METAKRILIK ASIT ASILANMI § KITOSAN KURELERN
KARAKTERIZASYONU VE LiZOZIM ENZIMININ
SAFLASTIRILMASINDA KULLANILMASI
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OZET

Bu calgmada, yumurta beyazindanglodan lizozim enziminin saffariimasi icin
yeni bir kromatografik matriks gatirildi. Destek materyali olarak, kitosan-g-pMAA
kureleri kullanildi. Kesikli sistemde bu afinite smtbentleri tGzerine farkll pH’larda
farkli miktarda lizozim igceren sulu ortamdan lizozadsorpsiyonu davramiincelendi.
Lizozimim iyon deistirici kUrelere adsorpsiyonu icin optimal pH gdei 4.0- 8.0
degerleri arasinda agarildi. Sicaklik ve iyoniksiddetin, adsorbentlerin, adsorpsiyon
kapasiteleri Uzerindeki etkisi belirlendi. KitosgrpMAA iyon degistirici kirelerin
lizozim adsorpsiyon kapasitesi, sirasiyla 65.7 /gnglarak belirlendi.immobilize
lizozim enziminin bglangictaki aktiflgini koruyarak 7 kez tekrar kulanilabifi
belirlendi. Yumurta beyazindan glodan lizozim enzimi saffairmasi sonuglari YBSK
ile tayin edildi. Kitosan-g-pMAA iyon d&stirici kirelerin, lizozim enziminin yumurta
akindan saflgirimasinda kullaniimasindan sonra, lizozim ennimil.0 M KSCN ile
elusyonlari yapildi. Kitosan-g-pMAA iyon gatirici kiirelerden elte edilen lizozimin
saflik derecesi ve geri kazanimlari sirasiyla %®4ve %87.30 olarak belirlendi.
Kitosan-g-pMAA kiireler ile safkdirilan lizozimin spesifik aktivitesi 40486 U g
olarak belirlendi.Aytirma ve saflgtirma klemlerinde lizozim aktivitesi, substrat
olarakMicrococcus lysodeikticus bakterisi kullanilarak belirlendi.
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CHARACTERIZATION OF METACRYLIC ACID GRAFTED CHITOSA
BEADS AND THE USE OF THEM IN THE PURIFICATION OF TH
LYSOZYME ENZYME

GUIsUMEKCI
ABSTRACT

In this study, for direct purification of ysyme enzyme from egg white, a new
chromatography matrixs was developed. Chitosan-g-fMion-exchange beads were
used as support material.Behaviour of lysozyme raptism onto these ion-exchange
beads, from Aqueous solutions containing differamiounts of lysozyme at different
pH, investigated in a batch system. The optimalvaHies for adsorption of lysozyme
on the affinity adsorbents, were investigated m pid range of 4.0-8.0. The effects of
temperature and ionic strenght,on the adsorptigpaaties of the adsorbents, were
determined. The lysozyme adsorption capacity ofdéosan-g-pMAA ion-exchange
beads was found as 65.7 mg/g, respectively. Itdedsrmined that the orginial activity
was preserved when immobilized lysozyme was usgeatedly 7 times. The results of
direct lysozyme enzyme purification from egg whitere determined by HPLC. After
usage of chitosan-g-pMAA ion-exchange beads thezlyme enzyme from the egg
white, lysozyme enzyme was eluted by 1.0 M KSCNutsamh. The purity and the
recovery of the eluted lysozyme, were 94.16% &n80 % for chitosan-g-pMAA
ion-exchange beads, respectively. The specifioviactof the lysozyme purified with
Kitosan-g-pMAA beads 40486 UrigSeparation and purification was monitored by
determination of lysozyme activity using Microcosdysodeikticus as substrate.

Key Words: Chitosan bead, lysozyme, Immobilization, lon-exae metacrylic acid,
Graft copolymer, Egg white



GIRIS

Dogal polimerler, biyolojik olarak dretilen ve benzersslevsel ¢zelliklere sahip
olan polimerler olarak adlandirilir. Proteinler r{é¢in kollajen, jelatin, elastin, aktin,
vb), polisakkaritler (seltloz, sasta, dekstran, kitin, vb) ve Polintkleotidler (DN#&
RNA) bglica dgal polimerler sinifindadir. Yayan organizmalarin kargé
yapilarindan dolay! tretim maliyetlerinin yukseknalsi ve yeterince blyik Olceklerde
uretilememeleri karlasilan baglica sorunlardir. Ancak, @gal polimerler nanoteknoloji
ve biyomimetik (dgayi taklit eden) malzemelerin sentezlenmesindetanablii oynasi
ve lipid tubdller (y& borucuklar) ve protein lateksler gibi biyopolinteryapilarin
gelistiriimesine olanak tanimasi gal polimerlerlerin kullanimini 6nemli oranda
yukseltmektedir. Kitin, kitosan ve selliloz biyopoérleri doku ile uyumludur ve bu
nedenle zamanla bozunur ve vicuttan kolaylikla lagaklabilen zararsiz bikenlere
donigar.

Dazal biyobozunur polimer sinifina giren kitosan,—4)-amino-2-deoksp-D-
glukan, kitinin amino gruplarinin deasetilasyone #lde edilen bir polisakkarittir.
Kitosan polimerinin biyolojik uyumlulgu, degrade edilebilmesi, fizyolojik olarak inert
olmasi, toksik olmamasi, antimikrobiyal 6zellik gégmesi, metal iyonlari ileelat
olusturmasi, jel olgturma Ozellikleri, kimyasal modifikasyonunun kolaymasi ve
proteinlere kan yuksek afiniteye sahip olmasi gibi sugdubnemli avantajlar nedeni
ile, Ozellikle hedef molekillerin biyolojik ortamidan ayrgtirimasi ve/veya
saflgtirilmasi glemlerinde ve enzim immobilizasyonunda destek nyaterolarak
yaygin bir kullanim alani bulnglardir. Ayrica, biyolojik ¢evre sistemleri fga olmak
Uzere biyoteknoloji alaninda cevresel iytleme uygulamalarinda da kullanim alani
bulmaktadir. Kitosanin siralanan bu olumlu 6zedlikiin yaninda destek materyali
olarak hazirlanmalari samasinda mekanik olarak zayif olmalarindan dolagzi b
islemsel zorluklar vardir. Bu nedenle bugdb kdkenli polimerin istenilen geometrik
formda hazirlanabilmesi icin yuzey ozellikleri #zel, kimyasal ve biyokimyasal
islemlerle kolaylikla ve istenilen 6zellikte modifiyalilmektedir.

Biyolojik sivi veya fermantasyon ortamlarindehedeflenen molekdlin tek
basamakta awtiriimasi ve saflgiirilmasi temeline dayanan afinite kromatografi
teknikleri; molekuler biyoloji, biyoteknoloji, aniéik biyokimya, klinik biyokimya ve



farmasotik kimya alanlarinda yaygin olarak kullamalya balanms bulunmaktadir.
Yumurta beyazi gibi biyolojik sivilardan hedeflenelekilin yiksek saflikta ve tek
basamakta awtiriimasi sleminde kullanilan afinite kromatografisi tekmin diger
klasik kromatografik yéntemlere goreggadigl avantajlar oldukca dikkat cekicidir.
Calgsmamizda, lizozim enzimine spesifik bir afinite ddsimateryali hazirlanmasi
icin; mekanik gucu yuksek, biyolojik ve kimyasalgidadasyona kar direncli, kire
geometrisine sahip metakrilik asit silanmg kitosan polimeri sentezlenerek
kromatografik uygulamalarda kullaniimak Uzere ykibbsan-g-pMAA iyon dgistirici
destek materyali hazirlandi. Metakrilik asgtlanms kitosan kirelerin karakterizasyon
calismalan icgin farkli pH ortamlarindgisme 6zellgi, denge su icegi, yogunlugu,
asllama verimi, grup analizi, spesifik ylzey alaniizgy 6zellgi, gbzeneklilgi analiz
edildi ve FTIR spektrumu alindi. Sentezlenen iyagigirici kitosan kirelerine sulu
ortamdan lizozim adsorpsiyonu gali ve sistem parametrelerinin etkisi (pH, denge-
zamani, iyoniksiddet, sicaklik, adsorbent dozu,slamgic enzim miktari) agarilarak
kesikli sistemde lizozim adsorpsiyon gatasi optimizasyonu tamamlandi. Bunlarin
yaninda, adsorpsiyon ve desorpsiyon kiietieneysel adsorpsiyon izoterm modeli ve
afinite kurelerin yeniden kullanilabiliggi gibi parametreler de belirlendi. Lizozim
enziminin sulu ortamdan adsorpsiyonu gaklarinda belirlenen optimum sistem
parametreleri biyolojik bir sivi kanmi olan yumurta akindan enzim satlalmasi
calismalarinda kullanildi. Gediirilen metakrilik asit ailanms iyon desistirici kitosan
kurelerin farkli proteinler iceren yumurta beyazandizozime kag1 gosterdéi secicilik
ve adsorpsiyon kapasitesi, denge adsorpsiyon sadacwrtamda kalan protein
cOzeltilerinin miktar, Yuksek Basingh Sivi Kronogtrafisi, HPLC sistemi ile analizi
sonucunda belirlendi. Awtirilan lizozim enziminin safgi ve elie edilen enzimin
saflik derecesi bir protein kolonunun kullangdiHPLC kullanilarak belirlendi.
Ayristirma ve saflgtirma slemlerinde lizozim aktivitesi, substrat olardkicrococcus
lysodeikticusdbakterisi kullanilarak belirlendi.



1. Kuramsal Temeller

1.1. Polimer

Polimerler; ¢cok sayida molekilin kimyasaglaala dizenli birsekilde balanarak
olusturduklari yuksek molekulgrlikh bilesiklerdir. Tekrarlanan birimler, “mer” olarak
adlandiriir.  Polimerler “monomer” denilen birimier bir araya gelmesiyle
olusmaktadir. Polimerler yapilarina gore siniflandiilider. Bir polimer tek bir
monomer biriminin tekrarlanmasindan glyorsa buna “homopolimer” denir. ggr
polimer molekull iki farkli monomerin bigenesinden olguyorsa buna “kopolimer”
denir.ister mono ister kopolimer olsun polimerlerzdasal, dallanny yada capraz g
olabilirler. Polimerler fiziksel durumlarina goreinglandiriidiklarinda ‘amorf’,
‘kristalin’ ya da ‘yar kristalin’ olarak adlandim. Polimerler, polimerizasyon
yontemlerine gore ise basamakli ve katilma polirgyonunu igceren iki temel yontem
olmak Gzere siniflandirilabilirler (Cowie 1991). lifwerlerin 6zellikleri, yapi tgarn
olan monomerlerden buylk farklihk gosterir. Bu eeldk, biyoteknoloji, biyotip
uygulama alanina yonelik olarak kullanilacak biyoengalin secimi olduk¢ca 6nemlidir.

Polimerler genel olarak sentetik vegdbolarak balica iki grupta incelenebilirler.
Nisasta, seluloz, dml kaucuk ve DNA (genetik materyal), g polimerler grubuna
girerler. Fermentasyon ve safimma teknolojilerinde gedtirilen yeni tekniklerin
varhigl ve ucuz dgal hammaddelerin g@anmasi sonucu, sentetik polimerlerin yerine
dogal polimerlerlerin  kullanimi miamkin olmaktadir. gz polimerler 6zellikle
spesifik uygulamalarda ihtiya¢ duyulan sheklar doldurmakta, ancak bazi sentetik
polimerlerin ¢cok ucuza Uretilebilmg@nsi dgal polimerlerin kullanimini olumsuz yénde
etkilemektedir. Sentetik polimerlerin Uretiminde llenilan endustriyel teknikler,
polimerizasyon ortaminin 0zelliklerine @ea olarak ygin, c¢ozelti, suspansiyon,
emulsiyon ve ara ylizey polimerizasyon proseslana siniflandirilabilmektedir.

Gunumuzde farkh polimerizasyon yontemlerillkalarak uygulama alanlarina
yonelik caitli boy ve boyut dgilimlarina sahip farkli ygunlukta ve yiizey yapisinda
polimerlerin hazirlanmasinin yaninda mekanik dayanyiksek olan biyouyumlu
materyaller sentezlenmesi de onem kazahmiBu amag¢ dgrultusunda hazirlanan

materyaller endustriyel ve biyolojik ayirmglamlerinde, hiicre izolasyonu ve enzim



immobilizasyonunda, enzim saftailmasinda, ¢gtli kromatografi yontemlerinde, ilag
hedefleme ve kontrolli salim sistemlerinde, immopnbkl test ve tani kitlerinde ve
molekiler biyoloji alanindaki agarmalarda kullaniimaktadir (Arica ve ark. 2000,
Bayramalu ve ark. 2006, Oktem ve ark. 2007, Arica ve 2004).

1.1.1. Biyobozunur polimerler

Biyobozunur polimerin canli sistemde ilgili bolgeyerlsstirildikten sonra belirli
bir zaman sirecinde polimerik materyalin biyolojiftarak parcalanarak sistemden
kolaylikla atilabilecek zararsiz bglenlere dongebilir olmasi, biyomedikal ve biyotip
alanindaki uygulamalarda suriglu 6nemli bir avantajdir. Biyobozunur polimerden
olusan implantlar fizyolojik ortamla etkilgirildiklerinde, su molekdilleri matriks icine
diftizlenir ve polimer zincirlerini hidrolizleyeregarcalar.

