etkileyen yakin komsu etkilesimler [7].

Siilfonat grubuna bagli olarak anyonik tlirdeki poliamfolitler incelenmistir. Karboksilat
gruplarindan daha kuvvetli asit olan siilfonat gruplart uygun pH araliginin iizerinde sulu
¢ozeltide iyonize olurlar. Bu sistemlerle ilgili ¢alismalar elektrolitlerin varliginda elektrostatik
etkilesimler tlizerine odaklanmistir. Katyonik ve anyonik yiikk orani birbirine yaklagsmaya
basladiginda kopolimer deiyonize suda ¢oziinmez hale gelir ve ¢oziiniir olabilmesi i¢in kritik
bir konsantrasyonda tuz ilavesi gerektirmektedir. Daha fazla tuz eklenmesi iizerine
viskozitedeki artistan anlagilacagi gibi bu sistemler “antipolielektrolit” davranis gosterirler.
Bu tip poliamfolitler deiyonize suda intermolekiiler olarak toparlanmaya egilim gosteren
noniyonik bir hidrofilik termonomeri de kapsamaktadir. Bu toparlanmalar elektrolit ilavesi ile

bozulabilir (McCormick ve Salazar, 1992).

Proteinler, monomerleri amino asitler olan dogal polimerlerdir. Asidik ve bazik yan zincirlere
sahip amino asitler proteinlerin yapisinda bulundugu i¢in, proteinler amfoterik 6zellik
gostermektedirler. Bu sebeple proton vererek veya proton alarak yiiklenmektedirler. Asidik
ortamlarda proteinler ekstra protona sahip olduklarindan net pozitif bir yiike, bazik ortam
kosullarinda ise net bir negatif yiike sahip olacaklardir. Amino asitlerin net elektrik yiiklerinin

sifir oldugu pH derecesine ise izoelektrik nokta adi verilmektedir.

Eger bir protein izoelektrik noktasinin pH kosullarinda bulunuyorsa en az ¢dziiniir haldedir ve
en kolay c¢oktiiriilebilir durumdadir. Proteinlerin izoelektrik noktalar1 birbirinden oldukga
farklidir. Izoelektrik noktas1 nétral pH civarinda bulunan pek ¢ok proteinde asidik ve bazik

amino asit sayist birbirine esit durumda bulunmaktadir (Goziikara, 1997).

2.5.3 linterpolielektrolit Kompleksler

Polielektrolit kompleksler karsit yiiklii makromolekiillerin sulu ¢ozeltide baskin olarak
coulombik kuvvetlerle etkilesmesi olusurlar. Diger intermolekiiler etkilesimler hidrojen
baglari, ylik transferi ve dipol kuvvetler veya hidrofobik etkilesimlerdir. Bu etkiler agregat
olusumunda ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir ve sulu c¢ozeltide kompleksin kolloidal
davranisin1 saptamaktadir. Polielektrolit komplekslerinde birincil olarak, karsit yiiklii gruplar
arasindaki etkilesimler yer alir. Makromolekiillerin sulu ¢ozeltide iyonize olabilen gruplari

arasindaki etkilesimleri basit olarak 2.27 esitligi ile gosterilebilir.
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PA™ + PB* —[PA— PB| (2.27)

Reaksiyon kosullarina ve kullanilan bilesenlerin dogasina bagl olarak, kompleks olusumu
prosesi ve komplekslerin 6zellikleri fazlaca sismis hidrojellerle kompakt ¢okelekler arasinda

degismektedir [7].

Kompleks olusumu asit-baz kavramina dayanmaktadir. Kompleks olusumunda genel olarak
baslica ii¢ yol bilinir (Sekil 2.17): poliasit-polibaz etkilesimi, polituz-polituz etkilesimi ve
matriks polimerizasyonu.

1) Poliasit + Polibaz ~——m——— Simpleks

BH -
T |

H+
H+ H+ il W

2) Polituz + Polituz _— Simpleks

Sekil 2.17 Simpleks olusum yollari.

Sadece birincisinde notralizasyon s6z konusudur ve ekzotermik bir reaksiyondur (reaksiyon
1s1s1 2 kcal/mol), fakat genel olarak karsit yiiklii gruplar arasindaki baglanma hemen hemen
atermaldir (Falb vd, 1968). Kooperatif etkiler kompleks olusumunu desteklediginden ilk iyon
eslesmesinden sonra daha fazla ¢apraz baglanmalar gergeklesir. Diisiikk molekiil agirlikli
bilesiklerin kompleksleri ile makromolekiillerin kompleksleri arasindaki en onemli fark;
polimerin intra veya intermolekiiler olarak etkilesimde bulunan uzun kisimlar1 arasindaki bu

kooperatif etkilesimlerdir.

Kompleks olusum prosesi ¢ok hizlidir. Olduk¢a uzun polielektrolit (konake1) ile kisa bir
polielektrolitin (misafir) birlesmesiyle ardisik nonstokiyometrik suda ¢6ziinebilen simpleksler

olugabilir (Sekil 2.18) (Osada vd., 1972; Tsuchida ve Osada, 1974) . Kabanov ve Zezin
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(1984) ¢esitli reaksiyon kosullarinda suda ¢oziinebilen simplekslerin olusumunu kapsamli bir
sekilde incelemistir. Konak¢1 ve misafir polielektrolit arasindaki daha zayif baglanmalar bu
sistemler icin karakteristik gibi goéziikkmektedir ve yeniden diizenlenmeler ile ¢oziinebilir

halden ¢6ziinemez hale doniisiimler gdzlemlenmistir.

"Konuk" Polielektrolit

/

"Konakg1" Polielektrolit

Sekil 2.18 Nonstokiyometrik suda ¢ozilinebilen simplekslerin sematik gosterimi.

Tek fazli homojen sistemlerle faz ayrimimin gerceklestigi sistemler birbirinden ayrilmalidir.

Makroskobik homojen sistemler ii¢ yolla elde edilebilir:

e (Cok diisiik polimer konsantrasyonlarinda kiigiik simpleks agregatlarin olusumu
e Bilesenlerden birinin asirisinda ardigik ¢oziinebilen kompleks olusumu

e Yiiksek polimer konsantrasyonlarinda komplekslerin disagregasyonu.

Faz ayrilmasi bulanik simpleks dagilimini, simpleks yumagi ve polimerce zengin ve az
koaservatlasmay1 icermektedir. Makroskobik homojen sistemler ve bulanik sistemler olarak
simpleksleri ikiye ayiracak keskin bir ¢izgi yoktur. Ciinkii insan goziindeki yanilmalardan

dolay1 bu ayrim fiziksel degildir.

Elektroforetik ve viskometrik Olgiimler simpleks partikiillerinin poliamfolite benzer bir
ozellikte oldugunu gdstermistir. Seyreltik sulu sistemlerde simpleks olusumu prosesi i¢in iki
basamakli bir mekanizma Onerilmistir. Birinci basamakta (az miktarda titrant eklendiginde),
iyon eslesmeleri prosesi ufak simpleks agregatlarin olusumuna sebep olmaktadir. Bu primer
agregatlarin yiizey yiikii kararlidir. Ikinci basamakta, 1:1 stokiyometrisi i¢in gerekli miktarm
%70’inden fazla titrant eklendiginde, primer agregatlarin birbirleri ile agrege olmasi sonucu

daha biiyiik partikiiller olusur [7].

Olusan materyalin Ozelliklerini saptayan ilk faktorlerden biri de yiik-yiik etkilesiminin
stokiyometrisidir. Stokiyometrik kompleksler “koaservatlar” ve “gokeltiler” seklinde de
adlandirilmaktadirlar. Olustuklar1 ortamda ¢oziiniir olmayabilirler (Commandur, 1989).
Ayrica yikler noétralize olsa bile c¢oziinebilen komplekslerin olusumu ic¢in diistik

konsantrasyonlar yeterli olabilmektedir. Bunun aksine nonstokiyometrik polielektrolit
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kompleksler yiiklerinin bazilar1 iyonize oldugu i¢in farkli olarak ¢oziinebilen partikiiller

bulundurmaktadir.

Bir polielektrolit kompleksi olusumunun gidisat1 yiiklii gruplarin etkilesimlerine

(iyonizasyon-dissosiasyon gibi) Onciiliik eden olaylara baglhdir.

Polielektrolit {izerindeki ylik yogunlugu, kompleksin hem olusumunda hem de 6zelliklerinde
etkilidir. Yik yogunlugu az olan polielektrolitlerin olusturdugu kompleksler daha kolay
dissosiye olurken yiik yogunlugu yiiksek polielektrolitler daha stabil kompleksler olustururlar.
Koetz ve arkadaslart (1986) polielektrolitlerin kimyasal yapisinin ve yilik yogunlugunun

kompleks olusumunu 6nemli derecede etkiledigini gostermistir.

Polielektrolitlerde molekiil agirligi polimerlesme derecesi ile orantilidir. Polimerlesme
derecesinin artmasi istenilen kompleksin olusumunu destekleyici yonde etki eder ve polimerin
baglanma miktarinda artis goézlenir. Bunun yani sira polielektrolit ¢ozeltilerinin
elektrokimyasal 6zellikleri genellikle poliiyonun zincir boyuna baglidir; yani polikompleksin
¢Okmesi vb. ozellikler polimerin polimerlesme derecesine bagli oldugu Mustafaev (1996)

tarafindan gosterilmistir.

