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OZET

PROTEIN ADSORPSIYONU

Imren EKINGEN

Kimya Miihendisligi Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismant: Yrd.Doc. Dr.Ozlem DOGAN

Protein molekiillerinin adsorpsiyonu son yillarda biyoloji, biyoteknoloji, biyokimya
miihendisligi ve ¢evre bilimi gibi daha bir¢ok alanda 6nemli rol oynamaya baslamistir.
Protein adsorpsiyonunda kullanilabilecek biyouyumlu malzemelerin en Onemlisi
hidroksiapatitdir (HAP). Biyolojik molekiillerin ayrilmasinda yaygin olarak kullanilan
HAP, biyouyumlulugu, kemikle olan kimyasal ve yapisal benzerlikleri nedeniyle tercih
edilmektedir.

Bu calismada farkli kosullarda iiretilen ve BET ve FTIR analizleri ile karakterize edilen
hidroksiapatitit (Ca;o(PO4)sOH,, HAP) iizerine BSA ( bovine serum albumin) proteinin
adsorpsiyonunun uygulanabilirligi aragtirilmistir.

Adsorpsiyon deneyleri 37°C’de, pH 7.4 ve pH 6.0’da gerceklestirilmistir. Deneylerde
denge siiresi yaklasik 20 saat olarak alinmistir. Endiistriyel polimer katkili {iretilen ve
sinterlenen adsorbanlarin adsorpsiyon kapasitesi artan polimer konsantrasyonu ile
azalmistir. Sinterleme sicakliginin arttirilmasi da adsorpsiyon kapasitesini azaltmistir.
Diger yandan adsorbanin iiretim sicaklifinin disiiriilmesi adsorpsiyon kapasitesini
arttirmistir.

Denge verilerinin Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermlerine uygunlugu
arastirtlmistir. Calisma sartlarinda BSA’nin  adsorpsiyon izoterminin Langmuir
adsorpsiyon izotermine daha uygun oldugu bulunmustur.

BSA adsorpsiyonu yalanci birinci derece (pseudo first order) ve yalanci ikinci derece
(pseudo second order) kinetik modelleriyle agiklanmistir. Deneysel sonuglara gére BSA
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adsorpsiyon kinetiginin yalanci ikinci derece kinetigine daha fazla uygun oldugu
bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Adsorption, hidroksiapatit, BSA, protein, izoterm.
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ABSTRACT

ADSORPTION OF PROTEIN

Imren EKINGEN

Department of Chemical Engineering
MSc. Thesis

Advisor: Assist. Prof. Dr. Ozlem DOGAN

In recent years, adsorption of protein molecules has begun to play an important role in
many other areas such as biology, biotechnology, biochemical and environmental
science. The most important biocompatible materials that can be used in protein
adsorption is hydroxyapatite (Ca;o(PO4)¢OH,, HAP). HAP that is widely used in
separation of biological molecules is preferred because of the biocompatibility,
chemical and structural similarities as bone.

In this study, HAP crystals produced under different conditions and characterized by
BET and FT-IR methods were investigated the applicability of protein adsorption on the
BSA (bovin serum albumine).

Adsorption experiments was carried out in pH 7.4 and pH 6.0 at 37°C. As a result of the
experiments performed, the equilibruim time was taken as approximately 20 hours.
Adsorption capacity of adsorbents produced with industrial polymer and sintered
decreased with increasing polymer concentration. Increasing the sintering temperature
decreased the adsorption capacity. On the other hand the adsorption capacity of
adsorbent increased with the lowering of production temperature of the adsorbent.

The convenience of the equilibrium data to the Freundlich and Langmuir adsorption
isotherms were analyzed. It was determined that Langmuir isotherm fit well the
adsorption isotherm of BSA.
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Pseudo-first-order and pseudo-second-order adsorption kinetic models were used to
establish BSA adsorption. Evaluation of the data showed that the pseudo-second-order
kinetic model is the most convenient model to represent the adsorption kinetic

Keyword: Adsorption, hydroxyapatite, BSA, protein, isotherm.
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BOLUM 1

GIRIiS

1.1  Literatiir Ozeti

Protein molekiillerinin adsorpsiyonu son yillarda olduk¢a kapsamli bir bigcimde
inceleme ve uygulama alanina sahip olmustur. Medikal bilimi ile birlikte protein
adsorpsiyonu protein saflastirma gibi alanlarda, biyomateryallerde, biyosensorlerde, ilag

salimim sistemleri ve daha bir¢ok alanda 6nemli rol oynamaya baslamistir.