Dogal veya sentetik kokenli polimerler ve bunlarinroksiapatit ve trikalsiyum
fosfat ile hazirlanan kompozitleri biyopolimer aéir sert doku onariminda dolgu
maddesi olarak Bkari ile kullanilabilmektedir. Polimerik biyomatetigxin kullanim
yerlerine gore yapisal ve fonksiyonel 6zeliklenimun sire korumalari ya da belli bir
sure fonksiyonlarini yerine getirmeleri istenebilBiyomateryal fonksiyonunu yerine
getirdikten sonra vicuttan uzakiisulmaldir ki bu da ikinci bir cerrahi operasyon
gerektirdginden avantajli dgldir. Bu nedenle biyobozunur polimerler énemli bir
alternatif olyturmaktadir (Ayhan 2002).

1.1.1.1. Sentetik biyobozunur polimerler

Poliortoesterler, polianhidritler, poliestenidler, poliiminokarbonatlar,
polifosfonezler, alifatik poliesterler ve poli(aid-siyanoakrilat)lar sentetik
biyobozunur polimerlere 6rnek olarak verilebili&entetik biyobozunur polimer
sinifinda yer alan poliesteramidlerin yapilarindasiter gruplari kolaylikla hidroliz
olabilmelerini sglarken amid bglarinin varlgi da materyalin mekanik olarak
kararhiligini artmasina neden olmaktadir. Bu 0zeliklerindelayl ameliyat iplgi olarak
kullaniimaktadir. Poliesterlerin en 6nemli kullaniadani ise kontrolli ilac salim

sistemlerinde tayici implant olarak kullaniimasidir (Lin ve ark99).



1.1.1.2. Dgal Biyobozunur Polimerler

Dogal polimerler, biyomalzeme alaninin vazgecilmez nekyari arasinda yer
almaktadir. D@al polimerler nanoteknoloji ve biyomimetik (gay taklit eden)
malzemelerin sentezlenmesinde anahtar roli ogmethn lipid tubdller (ya
borucuklari) ve protein lateksler gibi biyopolimeryapilarin gektiriimesine yonelik
argtirmalar hiz kazanmive dolayisi ile dgal polimerlerlerin kullanimini énemli
oranda yukseltngtir. Dogal polimerler sinifinda yer alan proteinler (Ggmekollajen,
jelatin, elastin, aktin, vb), polisakkaritler (skd@, nisasta, dekstran, kitin, vb) ve
polinikleotidler (DNA ve RNA) biyolojik olarak Uré¢én ve benzersiz sievsel
Ozelliklere sahip olan polimerlerdir. Biyolojik armndaki makromolekullerin benzeri
veya aynisi olduklarindan, canli sistemle temagletinde zehir etkisi, iltihaplanma
gibi istenmeyen reaksiyonlar vermezler. Enzim gambla yapilarinin bozunmasi, yani
biyobozunur olmalari gecici uygulamalarda kullanildiyomalzemeler acisindan
avantajdir. Ancak, elde edildikleri kayke bali olarak bilgimlerinin desismesi,
yuksek sicakliklarda bozunmalari ve bu nedgalellendirilmelerindeki guclik ve tim
bunlarin 6tesinde immunojenik olmalar gaklik tepkisine yol acmalari) 6nemli
dezavantajlari arasindadir. gégan organizmalarin karg& yapilarindan dolayi
yeterince buyuk dlceklerde uretilememeleri ve ylikssaliyetli olmalari kagilasilan

diger 6nemli sorunlar arasinda yer almaktadir.(Ayhao2)

Dogal polimerler, sahip olduklarslevsel Ozellikler nedeniyle, kalindarici, jel
yapicl, b&layici, d&itma ajani, kaygangarici, yapstirici ve biyomalzeme gibi giesik
kullanim alanlarina sahipler. Bu grupta yer alaryobozunur polimerlerin ilk
uygulamasl; hayvan Basagl, ipek ve patates gastasinin yara iyilnesinde
kullaniimasiyla gercekienistir. Protein bazli polimerlerin (albimin, kollajefelatin
proteinleri) elastomerik davragari, mikemmel biyouyumluluklart ve oksijen
gecirgenlikleri gibi olumlu 6zellikleri nedeniyleotu yenilenmesi, biyosensor ve ilac
salim sistemlerinde kullanilan pek c¢ok biyomateryal sentezlenmesinde

kullaniimaktadir.



Kitin, kitosan ve seliloz polimerleri doku ile uyludur. Nisasta, amiloz ve
amilopektinden olgan polisakkarit bazli polimerlerin biyotip alanikdaygulamalarda
kullaniimak Uzere yuzey 6zeliklerinin gistirilmesi mumkin olmaktadir. Bitki hiicre
duvarlarinin temel yapi ¢a olan seliloz yanik ve yara Orti materyali olarak
kullaniimaktadir. Gunumuzde diyaliz igin kullanilamembranlarin ¢ok buyuk bir kismi
sellloz bazlidir. Selilozdan sonragdda en c¢ok bulunan kitin yara iytemede
kullanilan etkili bir materyaldir ve ameliyat ipldrinde kullanilir. Farkli geometriye
sahip olarak Uretilebilen @al biyopolimerlerin kullanim alanlari Tablo 1.1'de

O0zetlenmgtir (Ayhan 2002).

Cizelge 1.Dogal Polimerlerin Kullanim Alanlari(Ayhan 2002).
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1.1.1.2.1. Kitosan Hakkinda Genel Bilgi

Yengec, karides, istakoz gibi eklembacaklilarin alekikasyonuyla elde edilen
kitin, poli[(1—4)-2 asetamido-2-deoksp-D glikoz] polisakkarit yapisinda olup,
seltlozdan sonra Uretimi en fazla olan bir biyapekdir. Kitin suda ve birgok organik
cbzlcude ¢cozinmeyen hidrofobik bir madde gichwdan, ¢oztinebilir bir polimer elde
etmek icin alkali ortamda N-deasetilasyonu ile &&oa cevrilir. Kitosan, pol1-4)-2
amino-deoksi-D glukopiranoz] yapisina sahiptir. ifive kitosanin kimyasal yapisi
Sekil 1.1'de gdsterilmtir.
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Sekil 1.1 : Kitin ve Kitosanin Molekil Yapisi



Kitosanin deasetilasyon derecesi glikozammuoli fraksiyonu olarak tanimlanir ve
genellikle %70-90 arasindadir. Kitosan asetik dalttik asit ve propiyonik asit gibi
organik asitlerde ¢ozunar, hidroklorik, nitrik veerilorik asit gibi mineral asitlerde
kismen c¢o6zunur, fosforik ve sdlfirik asitlerde ig®zinmez. Kitosan, organik
bilesiklerde old@gu gibi bircok katyonik ve noniyonik polimerle uyuadur. Buna
karsilik, cok deserli anyonlarla, kolaylikla capraz glanarak jel ve ¢okelti meydana
getirdigi bilinmektedir. Ayrica kitosan zincirleri Uzerinkie amin ve hidroksil
gruplarinin uygun koordinasyon ve reaksiyon verergrplar olmasi nedeniyle geci
metal iyonlar ile kararli koordinasyon kompleksletusturabilmektedirler Biyolojik
olarak parcalanabildi icin kitosan hem kati halde, hem de sulu ¢cozsti¢ sinirli bir
kararhliga sahiptir.

Kitosan, turevleri ve tuzlarl farmasotik mekoji alaninda gic ¢dzinen ilaclarin
¢ozanarliginin artinlmasinda, mide ortaminda ylUzebilen diredtkili olan
preparatlarin hazirlanmasinda, kontrolli ilag sabmtemleri icin tayici implant
sistemlerinin hazirlanmasinda kullaniimaktadir (8ek 2006). Katyonik bir polimer
olan kitosan biyouyumlulu, degrade edilebilmesi, fizyolojik olarak inertr@si, toksit
olmamasi, antimikrobiyal 6zellik sunmasi, metal nkai ile selat olwturmasi, jel
olusturma oOzellikleri, kimyasal modifikasyonunun kolaymasi ve proteinlere kgar
yuksek afiniteye sahip gibi 6zellikleri nedeni deellikle hedef molekullerin biyolojik
ortamlardan aystirlmasi  ve/veya saftfiriimasi  slemlerinde ve enzim
immobilizasyonunda destek materyali olarak kullaaktadir (Oktem ve ark.2007,
Bayramglu ve ark 2002, Bayrangu ve ark 2006, Saribek 2006). Ayrica, biyolojik
cevre sistemleri 3ga olmak tzere @r metal iyonu uzakkdiriimasi glemini kapsayan
cevresel iyilgtirme uygulamalarinda da kullanim alani bulmaktédBayramglu ve ark
2003, Geng ve ark. 2002).

Ancak destek materyali olarak hazirlanmaamasinda mekanik olarak zayif
olmalarindan dolayr bazisilemsel zorluklar vardir. Bu nedenle bu gdb kokenli
polimerin istenilen geometrik formda hazirlanabitineeya mekanik dayaniminin
arttirllabilmesi icin ytzey ozellikleri fiziksel, iknyasal ve biyokimyasalslemlerle
kolaylikla ve istenilen o6zellikte modifiye ediimektir. Orngin, saflatirilan

biyomolekdllerin elisyonunun asidik darda gercgekigirilecegi durumlarda ayrim



isleminde destek materyali olarak kullanilan kitosagbzinmesini engellemek igin
capraz bal kitosan yapilari kullaniimaktadir (Zeng ve a%98b).

Polimer yapilarinin modifikasyonu icin sikbasvurulan yontemlerden birisisa
kopolimerizasyon yodntemidir. Kitosanin c¢ozUuni@lad ve uygulama alanlarini
arttirmak amaciyla kimyasal yolla modifikasyonu rize yapilan ¢caimalar 6zellikle
onem kazanmgtir. Modifikasyon yontemleri arasinda yer alap kopolimerizasyonu,
dogal polimerlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerindegistirmesi sleminde yaygin
olarak kullanilan bir tekniktir. Kitosanin yapisaddeasetillenngibirimler Gzerindeki
serbest amino ve asetillenymveya deasetillenmi birimlerinde bulunan € ve G
karbonlarn Uzerindeki hidroksil reaktif gruplarinivarligi nedeni ile yuzey
modifikasyona izin veren bir biyopolimerdir. Sonllgrda aratirmacilar, kitosan
velveya tlrevlerinin  ylizey modifikasyonunu, farklikomonomerlerin @
kopolimerizasyon yontemi ile yapghar ve cagitli uygulamalarda bgari ile
kullanabilmglerdir. Modifiye edilen kitosanin sudaki ¢cozuni@lintin, antibakteriyel ve
antioksidan 6zelliklerinin iyilgtirildi gi rapor edilmgtir (Xie ve ark. 2002, Kotze ve ark.
1997, Thanou ve ark. 2001).siAkopolimerizasyonu ile modifiye edilen kitosaniim b
¢cok Ozellginin olumlu yonde dgismesinin yani sira mukoadhezivlik (Hoffmann ve ark.
1997), biyouyumluluk (Tasker ve ark. 1998, Onoark. 2000) ve biyobozunurluk
(Singh ve ark.1998) gibi 6zelliklerini korugu belirtiimektedir.

Calsmamizda, kromatografi alaninda lizozim enzimi sgiftdmasi sleminde
kullaniimak (zere kitosan-g-metakrilikasit, kitosggpMAA, materyalinin kire
geometrisinde sentezlenmesi planlandi. Hazirlandosdn koreleri alkali ortamda
epiklorhidrin ile ¢apraz olarak BEndi ve modifiye edildi. Kitosanin modifikasyonu
icin uygulanan yodntemlerden birisisia kopolimerizasyon yéntemidir. Bu amac
dogrultusunda kitosan amonyum persulfaglbacisi varlginda metakrilik asit (MAA)
monomeri & kopolimerizasyon yontemi ilesganarak modifiye edilngiiyon degistirici
kitosan-g-pMAA kopolimeri sentezlendi. Akrilat kakie monomerlerden sentezlenen
polimerlerin genelikle biyolojik olarak uyumlu mayaller oldysu ¢cok sayida aséirici

tarafindan rapor edilrytir .
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1.1.2. Asi Kopolimer

Genel olarak, kimyasal biemi farkli iki monomerin birlikte polimerlgmesine
kopolimerlgme; elde edilen polimere ise kopolimer denirsi Aopolimerlerde,
kimyasal yapilari farkli iki polimer zinciri, zincidisindan bir yerden birbirine
baglanmstir. Baglanma noktalarinin  gdanma noktalar)) sayisi az ya da cok
olabilmektedir. A1 kopolimerii) capraz bg vermeye yatkin polimerlerin bir monomer
yaninda iyonlgtirict isinlarla (UV, y-isinlarn) etkinlatiriimesi, ii) radikalik katilma
polimerizasyon (herhangi bir monomerin radikalikiikaa polimerizasyonu ortamda
bulunan bgka tir bir polimer varfiinda yapilirsa, polimere zincir transferi sonucu,
diger polimer zincirleri Uzerinde aktif merkezler gdiilecektir) veiii) katyonik
polimerizasyon yontemleri ile sentezlenebilmektedir

AsI kopolimerizasyonusleminde amonyum persulfat (APS), potasyum persulfat
(PPS), seryum amonyum nitrat (CAN), tiyokarbonptitasyum bromat (TCPB), 2,2'-
azobisizobutironitril (AIBN) ve demir amonyum suifeFAS) gibi maddeler byatici
olarak kullaniimaktadir (Caner ve ark. 1998, Donark. 2002, Kim ve ark. 2000,
Pedram & Retuert 1996, Pedram ve ark. 2000).