Proteinler de polielektrolit 6zelligindedir. Hem sentetik hem de dogal polimerlerlerle giicli
bir sekilde etkilesime girerek polielektrolit kompleksleri olusturmaktadirlar (Sacco vd., 1988;
Dellacherie, 1991). Proteinlerin, izoelektrik noktalarinin altinda ve iistiinde, polianyonlara ve
polikatyonlara baglanmasi hakkinda birgok kanit bulunmaktadir. Bu etkilesimler, ¢6ziinebilir
komplekslerle, koaservat olusumuyla (Lenk ve Thies, 1987; Veis, 1991) veya amorf ¢okelti
olusumuyla sonuglanabilir (Nguyen, 1986; Kokufuta vd., 1981). Bu faz degisimlerinin
sonuglart; proteinleri ayirmada polielektrolitlerin kullanimini, polielektrolit komplekslerde
enzimlerin immobilizasyonu veya stabilizasyonunu ve protein substrat affinitesinin

modifikasyonunu icermektedir (Shieh ve Glatz, 1991).

Temel olarak kovalent olmayan etkilesimlerin bir ¢ogu polimer ve proteinler arasinda
kompleks olusumuna katkida bulunabilmektedir. Proteinler ve poli(vinilpirolidon) veya diger
hidrofilik noniyonik polimerler arasindaki etkilesim hidrojen bag: ile olusur ve donor gibi
gorev yapan karboksilik asit gruplarmin varligini gerektirmektedir. Biitiin ¢ézlinenler suya
gore daha hidrofobiktir. Bu sebeple polikomplekslerdeki hidrofobik etkilesimlerin varlig1 yok
sayillamaz. Hidrofobik etkilesimler i¢in en giiclii kanit sistematik yapisal degisimlerle ortaya
c¢ikar veya hidrofobik etkilesimlerin karakteristigi olan assosiyasyon entropisine ve entalpisine

bagli sicaklik degisimi ile bulunabilir, ancak uygun bir 6l¢iim yontemi bulunmamaktadir.
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Elektrostatik etkilesimlerin baskin oldugu genel olarak kabul edilmistir. Tuzsuz ¢ozeltilerde
ve kuvvetli polielektrolitlerle kompleks olusumu sirasinda stokiyometrik ¢okelme gozlenir.
Cokelek olusumu sabit protein/polielektrolit oraninda pH’a baglidir. Bu davranis polielektrolit
kolloid titrasyonuna benzemektedir (Thies vd., 1994). Kabanov ve aragtirmacilari (2004) zit
yuklii polielektrolitler temeline dayanan interpolielektrolit komplekslesme modeli {izerine
calisirken, protein ve polielektrolit arasinda olusan stokiyometrik tuz baglarinin, proteinin
iyonik birimlerinden sadece birka¢ fraksiyonunu gerektirdigini bildirdiler. Biitiin yiikli
birimlerin ya serbest oldugu ya da tuz baglarina tutundugu tiim yiiklii birimleri i¢eren iki halli
model bir denge durumunun oldugunu gdosterir ve proteinin ya da polielektrolitin diger bir
makro iyonu yerine gectigi yer degistirme reaksiyonlarini kantitatif olarak aciklamakta

kullanildi (Kabanov vd., 2004).

Elektrostatik kuvvetler zit yiiklii gruplari igeren tiim etkilesimleri esnek bir sekilde tanimlasa
da, proteinin etrafindaki dielektrik alaninda bulunan tuz kopriilerini de bu kuvvetlere dahil
etmeliyiz. Bu 06zel etkilesimler diger kisa mesafeli kuvvetleri tamamlamaktadir. Klasik
biyokimya modelinde, protein-ligand arasindaki spesifik etkilesim yapisal olarak kusursuz
ligand-konak¢1 komplekslerinin olusumunu saglayan spesifik kisa mesafeli kuvvetlerden
ortaya cikar. Ama esas olarak, baglanma enerjisi protein ve polielektrolitlerin sabit yiikleri

arasindaki itme ve ¢ekme coulomb kuvvetlerinin bir toplamidir (Dubin vd., 2005).

Proteinlerle hidrofobik olarak etkilesecek polimerler spesifik olarak tasarlanabilir. Ancak
onemli olan nokta, hidrofobik etkilesimlerin ciddi bir katki yapmadig: hallerin bilinmesidir
(Radeva, 2001). Biitiin proteinlerin degisen miktarlarda hidrofobik bdlgeleri bulundugundan
ve tiim vinil polimerlerin ana zinciri hidrofobik oldugundan bu tip etkilesimlerin incelenmesi
onemlidir. Diger taraftan bu kuvvetlerin uzun mesafeli dogasindan dolayr kuvvetli
elektrostatik kararliligin olmasi i¢in ¢oziinme de dikkate alinmalidir. Hidrofobik etkilesimler
baz1 karakteristik belirtilere sahiptir. Yiiksek tuz konsantrasyonunda daha kuvvetli hale
gelirler. Hidrofobik yan zincirler takilmis polielektrolitlerin proteinlerle kompleksleri cesitli
arastirmacilar tarafindan incelenmistir. Yapilan ¢aligmalar elektrostatik ve hidrofobik

etkilesimlerin birbirlerine katkida bulunduklarin1 gostermektedir (Schreiber vd., 2000).

Proteinler ve polielektrolitler arasindaki komplekslesme Coulomb etkilesimlerinden dolay1
gerceklestigi i¢in, pH’nin arttirilmasi protein-polikatyon kompleksi olusumunu, pH’nin
azaltilmasi protein-polianyon kompleksi olusumunu arttirmaktadir. Proteinle polielektrolit
arasinda kompleks olusumu polielektrolit ve proteinin net yiiklerinin birbirlerine esit olduklari

durumlarda bile ger¢eklesmeye baslayabilir. BSA, lizozim ve RNAz gibi proteinlerle anyonik
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ve katyonik polielektrolitlerin kompleks olusturmasi sirasinda ayni yiiklii sistemlerde
kompleks olusumuna protein tizerindeki diizensiz yiik 6beklerinin sebep oldugu bulunmustur.
Poliiyonun negatif yiik yogunlugu arttikca protein-polielektrolit kritik baglanma pH’1
artmaktadir. Bunun sebebi; daha yogun yiiklii poliiyonlarla protein {izerindeki bolgesel pozitif
yuklii alanlar arasindaki elektrostatik ¢ekim kuvveti polianyonla kiiresel protein arasindaki
itme kuvvetlerini yenmektedir. Polianyonlarla negatif yiiklii kiiresel proteinler arasinda olusan
kompleksler polielektrolit ve proteinin yiik Obegi arasindaki bolgesel etkilesimleri ortaya

koymaktadir.

Mustafaev ve arkadaslar1 lineer polielektrolitlerin (polianyon ve polikatyonlarin) ayni ve zit
yuklii proteinlerle olusturduklar1 suda ¢6ziiniir kompleksleri ayrintili olarak incelemislerdir.
Polimerik tasiyict molekiiliin dogasina bagli olarak (protein bilesimi ve ¢evre kosullari), iki
tip suda ¢oziiniir polielektrolit-protein kompleksi olusabilmektedir (Sekil 2.21). Birinci tip
(Yap1 I) kompleksler ikinci tip komplekslerden farklidirlar. Tki polikompleks yapis1 arasindaki
fark, polielektrolit zincirine adsorbe olan protein kiireleri arasindaki etkilesimleri (¢ekme,
itme) kontrol eden faktdrlerin davraniglarindan kaynaklanmaktadir. Proteinlerin net yiikii her
iki kompleks tipinde de negatiftir ve elektrostatik etkenler proteinlerin bir araya gelmesini
engellemektedir. Ayn1 zamanda, polar olmayan etkilesimlerin sulu ortamda proteinlerin bir
araya gelmesini arttiran bir etken oldugu bilinmektedir. Protein ylizeyindeki negatif yiiklerle
polikatyonun pozitif yiiklii monomerleri arasinda elektrostatik baglarin olusumu, proteinlerin
polikatyonlara tutunmasindaki ana etkendir. Polikompleksin olugsmasi protein molekiiliiniin
ylizeyinde olan negatif yiiklerin polikatyon zincirindeki pozitif yiikler sistemiyle kooperatif
reaksiyonundan meydana gelir. Bu sekildeki etki proteinin polimerle kuvvetli birlesmesini
olusturur. Kooperatif adsorpsiyonda elektrostatik faktdrlerin rolil iyonik siddetin artmasiyla
kompleksin kararliliginin azaldigin1 gosterir. Sonug olarak protein molekiillerindeki negatif
yukler notralize olmaktadir ve diger proteinlerin baglanmasini engellememektedirler. Yani
polar olmayan karsilikli bir etki gézlenmektedir. Aynm1 zamanda polikatyonun yiikleri yeteri
kadar kapanarak “II” yapisinin y1g1lmasi yolu ile ayr1 ayr1 boliimlerinin yakinlagmasina imkan

vermektedir (Mustafaev, 1996).

Proteinlerin polianyonlarla adsorpsiyonunda durum tamamiyla bagskadir. Negatif yiiklii
kiirelerin polielektrolitlerle baglanmasi elektrostatik itmenin tersi olarak olusmaktadir. Her bir
adsorbe olan proteinin efektif negatif yiikii buna bagli polianyon monomerinin miktarina gore
artabilmektedir. Buna goére kompleks partikiillerinde kiiresel proteinlerin temasta olmasi

menfaatli degildir ve bunlar birbirlerine aralikli olarak yerleserek “I” tipli yapiy1
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olusturmaktadirlar. Bdylelikle kiiresel proteinler lineer polielektrolitlerle iki tip ¢dzlinen
kompleks olusturabilmektedir. Proteinlerin polikatyonlarla kompleksleri agik bir sekilde ifade
olunan kooperatif karakterdedir ve kendisine bagli yap1 meyili olmas1 ile karakterize olurlar.
Proteinin az miktarinda bunlar i¢in kiiresel proteinlerin polielektrolit zincirleri arasinda
beraber olmayan dagilmasi goriilmektedir. Proteinle maksimum yiiklenmis polikatyonlar
pratik olarak, yiiklenmemis polikatyonlarla ayni zamanda bulunmaktadir. Silindire benzer
partikiillerin kendisine bagli yigim1 olusur. Bu sistemlerin tam aksi olarak proteinlerle
polianyonlarin ¢oziinen kompleksleri bunlarda kiiresel proteinlerin beraber absorpsiyonu yolu
ile olugmaktadir. Boylece sistemde istatistik yumak konformasyonunda olan ¢oziinen

kompleks partikiilleri olusmaktadir.