Bir polimerin bir monomer ile @lanmasi; polimerizasyon sicakli ve siresi,
monomer ve bdatici dergimleri, ¢Ozuci/su orani ve farkl ¢oziculegigirme etkisi
gibi polimerizasyonsartlarina bgl olacaktir. Bu nedenle ojan g kopolimerin
Ozellikleri, molekuler yapi, molekll uzurdu ve sayisi gibi yan zincirlerin 6zellikleri
ile kontrol edilebilmektedir. Kitosaninsakopolimerlerinin olgturulmasinda sistem
parametrelerinin etkisini agarmaya yonelik ¢cok sayida c¢gina yapiimgtir (Sun ve
ark. 2003, Xie ve ark. 2002, Don ve ark. 2002, Kienark. 2000, Pedram & Retuert
1996, Pedram ve ark. 2000).
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1.1.2.1. Radikalik Balatici ile Asilama vellgili Calismalar

Son yirmi yildir vinil monomerlerinin kitosamolimeri Gzerine radikalik s
kopolimerizasyonu ilgi ceken atama konulari arasinda yer almaktadir. Bu
modifikasyon yontemi, istenilen Ozellikli yeni pwolerik materyallerin olgumuna
olanak sglamaktadir. Sun ve caima arkadglari sulu ortamda Béatici olarak APS
kullanarak metakrilik asidin karboksimetil seltlibz asi kopolimerini hazirlangiardir.
Monomer ve bglatici konsantrasyonu, reaksiyon sicgiklie siresi gibi parametrelerin
polimerizasyon Uzerinde dnemli etkilerinin ofdurapor edilmgtir (Sun ve ark. 2003).
Xie ve arkadglari hidroksipropil kitosanin metakrilik asit (MAAile asllanmasi
islemini amonyum persilfat biaticisi varlginda gerceklgirmislerdir (Xie 2002). Sun
ve Xu ise amonyum persulfatgiaticisi kullanarak karboksimetil kitosan-hidroksipil
kitosan polimerinin Uzerine maleik asitigilanmasini ve polimerizasyon sistem
parametrelerinin etkisini ag@rmislardir (Sun ve ark. 2004). Yilmaz ve gaha
arkadalari, kitosan Uzerine poli(4-vinil piridin)’i @layarak, monomer miktarinin ve
sicaklgin artmasi ile glama ylUzdesinin belli bir noktaya kadar amti ve bu
degerden sonra ise azalmgilani gosterdgini belirlemislerdir (Yilmaz 1998).

Kitosan Uzerine vinil monomerleriningia kopolimerizasyonu, CAN (seryum
amonyum nitrat) ve PPS (Potasyum persiulfat) gitboks balatici sistemleri kullanarak
da gercekligtirilebilmektedir. Bu sistemler, géli polimerler Gzerinde serbest radikalik
uclar olgturmak amaciyla kullaniimaktadirlar. Poli(viniledat) (PVAc) suya dayanikli
bir polimerdir ve kitosan polimerinin dzelliklerigelistirmek amaci ile kullantlir (Don,
ve ark. 2002). Zhang ve arkgth, zwitter iyonik N,N-dimetil —N-metakrilooksikt
N-(3-sulfopropil) amonyum, monomerini kitosan podim Uzerine 4
kopolimerizasyonu CAN béaticisi kullanarak, asetik asit ¢ozeltisinde vetamosferi
altinda incelemlerdir (Zhang ve ark., 2003). Kim ve arkakai, poli(N-
izopropilakrilamid)’in kitosan polimeri Gzerineidayarak sicaklik ve pH’a karduyarli
asl kopolimerlerin hazirlayarak karakterize eglardir (Kim ve ark. 2000).
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1.2. Kromatografi

Kromatografi, bir érnek icindeki maddeleriir hareketli ve sabit faz arasindaki
dagihmlarina bl olarak ayirma ortamini farkli zamanlarda tenkelerini esas alarak
kalitatif ve kantitatif analiz yapilmasina olanadglayan bir yontemdir. Bu yontemde
calsma duzengi temel olarak iki bilgenden olgur. Bu bilgenlere sabit faz ve
hareketli faz ya da mobil faz adi verilir. Mobilzia icerisinde yer alan bienler, sabit
faza ait dolgu maddesiyle etkjlaeleri sebebiyle, bir miktar tutulurlar. Bu tutulma
ornekteki farkl bilgenler icin farkli miktarlarda olur. BOoylece bgknler sabit fazin
sonlarina dgru, farkh hizlarda ilerledikleri icin, birbirindeayrilmis olarak sabit fazi

farkli zamanlarda terk ederler.

1.2.1. Sabit Fazi Olusturan Destek Materyalleri

Kromatografik yontemlerde kullanilacak destelateryalleri durgun fazin kati
substratidir. Kromatografik ayirimlarda kullanite@ adsorbent olarak adlandirilan kati
destek materyali spesifik olmayan etkitaleri (elektrostatik, hidrofobik, vb.)
minimuma indirilmg, baka bir ifadeyle inert bir materyalden uretikn{genellikle
dogal velveya sentetik polimerik bazli) kiresel paitiér, membranlar veya fiberler
seklindedir (Yilmaz 2002).

Biyolojik sivilardan hedeflenen proteinin Isgifiriimasi ve aystirilmasinda, dgal
veya sentetik kokenli polimerler (polisakkaritlgmliakrilamitler, polivinil polimerler
ve poliakrilatlar) destek materyalleri olarak kuliemaktadir. Bu materyaller kontrol
edilebilir boyut dg@llimina ve gobzenek capina sahip olarak UretileHitlire Kire
yapida kullanilan destek materyallerin boyutu 50-d@t aralgindadir Senel 2004).

Destek materyali, yuzeyinde ligandlarin kldmmasi icin hidroksil, karboksil,
amino gibi fonksiyonel gruplara sahip olmalidir. Bu yanisira hidrofilik ve nétral
davrang, sicaklga kagl dayanikhlik gostermeli ve kimyasal reaksiyordaaktivasyona
veya ligand bglanmasi igin tirevlendiriimeye izin vermelidir vejenerasyon esnasinda
da fiziksel ve kimyasal olarak karar§iini korumalidir (Arica ve ark. 2004, Bayragho
ve ark. 2002).
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Kromatografik ayirimlarda destek materyalirak kullanilan akrilat ve akrilik asit
kokenli polimerler uzun o6marli  sentetik polimeder Bu grupta yer alan
poli(metilmetakrilat), p(MMA), biyouyumlu sentetibkir polimer olmasindan dolayi
biyomedikal ve biyoteknolojik alanda ¢ok sayida wiggna alani bulmaktadir. Ayrica,
akrilik ve metakrilik kokenli polimerler yapay damakontak lens, ila¢ salinim
sistemleri gibi uygulama alanlarina sahiptir. Bu tiateryallerin uzun sireli biyolojik
uyumlulusu ve fonksiyonellsi canli dokulardaki in vivo etkikemleri ile kontrol
edilmektedir. Bu materyal mekanik olarak gucli oémmalan dolayl, enzim
immobilizasyonu ve protein saflariilmasinda da yaygin olarak kullaniimaktadir.
Metakrilik asit iyonize olabilen bir monomer olardklinir ve bu nedenden dolayi

polimeri pH’a kagl duyarhdir.

1.3. Protein Saflastirma Teknikleri

Hedef molekulin biyolojik sivi kagimlarindan aystiriimasi ve saflgtiriimasi
isleminde kullanilan yontemler kromatografik, elektn@tik ve santrifligasyon olmak

Uzere U¢ ana ak altinda toplanabilir.

1.3.1. Kromatografik Yontemlerle Protein Saflastirma Teknikleri

Kromatografi kompleks karmlarda bulunun birbirine yakin 6zellikteki maddele
ayirmak icin kullanilan ¢ok sayida farkh yontengerir. Kromatografik tekniklerin
siniflandinimasi, hareketli ve d@an fazlarin yapisi ve ayirma prensipleri dikkate

alinarak cgitli sekillerde yapilir (Cizelge 1.2).
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Cizelgel.2 Kromatografik teknikler

Kromatografik Yontem Kisaltma Ayirma Teknigi
Jel Gegirgenlik Kromatografigi SEC Molektl buyukIi
Slalom Kromatografi (DNA) - Molekul uzuriu ve esnek§i
Iyon Dezistirme Kromatografi IEC Elektrostatik Etkilgim
Normal-faz Kromatografi NPC Polar Etkilgim
Ters-faz Kromatografi RPC Dispersiv Etkilgim
Hidrofobik Etkilesim ) _ o

_ HIC Dispersiv Etkilgim
Kromatografi
Afinite Kromatografi AC Biospesifik Etkilgim

_ Immobilize metalle
Metal Selat Kromatografi MIC
kompleks

1.3.1.1iyon Desisim Kromatografisi

Net bir ylizey yukine sahip maddenin (protgimers yikle yiklenngikati bir sabit
faz tarafindan tutulmasi prensibine dayanir. Biioteinler yluzeylerinde iyondabilen
gruplara sahiptir (Glu, Asp, His ve Arg amino asithin yan zincirlerindeki amino ve
karboksil gruplari). Bu gruplarin iyonize halde lnunasi ortamin notr olmasina veya
pH’sina bghdir.

Protein ylzeyindeki net yik glg¢mi ortam pH’sinin dgismesine ile dgismektedir.
Her bir protein ylzeyindeki yuk @diminin eit oldugu ve bu nedenle yuksiz olarak
davrandgl bir pH deseri vardir. Bu pH dgerine izoelektrik noktasi (pl) adi verilir.
Ortam pH’sI proteinin pl dgerinden kucguk oldgu durumlarda pozitif yizey yukine ve
pH'In proteinin pl dgerinden buylk oldgu durumlarda ise net negatif ylizey yukine
sahiptir (Arica ve ark. 2004).
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Iyon desistirici recinenin protein saflktirilmasinda etkin olarak kullanilabilmesi
icin durgun fazin tek tirde iyonize olabilen gruplasahip olmasi gerekmektedir. Bu
nedenle negatif yukli iyon dstirici recineler pozitif yukli iyonlara Qanaca! icin
katyon deistirici recine, pozitif yukli iyon dgstirici recinelerde negatif yuklu

iyonlarla elektrostatik etkikgme girecginden anyonik recine adini alir.

1.3.1.2. Afinite Kromatografisi

Afinite kromotografisi, halen makromolekiilertanimlanmasi, safjarilmasi ve
ayrimi icim olgturulmus en iyi metottur ve yiuksek 6zgin molekiler tanimedgganir.
Ozglin tanima yetegime sahip bir molekil (ligand ya da dbayicl) uygun,
c6ziinmeyen, genellikle polimerik malzemeden, kilrgaeda membran formunda olan
bir destek ( matriks ya dastguci tizerinde tutuklaniizole edilecek olan molekiil, analit
ya da hedef olarak isimlendirilir. Hedef molekulgeien c¢ozeltinin, kromatografik
kolondan uygunsartlar altinda gecirilmesi ile hedef molekiller, tnkes Uzerine
tutuklanmg olan ligand tarafindan, secici olarak yakalaniragdsorbe edilir (Arica ve
ark. 2004).

Afinite kromotografisi, kullanilan ligandlarihedef molektile girdi etkilesime
gore, hidrofobik kromatografi, kovalent kromatogratutuklanmg metal selat
kromatografisi gibi gruplara ayriirl975’de Porath ve arkagtari tarafindan protein
saflgtirlmasinda immobilize metal iyon afinite kromatafisi (IMAK) olarak
adlandirilan yeni bir kromatografik yontem ggfilmistir. immobilize metal iyonu ile
biyomolekiller ylizeyinde yer alan histidin, sistewe triptofan gibi aminoasitler
arasindaki secici etkgemden dolayi, hedef molekillerin ayrimindaséali bir sekilde
uygulanmaktadir (Arica 2000, Bayragho ve ark. 2003, Sun ve ark. 2003, Suen ve
Etzel 1992, Bayramiju ve ark. 2006, Bayrangu 2003, Suen 2003 , Kracalikova
2006).



16

1.4. Adsorpsiyon

Atom, iyon veya molekillerin kati ylzeylertigunmasina “adsorpsiyon”, tutunan
taneciklerin ylizeyden ayrilmasina “desorpsiyon’erirmle ayrilacak biken ile dipol-
dipol etkilesimleri, hidrojen b&i, hidrojen b& ve/veya Van der Waals etkglenleri
nedeni ile adsorpsiyonun gercestigi gozenekli katiya “adsorplayici” ya da adsorbent”
ve katl ylizeyinde tutunan maddeye ise “adsorplaadn¥erilir.