Sekil 2.19 Suda ¢oziinen PE-protein komplekslerinin yapist: I- Poliasitlerin polianyonlarinin
proteinlerle komponentler ayni (negatif) ytliklendiginde olusan komplekslerinin yapasi, I1-
Lineer polielektolitlerin zit yiiklenmis proteinlerle nP/nPE < Ni oraninda olusan

[P 4]

komplekslerin yapist “a” ve “b” - “a” (I) ve “b” (II) tipli yapilarin olusumunu sematik olarak
gostermektedir (Mustafaev, 1996).

2.6 Polikomplekslerin SEC’te Incelenmesi ile ilgili Yapilan Cahismalar

Kabanov, Mustafaev ve arastirmacilar1 (1978) lineer polielektrolitlerin (poliasitlerin
polianyonlari, poliamfolitler, polikatyonlar ve onlarin tiirevleri) aym yiiklii (pozitif veya
negatif) globular proteinlerle karsilikli etkisini incelemisler ve ¢ok miktarda suda ¢6ziinebilen
polimer-protein kompleksleri yapmislardir. Yapmis olduklari caligmalarda ultrasantrifiij
cihaz1 kullanarak sedimentogramlar elde etmislerdir. Ultrasantrifiij cihazi da molekiilleri
kiitlelerine gore ayirmasi agisindan SEC’e benzemektedir. Bu sebeple burada incelenmesi,
konu i¢in gereklidir. Mustafaev ve arkadaslarinin ¢aligmalarina gore; PAA-BSA c¢ozeltilerinin

pH 7°de alinmig sedimentogramlar1 iki pik ile karakterize olmaktadir. Piklerden birinin
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sedimentasyon sabiti poliasit ¢ozeltisinin sedimentasyon sabitine uygunken diger pikin ise
serbest proteine uygun oldugu bulunmustur. Proteini ilave ettik¢e protein pikinin alani
artarken, diger pikin alani ise sabit kalmaktadir. Bu sonu¢ pH=7’de PAA ile BSA’nin
kompleks olusturmadigini  gostermektedir. pH 7’de protein ve poliasit negatif
yuklenmislerdir. Buna gore de aym yiiklenmis partikiillerin birbirini elektrostatik itmesi

kompleks olusumunu engellemektedir (Mustafaev, 1996).

Elde edilen sedimentogramlara gore, pH azaldigi zaman (pH 6) PAA-BSA sisteminde
karsilikli  etkinin  karakteri  degismektedir. Bu  sistemin  sulu  ¢dzeltilerinin
sedimentogramlarinda yalniz bir pik gorilir. Protein ilave ettikce bunun alam1 ve
sedimentasyon sabiti artmaktadir. Bu farklar cozeltideki bilesenler arasinda kompleks
olusumunu gostermektedir. pH 6’da protein ve polielektrolit 6nce oldugu gibi aymi
yiiklidiirler. pH 7’ye nispeten genel negatif yiik her ikisinde daha azdir. Baska bir deyisle
once oldugu gibi elektrostatik karsilikli etki kompleks olusumunu engellemektedir. Ancak
proteinin lineer polielektrolitle adsorbsiyonuna neden olan bagska faktorleri yok
edememektedir. Boyle faktorlerden hidrojen baglarimi ve polar olmayan karsilikli etkiyi

gostermek olasidir (Mustafaev, 1996).

PAA-BSA kompleksleri “circular dichroism” ve optik c¢evrilme metodu ile incelenmistir.
Sonuglar proteinin  komplekslesmesi sirasinda sarmallik  seviyesinin  degismedigini
gostermektedir. Bu sonuca gore proteinin polianyon iizerine adsorbsiyonu ile kiiresel
yapisinin fazla degismedigini sdylemek miimkiindiir. Polielektrolit makromolekiillerinin
zincirinin uzunlugunun kiiresel proteinlerin capindan fazla oldugu dikkate alinarak her bir
zincirin ardisik olarak birkag protein molekiiliinii bagladigini sdylemek miimkiindiir

(Mustafaev, 1996).

Elektrostatik itme faktoriiniin elimine edilmesi BSA proteinin sodyum poli(stirensiilfonat)
(PSSNa) ile etkilesiminde daha iyi goriilmektedir. BSA-PSSNa sulu ¢ozeltileri proteinin
cesitli konsantrasyonlarinda sedimentogramlarla ancak siddetli bir dar pikle karakterize
edilmistir. Bunun alan1 ve sedimentasyon sabiti sistemde protein miktar1 arttik¢a ¢cogalir. Bu
sonuglar ¢ok biiytlik ihtimalle pH 7,5’te proteinle polielektrolit arasinda kararli polikompleks
olustugunu gostermektedir. Ayni yiiklii partikiillerin birlesmesinde, proteinin PSSNa
poliiyonunun hidrokarbonlar1 ile karsilikli hidrofobik etkinin baskin oldugu gdsterilmistir

(Mustafaev, 1996).

Polielektrolit komplekslerinin SEC cihazindan elde edilen sonuglarinin daha 1iyi

anlagilabilmesi i¢in Oncelikle polielektrolitlerin bu cihazda incelenmesi gerekmektedir.
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Buijtenhuijs ve Riet’in (1999) yaptig1 calisma polielektrolitlerin molekiil kiitlesine hassas
detektorlere sahip SEC cihazinda incelenmesine bir 6rnek olmustur. Bu c¢alismada
polilektrolitler i¢cin uygun calisma sartlarin1 belirtmislerdir. Polilektrolitlerle dolgu malzemesi
arasindaki etkilesimi en aza indirgemek ve polielektrolitlerin hidrodinamik ¢aplarini azaltmak
i¢in iyonik siddetin yeterli derecede yliksek olmasi gerektigini gostermislerdir. Ayrica enjekte
edilecek polielektrolit ¢ozeltisinin konsantrasyonunun yiiksek olmamasi gerektigini bulmuglar

ve bunu bir formiille ifade etmislerdir:
1V (dL/g) x Enjeksiyon Hacmi (mL) x Konsantrasyon (mg/mL) < ~ 0,2

Yiiksek konsantrasyonlarda polimer zincirleri yumaklasir ve hidrodinamik hacimleri azalir.
SEC kromatograminda olusan pikin maksimumu daha biiyiik alikonma zamanlarina kayar

(Buijtenhuijs ve van de Riet, 1999).

Andrianov  ve arkadaglar1 2005 yilinda  yaptiklar calismada  poli[di-
(karboksilatofenoksi)fosfazen] (PCPP) polimeri ile BSA’nin suda ¢oziinen kompleksini
MALLS, UV ve RI detektorliit SEC sisteminde incelemislerdir. pH 7,4 degerinde, 0,5M NaCl
iceren PBS mobil faz olarak kullanilmis, ayirma islemi Ultrahydrogel (Waters) kolonunda
0,75 mL/dak akis hizinda gerceklestirilmistir.

PCPP polimerinin molekiil agirlig1 1,37.10° g/mol, yarigap1 67 nm olarak bu cihaz tarafindan
bulunmustur. BSA ve PCPP polimeri PBS c¢ozeltileri kullanilarak farkli oranlarda
karistirllarak hazirlanmigtir. Olusan c¢ozeltilerde c¢okelek olusumunun olmadigi yayinda
belirtilmistir. Kromatogramlarda BSA ve kompleks piklerinin birbirlerinden tamamen
ayrildigi, kompleks pikinin polimer pikiyle ayni yerde ¢iktigi ve kompleks cozeltilerinde
BSA’nin UV kromatogramlarindaki piklerinin serbest BSA’dan daha wufak oldugu
gosterilmistir. Kompleks ve BSA pikleri ayr1 ayri incelenebilmistir. En az BSA kullanilarak
yapilan kompleksin molekiil agirhigr 1,7.10° g/mol, yarigapt 81 nm olarak bulunmustur.
Kompleksin molekiil agirligi polimerinkinden oldukca fazlayken, yarigapi polimerden ¢ok
blyiik degildir. Molekiil kiitlesi artarken boyutu ayni oranda artmadigi i¢in, komplekse
eklenen BSA miktar1 arttikca makromolekiiler yapinin kompaklasmakta oldugunu One
stirmiislerdir. Kompaktlasma miktarinin kompleksin bilesimine ve karistirma siiresine bagl

oldugunu gostermislerdir.

Qian ve arkadaglar1 1997 yilinda BSA’nin (Mw=66200 Da) anti-BSA antikoru (Mw=150000
Da) ile olusturduklar1 farkli oranlardaki polikompleksleri SEC-RI-UV-LS-VIS sistemi ile
incelemiglerdir. Kullanilan mobil faz PBS, kolon ise TSKgel G 2000 SWx; ’dir. Anti-BSA ve
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BSA kompleksleri iki sekilde hazirlanmistir. Birincisinde anti-BSA {izerine asir1 BSA
eklenerek, ikincisinde ise BSA {izerine asir1 anti-BSA eklenerek kompleksler elde edilmistir.

BSA ve anti-BSA’nin kromatogramlar: sekilde goriildiigii gibidir.
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Sekil 2.20 BSA ve anti-BSA’nin UV, LALLS ve RI kromatogramlar1 (Qian vd., 1997).

Olusan komplekslerin molekiil kiitleleri hesaplanirken kompleksin konsantrasyonu ya da
dn/dc degeri bilinmelidir. Yazarlar kompleksin dn/dc’sini bulmak i¢in dncelikle kompleksin
bir kopolimer oldugunu kabul etmislerdir ve toplanabilirlik kuralina gére kopolimerin dn/dc
degeri iirlinlerin dn/dc degerleriyle monomer veya homopolimerin kiitle fraksiyonlarinin

carpimlarinin toplamina esit oldugunu gostermislerdir:

(dn/dc)kopolimer = ZWY[ (dn / dc)i (228)

Bu bagint1 biyokonjugatlar ve biyokopolimerler i¢in ilk olarak Watanabe ve Kato tarafindan

kullanilmistir. Olusacak anti-BSA/BSA kompleksi i¢in su formiil 6nerilmistir:

(dn/de) opprens = A=Wps, ] dc) g5y +Wiysy(dn/ dc) g, (2.29)

Bu formiilde BSA ve anti-BSA’nin dn/dc degerleriyle proteinlerin kiitle fraksiyonlarinin
bilinmesi gerekmektedir. Molekiil agirligit 20000°den biiyiik proteinler i¢in dn/dc degeri
sabittir. Bu sebeple kompleks tek bir protein olarak diisiiniiliip dn/dc degeri proteinlerin kiitle
fraksiyonlar1 kag¢ olursa olsun sonug bu sabit deger ¢ikacaktir. Komplekslerin kiitle hesabinda

bu deger kullanilmgtir.

Sekil 2.21, ¢ozeltide asirnt BSA oldugunda, anti-BSA/BSA karigiminin  kromatogramini
gostermektedir. Bu kromatogramda goziiken yeni pik anti-BSA/BSA kompleksinin pikidir.
Olgiilen M degeri 2:1 oranindaki komplekse uygun oldugu (297000’e karsilik 282000)
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bulunmustur.
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Sekil 2.21 BSA/anti-BSA kompleksinin (asirt BSA eklendiginde) UV, LALLS ve RI
kromatogramlar1 (Qian vd., 1997).

Anti-BSA asir1 oldugu durumda ise, kromatogramda 2 yeni pik (Sekil 2.22) olugmustur.
Bunlar iyi ayrilmamiglardir. Kolondan ilk ¢ikan pikin 2:1 oranindaki komplekse uygun
oldugu gbosterilmistir. ikinci pik ise, 2:1 ve 1:1 (Ag-Ab) kompleks oranlari arasinda
bulunmaktadir. iki pikin iist iiste gelmesinden dolayr 2:1 oranindaki kompleksin Kkiitlesi
onceki degerden daha kiigiik ¢ikmustir. Kiitlesi ve alikonma zamanina gore, diger kompleks

daha ¢ok 1:1 oranina uygun gelmektedir. Kiitlesi de 242000 Da olarak bulunmustur.
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Sekil 2.22 BSA/anti/BSA kompleksinin (asir1 anti-BSA eklendiginde) UV, LALLS ve RI
kromatogramlari (Qian vd., 1997).

Ayrica viskozite detektorii de kullanilarak kompleks ve proteinlerin boyutlart da bulunmustur.
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BSA’nin boyutu 3,5 nm, anti-BSA’nin boyutu 5,8 nm ve 2:1 oranindaki kompleksin boyutu
da 6,5 nm olarak bulunmustur. Bu ¢aligmada protein-protein komplekslerinin SEC cihazinda

incelenmesi i¢in yeni bir metot one stiriilmiistiir.

Diger bir ¢alismada proteinlerin PEG’le olusturduklar1 konjugatlar SEC-RI-UV-LS sistemi ile
incelenmistir (Kendrick vd., 2001) ve polimer-protein konjugasyonunun derecesi ile
assosiasyon durumunu verecek daha hizli ve kolay bir yol onerilmektedir. Bu ¢alismada da
konjugatin dn/dc degerinin bulunmasi hakkinda genis bilgi verilmistir. Konjugatin bir
kopolimer oldugu kabul edilmis ve toplanabilirlik kuralina gére dn/dc degeri bulunmaya
calisilmigtir. Konjugatin dn/dc degerinin bulunmasi i¢in polimer ve proteinin dn/dc degerleri
ve konjugat igindeki kiitle fraksiyonlarmin bilinmesi gerekmektedir. Konjugat i¢indeki
bilesenlerin kiitle fraksiyonlar1 bilinmedigi i¢in yazarlar tarafindan farkli bir yol izlenmistir.

Yazarlar molekiil kiitlesiyle dn/dc arasinda su sekilde bir bagint1 vermistir:

M X(dn! dc) e =M, x(dn/dc), = a (2.30)

konjugat

Bu denkleme gore kromatogramdaki konjugat piki icin kullanilacak herhangi bir dn/dc
degeriyle elde edilen molekiil kiitlesinin ¢arpimi a degerini vermektedir. Konjugatin gergek
molekiil kiitlesi ile ger¢ek dn/dc degerinin ¢arpimi da yine o degerini vermektedir. o,

konjugatin molekiil kiitlesini hesaplamak i¢in yazarlar tarafindan kullanilmistir:

dn dn
a— Mpmtem (7) ptotein + Mpmtem (7) polimer
— dc dc (2 3 1)
konjugat dn .
(%) polimer

Bu denklemde proteinin 151k sagilmasi detektorii tarafindan saptanmis molekiil kiitlesi
(Mprotein) kullanilmustir. Kullanilan o degeri rasgele bir dn/dc degeri ile SEC yaziliminin bu
dn7dc degerine karsilik verdigi molekiil kiitlesi carpilarak bulunmaktadir. Bu formiiller
kullanilarak PEG-protein konjugatinin molekiil kiitlesi ve PEG’e bagli protein sayisi
bulunmustur. Yazarlar1 degindigi diger 6nemli husus ise molekiil kiitlesi hesabinin yapilacag:
pikin sinirlart ve zeminin segilmesidir. Kromatogramlarda pikler birbirinden tamamen

ayrilmadigi i¢in hesap yapilirken pikin iistten {icte ikisi ya da yarist kullanilmistir (Sekil 2.23).
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Sekil 2.23 Molekiil kiitlesi hesab1 yapilirken piklerin segilen sinir degerleri (Kendrick vd.,
2001).

Wen ve arkadaglarinin (1996) yaptigi ¢alismada ise protein-protein komplekslerinin ve
protein-polisakkarit komplekslerindeki proteinlerin molekiil kiitlesinin nasil bulunacagi

gosterilmistir. Polisakkarit icermeyen protein kompleksleri i¢in su formiilii 6nermislerdir:
M =K'(LS)(RI) (2.32)

Formiilde M molekiil kiitlesini, K’ detektorlerin kalibrasyon degerlerini, LS ve RI ise
detektorlerden okunan degerleri gostermektedir. LS ve RI degerleri i¢in kompleks pikinin
alanini veya pikler iyi ayrilmadiginda pikin tepe noktasindaki detektor cevabi kullanilmigtir.
Proteinlerin polisakkaritlerle olan komplekslerinde formiil 2.32yi kullanmak uygun degildir,
¢linkii proteinlerin polisakkaritlerle komplekslerle homojen dagilim gostermezler. Her protein
esit miktarda polisakkaritler kompleks yapmamaktadir. Bu sebeple kompleks i¢indeki
proteinin molekiil kiitlesi hesaplanirken proteinin molar absorbansi hesaba katilir ve proteinin
konsantrasyonu bu detektorle bulunur. UV, LS ve RI detektorleri kullanilarak proteinin

kiitlesinin hesab1 i¢in su formiil kullanilmstir:

_ Ky (LSHUY)
! K Ky gp(RI)Z

(2.33)

Burada onemli olan nokta polisakkaritin absorbans yapmadigi proteinin absorbans yaptigi
dalga boyunda analizlerin gerceklestirilmesidir. K sabitleri farkli molekiil agirliklarinda
proteinlerin analizi yapilip (LS)(UV)/ sap(RI)2 degerleri ile molekiil kiitleleri arasinda

kalibrasyon grafigi ¢izilerek bulunmaktadir.
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Arakawa ve Wen’in 2001°de yaptig1 ¢alismada yine konjugat veya glikoproteinlerdeki
karbohidrat miktarin1 tayin etmislerdir. Karbohidratin absorbans yapmadigi proteinin ise
absorbansinin oldugu dalga boyunda UV, RI ve LS detektorlerinden elde edilen piklerin
alanlar1 kullanilarak hesap yapilmaktadir. Esitlik 2.34 kullanilarak karbohidrat-protein

oranlar1 saptanmaktadir.

2
1 M(d_j +M,W(@j yac] (234)
&M, dc),, dc ), nr)

Yine farkli molekiil agirliklarinda karbohidrat igermeyen proteinler kullanilarak kalibrasyon

egrisi ¢izilerek igerigindeki karbohidrat orani bilinmeyen proteinin analizi yapilmaktadir.
Yapilan hesap sirasinda konjugattaki bilesenlerin oran1 hakkinda yaklagim yapilarak (2:1, 1:1,

3:1, vb.) ¢ikan sonuca gore yaklasimin dogrulugu kontrol edilmektedir.

Glikoproteinlerde ve konjugatlarda karbohidrat tayini i¢in yapilan bu caligmalar polimer-
protein komplekslerine ve konjugatlarina da uygulanabilmektedir. Polimerin absorbans

yapmadig1 dalga boyunda caligsmak yeterli olmaktadir.

Peng ve Zhang (2003) Ganoderma tsugae mantarindan ekstrakte ederek elde ettikleri
polisakkarit-protein komplekslerinin tanimlanmasinda UV, RI ve LALLS detektorliic SEC
sistemini kullanmiglardir. GM3 adim1 verdikleri suda ¢oziinlir kompleksin molekiil kiitlesi-
boyut iligkisini kullanarak konformasyonlar1 hakkinda bilgi elde etmislerdir. Fraksiyon I ve II
olarak isimlendirdikleri iki pik ile karakterize olan bu kompleksin dn/dc degeri diferansiyel
refraktometre kullanilarak 0,1407 mL/g olarak bulunmustur. dn/dc degeri kullanilarak ¢izelge

2.3’teki degerler hesaplanabilmistir.