Adsorbent ile temas ettirilen molekuller, adgentin bazi kimyasal gruplaryla
etkilesime girerler. Duran fazda meydana gelen bu reaksiyonlar, dipol-dipol
etkilesimleri, hidrojen b& ve Van der Waals etkganleri gibi cesitli ¢ekim
kuvvetleridir. Durgan faz ile yikandiinda, adsorbe edilmeyen molekuller uzaklae
bdylece adsorbe edilen hedef molekullerden aarlirBir kez eliisyon yapildiktan
sonra, hareketli faz destirildi ginde bu kez molekiller yeni hareketli faza ge¢cme
egilimini gOsterirler. Tercihteki bu dgsim, yeni hareketli fazin, dggsmeden kalan
durggan faza goére, daha cok cekim kuvvetinden kaynaklg®arikaya 2000).
Adsorpsiyon olayr daima ekzotermiktir. Adsorpsiyomolekillerin adsorpladiklari
etkilesim bicimine b&l olarak, fiziksel, kimyasal ve gg&im (exchange) adsorpsiyon

seklinde Gge ayrilir.

1.4.1. Adsorpsiyonizoterm Modelleri

Gunumuzde adsorpsiyon, cok sayida fizikseyksal ve biyolojik ayirma
islemlerinde kullaniimaktadir. Tersinir veya tersiranaarak ytruyebilen adsorpsiyon
islemi, ¢ok tabakali yani multimolektler veya tek aihli yani monomolekuler olarak
gerceklgebilir. Adsorpsiyon glemini daha etkin ve az maliyetli bir hale getirmiein

bir cok aratirmaci ucuz ve rejenere edilebilir adsorbentldmaya calgmaktadirlar.

Adsorpsiyon, adsorban yuzeyinde biriken maduaesantrasyonu ve ¢ozeltide kalan
madde konsantrasyonu arasinda bir dengguntaya kadar devam eder. Gazlar igin
konsantrasyon genellikle mol ylzdesi veya kismirbgslarak verilir. Cozeltiler iginse
konsantrasyon kutle birimleri olarak verilir (mgdpm v.s.).
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Adsorplayici ve adsorplanan yaninda, sicaltaksabit tutuldgunda; gaz fazindan
adsorpsiyon, yalnizca basinca; ¢Ozeltiden adsarypsise, yalnizca defme balidir.
Bu durumda ylUzeye adsorplanan madde miktarininntlasya da degimle desisimini
veren cizgilere “adsorpsiyon izotermi” denir. Zamaerisinde Jaeger ve Erdos
tarafindan olgturulan genel bir formilden yola cikarak bir cokastirmaci, farkli
izoterm denklemleri ortaya koyrglardir. En genel kullanim goren izotermler

Freundlich ve Langmuir denklemleridir (Sarikaya @08acak 2002).

1.4.1.1. Langmuir Adsorpsiyonizoterm Modeli

Yuzey kimyasi alanindaki gghalarindan dolayr 1932 yili Nobel Kimya Odiili
sahibi Amerikall bilim adami Irving Langmuir (188B57) tarafindan 1916 yilinda
kimyasal adsorpsiyon icin ¢ok basit bir izoterm klemi turetilmitir (Cebe 1998,
Sacak 2002 ). Tek tabakal fiziksel adsorpsiyoncgéeeltiden adsorpsiyon icin de
gecerli olan bu gtli ge “Langmuir denklemi” denir. Adsorpsiyon ve desaypn hizlari

birbirine aitlenerek Langmuir denklemine kolaylikla gecileb@htedir.

Cer™ Om Caerd (Ka+ Caen) (1.1)

Yukaridaki gtlik ile verilen Langmuir adsorpsiyon izoterm mdidee; oy
adsorplayicinin maksimum adsorpsiyon kapasitesng/d kati); Gen, sulu ortamdaki
solut konsantrasyonunu (mg/ml);qeq adsorplayiclya dengede adsorplanan solut
miktarini (mg/g kati); ve Kise ayrilma sabitini (mg/ml) gostermektedir.

Langmuir adsorpsiyon kuraminda, kati yizeyiher noktasinin ayni o6zellikte
oldugu, adsorbe olan molekillerin kati ylzeyini monorkdleer (tek molekul
kalinhginda ) orttigl, kati yizeyinde kapatilmagnbulunabilecgi varsayilir. Langmuir
modeli, git olarak ulgilabilir adsorpsiyon yerleri, tek tabakal ylzeypkanasi ve
adsorbe edilen tirle etkfien olmamasi gibi, homojen ylzey adsorpsiyonuna disya
(Ruckenstein ve Guo 2001, Arica ve ark. 2004).
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1.4.1.2. Freundlich Adsorpsiyorizoterm Modeli

Alman Fizikokimyaci Herbert Max Finlay Freuicth (1880-1941) tarafindan,
heterojen adsorpsiyonlar icin, Langmuir denklemimdddiretilen, Freundlich

adsorpsiyom izotermi kullanilir .

Gen = Kr(Caen) v (1.2)

Yukaridaki gitlik ile verilen Freundlich adsorpsiyon izoterm deinde; Qen
dengedeki adsorbe edilen solut giemini (mg/g kati ); Gen, dengedeki sulu ortamdaki
solut dergimini (mg/ml); Ke ve n, sistemin karakterigtiolan Freundlich sabitleridir.
Kg, Freundlich izoterm modelindeki kapasite paransetfeng/g kati); n, Freundlich
izoterm modelindeki adsorpsiyon gnlugunu gosteren Ussel parametredir. Freundlich
esitli gi, bir proteinin, bir adsorbent Uzerindeki bir yebaglanmasinin adsorpsiyon
enerjisinin, korgu yerlerin zaten spal edilip edilmemesine A olusunu belirten
deneysel bir bantidir (Li ve ark. 2004, Bayrangtu ve ark. 2007).

1.4.1.3. Cok Tabakali Adsorpsiyondliskin BET Denklemi

Katl ylzeyinin adsorpsiyon olaylyla mutlaklaanda ortiilmesi sivilena ve cok
tabakall molekiler adsorpsiyonu birlikte getirmekteBrunauer, Emet ve Teller (BET)
izotermi, Langmuir izoterminin ¢ok tabakali adsaeypsa uyarlanmasi olarak
distnulebilir. BET izoterm gtli gi, adsorplanan molekiler tabakalarin kondenzasyon
ve buharlama hizlarinin dengeye glaasi temelinden hareket edilerek tiretglini
AH; adsorpsiyon 1Isisi sadece birinci monomolekilerakab icin fakat AH_

kondenzasyon (sivgena) 1sisi ise tum molekdller tabakalari igin go@@a alinmgtir .
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Bu aciklamalarin siginda BET c¢ok tabakali adsorpsiyon izotermgagadaki
bagintiyla bilinmektedir.

Oden = BQO Cden/ (CS'Cder)[l + (B'l)(cder(cs] (13)

BuradaCs adsorplanan bikenin doygunluk konsantrasyonu, B @ ise sirasiyla
adsorplayici yuzeyi ile ¢ozelti arasindaki etyite enerjisini gosteren ve tek tabaka

adsorpsiyon kapasitesini ifade eden bir sabittir.

1.5. Enzim

Enzimler, canli hicrelerde biyokimyasal rewbslari katalize eden protein
yapisindaki biyolojik katalizérlerdir. Enzimler, tiglerde ¢ok 6nemli metabolik
gorevleri oldgundan ¢ok ggtli amaglar igin kullaniimaktadir. Enzimler; ekmedit ve
mamdlleri, bira, alkol, gasta, deri, tekstil, petrol, deterjan tretimindek anaddelerin
aritilmasinda ve ghk alani olan tipta this ve tedavide kullanilirlar. Fadaki bazi
reaksiyonlar olmasi istenen ortamdaksWitara bali olarak (sicaklik v.b.) ya ¢cok uzun
surede gercekig yada hi¢c gercekignezler. Enzimler bu tir reaksiyonlari
katalizleyerek bu reaksiyonlarin ghadaki kgullarda meydana gelmesini @ar.
Enzimler bu katalizleme slemini, reaksiyonun aktivasyon enerjisini sdierek
gerceklatirirler (Trevan 1980).

Enzimlerin kimyasal olarak protein yapisindid ve proteinlerin gostergii tim
kimyasal ozellikleri (isoelektrik nokta v.b.) gostéer. Enzimlerin protein kismi der
dogal proteinlerde oldgu gibi peptid bdlariyla birbirine bglanmg 20 amino asitten
olusur. Ancak c¢c@u enzimde posttranslasyonal modifikasyonlar sonymrotein
zincirinde yer alan amino asitlerin R-gruplarindeaibkimyasal dgsiklikler meydana
gelebilmektedir. Bunun yani sira yine posttrangdasy modifikasyonlar sonucu protein
zincirine karbonhidrat, lipid, cesitli organik méldler veya metal iyonlarinin

baglanmasi s6z konusu olabilmektedir .
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1.5.1 Enzim Aktivitesi

Enzimlerin aktivitesi reaksiyonun hizi ile sdegerdir ve bir cok sekilde
tanimlanabilir. Spesifik aktivite, 1 mg enzim tarmfan birim zamanda dogiine

ugratilan substratipmol miktaridir.

1.5.2. Lizozim

Lizozim, ilk olarak Londra’da Bakteriyolog AlexandEleming tarafindan 1922’de
kesfedilen bir hidroliz enzimidir. Fleming gak aldginda, mukus salgisindan birkag
damlay! bakteriyel kultire yeggrmis ve bakterilerin bir slire sonunda parcalgndi
kesfetmistir. Bakterileri parcalayan, mukustaki bu antibaiktel madde lizozimdi
(Freeman ve Stryer 1995). Daha sonrakisgalarda, lizozim vicut salgilarinda,
gOzyainda, tukrikte, rahim boynunda, bitkilerde ve yutaubeyazinda bulungu
tespit edilmgtir. GOzyaindaki lizozim, gbzdeki enfeksiyonlara kaisavunma gorevi
yapar. Mide salgilarindaki lizozim, eritme yetghsayesinde koruma gorevi yapar.
Yumurta beyazindaki lizozim ise, embriyoyu ve besiaddelerini, bakteriyel etkilere
karsi korur. Tavuk ile hindi, ve orangutan ile kesafamlarda var olan lizozim, amino
asit dizisinde benzerlikler gosterir ( Matsushinesavk. 1969 ).

Enzimin yapisi, 1965 yilinda David Phillipgrafindan, X ginlari kullanilarak
aciklanmgtir. Tavuk yumurtasi lizozimi, elipsoidajeklindedir. Boyutlar yaklak
olarak 45x30x30 Angstrom olan, 129 aminoasit kedindan olgmus kiguk bir
proteindir. Lizozimin bir birim girhg yaklasik 14600 daltondur. Ug kisa zinciri
mevcuttur ve 4 disllfit ka icermektedir (Blake ve ark. 1965). Proteinin tesindaki,
alfa heliks yapisi 129 aminoasit kalintisindan &2arafindan (%42) ofturulmustur.
41 ve 45 ile 50 ve 54 amimo asitlgbitabakasini okturur ve 46 ile 49 amino asitleri
sac tokasiI meydana getirirler ( Diamond ve ark5)96
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Sekil 1.3. Lizozimin tg¢ boyutlu yapisi

1.5.2.1. Lizozimin Kullanim Alanlari

Ticari dgeri olan lizozimin kullanim alanlari, gida parala oldgu kadar,
eczacllikta da fazladir. Lizozimin gucli bir antberiyel aktiviteye sahip olmasi
eczaclliktaki ticari dgerini artiran ©6nemli bir 0Ozefidir. Bu enzim, klinik
uygulamalarda Ulserlerin, enfeksiyonlarin, yanikiar tedavisinde ve bazi
antibiyotiklerin bir destekleyicisi olarak muazzdm potansiyele sahiptir (Alderton ve
ark. 1964, Arica ve ark. 2004).

Gida endustrisinde ise, paketleme filmlerimintiseptik duruma getirilmesi icin
kullantlir. Sosis,sucuk,gder etler ve st tozu gibi yiyeceklere, koruyucu raka
eklenebilir (Reid 1987). Lizozim, gidalarin konsenapilmasi sirasindaki sterilizasyon
icin gerekli olan sicak@la disiirmekte ve immobilize edilerek otosterilizasyonuriza
kullaniimaktadir (Procton ve Cunningham 1988). kino, peynir olgunlstiriimasi,
mayalanmasi sirasida butirik asit fermantasyonwhees olan bakteriyel turlerin, bir
inhibitéri  olarak mandira teknolojisinde kullanilktadir. Lizozimin pihtilama
zamanini kisaltmak ve Grini artirmak icin kullarmgmda miamktndir ( Giangicomo
ve ark. 1992).
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2. MATERYAL VE YONTEM

Calsmamizda, lizozim enzimine spesifik bir iyon gikgirici destek materyali
hazirlanmasi icin; mekanik gucl yuksek, biyolojie kimyasal degradasyona kar

direngli, kiire geometrisine sahip metakrilik agitanms kitosan polimeri hazirlandi.