Cizelge 2.3 GM3 kompleksinin I ve II numarali fraksiyonlarinin molekiil kiitlesi ve diger
parametrelerinin deneysel degerleri

Ornek M, 10* (Da) | M, 10* (Da) | Mw/Mn R, (nm) |a
FraksiyonI | 139 355 2.5 29 0.20
Fraksiyon II | 2.6 6.3 2.4 40 0.56

Bu sonuglara gore fraksiyon II daha biiylik boyuta ve a degerine sahip oldugu i¢in fraksiyon
I’den daha esnek yapida yumak seklinde oldugunu 6ne sitirmiislerdir. Fraksiyon I’in ise ¢ok
sayida dallanmis oldugunu sdylemislerdir. Cilinkii molekiil agirlig1 ¢ok yiiksekken ¢ok siki
(yogun) bir konformasyondadir, boyutu ve a degeri ¢cok ufaktir.



41

3. DENEYSEL KISIM

3.1 Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

3.1.1 Kullamilan Cihazlar

e WTW pH level 1 pH metre

e Jasco V-530 UV-VIS Spektrofotometre

e Viscotek 4 Detektorlii GPC (SEC) Sistemi (Viscotek TDA 302 iiclii detektdr dizisi,
Viscotek Model 2501 UV detektorii, Viscotek GPCmax VE2001 o6rnek modili
kisimlarindan olusur.)

e Precisa XB 220A Hassas Terazi

e Heildolph MR 3001 Isiticili Manyetik Karistirici

¢ Binder Vakum Etiivii

e Finnpipette Micropipet (1-10 mL, 100-1000 pl, 5-50 ul)

e Hettich Eba20 Santrifiij Cihazi

o IKAMAG Coklu Karistirict

e Sartorius MiniSart RC Enjektor filtresi, 0,45 um

e Milipore-Q Gradient Ultra Saf Su Cihazi
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3.1.2 Kullanilan Kimyasallar Maddeler

Asagida belirtilen biitiin kimyasallar satin alindig1 gibi kullanilmistir, herhangi bir 6n isleme

tabi tutulmamustir.

Kimyasalin Adi Alindig1 Firma Kodu
Poliakrilik asit, (PAA) Aldrich 523925
Bovin serum albumin, (BSA) Sigma A-4503
Sodyum hidroksit, (NaOH) Fluka 06203
Asetik asit, (CH;COOH) Riedel de Haén 27225
Sodyum dihidrojen fosfat heptahidrat, . 04361
(NaHLPO,.7H,0) Riedel de Haén
Sodyum hidrojen fosfat, (Na,HPOy4) Fluka 71647
Sodyum kloriir, (NaCl) Fluka 71376
Hidroklorik asit, (HCI) Riedel de Haén 07102
Sodyum azid, (NaNs3) Applichem A1430
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3.2 BSA ve PAA Cozeltilerinin Dort Detektorlii Molekiiler Eleme Kromatografisinde
Incelenmesi

10 mg BSA tartilip 5 mL PBS’de (pH 7,0) ¢oziiliip 0,45 um enjektor filtresinden siiziilerek
cihaza verilmistir. 25 °C’de, 1.0 mL/dak akis hizinda, 100 pL enjeksiyon hacminde ve Shim-
Pack Diol-300 kolonunda UV (280 nm’de), kirilma indisi, 151k sagilmasi ve viskozimetre

detektorleri kullanilarakgalisilmistir. Mobil faz olarak PBS (pH 7,0) kullanilmustir.

Stok PAA’dan son konsantrasyon 1 mg/mL olacak sekilde ¢alisma yapilacak pH’a uygun
tamponla seyreltilmistir. pH 4,0 ve 5,0 icin asetat tamponu, pH 6,0 ve 7,0 i¢in PBS
kullanilmistir. Cozeltiler 0,45 um enjektor filtresinden siiziilerek cihaza verilmistir. 25 °C’de,
1.0 mL/dak akis hizinda, 100 pL enjeksiyon hacminde ve Shim-Pack Diol-300 kolonunda UV
(280 nm’de), kirilma indisi, 151k sagilmasi ve viskozimetre detektorleri kullanilarak
calisilmistir. Her pH degerindeki molekiiler eleme kromatografisi dlglimleri i¢in o pH’daki

¢ozeltinin hazirlanmasinda kullanilan tampon, mobil faz olarak kullanilmistir.

3.3 pHS5,0°de PAA’nin dn/dc Degerinin Hesaplanmasi

Son konsantrasyonlar1 0,57; 1,14; 1,71 ve 2,28 mg/mL olacak sekilde stok PAA ¢ozeltisi pH
5,0’e ayarlanmis asetat tamponu ile seyreltilmistir. Her bir PAA ¢ozeltisi 0,45 pm enjektor
filtresinden siiziilerek dort detektorlii SEC cihazina verilmistir. 25 °C’de, 1.0 mL/dak akis
hizinda, 100 pL enjeksiyon hacminde ve Shim-Pack Diol-300 kolonunda kirilma indisi, 151k
sacilmasit ve viskozimetre detektorleri kullanilarak calisilmigtir. Alinan kromatogramlardaki
PAA piklerinin alaniyla g¢ozeltilerin konsantrasyonu arasinda ¢izilen grafikten elde edilen

dogrunun egimi esitlik 3.1°e yerlestirilerek PAA nin pH 5,0’teki dn/dc degeri hesaplanmustir.

Egim= % —Ku gy de)V,, 3.1)

1y
3.4 BSA/PAA Karisimlar

Hesaplamalardaki gibi 19 farkli oranda ve 5 farkli pH’da (4,0; 4,3; 5,0; 6,0; 7,0) olmak {izere

95 tane c¢oOzelti hazirlanmistir. Bu c¢ozeltiler BSA ve PAA’nin fiziksel karisimlaridir.
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3.4.1 Kullanilan Cozeltiler

a) 0.01 mol/L’1lik PBS Tamponu (pH=7,0; pH=6,0)

1,1998g NaH,POs (Mw=119,98 g/mol) tartilarak 500 mL ultra saf suda c¢oziilir. Ayni
zamanda 2,6807 g Na,HPO4.7H,0O (Mw=268,07 g/mol) tartilarak yine 500 mL ultra saf suda
¢oziiliir. Bu iki ¢ozeltiden NaH,PO, ¢ozeltisi Na,HPO,4 7H,0 ¢ozeltisinin lizerine eklenir. Bu
karigtma 8,766 g NaCl eklenir ve tekrar karistirtlir. 1 M NaOH veya 1 M HCI ile pH

ayarlanir.
b) Asetat Tamponu (pH 5,0; pH 4,0; pH 4,3)

5,72 mL asetik asit, ultra saf su ile 2 L’ye tamamlanir. Bir siire manyetik karistiricida

karistiktan sonra 17,53 g NaCl eklenir ve tekrar karistirilir. 1 M NaOH ile pH ayarlanir.

3.4.2 Karisimlarin Hazirlanisi

PAA stok ¢ozeltisi 3 mg/mL olacak sekilde ultra saf suda hazirlandi. Her bir ¢ozeltideki PAA
miktar1 sabit olduguna gore her bir ¢ozelti i¢in (19 adet farkli ngsa/npaa oraninda) hazirlanan
stoktan 10 mL c¢ozelti i¢cin 3335 pul PAA cekilerek pH 7’lik tamponda iyice karigmasi
saglandi1. Gerekli miktarda BSA tartilarak pH 7 tamponunda ¢ézlinmesi saglanarak BSA stogu
hazirlandi. Daha sonra PAA c¢ozeltilerinin pH’1 kontrol edilerek (pH 7 de olmasi gerekli)
hesaba gore gerekli miktarlardaki BSA stoktan cekilerek karigmakta olan ¢ozeltiye yavas
yavas ilave edildi. Cozeltinin istenilen pH’da olup olmadig1 kontrol edildi. Yaklasik 30 dak.
kadar karistirildi. Biitiin karistirma islemleri manyetik karistiricida ve oda sicakliginda
gergeklestirilmistir. Calisilan her pH degeri i¢in ayni asamalar gergeklestirildi ve pH 4,0-4,3-

5,0°da hazirlanan karisimlarda asetat tamponu kullanildi.

3.4.3 Hesaplamalar

PAA konsantrasyonu sabit tutularak, farkli BSA konsantrasyonlarma 19 farkli oranda

(npsa/mpaa=0,05-50) kompleks ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu hesaplamalar,

Msa _ CosuM puy 3.1

Npgy  CpuM g,

esitligi kullanilarak yapilmistir.

PAA’nin ¢ozeltideki konsantrasyonu 1 mg/mL'dir.
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Mpaa=100.000 Da
MBSA:66.000 Da

1) npsa/mpaa= 0,05 olan 10 mL BSA-PAA Cozeltisi, cgsa= 0,033 mg/mL
2) npsa/npaa= 0,1 olan 10 mL BSA-PAA Cozeltisi, cgsa= 0,066 mg/mL
3) ngsa/npaa= 0,25 olan 10 mL BSA-PAA Cozeltisi, cgsa= 0,165 mg/mL
4) npsa/npaa= 0,4 olan 10 mL BSA-PAA Cozeltisi, cgsa= 0,264 mg/mL
5) ngsa/npaa= 0,5 olan 10 mL BSA-PAA Cozeltisi, cgsa= 0,33 mg/mL
6) ngsa/npaa= 0,75 olan 10 mL BSA-PAA Cozeltisi, cgsa= 0,495 mg/mL
7) npsa/npaa= 1 olan 10 mL BSA-PAA Cozeltisi, cgsa= 0,66 mg/mL

8) npsa/npas= 2 olan 10 mL BSA-PAA (Cozeltisi, cgsa= 1,32 mg/mL

9) npsa/mpaa= 3 olan 10 mL BSA-PAA (Cozeltisi, cgsa= 1,98 mg/mL

10) ngsa/mpaa= 5 olan 10 mL BSA-PAA Cozeltisi, cgsa= 3,3 mg/mL

11) ngsa/mpaa= 7,5 olan 10 mL BSA-PAA Cozeltisi, cgsa= 4,95 mg/mL
12) ngsa/npaa= 10 olan 10 mL BSA-PAA Cozeltisi, cgsa= 6,6 mg/mL

13) ngsa/mpaa= 15 olan 10 mL BSA-PAA Cozeltisi, cgsa= 9,9 mg/mL

14) ngsa/mpaa= 20 olan 10 mL BSA-PAA Cozeltisi, cgsa= 13,2 mg/mL
15) ngsa/mpaa= 25 olan 10 mL BSA-PAA Cozeltisi, cgsa= 16,5 mg/mL
16) ngsa/npaa= 30 olan 10 mL BSA-PAA Cozeltisi, cgsa= 19,8 mg/mL
17) ngsa/mpaa= 35 olan 10 mL BSA-PAA Cozeltisi, cgsa= 23,1 mg/mL
18) ngsa/mpaa= 40 olan 10 mL BSA-PAA Cozeltisi, cgsa= 26,4 mg/mL
19) ngsa/npaa= 50 olan 10 mL BSA-PAA Cozeltisi, cgsa= 33 mg/mL

3.5 BSA-PAA Kanisimlarimin Dort Detektorlii Molekiiler Eleme Kromatografisinde
Incelenmesi

Kompleks cozeltileri santrifuj edildikten sonra 0,45 pwm’lik enjektor filtresiyle siiziilerek bu
cihaza verilmistir. 25 °C’de, 1.0 mL/dak akis hizinda, 100 pL enjeksiyon hacminde ve Shim-
Pack Diol-300 kolonunda UV (280 nm’de), kirilma indisi, 151k sagilmast ve viskozimetre
detektorleri kullanilarak ¢alisilmistir. Her pH degerindeki molekiiler eleme kromatografisi
Olctimleri i¢in o pH’daki ¢dzeltinin hazirlanmasinda kullanilan tampon, mobil faz olarak

kullanilmastir.

Dort detektorlii SEC sistemi BSA proteini kullanilarak kalibre edilmistir. 25 °C’de, 1,0
mL/dak akis hizinda, 100 pL enjeksiyon hacminde ve Shim-Pack Diol-300 kolonunda UV
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(280 nm’de), kirilma indisi, 151k sagilmasi ve viskozimetre detektorleri kullanilarak BSA
¢ozeltisinin kromatogrami alinmis ve dn/dc=0,185 ile Mw=66200 Da degerleri metot
dosyasina kaydedilerek kalibrasyon islemi gerceklestirilmigtir. BSA’nin monomer piki bu

islem i¢in kullanilmistir.

pH 5,0’te analizi yapilan BSA-PAA komplekslerinin piklerinin alanlar1 10,00-15,00 dakikalar
arasindaki bolgeler kullanilarak hesaplanmistir. Bu sayede serbest BSA pikinden
kaynaklanabilecek hatalar engellenmistir. Kompleks piki icindeki BSA ve PAA miktarlar1 net
olarak bilinmediginden dn/dc degerleri kullanilarak hesap gerceklestirilmistir. pH 5,0 i¢in
PAA’nin dn/dc degeri esitlik 3.1 kullanilarak 0,202 oldugu bulunmus; BSA’nin dn/dc degeri
ise literatiirden (Theisen vd., 1999) 0,185 oldugu bulunmustur. Kopolimerlerin dn/dc
degerleri bilesenlerin oranlarma bagli olarak degismektedir. BSA-PAA komplekslerinin
kopolimer oldugu varsayilarak komplekslerin dn/dc degerleri bulunmustur. Bilesenlerin dn/dc
degerleri birbirlerine ¢ok yakin oldugundan ortalama bir dn/dc degeri, 0,193, analiz yapilirken

kullanilmustir.
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4. DENEY SONUCLARI
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Sekil 4.1. Farkli pH’larda hazirlanmig PAA ¢ozeltilerinin (C=1 mg/mL) RI kromatogramlari.
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Sekil 4.2. Farkli pH’larda hazirlanmis PAA ¢ozeltilerinin (C=1 mg/mL) RALS
kromatogramlari.
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Sekil 4.3. Farkli pH’larda hazirlanmig PAA ¢ozeltilerinin (C=1 mg/mL) VIS
kromatogramlari.
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Sekil 4.4. pH 7,0°de hazirlanmig BSA ¢ozeltisinin (C=2,0 mg/mL) VIS, RI, UV ve RALS
kromatogramlari.
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4- —0— pH4.0

Sekil 4.5. BSA-PAA karigimlarinin farkli pH’lardaki orana bagli optik densite (ODsg) grafigi
(Cimen, 2006).
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Sekil 4.6. Farkli pH’lardaki (A-pH 4 ve 4 4,3; B-pH 5, 6 ve 7) BSA-PAA karisimlarinin
matriks ¢ozeltilerinin orana bagli optik densite (OD280) grafikleri. (Cimen, 2006)
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Sekil 4.7. pH 7°de hazirlanmis BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karigimlarinin RI
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npaa) bagli degisimi

1000 . . . T . T " T

- 800

- 600

Pik 1 Alan
Uely g Yid

- 400

200

Sekil 4.8. pH 7°de RI kromatogramlarindaki PAA (pik 1 - 0) ve BSA monomerinin (pik 2 - o)
pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagl degisimi
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Sekil 4.9. pH 7°de hazirlanmigs BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karisimlarinin UV
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npaa) baglt degisimi
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Sekil 4.10. pH 7°de UV kromatogramlarindaki (pik 1 - o) ve BSA monomerinin (pik 2 - @)

pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagl degisimi
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Sekil 4.11. pH 7°de hazirlanmis BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karisimlarinin RALS
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npaa) bagli degisimi
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Sekil 4.12. pH 7°de RALS kromatogramlarindaki PAA (pik 1 - o) ve BSA monomerinin (pik
2 - o) pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagh degisimi
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Sekil 4.13. pH 7°de hazirlanmis BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karisimlarinin VIS
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npaa) baglt degisimi
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Sekil 4.14. pH 7°de VIS kromatogramlarindaki PAA (pik 1 - 0) ve BSA monomerinin (pik 2 -
e) pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagh degisimi
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Sekil 4.15. pH 6’da hazirlanmigs BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karisimlarinin RI
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npaa) baglt degisimi
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Sekil 4.16. pH 6’da RI kromatogramlarindaki PAA (pik 1 - 0) ve BSA monomerinin (pik 2 -
e) pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagl degisimi
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Sekil 4.17. pH 6’da hazirlanmis BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karisimlarinin UV
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npaa) baglt degisimi
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Sekil 4.18. pH 6’da UV kromatogramlarindaki PAA (pik 1 - o) ve BSA monomerinin (pik 2 -

e) pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagl degisimi



57

- 9259

- 791.3

= 505.7

Detektdr Sinyal

= 4001

- 2045

Alikonma Hacmi

Sekil 4.19. pH 6’da hazirlanmis BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karisimlarinin RALS
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (nBSA/nPAA) bagl degisimi
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Sekil 4.20. pH 6’da RALS kromatogramlarindaki PAA (pik 1 - o) ve BSA monomerinin (pik
2 - o) pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagh degisimi
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Sekil 4.21. pH 6’da hazirlanmis BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karisimlarinin VIS
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npaa) baglt degisimi
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Sekil 4.22. pH 6’da VIS kromatogramlarindaki PAA (pik 1 - o) ve BSA monomerinin (pik 2 -
e) pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagl degisimi
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Sekil 4.23. pH 5°te hazirlanmis BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karisimlarinin RI
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npaa) bagl degisimi
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Sekil 4.24. pH 5’te RI kromatogramlarindaki PAA(pik 1 - 0) ve BSA monomerinin (pik 2 - o)
pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagl degisimi



60

|- Q092

- 801.7

- @04

=y

ektor Sinyal

= Q06,45

De

- 202.2

- 11.14

Ahkonma Hacmi

Sekil 4.25. pH 5’te hazirlanmis BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karisimlarinin UV
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npaa) baglt degisimi
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Sekil 4.26. pH 5’te UV kromatogramlarindaki PAA (pik 1 - 0) ve BSA monomerinin (pik 2 -
o) pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagl degisimi
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Sekil 4.27. pH 5’te hazirlanmigs BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karigimlarinin RALS
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npaa) bagl degisimi
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Sekil 4.28. pH 5’te RALS kromatogramlarindaki PAA (pik 1 - o) ve BSA monomerinin (pik
2 - o) pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagli degisimi
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Sekil 4.29. pH 5’te hazirlanmis BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karigimlarinin VIS
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npas) bagl degisimi
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Sekil 4.30. pH 5°te VIS kromatogramlarindaki PAA (pik 1 - o) ve BSA monomerinin (pik 2 -
e) pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagli degisimi
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Sekil 4.31. (LS)(VIS)/(RI)* degerlerinin ngsa/npaa orana bagh olarak degisimi.
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Sekil 4.32. PAA ¢ozeltilerinden elde edilen RI kromatogramlarindaki pikin konsantrasyona
gore degisimi

Grafikten elde edilen ve orijinden gecen dogrunun egimi 49294°tiir. Buna gére PAA’nin pH
5,0’deki dn/dc degeri

49294 = %2:5{530.(0’}7 /dc).0,1l = (dn/dc)=0,2023mL/ g

b

olur.
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Cizelge 4.1 pH 5’te PAA, BSA ve BSA-PAA komplekslerine ait dort detektorlii SEC ile elde
edilmis degerler.