2.1. Kimyasal Malzemeler

Lizozim (tavuk yumurtasi beyazindan EC 32.de insan serum albumin Sigma
Chem. Co. (St. Louis. MO, ABD) firmasindan alinMetakrilik asit (MAA) Merck
AG’den (Darmstadt, AlImanya) temin edildi v€Cide saklandi. Amonyum persiilfat,
kitosan ve Epiklorohidrin Sigma Chem Co. Firmasmdandi. Dger tum kimyasallar
analitik saflikta olup, Merck AG (Darmstadt, Aima)yfirmasindan temin edildi. HPLC
saflik derecesinde kullanilan asetonitril, triflasetikasit, ultra saf su kimyasallari
Merck firmasindan ve HPLC cafnalarinda kullanilan protein kolonu ve 6n kolon,
0.45 mm gb6zenek capina sahip karfilireler ve siringalari, milipor filtre sistemleri
Supelcdirmasindan alindi.

Calsmamizin her gamasinda kullanilan su, Barnstead (Dubuque, 1A, JJS@pure
LP marka ters ozmoz, Barnstead D3804 NANOpure dkganiloidal uzaklatirici
yuksek akyli seliloz asetat membran (Barnstead D2731) Unitele iyon-degisim
kolonundan olsan ultra-saf su sisteminden elde edildi. Bu sistalanilarak elde

ettigimiz suyun iletkenii 18 mS/cm dir.
2.2. Yontem
2.2.1.1yon degistirici kiirelerin hazirlanmasi
2.2.1.1. Capraz bgh Kitosan Kirelerin sentezi
Hazirlanan kitosan ¢oOzeltisi (%4 asetik aggrisinde) sodyum hidroksit (2.5 M)

cOzeltisine damlalar halinde ilave edilerek kitodameler hazirlandi. Okan kitosan

kUrelerin mekanik dayanimlarini arttirmak amaciple’st 10.0 olan epiklorhidrin
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(ECH) cozeltisi ile 6 saat 50C’'deki su banyosunda inkiibe edilerek capragliba
kitosan kureleri elde edildi. Bylem basam@&nin ardindan kureler distile su ile pH’si

degsismeyene kadar yikandi.
2.2.1.2. Capraz bgl Kitosan Kurelerin Modifikasyonu

Capraz bagli kitosan korelerin modifikasyonu; amonyum peratilfoglaticisi
varhiginda metakrilik asit (MAA) komonomerinin radikalpolimerizasyon yontemi ile
asllanarak kitosan-g-pMAA iyon dastirici kireleri sentezlenerek gercektielimi stir.
Kitosan-g-pMAA kopolimerinin sentezi; yaldék olarak 1.0 g capraz pla kitosan
kurelerin bulundgu iki boyunlu balon icerisinde, amonyum persulfaglaticisi (6.58
mM, 9.0 ml) ve metakrilik asit (0.2 ml) monomeri riginda azot atmosferinde
gerceklatirilmistir. Asi kopolimerizasyonu, polimerizasyon ortam sigaklin 60°C’de
sabit tutuldgu ve 3 saat siureyle 200 rpm karma hizinda surekli kagtirildigr islem
kosullarinda gercekkgirilmistir. Sentezlenen kitosan-g-pMAA iyon glstirici kireleri
distile su yikandi. Ortamda kalan reaksiyona girmgernlan homopolimerleri
uzaklgtirmak igin sicak su ile ekstrakte edildi. Mononoganinin allama yuzdesi (%
G) ve verimine (% E) etkisi agtarilarak optimize edildi.

Asilama ylzdesi ve verimi gravimetrik yontem kullamdk gilamadan once ve
sonra kuru Kkatlelerin belirlenmesi ile vesagidaki sitliklerin kullaniimasi ile

hesaplannstir.

%G = szwl x 100 (2.1)

1

%E= "2 x100 (2.2)

3

Burada W, W, ve W4 degerleri sirasiyla; kitosanin Bangi¢, allanms kitosanin
ekstrakte edildikten sonraki ve ekstrasyonundarekinctoplam drin (kopolimer ve

homopolimer) kitlesini ifade etmektedir.
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2.2.2. Kurelerin Karakterizasyonu
2.2.2.1. Denge Suicerigi

Kitosan-g-pMAA kurelerinin denge su igerikléarkli ortam pH’larinda (pH 4.0-
8.0) ve distile su icerisinde oda sicgkhda gravimetrik yontemle tayin edildiyon
degistirici kirelerin denge su iceriklersagidaki sitlik kullanilarak hesaplandi.

Denge su icegii (%)={(WsWjy )/Wy=x100 (2.3)

Burada, W ve W; sirastyla, denge su icgme ulgmis kirelerin ve kuru kirelerin
kitlesini ifade etmektedir.

2.2.2.2. Gay-Lussac Piknometresi ile Yagunluk Tayini

Iyon degistirici kirelerin yaggunlugu Gay Lussac piknometresi ile, 5 sicaklikta
membran diskleri igin ¢dzucu olmayan bir sivi (nkBe) kullanilarak belirlendi.

2.2.2.3. Spesifik Ylzey Alani

Kitosan-g-pMAA kurelerinin spesifik ylizey alani BEBrunauner-Emmett-Teller)

2.2.2.4. Taramali Elektron Mikroskopu

35 °C sicaklikta vakum etiiviinde Kurutulan iyongigérici kitosan-g-pMAA
kureleri azaltilmy basin¢ altinda altin ile kaplandi ve elektron w#kop fot@raflar
JEOL (JMS 5600) taramali elektron mikroskobu kulkak elde edildi.
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2.2.2.5. FTIR Spektrumlari

Kitosan, capraz kg kitosan ve kitosan-g-pMAA kirelerin FTIR spektniari,
FTIR spektrometresi (Mattson 1000 FTIR, Ingilteke)lanilarak elde edildi. Tabletler
0.01 g kuru kire parcasi ve 0.1 g KBr kianlarak elde edildikten sonra spektrumlari

alindi.

2.2.2.6. Amin Grubu Tayini

Hazirlanan kdrelerin  ailiebilir amin gruplari  miktarinin  titrasyon ile
belirlenebilmesi icin, capraz pla ve/lveya MAA gilanms kitosan kireleri (0.2 g),
distile su icerisinde 24 saat bekletildi. Bu simawsnda stzllen kireler 1 saat siresince
HCI ¢ozeltisi (2.0 M, 10 ml) ile muamele edilerekadl NaOH c¢o6zeltisine (2.0 M) ksr
titre edildi.

2.2.2.7. Karboksil Grubu Tayini

Kitosan-g-pMAA kurelerin ylzeyde gitebilir karboksil grubunun titrasyon ile
belirlenebilmesi icin, kureler (0.2 g) distile sgerisinde 24 saat bekletildi. Bu sure
sonunda sizilen mikrokireler 1 saat stresince Ng@i¢ltisi (2.0 M, 10 ml) ile

muamele edilerek ayarli HCI ¢ozeltisine (2.0 M)skaitre edildi.

2.2.3. Lizozim Adsorpsiyon Cakmalari

2.2.3.1. Sulu Cozeltiden Lizozim Adsorpsiyon Davrasinin incelenmesi

Metakrilik asit b&lanms iyon degistirici kitosan kurelerin sulu ortamdan lizozimin
adsorpsiyon davragiikesikli sistemde incelendiyon desistirici kitosan kirelerine sulu
cOzeltiden lizozim adsorpsiyonuna; pH, sicakliksléagic lizozim konsantrasyonu ve
iyonik siddetin etkisi argtirildi. Bu yol ile yeni sentezlenen lizozime syigskurelerin
sulu ortamdan lizozim molekullerine gosterdiklefinde aratirilarak adsorpsiyon

sistemi karakterize edildi. Kureler Gizerine lizozawsorpsiyonu, asetat (50 mM pH 4.0-
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5.0) ya da fosfat tamponu (50 mM, pH 6.0-8.0) ddmkh pH’larda calgildi. Sulu
ortamdan lizozim adsorpsiyonu Uzerine sicaklietkisi ¢algmasi, dort farkli sicaklikta
(4, 15, 25 ve 37°C), fosfat tamponu (50 mM, pH 6.0 ve pH 7.0) igede
gerceklatirildi. Iyonik siddetin etkisi ise ¢Ozelti ortamindaki 0.0-1.0 Malatinda
dezisen NaCl konsantrasyonunda gnaldi. Iyon desistirici ve/veya metal iyonu
immobilize edilmg afinite kirelerin adsorpsiyon kapasitesini tayitmek icin
cOzeltideki lizozim bglangigc konsantrasyonu, 0.125-3.00 mg/ml arasingstaéddi.

Her set keullarinda kureler, 5 ml tampon c¢ozeltisi (50 mMg ibengeye
getirildi. Butiin adsorpsiyon deneyleri 25 °C sidtid, 0.5 mg/ml bgangic¢ lizozim
konsantrasyonuna sahip sulu ¢ozeltinin kireleSileaat, 100 rpm katirma hizinda
yuratuldd. Bu periyodun sonunda kureler, adsorpsiywtamdan uzaksarildi ve
kirelere adsorplanan lizozim miktari, adsorpsiyotaraindaki bglangic ve 3 saat
sonundaki adsorpsiyon ortaminda kalan bakiye protensantrasyonun ciftsik
demetli UV/VIS spektrofotometresi (Shimadzu,Tokyalapan, Model 1601)
kullanilarak, 280 nm dalga boyunda adsorbansladlmiimesiyle tayin edildi. Kurelere
adsorplanan lizozim enziminin miktagagidaki formal yardimiyla hesaplandi.

q=/Co-C)\s//m (2.4)

Yukaridaki gitlikte q; koreler Uzerine adsoplanan lizozim mikta (mg/g), G;
baslangi¢c protein konsantrasyonu (mg/ml), C; adsoggsigleminden sonra ortamda
kalan bakiye protein konsantrasyonu (mg/mk, &dsorpsiyon ¢ozeltisinin hacmini (ml)

ve m; adsorpsiyon ortamindaki kirelerinin kitlegmg) gostermektedir.

2.2.3.2. Adsorpsiyon Kinetikleri

Kitosan-g-pMAA iyon dastirici kirelerin lizozim adsorpsiyonunda elde ediil
deney sonugclari, birinci ve ikinci dereceden kiketmodellerle uygulanarak,
adsorpsiyon sisteminin kingtiarastiriimistir. Lagergren birinci derece hizit gi, sivi
bir ¢ozeltiden, katinin adsorpsiyonu icin, en yaygullanilanlardan biridir (Lagergren
1898) ve gagidaki sitlik ile verilir.
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d
?‘;' = Ky (Cq = ) (2.5)

Esitli gin integralinin alinmasi ile (t = 0 aninda=0 ve t = t oldgunda ise g= q)

asagidaki sitlik elde edilir.

log( Geq— @) =109 Geq— (ku t) / 2,303 (2.6)

Ikinci derece kinetik model ile elde edilen adsoypsi denge kapasitesiagida
verilen aitlikten elde edilir ( Ho ve ark. 1999).

dg _
E_ k2(qeq_qt)2 (27)

Yukaridaki gtlik, sinir kosularda intregre edilerek, ikinci dereceden gap

denklemi elde edilir.

[iJ =2yt (2.8)
qt kquq qeq

Bu aitliklerde k; veks, birinci ve ikinci dereceden adsorpsiyon hiz sk ve g
mg'dak?), geq Ve g sirasi ile denge ve t aninda adsorplanan lizoziktamdir (mg @").
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2.2.3.3. Termodinamik Parametrelerin Belirlenmesi

Langmuir adsorpsiyon izoterm modelinin uygodsindan elde edilen izoterm
parametereleri arasinda yer alag #eseri kullanilarak farkli sicakliklarda bigme
sabiti (K&=1/Kq) hesaplandi ve sagidaki sitlige gbore van't Hoff grisi cizilerek
termodinamik parametreler A, AS ve AG) hesaplandi (Oktem ve ark. 2007,
Bayramglu ve ark. 2006).

In Ka = 4S/R -AH/RT (2.9)

AGassoE' RTl n Ka, (2 . 10)

burada R gaz sabitidir (8.314 J/mol K).

2.2.3.4. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Uygun kaullar altinda, destek materyaline adsorplanan hdigslojik molekil
farkh pH, iyonik siddet veya uygun spesifik elUentler kullanilarakesadrbe
edilebilmektedir. Kitosan-g-pMAA kirelere adsorpdan lizozimin desorpsiyon
deneyleri, pH’si 8.0 olan 1.0 M KSCN igeren tampgideeltisi icerisinde yapildi.
Lizozim adsorplanngi kiireler, 25°C’de 100 rpm kastirma hizinda 2 saat sireyle
karistirilan desorpsiyon ortaminda tutuldu. Destek nyatiérden ayrilan ve desorpsiyon
ortamina gecen lizozim miktari spektrofotometrikarak tayin edildi. Yeniden
kullanimi belirlemek igin, adsorpsiyon-desorpsiyglemi ayni afinite destek materyali

kullanilarak 7 kez tekrar edilerek kirelerin tekkatlanim 6zellikleri test edildi.
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2.2. Yumurta Akindan Lizozim Ayri stirilmasi ve Saflastiriimasi

Yumurta beyazindan lizozimin adsorpsiyonu icin; W@b alkolle silinen gunluk
yumurtalardan, 100 ml yumurta beyazi ayrilarakj®@, pH 7,0 fosfat tamponu ile 1:1
oraninda seyreltildi. Yumurta beyazi, buz banyosinanikserle Kkastirilarak
homojenize edildi. Daha sonra ultrasantrifij ile°@de, 12000 rpm’de, 10 dakika
sureyle santrifijlendi ve stipernatant alindi.