npsa/Mpaa M, Da) M, ®a My/M, [n]@g Ry @mm) aSz(lll\)/{n})I
PAA 24287 99.824 411 0,6671 8,967 0,568
BSA (Monomer) 66.359 66.403 1,001 0,0325 3,238 0
0,5 286.751 639.690 2,231 0,4572 15,207 0,566
1,0 504.475 2.658.000 5,268 0,398 20,627 0,551
2,0 1.035.000 5.968.000 5,764 0,4897 25,779 0,081
3,0 4.690.000 16.670.000 3,554 0,2073 28,581  -0,248
5,0 4.706.000 23.930.000 5,084 0,2191 27,825  -0,973
7,5 1.896.000 5.729.000 3,022 0,1948 22,397  -0,325
10 972.039 3.410.000 3,508 0,138 17,367 0,067
15 961.778 3.507.000 3,646 0,0925 15,576 0,788
20 672.823 2.147.000 3,191 0,1193 14,019 0,01
25 629.311 1.952.000 3,102 0,1368 14,327 0,048
30 563.852 1.489.000 2,642 0,1403 13,417 0,124
35 575973 1.524.000 2,645 0,1144 12,763 0,369
40 581.495 1.507.000 2,591 0,115 12,738 0,295

50 624.782 1.628.000 2,606 0,1199 13,212 0,285
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Sekil 4.33. pH 5’te hazirlanmis BSA-PAA komplekslerinin My, (0)ve M,, (0) degerlerinin
npsa/Npaa oranina bagl degisimi.
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Sekil 4.34. pH 5’te hazirlanmig BSA-PAA komplekslerinin intrinsik viskozite degerlerinin
npsa/Npaa oranina bagli degisimi.
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Sekil 4.35. pH 5’te hazirlanmus BSA-PAA komplekslerinin boyutlarinin (hidrodinamik
yarigaplarinin) ngsa/npaa oranina bagl degisimi.
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Sekil 4.36. pH 5°te hazirlanmis BSA-PAA komplekslerinin Mark-Houwink-Sakurada a
iistelinin ngsa/npaa oranina bagl degisimi.
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Sekil 4.37. pH 4,3’te hazirlanmis BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karigimlarinin RI
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npas) bagl degisimi
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Sekil 4.38. pH 4,3’te RI kromatogramlarindaki PAA (pik 1 - 0) ve BSA monomerinin (pik 2 -
e) pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagl degisimi
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Sekil 4.39. pH 4,3’te hazirlanmis BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karisimlarinin UV
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npaa) bagli degisimi
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Sekil 4.40. pH 4,3’te UV kromatogramlarindaki PAA (pik 1 - 0) ve BSA monomerinin (pik 2
- @) pik alanlariin orana (ngsa/npaa) baglt degisimi
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Sekil 4.41. pH 4,3’te hazirlanmig BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karisimlarinin RALS
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npaa) bagli degisimi
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Sekil 4.42. pH 4,3’te RALS kromatogramlarindaki PAA (pik 1 - 0) ve BSA monomerinin
(pik 2 - o) pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagli degisimi
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Sekil 4.43. pH 4,3’te hazirlanmis BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karisimlarinin VIS
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npaa) bagl degisimi
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Sekil 4.44. pH 4,3’te VIS kromatogramlarindaki PAA (pik 1 - o) ve BSA monomerinin (pik 2
- o) pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagli degisimi
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Sekil 4.45. pH 4’te hazirlanmig BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karisimlarinin RI
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npaa) baglt degisimi
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Sekil 4.46. pH 4°te RI kromatogramlarindaki PAA (pik 1 - 0) ve BSA monomerinin (pik 2 -
e) pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagl degisimi
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Sekil 4.47. pH 4’te hazirlanmis BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karisimlarinin UV
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npas) bagl degisimi
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Sekil 4.48. pH 4’te UV kromatogramlarindaki PAA (pik 1 - ) ve BSA monomerinin (pik 2 -
e) pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagh degisimi
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Sekil 4.49. pH 4’te hazirlanmis BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karisimlarinin RALS
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npaa) baglt degisimi
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Sekil 4.50. pH 4’te RALS kromatogramlarindaki PAA (pik 1 - 0) ve BSA monomerinin (pik
2 - o) pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagl degisimi



74

[ 2676

T zasT

I Scicic 3]

Dietektdr Sinyal

[k 3018

- 27948

258
20

Alkenma Hacmi

Sekil 4.51. pH 4’te hazirlanmis BSA-PAA (PAA sabit, BSA degisken) karigimlarinin VIS
detektoriinden elde edilmis kromatogramlarinin orana (ngsa/npaa) bagli degisimi
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Sekil 4.52. pH 4°’te VIS kromatogramlarindaki PAA (pik 1 - 0) ve BSA monomerinin (pik 2 -
e) pik alanlarinin orana (ngsa/npaa) bagl degisimi
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

BSA-PAA’nin suda c¢oziinebilen karisimlari spektrofotometrik (Cimen, 2006) ve SEC-
UV/LS/RI/IV  metotlar1 ile incelenmistir. Bu metotlar polianyon-protein karisimi
bilesenlerinin diisiik derisimlerinde (bagil olarak) fraksiyon bilesiminin incelenmesine olanak
saglayan farkli deneysel kosullardir. Bizim amacimiz farkli polimer/protein oranlarinda BSA-
PAA kanigimlarmin molekiiler 6zelliklerindeki bagil degisiklikleri incelemek ve dort

detektorlii SEC teknolojisi uygulamalarini aragtirmaktir.

Poliakrilik asidin farkli pH’lardaki RI, RALS ve VIS kromatogramlar sekil 4.1, 4.2 ve 4.3’te
goziikmektedir. UV detektérii BSA’nin maksimum absorbans yaptigt 280 nm’ye ayarli
oldugu i¢in ve PAA da 280 nm’de absorbans yapmadigi icin PAA’nin UV detektoriinde
kromatogramlar1 elde edilememistir. RI ve RALS detektorlerinden alinan kromatogramlarda
piklerin alikonma hacimleri ve biiyiikliikleri arasinda belirgin fark bulunmamakla beraber VIS
kromatogramlarinda pH degeri diistiikce PAA pikinin alaninin azaldigi goriillmektedir. VIS
detektoriinden elde edilen degerler hem konsantrasyona hem de viskoziteye baghdir (Esitlik
2.16). Dort pH’daki kromatogramlarda Ornek konsantrasyonu sabit tutuldugu icin pik
alanlarindaki bu degisim Orneklerin viskozitesindeki degisimi gostermektedir. Viskozitenin
azalmasi, pH degeri daha asidik bolgeye kaydikc¢a polianyonun karboksil gruplarinin asosiye
olarak zinciri daha kompakt hale getirdigini géstermektedir. BSA calisilan tiim pH’larda aym
alikonma hacminde ve yaklasik ayni pik biiyiikliigiinde kromatogramlarla karakterize
edilmistir, bu sebeple sadece pH 7’de elde edilen kromatogramin gosterilmesi yeterlidir (Sekil

4.4).

BSA-PAA sistemleri dncelikle tiirbidimetrik ve spektrofotometrik olarak incelenmistir (Sekil
4.5 ve 4.6). Sekilde goriildiigii gibi pH 7°de farkli ngsa/npaa oranlart BSA-PAA karisimlarinin
¢Oziiniirliigiinii etkilememektedir. Sekil 4.7, 4.9, 4.11 ve 4.13 sirasiyla RI, UV, LS ve VIS
detektorleri tarafindan saptanmig olan bilesenlerin farkli oranlardaki BSA-PAA karisimlarinin
kromatogramlarimi gostermektedir. PAA-BSA ¢o6zeltisi iki pik ile karakterize edilmektedir.
Karigim bilesenlerinin alikonma hacmi (RV) degismemekte ve serbest BSA ile serbest
PAA’nin alikonma hacimlerine esit olarak kalmaktadir. Sekil 4.8, 4.10, 4.12 ve 4.14 farkl
detektorlerden elde edilen BSA monomer ve PAA piklerinin alanlarinin ngsa/npas oranina
bagl olarak degisimini gostermektedir. PAA pikinin alani polimer ¢ozeltisinin BSA ile
titrasyonuyla degismemektedir. Ayn1 zamanda karigimdaki protein miktariin artirilmasiyla
BSA monomer pikinin alani da lineer olarak artmaktadir. Bu nedenle pH 7’de her ikisi de

negatif yiiklii olan polimer ile protein molekiilleri arasindaki elektrostatik itme kuvveti kararl
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polikompleksin olusumunu engellemektedir ve PAA ile BSA molekiilleri ¢ozelti iginde
serbest olarak bir arada bulunmaktadir. Sonuglar sedimentasyon (Mustafaev, 1978) ve HPLC

analiz sonuglar1 (Akkilig, 2006) ile ortiismektedir.

pH 6’daki BSA-PAA cozeltileri
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degere ulagmustir. Esitlik 5.1°deki degerlerin orana bagli olarak ¢izilen grafigi de bir
maksimumdan gecmektedir (Sekil 4.31).

(LS)VIS)ARI)* = (K ;5K 5/ Kz )M 7] R, (5.1)

Bu esitlikte (LS) 151k sagilmasi kromatogramindaki, (VIS) viskozite kromatogramindaki ve

(RI) ise kirilma indisi kromatogramindaki pik alanin1 gostermektedir.

Proteinin diisiik derisimde oldugu degerlerden baslayarak protein miktarindaki artis,
npsa/npaa<5’te olusan polikompleks partikiillerinin molekiil kiitlesinde de bir artisa neden
olmaktadir ve bir limit degere ulasmistir. Olusan komplekslerin yapisi, ngsa/npaa Oraninin
daha fazla ytikselmesiyle onemli 6l¢iide degismektedir. Cozeltideki protein derisimine bagl
olarak kompleks partikiillerinin molekiil agirliginda azalma meydana gelmekte ve sabit bir

degere ulagmaktadir.