Yumurta aki orn@ndeki toplam protein konsantrasyonu Bradford Yamte ve
HPLC ile tayin edildi. Ayrica, iyon dgsim kromatografisi alaninda kullaniimak tzere
biyolojik bir sivi karsim olan yumurta akindaki lizozimin saftailmasi amacina
yonelik hazirlanan kitosan-g-pMAA iyon ggtirici kirelerin adsorpsiyon gdimi,
ayristirilan lizozim enziminin saffi ve saflik derecesi HPLC ile ataildi (Saribek
2006).

Adsorpsiyon deneyleri, yumurta beyazi icin#gpsan-g-pMAA iyon dgistirici
kireleri ile toplam 5.0 ml hacimde, kesikli sisteen#5°C’de, 4 saat streyle 100 rpm
hizda devamli kagtirilarak yapildi. Kitosan-g-pMAA iyon dstirici kirelere adsorbe
edilen lizozimin elisyonu pH’'si 8.0, 1.0 M NaCl yapildi. 2 saat sureyle, 100 rpm
hizda devamli kagtirilarak elte edilen lizozimin sagh, HPLC ile tespit edildi.

2.3.1. HPLCIsletim Kosullari

Calgsmamiz da kullangamiz HPLC sistemi (Dionex Co., Germering, Germany);
vakum gaz gidericisi sistem icinde bulunan dorttimpa (Model P580A), enjeksiyon
kapasitesi 1'den 250l'ye degisebilen bir otosampler (Model ASI-100), bir kolomiu
(Model STH 585) ve bir UV-Vis dizi diyod dedektoiMédel 340S) unitelerini
icermektedir. Proteinlerin kromatografik ayrimi, kolon (20 mm, i¢ ¢capi 4.6 mm) ile
korunan, protein kolonu (150 mm x i¢ ¢cap! 4.6 mha)gerceklstirildi. Kromatografik
calismalarda kullanilan batin protein cozeltileri, pliti ve blylik agregatlari
uzaklgtirmak icin, membran filtresi (0.2um, millipor) ile 6nceden filtre edildi.
Proteinlerin aygtirilmasinda tgyici faz olarak A hattinda; MiliQ saf su icerisen@o
0,1 Trifluoroasetik asit (TFA) ve B hattinda ise9 asetonitril (AcN) ve % 5 ultra saf
su icerisinde % 0,1 oraninda TFA kullanildi. B ha#iyici fazi, A fazina oranla 20
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dakika igerisinde % 25'ten % 60’a c¢ikarildi. 4.5i#a sonunda ise % 60’'tan % 25’e
indirildi. Hareketli fazin akg hizi 1 ml/dakika olarak secildi. Kolon firin sid¢ak 25
°C’ye ayarlandi. Kromatografik ayrim, 1.0 mil/dakiskizinda, bir gradiyent program
kullanilarak ve otosamplerin drnek enjeksiyon had®il olarak gerceklgtirildi. UV-
Vis dedektor 220 nm’ye ayarlandi ve sicaklik 25%C’dabit tutuldu. Dionex
CHROMELLEON® yazilimi kullanildi ve bilgi elde edilmesi ve egtasyonu igin,
Windows 98 §letim sistemi altinda cahirldi. Bu veri programi ile pik integrasyonlari

yapilarak her bir proteinin pik alani elde edildi.

2.3.2. Saflatirllan Lizozim Enziminin Aktivitesi

Saflgtirma deneylerinde, lizozimin aktivitesi, 620 nm’dgpektrofotometrik
olarak belirlendi, fosfat tamponunda (0.1 M, pH )7<lispanse edileiMicrococus
lysodeikticus hicrelerinin  kdltirinin turbiditesindeki azalmazokimin ve/veya
eliisyon sonucunun eklenmesinden sonra 6 dakikangayizlendi. Bir Unite lizozimin
aktivitesi, 25°C’de ve pH 7.0’de bir dakikada Od#gerini 0.001 azaltan enzim miktari
olarak tanimlandi (Saribek 2006 , Arica ve ark.Z2®ica ve ark. 2004).
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3.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTI SMA

Polimerik destek malzemeleri adsorpsiyon, tutuklakoaalent bglama yontemleri
ile organik (Buchanan ve Nicel 1999), inorganik keyolojik molekillerin, sulu
ortamlardan aystirilmasi ve saflgtirilmasina yatkindirlar ve fiziksel/kimyasal bigim
acisindan metalelat regineleri, hidrojeller (Bayramtu ve ark. 2002, Bayrangu ve
ark. 2007, Bayramgu 2003), membranlar (Bayrarglo ve ark. 2006, Arica ve ark.
2004) ve mikrokureler (Bayrangtu ve ark. 2006, Feiyan ve ark. 2006) gibi yapiéard
hazirlanabilirler.

Biyoteknoloji ve genetik mihendiglnin gelisimi ile birlikte proteinlerin
endustriyel dlcekte dretiimesi cahalari hiz kazanmgtir. Son yillarda sentetik
polimerlerden hazirlanan destek malzemelerle bjijolanolekillerin ayrilmasi ve
saflgtirilmasi ilgi ceken bir agtirma alani olmg ve polimerik destek malzemeleri
inorganik destek malzemeler yerine kullaniimayasldramstir. Ozellikle, destek
malzemelerinin, farkli ylzey modifikasyon yontemlerkullanilarak ceitli
biyomolekdller ile etkilgebilecek afinite 6zelliklere sahip olacgdkilde tasarlandiktan
sonra ve afinite kromatografisi alanindaki kullalamdikkat c¢ekicidir.

Sentetik polimerlerin @@l bir polimer olan kitosan tzeringi&opolimerizasyonu
istenilen dzellikleri kazandirmak ve giii tipte yan zincirlerin secilmesi ile uygulama
alanlarini genletmek acisindan oldukca dnemlidirsilma klemi sonrasi glanms
polimer ile ana polimer malzeme kadastirildiginda ytzey 6zelliklerinin bir batin
olarak dgistigi konu ile ilgili yapilan ¢camalarda belirtiimektedir (Achmatowicz ve
ark. 1965, Hegazy ve Abd EI-Rehim 1997).

Sunulan caima kapsaminda, capraz gha kitosanin hedef biyomolekdl icin
(lizozim enzimi) spesifik bir ylizey 6zedii sunmasi amaci ilesakopolimerizasyonu
yontemi kullanilarak modifikasyonu sonucunda iyoegigtirici destek materyalinin
hazirlanmasi hedeflengtir. ilk basamakta, kitosan polimeri ¢ozeltisinin NaOH
cOzeltisi icerisine damlatilarak hazirlanan kuareler(Sekil 3.1) alkali ortamda
epiklorohidrin (ECH) ile inkibe edilerek caprazgtemmasi sglandi. ECH ile capraz
baglanarak hem asidik kallara dayanikli olmasi gendi, hem de metakrilik asit
monomerinin bglanabilmesi icin kitosanda fonksiyonel gruplar gluruldu. ikinci

basamakta ise lizozim enzimine spesifik bir afirdistek materyali hazirlanmasi igin;
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capraz bah kitosan kurelerinin ylzeyine metakrilik asit kyasal yolla alanarak
modifiye edildi ve bu yolla mekanik gucl yuksekyddbjik ve kimyasal degradasyona
karsi direncli, kiire geometrisine sahip metakrilik asjtlanms kitosan, kitosan-g-
metakrilik asit,iyon desistirici destek materyali okiuruldu. Hazirlanan iyon ggstirici
destek materyalinin sulu ortamdan lizozim adsomusiy sleminde kullaniimasi ve
adsorpsiyon sistemine etki eden parametrelerigtiatarak sistemin optimizasyonu
sgilandl. Calsmamizin son gamasinda ise, belirlenen optimum gala kaullarinda
iyon dezistirici  kitosan-g-MAA kireler, yumurta beyazindanzdizim enzimi

saflgtirmasi cagmasinda kullanilngtir.

—~  Kitosan Cdzeltis

-

_——— % 5°lik NaOH gézelti

—

oo
G

™ Kitosan Kireer

Sekil 3.1. Kitosan kurelerin hazirlanmasi
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3.1. Kurelerin Karakterizasyonu

Capraz h#i kitosana MAA allanmasi gleminde monomer konsantrasyonunun
kopolimerizasyona etkisi agtarildi ve sonuclar Sekil 3.2'de verildi. Reaksiyon
ortaminda MAA oraninin artmasi ileilma yuzdesi ve veriminin belirli bir dere
kadar arttgl belirlendi. Ailama ytizdesi ve verimini artirmasini); polimerizasyon
ortam pH’Inin azalmasi ve dolayisi ilestaicinin daha hizli awmasi, ii) redoks
isleminin hizlanmasi,iii) homopolimerizasyon vesdgama gleminin balangicinda
ortamda serbest radikalik tdrlerin daha c¢ok olmas), reaksiyon ortamindaki
maddelerle kitosanin daha uyumlu hale gelmesi eseki cozunurlik vev) yiksek
konsantrasyonda MAA’In bulunmasi MAA molekillerinimevinimsiz  kitosan
makroradikallerine daha kolay gtebilir hale gelms olmasina sebep olmasi gibi

mekanizmalar ile aciklanabilegidbelirtimektedir ( Lagos ve Reyes 1988).

80 -
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Sekil 3.2. Asllama yuzdesine MAA konsantrasyonunun etkisi (rgaks sicaklgl,
60°C; reaksiyon siiresi, 3 saat; APS, 6.58 mol/L)
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Sekil 3.3. Asilama verimine MAA konsantrasyonunun etkisi (regisi sicaklgl, 60°C;
reaksiyon suresi, 3 saat; APS, 6.58 mol/L)

Protein ve enzim aytirilmasi ve/veya saffairiimasi calgmalarinda, afinite
materyalin dolgulu kolon sistemlerinde kullanimisdiildizinde denge su icéri
oldukca 6nemlidir. Kitosan-g-pMAA kurelerinin denga icergi %94.6 Qekil 3.4),
yogunlugu ise 1.67 g/crholarak belirlendi. Kire yapida hazirlanan kitosppMAA
yapisindaki COOH gruplarinin vaiindan dolayi, hidrofilite derecesi yuksektir ve bu
nedenle capraz Bh kitosana gore denge-su iganin oOnemli Olctde artg
belirlenmgtir. Destek materyalinin denge su iggrfarkl ortam pH’larinda incelenmi
ve artan pH ile art@ belirlenmitir. Su absorplama miktarlari yani denge-su igeri
destek materyalinin gbzenek@iine ve gozenek boyutuna @alir. Calsmamizda
hazirladgimiz destek materyali gozeneksiz bir ylzey yapisetasp oldgundan, iyon
degistirici kurelerin pH’a b&mliligl yapisindaki iyonize olabilen gruplaraghaolarak
aciklanabilir. Kurelerin spesifik yiizey alani, BE®ntemi ile élcildii ve 4.36 city
olarak belirlendi.
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Sekil 3.4. Kitosan-g-pMAA kurelerin distile su icerisinderdge-su icegi

Kitosan-g-pMAA kirelerinin ylzey vyapisSekil 3.5'de taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile belirlendi. Kirelerin oldukghizgin kiresel ve gézeneksiz bir
ylizey yapisina sahip olduklar gozleniijon desisim kromatografisi alaninda iyon
degistirici olarak sentezlenen matriks icin elde edilgizeneksiz yapi difizyonel

kisitlamalari ortadan kaldiglicin 6nemli bir avantaj okturmaktadir.
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ZEBMm F.IRIKKRALE

Sekil 3.5. Kitosan-g-pMAA iyon dgistirici ktirelerin SEM mikrografi

Kitosan polimeri ve kitosan-g-pMAA kurelenmiFTIR spektrasi,Sekil 3.6'te
sunuldu. FTIR spektrumunda, 3436 ve 1584 'cla gozlenen pikler kitosanin
karakteristik hidroksil ve amino gruplarina aittir1626 da cm de gozlenen pik ise
kitosanin arta kalan asetamid gruplarinin karbamiesimine kagilik gelmektedir.
Metakrilik asit ailanms kiirelerde kitosan polimerinde olmayan 1560 deki pik ve
metakrilikasitin karbonil gruplarindan ileri gele MMA’'nin ester konfigirasyonunu
ifade eden absorpsiyon piki ise 1672 tme gozlenmesi kitosan kiirelere metakrilik
asitin gilandginin bir gostergesidir.
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Sekil 3.6. A) Kitosan polimeri B) kitosan-g-pMAA kirelerin FRR spektrumu

Capraz bz kitosan kirelerin ylizeyinde eilebilir amin grubu miktari titrasyon
yontemi kullanilarak 2.14umol/g kire olarak belirlendi. Metakrilikasit monome
karboksilik grubu t@masi nedeni ile, destek materyalinin ylzeyindepydsal yolla
asllama ile kitosan polimeri modifiye edilerek yizege lizozim molekulleri ile
spesifik etkilgimin gerceklgebilecei serbest karboksil gruplari alwrulmus oldu.
Kitosan-g-pMAA kurelerinin esilebilir karboksil grubu miktari, potansiyometrik

titrasyon yontemi kullanilarak 11.2fhmol/g kire olarak belirlendi.
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3.2. Sulu Cozeltiden Lizozim Adsorpsiyonu Cagmalari

Iyon desistirici kitosan-g-pMAAKirelerin hazirlanmasi icin optimize edilen deney
protokoliin olgturulmasini takiben, yeni gglirilen destek materyallerinin sulu
ortamdan lizozim adsorpsiyonu gahalari gercekligirilerek lizozim molekdillerine
karsi gosterdikleri afinite ardurildi.