Sekillerden goriildiigii tizere, LS pik alani artartarken VIS pik alan1 azalmaktadir. Buradan da
anlasildig1 gibi belli bir orandan sonra eklenen protein miktarindaki artis LS degerini
diistiriirken VIS degerinde artisa neden olmaktadir. Deneysel veriler polikompleks partikiilleri
arasindaki molekiiler toparlanmanin da hesaba katilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.
Agregat olusumu, u¢ uca veya yan yana toparlanmaya bagli olarak, intrinsik viskozitede artisa
ya da azalmaya neden olabilir ve partikiiliin asimetrisinde azalma ya da artisla sonuglanabilir.
npsa/npaa<5’te, intrinsik viskozitenin azalmasina sebep olarak, BSA-PAA kompleks
partikiillerinin yan yana agregat olusturdugunu kabul etmekteyiz. Bu agregatlarin
npsa/npas>S’teki disosiye olmasi, polikompleks partikiillerine belirli bir miktarda protein
eklenmesi sonucu meydana gelmektedir ve BSA’nin fazlas1 kromatogramlarda serbest BSA

piki olarak goriilmektedir.

Sekil 4.32’de PAA’nin dn/dc degerinin hesaplanmasinda kullanilan konsantrasyon-RI pik
alan1 grafigi goziikmektedir. Bu grafikten elde edilen dn/dc degeri ve BSA’ nin dn/dc degeri
kullanilarak ¢izelge 4.1°deki degerler elde edilmistir. Bu ¢izelgedeki degerler grafik halinde
sekil 4.33, 4.34, 4.35, 4.36’da goziikmektedir. Molekiil kiitlesi ve boyut degerlerinin bir
maksimumdan gegerek sabit bir degere ulagsmaktadir. a degeri ise negatif degerlerden gecerek
yine sabitlenmistir. Bu grafikler yukarida anlatilan mekazninayr dogrulamaktadir. Agrege
olmus yapilarin a degerinin negatif ¢iktig1 bilinmektedir. Komplekslerin viskozitesi oran 5’e

kadar azalip sabitlenmektedir.

pH 4 ve 4.3’te PAA’nin BSA ile olan ¢dzeltisinin titrasyon egrisine bakildiginda reaksiyon
karisiminin bilesimi {i¢ kisimda incelenebilir (Sekil 5.1). Suda ¢o6ziinmeyen BSA-PAA
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karisiminin siipernatant analizi SEC-RI/UV/LS/VIS sistemleri ile gergeklestirilmistir.

pH 4,3’te farkli detektorlerden elde edilen kromatogramlar sekil 4.37, 4.39, 4.41 ve 4.43’te
goriinmektedir. Bu kromatogramlardaki piklerin alanlarinin ngga/npaa oranina bagli olarak
degisimi sekil 4.38, 4.40, 4.42 ve 4.44’ta gosterilmektedir. Kromatogramlar ve grafikler goz
oniine alindiginda 1. bolgede (npsa/npaa<S) sistemin homojen kaldigi ve ¢oziinen madde
konsantrasyonunun oran arttikca azaldigir soylenebilir. II. bolgedeki (5<ngsa/npaa<20)
kromatogramlarda higbir detektdrde sinyal gozlenmedigi icin tiim polimerik bilesenlerin
¢Oziinmeyen faza gectigi sOylenebilir. Oranin ngsa/npas=20’den daha biiylik degerlerinde
sistemin tekrara ¢Oziiniir faza gectigi kromatogramlardan goriilmektedir. Coziinen fazdan
¢Oziinmeyen faza ve ¢oziinmeyen fazdan ¢oziinen faza gecis daha detayli olarak pH 4’ten elde

edilen kromatogramlardan incelenmistir.

pH 4’te 1. bolgede (npsa/mpaa<5) matriks ¢ozeltisi homojendir ve kromatogramlarda serbest
PAA’nin RV’sine karsilik gelen bir alilkonma hacminde bir pik vermektedir. SEC
sonuglarinda goriildiigli lizere karisimda serbest BSA molekiilleri bulunmamaktadir. Pik
alanlarinin polimer/protein oranmna gore degisimi, SEC detektorlerinde farkli karakter
gostermektedir. RI detektoriinde elde edilen kromatogramlarda (Sekil 4.45) pik alanlar
npsa/npaa oranlarindaki artisla azalmaktadir. Bu durum ayrilan partikiillerin derisimlerindeki

azalmay1 kanitlamaktadir (Sekil 4.46).

UV kromatogramlarindaki (Sekil 4.47) piklerin alanlar1 oncelikle artmakta ve daha sonra
polianyonun titrasyonu ile azalmaktadir (Sekil 4.48). Bu, polimer sarmallarinin arasinda
protein molekiillerinin bulunduguna bir kanittir ve polimer makromolekiiliiniin UV

absorpsiyon kapasitesini artirmaktadir.

Sekil 4.49 ve 4.51°de LS ve VIS detektorlerinden elde kromatogramlar goriilmektedir. LS pik
alan1 artarken (Sekil 4.50) VIS degerlerinde bir azalma (Sekil 4.52) goriilmektedir. Ayni
zamanda tiirbidite de protein/polimer orani ile orantili olarak artmistir. Kromatogramlardaki
pik, suda c¢oziinebilen BSA-PAA kompleksine karsilik gelmektedir ve ¢oziinmeyen
komplekslerle bir arada bulunmaktadir. Coziinebilen karisimda serbest PAA olup olmadigini
analiz edememekteyiz, ¢iinkii serbest PAA SEC’te polimer-protein kompleksi ile aynt RV’de
cikmaktadir. ngsa/npaa<S olan oranlarda kompleks molekiilleri arasinda agregasyon
gergceklesmekte ve bu yapilar suda ¢oziinmeyen komplekslerin olusumuna (faz gegisine) oncii

olmaktadirlar.

npsa/npas>5’teki (bolge II) karisimin kromatogramlarindan da anlagilacagi gibi cokelti
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ayrildiktan sonra ¢ozeltide polimerik bilesen (polianyon, protein, suda ¢oziinebilen BSA-PAA
kompleksleri) bulunmamaktadir. Bu bdlgede biitiin polimer molekiilleri ¢dziinmeyen
kompleks fraksiyonunda tutulmustur. ngsa/npaa>20 olan oranlarda, protein ilavesiyle
kromatogramlarda serbest BSA molekiilleri gortilmektedir. Farkli detektorlerden elde edilen
protein piki alan1 komponentlerin oraninin artistyla birlikte lineer olarak artmaktadir (Sekil

4.46, 4.48, 4.50, 4.52).

Sekil 4.5°te goriildiigi gibi ngsa/npaa=20’den biiyiik oranlarda protein eklendiginde ¢ozeltinin
tirbiditesinde azalma goriilmektedir ve sistem yine homojen hale donmektedir (bolge III).
npsa/npas>30 oranlarinda elde edilen siipernatant kromatogramlari iki pik seklindedir. Geg
cikan ve RV’si 17 mL olan partikiiller serbest BSA piklerine karsilik gelirken, daha erken
c¢ikan ve RV’si 11 mL olan partikiiller PAA’nin pikine karsilik gelmektedir (Sekil 4.45, 4.47,
4.49,4.51).

Sekil 4.46, 4.48, 4.50 ve 4.52 erken ¢ikan pikin alanlarinin orana bagli degisimini
gostermektedir. ngsa/npaa=40 olana kadar eklenen BSA ile birlikte her iki pikin alaninda da
bir artig goriilmektedir ve RI ile UV kromatogramlarinda erken gec ¢ikan pik digerinde ¢ok
daha biyiiktiir. ngsa/npaa>20 olan oranlarda protein Oncelikle suda ¢oziinmeyen
komplekslerle bir arada, daha biiyiik oranlarda da hem suda ¢6ziinen hem de ¢6ziinmeyen
komplekslerle bir arada bulunmaktadir. Sistemin tamami suda ¢dziiniir hale gectikten sonra
daha fazla BSA ilavesi, erken ¢ikan pikin alaninda fark edilir bir artigla sonuglanmazken geg

¢ikan pikin alani artmaktadir.

Sonug olarak, pH 7,0 ve 6,0°de stabil kompleks olusumu gerceklesmemektedir. Bunun sebebi
olarak bilesenler arasindaki kuvvetli elektrostatik kuvvetlerin stabil kompleks olusumunu

engellemesidir.

pH 5,0’te suda ¢oziinen BSA-PAA kompleksleri olugsmustur ve belli bir oran araliginda
(0<npsa/npaa<10) molekiil kiitlesi ve boyut degerleri bir maksimumdan ge¢gmektedir. Artan
oranla birlikte olusan polikomplekslerin boyut ve molekiil kiitleleri sabit kalmaktadir. Sunu
sOyleyebiliriz ki; oran 5’¢ kadar ortamda serbest BSA molekiilleri yoktur ve olusan
polianyon-protein kompleksleri diger polikompleks molekiilleriyle yan yana agrege
olmaktadir. Ortamda serbest BSA’nin bulundugu daha biiyiik oranlarda ise BSA molekiilleri

polikompleks molekiilleri arasindaki agregasyonu engellemektedir.

pH 4,3 ve 4,0’te ise biiyiikk ve kii¢iik oranlarda suda ¢oziiniir kompleksler bulunmaktadir

(bolge I ve III). Biyiik oranlarda olusan suda-¢oziiniir kompleksler sadece serbest BSA
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molekiilleri ile birlikte var olabilmektedirler, ¢linkii daha ufak oranlarda BSA molekiilleri sulu
sistemde bulunurken kompleks partikiilleri bulunmamaktadir. Ortamdaki serbest BSA
molekiillerinin konsantrasyonu belli bir degeri astiktan sonra c¢oziinmeyen BSA-PAA

kompleksleri ¢oziiniir hale gegmektedir.
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