3.2.1. pH Etkisi

pH ve iyoniksiddet, araylzeyde bulunan kovalent olmayan efikilkerle yonetilen
afinite kromatografi sisteminde ©onemli bir rol oymaktadir. Hedef molekiil
yuzeyindeki iyonize olabilen gruplar dolayisi ildugan yizey yuk dalimi, iyon
degistirici kdrelerin ylzeyindeki anyonik kganma bolgeleri ile spesifik afinite
etkilesimlerinde pH oldukc¢a dnemli bir faktor olacaktir.

Destek materyali ile lizozim adsorpsiyogkeminde pH’in etkisi, 4.0-8.0 arginda
arastinldi ve optimum lizozim adsorpsiyonu ve adsoduia lizozim miktari kitosan-g-
PMAA kireleri icin pH 6.0'da 17.5 mg/g olarak bédindi (Sekil 3.7).

Kitosan-g-pMAA kdreler ile pH’ daki spesifitkilesim lizozimin bu pH dgerinde
konformasyonel ve yizey yik gilami durumundan ve destek materyali ylzeyindeki
negatif yik yg@unluguna sahip bolgeler arasindaki elektrostatik egkilden
kaynaklandgl distnuldii. 1zoelektronik noktasi (pl) 11.0 olan lizozim pH Thi
altinda katyonik 6zellik tamaktadir (Bayramglu 2003 ). Destek materyalingianan
metakrilik asitin pKa dgeri 4.3 olan karbonil grubu iyonizasyondan dolayCQO
gruplari) ytzey negatif yik goinluguna sahiptir. Bu nedenle metakrilik asjtlanarak
olusturulan destek materyalinin katyongiigirici olarak davrandii séylenebilir.

Proteinlerin U¢ boyutlu yapilarinin ylzeyiraigsa ¢ikan amino asitlerin turd, yiku
ve yuk d&ilmi, ligand bg&h matriks ile protein arasindaki iyon geimi
etkilesimlerinde 6nemli bir faktérdir. Sulu ortamda, pintenolekdllerinin polar ya da
iyonize amino asit kalintilari ylizeyde olmgilienindedir. Bununla birlikte, amino asit
kalintilar1 proteinin birincil yapisindan dolayirbirinden b&msiz olarak dalamaz
cunku dgilim, bir proteinden dierine farklilik gosterir ( Bayrangu ve ark 2007,
Arica ve ark. 2004).



39

Lizozim proteininde aga cikan histidin, sistein ve triptofan aminoasitikialari
disik pH deerlerinde bu amino asit kalintilarinin protonasytarecesi artagandan
iyon dezistirici  kitosan-g-MAA kdreler ile etkilgm bélgelerinin  olgacag
bildiriimektedir (Kubota ve ark. 1996).
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Sekil 3.7. Kitosan-g-pMAA kirelere sulu ortamdan lizozim agsyonunda pH’in
etkisi (sicaklik, 28C; lizozim konsantrasyonu, 0.5 mg/ml)

Calsmamizda kullanggmiz hedef enzim lizozim c¢allan pH aralginda katyonik
Ozellik sergilemektedir. Kitosan kirelerin sahipugl pozitif yukli amin gruplari ile
lizozim molekdlinin birbirini itmesi sonucunda caprb&li kitosan kurelere non-
spesifik adsorpsiyonun oldukca sk olduzu belirlendi Sekil 3.6). Zeng ve
Ruckenstein capraz gla kitosanin pH 7.0'Iin altindaki @erlerde yapisinda bulunan
amin grubunun protonasyonu sonucunda pozitif yiktiugunu ve bu nedenle zayif
anyon dgistirici gibi davranarak negatif yikli proteinleri saplayabilecgini rapor
etmislerdir (Zeng ve Ruckenstein 1996).
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Iyon desistirici kirelere lizozim adsorpsiyonyléminde dengeye wma zamani
farkli ortam pH dgerlerinde argtirildi (Sekil 3.8). Adsorpsiyonsleminin bglangicta
yuksek hizla ilerledi, dengeye ulgma sirelerinin ortam pH’sina glaolarak deistigi
goruldi. Bu nedenle e¢li kosullar altindaki (farkli adsorpsiyon parametreleri)

adsorpsiyon verileri, dengeye silan 3 saatlik adsorpsiyoslemi sureci uygulanarak
elde edildi.
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Sekil 3.8. Kitosan-g-pMAA iyon dgistirici kireler ile sulu ortamdan lizozim

adsorpsiyonu sleminde farkli denge-adsorpsiyon zamani (sicakBE)C; lizozim
konsantrasyonu, 0.5 mg/ml)
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3.2.2. Afinite Sorbent Dozunun Etkisi

0.5 mg/ml lizozim bgangi¢ konsantrasyonunda, 5.0 ml toplam deney haeni
farkl kire bilsiminde kati/sivi (v/v) oraninin adsorpsiyon kapasite etkisi ardirildi
ve sulu ortamdan uzaklarilan lizozim ylzdesiSekil 3.9'da verildi. Sulu ortamdan
lizozim uzaklatiriimasi gleminde, etkilgimde bulunan iyon d@stirici kire miktarinin
artmasi ile uzakkirilan protein miktarlarinda ytzde olarak bir agbzlendi ve belirli
bir sorbent dozunda da doygugduulgtigl belirlendi.
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Sekil 3.9. Kitosan-g-pMAA iyon dgistirici kirelere sulu ortamdan lizozim

adsorpsiyonunda sorbent dozunun etkisi (sicakBRC2lizozim konsantrasyonu, 0.5
mg/ml)
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3.2.3.1yonik Siddet Etkisi

Iyonik siddetin etkisi fosfat tamponunun NaCl igeri0.0-1.0 M arasinda
degistirilerek incelendi.lyonik siddetin artmasiyla, adsorpsiyon kapasitesinin agald
gozlendi Gekil 3.10).Iyonik siddet arttikga, Debye-Hiickel uzuglutarafindan verilen,
molekullerin ¢evresindeki elektriksel cift tabakaakcaktir. Rustemier ve Killmann,
ortamdaki artan elektrolit konsantrasyonuyla, yuzgyklerini gorunttlemglerdir.
(Rustemier ve Killmann 1997). Bu etkilerin, moldkié arasindaki itme kuvvetinin
azalmasina neden olgiunu bildirmglerdir. Sonug olarak, adsorpsiyon ortaminda iyonik
siddet artinlmasi ile kati-sivi ara ylzeyi cevrelgki elektriksel cift tabakanin
elektriksel yik ygunlugu desisebilecgi ve bunun sonucunda adsorpsiydiiliminde
azalma gozlenebilege adsorpsiyon ortaminda elektrolit konsantrasy@amtmasi ile

protein yuzey yukunun perdelengcdustnulmektedir (Belew ve ark. 1987).
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Sekil 3.10.Kitosan kurelere lizozim adsorpsiyorgleminde iyoniksiddet etkisi
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3.2.4. Balangi¢ Lizozim Konsantrasyonun Etkisi

Iyon degistirici kitosan kiireler ile sulu ¢ozeltiden lizoziozaklgtiriimasi icin elde
edilen deneysel adsorpsiyorgrisi Sekil 3.11'de sunuldu. Adsorpsiyon ortamindaki
lizozim konsantrasyonundaki agtikiirelere adsorplanan protein miktarinda birsart
neden olmaktadir. Bangi¢ lizozim konsantrasyonu ve kirelerin protadsorpsiyon
kapasitesi arasindakigkinin, balangic konsantrasyonu 1.5 mg/ml'den fazla olrgadi
derisimler de dgrusal oldgu gozlendi. Belirli bir konsantrasyondan sonra iyon
degistirici kurelerin spesifik etkilgm gruplarinin, lizozim molekdlleri ile doygun hale
gelmesi ile adsorpsiyon hizinda ysgheana oldgu distunuldi.

Kitosan-g-pMAA kireleri ile deneysel olaraklilenen adsorpsiyon izoterminden
maksimum lizozim adsorpsiyon kapasitesi 65.7 mdayai belirlendi §ekil 3.11).
Capraz bgh kitosan kirelere metakrilik asigganarak olgturulan destek materyalinin,
beklenildigi gibi, lizozim molekuline kar afinite gosterdii ve yiksek adsorpsiyon
kapasitesine ufaldigl belirlendi. Adsorpsiyon ortaminin sicgklidestek materyali ve
proteinlerin etkilgiminde ©6nemli bir rol alabilir. Adsorpsiyon sistemdie ortam
sicaklginin £ C'dan 37°C’a kadar cikariimasi ile adsorplanan lizozim mikten
arttigl belirlendi.
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Sekil 3.11.Kitosan kdreler icin belirlenen deneysel adsorpsizotermi
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Ruckenstein ve Zeng , lizozimin, bir lizozim veattwumin kargimindan ayrilmasi igin
makrogdzenekli kitin afinite membrani kullangar ve 50 mgmit ‘lik bir adsorpsiyom
kapasitesine $tamayl baarmslardir ( Ruckenstein ve Zeng 1998 ). Arica ve
Bayramg@lu, Reactive Blue-4 ve Reactive Red-120 boya ligandtuklanms
PHEMA/kitosan membranlarinin lizozim adsorpsiyomp&sitesi, sirasiyla 17, 9 ve 35,7
mg/ml oldwgunu rapor etmgierdir (Arica ve Bayramglu.2004)Senel ve arkaddari,
lizozimin ayrilmasi icin poly(HEMA-MAH) afinite #releri kullanmglar ve 8.7
mg/g’lik bir adsorpsiyon kapasitesini @amay1 baarmslar. Belew ve arkadéari,
selatlayici Sepharose Fast Flow ya da 5t TSK gel Gizerine immobilize Cu(ll)
ile, lizozim, ovalbumin, @ir ve domuz serum albuminlerinin adsorpsiyonunu
calismiglar ve lizozim igin, 3.8-6.8umol/ml adsorpsiyon kapasitesine grtaslaridir
(Belew ve ark. 1987). Tennikova ve arkglda, stlfon ile modifiye poli(glisidin
metakrilat- co-etilen dimetakrilat) makro gozengidilimerik membran ile 26Qg cm?

‘lik lizozimin adsorbe edildiini rapor etmgler ( Tennikova ve ark.1991). Bayragio

ve Arica, Procion Green H-4G tutuklasnRHEMA/Kitosan membran Uzerine lizozim
adsorpsiyon kapasitesini, 20.28 mg/ml’lik oladaldirdiler. Denizli ve arkadgari,
Cibacron Blue F3GA tutuklanmiPHEMA membran ile 135ug cmi®lik lizozim
adsorbe edilgii belirlenmitir (Denizli ve ark.1998). Yilmaz ve arkagar1, Reactive 19
tutuklanmg PHEMA/kitosan membranlar ile 60,8 mg/ml’lik d¢izimin adsorbe

edildigi belirtilmistir.

3.2.5. Adsorpsiyonizoterm Modeli

Adsorpsiyon izotermi, her bir protein molekulinin atniksle etkilgimini
karakterize etmek icin kullanilir. Sulu ¢ozeltiderozim adsorpsiyonu ¢aimalarinda,
bu proteinin hazirlanan destek materyali ilgkisini aciklamak amaciyla kesikli sistem
deneyleri sirasinda elde edilen deneysel verilergorik olarak turetilen izoterm

modellerine uygunlgu argtirildi.
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Langmiur adsorpsiyon izoterm modelinden eddéen d@rusal grafik Sekil 3.12),
yiksek korelasyon katsayisi®)(rve teorik olarak belirlenen maksimum adsorpsiyon
kapasitelerinin, g, deneysel adsorpsiyon kapasiteleringudleysey it olmasi, iyon
degistirici  kitosan-g-pMAA kirelere sulu c¢ozeltiden lizion adsorpsiyonunun

Langmiurizoterm modeli ile aciklanabilegimi gosterdi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Kitosan-g-pMAA iyon dgistirici kureleri ile sulu c¢ozeltiden farkli

sicakliklarda lizozim adsorpsiyonu igin belirleneangmuir ve Freundliclsabitleri

Langmuir Sabitleri Freundlich Sabitleri
Sicaklik  Odeney Om Kq x10°
() (mgig)  (mglg) (M) r’ n Ke r*
277 56.64 62.5 20.98 0.987 1.75 52.52 0.964
288 58.23 66.7 15.60 0991 1.69 68.33 0.906
298 65.67 78.13 14.44 0.991 1.59 85.40 0.945
310 72.18 80.56 9.45 0.995 1.78 99.06 0.932
0,025 -
0,02 -
0,015 A
;
0,01 -
0,005 -
0 T T 1
0 0,5 1 1,5

Cden

Sekil 3.12 Kitosan-g-pMAA kirelere lizozim adsorpsiyonundalidenen deneysel

verilerin Langmiur izoterm modeline uygulanmasi
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Sulu c¢ozeltiden kitosan kurelere lizozim agso/onundan elde edilen deneysel
veriler Freundlich izoterm modeline uygulandi vdilenen karakteristikler Cizelge
3.1'de verildi. K- ve n dgerlerinin yuksek olmasi kurelerin yuksek adsorpsiyo
kapasitesi ile sulu ortamdan lizozim uzaklananin kolay oldgunu gostermesini

yaninda dgik korrelasyon katsayilari elde ediktim.

3.2.6. Adsorpsiyon Kinetgi

Kitosan-g-pMAA iyon dgistirici kureler ile lizozim ayrtirilmasi gleminde
adsorpsiyon kine#i, deneysel verilerin birinci ve ikinci derecedeimétik modellere
uygulanmasi ile belirlendi. Deney sonuclaekil 3.13'de sunuldgu gibi, ikinci
dereceden kinetik modeline uygulagihda elde edilen yiksek korelasyon katsayisi ve
adsorpsiyon kapasitesini ifade eden teorik gederinin deneysel olarak belirlenen
degsere yakin olmasi adsorpsiyosleiminin bu ikinci dereceden kinetik modeli ile

uyumlu old@gunu gosterdi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Kitosan-g-pMAA kireleri ile sulu ¢ozeltiden farldicakliklarda lizozim
adsorpsiyonu sistemi i¢in belirlenen birinci venigi derece kinetik sabitleri

Birinci Derece Kinetik Ikinci Derece Kinetik
Sicaklik Qeney  Kix10°  Qeq r? kox10® Oeq r>
(K) (mglg) (min™®)  (mg/g) (9/mg/min)  (mg/g)
277 56.64 4.37 43.32 0.940 1.95 58.82 0.996
288 58.23 6.65 88.19 0.955 1.69 62.50 0.998
298 65.67 6.28 86.10 0.942 1.29 71.42 0.999

310 72.18 5.73 92.46 0.931 0.98 80.14 0.989
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Sekil 3.13. Kitosan-g-pMAA kirelere sulu ortamdan lizozim agsdyonunun ikinci

derece kinetik modeline uygulanmasi

3.2.7. Adsorpsiyon Sisteminin Termodinamik Parametr

Iyon desisim kromatografisi uygulamasinda kullaniimak tizeagiHanan kitosan-g-
PMAA destek materyali icin de elde edilen poziffH (16.27 kJ/mol) dgeri
adsorpsiyon sieminin endotermik oldgunu belirtirken, pozitifAS (148.21 J/mol K)
degeri de adsorpsiyon sirasinda sistemdeki toplam riiizigsi ifade etmektedir.
Kitosan-g-pMAA kireleri icin farkh sicakliklarddAG deseri hesaplandi ve Cizelge
3.3'de sunuldu. Her bir cama sicakiginda elde edilen negatinG deserleri
adsorpsiyonsieminin kendilginden oldgunu gosterdiikinci derece kinetik model ile
aciklanabilecg belirlene bu adsorpsiyorsleminde Bolum 3.2.6'da belirlenen ikinci
derece hiz sabitleri kullanilarak Arheniugtleginden destek materyali icin dg 84.21
kJ/mol belirlendi ve Cizelge 3.3'de verildi.



48

Cizelge 3.3. Kitosan-g-pMAA iyon dgistirici kureleri ile sulu cozeltiden farkli

sicakliklarda lizozim adsorpsiyonu sistemi icinibehen termodinamik parametreler

AG AH AS Ea
Sicaklik
(kJ/mol) (kJ/mol) (J/mol K) | (kJ/mol)
277 -24.81
288 -26.50
16.27 148.21 -14.21
298 -27.64
310 -29.82

3.2.8. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlilik

Lizozim yuklu kdrelerin, 1.0 M KSCN igeren, pH 8d&ki desorpsiyon ortamina
yerlestirildi. Desorpsiyon ajani olarak 1.0 M KSCN kuli&hgl zaman, destek
materyaline adsorbe edilen lizozimin % 98’undandaazeliie edildi. Elisyon sonuclari,
KSCN'nin, lizozim igin uygun bir desorpsiyon ajanldugunu gosterdi. Kitosan-g-
PMAA kdirelerinin yeniden kullanilabiliriini géstermek icgin, lizozimin adsorpsiyon-
desorpsiyon doéngusii, ayni kireler kullanilarak yieeli tekrarlandiiyon desistirici
kurelerin adsorpsiyon kapasitelerindeki minumum gy (~%4) yiksek derecede
yeniden kullanilabilirlik gosterdi Sekil 3.13). Iyon degistirici  kiirelerin
rejenerasyonlari sirasiyla, 0.1 M NaOH ve 1.0 M Nd€ 4 ve 2 saat yikanarak

gerceklatirildi.
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Sekil 3.13 Kitosan-g-pMAA iyon dgistirici kiirelerin adsorpsiyon kapasitelerine tekrar

kullanim sayisinin etkisi

3.3. Yumurta Beyazindan Lizozimin Saflgtiriimasi

Tavuk yumurtasi beyazindaki lizozim igari yaklasik %3.4'tur. Klasik lizozim
saflgtirma yontemleri, presipitasyon, santrifugasyon adsorpsiyon gibi, cali
adimlar gerektirmektedir. Caina kapsaminda lizozim enzimine spesifik kitosan-g-
PMAA iyon degistirici kireleri ile sulu ortamdan lizozim adsorpshu calgmalarinda
belirlenen optimize kgullar, yumurta akindan lizozim sagtariimasi sleminde kesikli
sisteme uygulayarak cailldi. Bu dgrultuda, 1:5 oraninda tampon sistemi (50 mM, pH
7.0) ile seyreltilen yumurta aki ¢ozeltisindeki f@ialerin ve toplam protein miktarinin
analizi ile afinite kirelerden elie edilen lizozimsaflgi HPLC kullanilarak yapildi.
Metakrilikasit gilanmsg kirelere bir dier yumurta aki proteini olan albumine ar
adsorpsiyon @liminin olmadigl ve lizozime kag1 spesifik oldgu belirlendi. Yumurta
akindan hedef protein lizozimin safiailmasi slemi pH 6.0 da gercekdarilmistir. Bu

pH deserinde, sahip oldiu karboksil gruplarinin iyonizasyonu nedeni ile agfgy kIl
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destek materyali ile negatif ylzey yuk gdanina sahip olan albumin molekilu
arasindaki itme kuvvetlerinin baskin olmasindanagoladsorpsiyon gozlenmegtir.
Afinite kurelerden elle edilen lizozimin saflik éeesi %94.16 ve geri kazanimlari
%87.30 olarak belirlendi. Metakrilik asitsiganms kitosan kireler ile saffarilan
lizozimin spesifik aktivitesi 40486 U rifgolarak belirlendi. Bu agirmanin sonuglari,
biyolojik sivilardan hedef bir proteinin ayrimi mgi kromatografik alanlarda
kullanilabilecek yeni bir iyon dgstirici sistemi hakkinda yapilacak cghalara gik

tutacak bir 6neme ve yeteri kadar bilgiye sahipuglddistiincesindeyiz.
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Kitosan polimerinin biyolojik uyumlulgu, degrade edilebilmesi, fizyolojik olarak
inert olmasi, toksik olmamasi, antimikrobiyal 6delergilemesi, metal iyonlar ikgelat
olusturmasi, jel olgturma Ozellikleri, kimyasal modifikasyonunun kolaymasi ve
proteinlere kan yuksek afiniteye sahip olmasi gibi sugdubnemli avantajlar nedeni
ile, Ozellikle hedef molekillerin biyolojik ortamidan ayrgtirlmasi ve/veya
saflgtirilmasi glemlerinde ve enzim immobilizasyonunda destek nyaterolarak
yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Kitosaninatanan bu olumlu 6zelliklerinin
yaninda destek materyali olarak hazirlanmalaameasinda mekanik olarak zayif
olmalarindan dolay!r bazisilemsel zorluklar vardir. Bu nedenle bu gdb kdkenli
polimerin istenilen geometrik yapida hazirlanabgmigin ytzey oOzellikleri fiziksel,
kimyasal ve biyokimyasal slemlerle kolaylikla ve istenilen 0zellikte modifiye
edilmektedir.

Calsmamizda, epiklorhidrin ile capraz @anan kitosan kirelere amonyum
persilfat bgaticisi varlginda metakrilik asit (MAA) monomerisa kopolimerizasyon
yontemi ile gilanarak modifiye edilngi ve iyon dgistirici kitosan-g-MAA kopolimeri
sentezlenngtir. Tyon desistirici kiireler ile lizozim adsorpsiyonygleminde pH'in etkisi,
4.0-8.0 araffinda aratirildi ve optimum lizozim adsorpsiyonu pH 6.0’dé&ztendi.
Kitosan-g-pMAA iyon dgistirici kirelerin maksimum lizozim adsorpsiyon kapesi
65.7 mg/g olarak belirlendlyon desistirici kiirelere adsorplanan lizozim pH 8'de, 1.0
M KSCN desorpsiyon ajani olarak kullanilarak % &@&ninda geri kazanilabildi.
Kirelerin, hedef molekil olarak secilen lizozim f{&iaini biyolojik  sivi
karisimlarindan, yiksek bir kapasite ile ayirma guclat@soldigunu gosterdi.

Sulu ortamdan lizozim adsorpsiyon galalarindan sonra, yumurta beyazindan,
dogrudan lizozim adsorpsiyon davraniincelendi. Yumurta beyazinin viskozitesi
yuksektir. Bundan dolayi, kitle transfer direnckgéktir ve dolayisiyla etkili lizozim
adsorpsiyonu icin uzun temas sureleri gerekmektgsliasselline ve Cascone 1996 ).
Bu nedenle, adsorpsiyon deneyinde, yumurta bey&a é&taninda fosfat tamponu ile
seyreltilerek kullaniimgtir. Yumurta beyazindan adsorbe edilen lizozim ariktve
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sorbentlerden elte edilen lizozim miktarlari, HPBh@alizi ile tespit edilerek yumurta
beyazindan awtirilan lizozimin saflgl ve saflik derecesi belirlendi.

Yumurta beyazi proteinleri arasinda lizoz#,3.5’luk bir orani tgkil etmektedir.
Yumurta beyazindaki protein kompozisyonunda avidvalbumin ve konalbumin yer
almaktadir ( Alderton ve ark. 1964). Klasik lizozimzirlanmasi, yumurta beyazindan,
pH 9.5'ta %5’lik NaCl ¢ozeltisinin eklenmesiyle gradan kristallendirme yontemini
icerir.Bu sekilde lizozim kazanimi % 60-80 civarinda olmaktaddununla birlikte,
islem gobren yumurta beyaziniglavselligi de hasara gramaktadir. Bu sakincayi
ortadan kaldirmak ic¢in, yumurta akindan lizozim 1ayr ultrafiltrasyonla, iyon
degistiricilerle ya da afinite kromatografisi ile yapiaktadir.

Lizozim, ovalbumin ve konalbumin, kolon iyodegistirme kromatografisi
kullanilarak, tek basamaklslemle saflatiriimistir. Yiksek degimlerde ve geleneksel
olarak kullanilan teknik ve materyaller yerine ateif olarak; daha yuksek gki
hizlarinda kullanilabilecek yeni bir recgine kullems ve distile suyla % 25'e kadar
seyreltiims yumurta beyazina karil sekilde uygulanmgtir (Ming ve Howell 1992).

Lizozimin guclu bir antibakteriyel aktiviteysahip olmasi eczaciliktaki ticari
degerini artiran onemli bir 6zefidir. Lizozimle ilgili devam eden asairmalar, bu
enzimin geny Olceklerde izolasyonu igin ticari metotlarin getini tesvik edecektir.
Bu calsmada elde edilen sonuclar incelehdde, sentezlenen yeni kitosan-g-MAA
iyon degistirici kdreleri ile sulu ortamdan lizozim adsorpshun yiiksek bir kapasite ile
gercelatirilebildigi belirlenmitir. Iyon desistirici kromatografisi, lizozimin eliisyon
kolayligl, elie edilen lizozim miktari, lizozimin safh gibi 6zellikler bakimindan,
olumlu sonugclar sdamistir.

Ayrica bu ybntem (zerine adsorbe olan lizozémziminin kolayca desorbe
edilmesiyle destek materyalinin enzimin tekrar &allnini mdmkin kilmaktadir.
Yumurta beyazi gibi viskozitesi yiksek besin maddeten proteinlerin dgrudan
ayrimi icin, kromatografik alanlarda kullanilabigc yeni bir iyon dgistirici sistemi
hakkinda yapilacak camalara gik tutacak bir 6neme ve yeteri kadar bilgiye sahip

oldugu distincesindeyiz.
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