Protein molekiillerinin adsorpsiyonunda kullanilan biyouyumlu malzemelerin en
Oonemlilerinden olan hidroksiapatit (HAP)’in kristal ylizeyinde bulunan go6zenek
boyutunun ve bu yiizey ile protein molekiilleri arasindaki elektrostatik etkilesimin
adsorpsiyon prosesinde baskin faktor oldugu diisiiniilmektedir. Adsorban olarak HAP

kullanilarak yapilan bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir.

Kawasaki, Kambara, Matsumura ve Norde (2003) yaptiklar1 c¢aligmada, saliva
proteinlerin HAP {iizerine olan adsorpsiyon davramisini farkli elektrik yiiklerine sahip
olan lizozom (LSZ), Human serum albumin (HSA), B-lactoglobulin (B-LG) ve
ovalbumin (OVA) proteinlerinin HAP {izerine olan adsorpsiyon davraniglariyla
karsilagtirarak arastirmiglardir. Adsorpsiyon c¢aligmalari, B-LG, LSZ ve HSA
proteinlerinin HAP iizerinde OVA proteine ve saliva proteine gore adsorbe olan
miktarinin  daha fazla oldugunu gostermistir.  Proteinlerin HAP  iizerine
adsorpsiyonundan sonra; proteinle kapli HAP adsorbaninin elektroforetik mobiliteleri
Olclilmiistir ve genelde pozitif yiikli proteinlerin daha fazla adsorbe oldugu
bulunmustur. Bunun sonucunda proteinlerin negatif yiikliit HAP {izerine adsorpsiyonun
proteinlerin elektrik ytikleri, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin bir fonksiyonu oldugu
goriilmiistiir. Proteinlerin elektrik yiiklerinin konsantrasyonlarina bagli olarak degistigi

ve bu durumun adsorpsiyonu etkiledigi bulunmustur. Ayrica bi- veya multilavent



iyonlarin varligiinda adsorpsiyonu giiclii bir sekilde etkiledigi belirtilmistir. Ornegi;
Ca”" iyonu varliginda saliva proteininin adsorpsiyonunun arttig1 gozlemlenmistir. Ca*"
negatif yiikli proteinlerin adsorpsiyonunu olumlu; pozitif yiiklii proteinlerin

adsorpsiyonunu da olumsuz yonde etkiledigi bulunmustur.

Gang Yin vd. (2002) protein adsorpsiyonuna HAP yiizeyinin fizikokimyasal
ozelliklerinin etkisini arastirmiglardir. HAP yiizeyinin fizikokimyasal 6zelliklerinin
protein adsorpsiyonundaki roliinii gostermek i¢in Bovine Serum Albumin (BSA) model
sistem olarak secilmistir. Calisma fosfat tamponu varliginda pH 6.8 de
gerceklestirilmistir. Fosfat konsantrasyonu arttikca adsorsiyonun azaldigi, sodyum
iyonu konsantrasyonu arttik¢ada arttig1 gézlemlenmistir. Ayrica, pH degeri diistiikce ve
BSA konsantrasyonu arttikca adsorpsiyon kapasitesinin arttigi goriilmiistiir. Maksimum
adsorsiyon kapasitesine pH 3 ve BSA 3 mg/ml degerlerinde ulasilmistir. Adsorpsiyon
kinetigi farkli sicakliklarda incelenmis ve Langmuir izotermi modeline uydugu
goriilmistiir. Adsorpsiyon proseslerinde BSA ve HAP arasindaki elektrostatik ¢cekimin

ana faktor oldugu belirtilmistir.

Kazuhiko Kandori vd. (2000) Cesitli sentetik HAP pargalarina (CaHap, SrHap ve
CaSrHap) Miyoglobin (MGB) proteinin adsorpsiyonunu incelemislerdir ve MGB’nin
adsorpsiyon kapasitesini daha dnce yaptiklart BSA ve LSZ ¢alismalariyla karsilagtirarak
degerlendirmislerdir.  Calisma 15 C’de, pH 6’da KCI varhiginda c¢esitli
konsantrasyonlarda MGB ¢o6zeltileri hazirlanarak  gergeklestirilmesine ragmen
adsorpsiyonun konsantrasyondan bagimsiz oldugu goriilmiistiir. Proteinlerin CaHAP
lizerine olan adsorpsiyon hizlari karsilagtirildiginda; MGB’nin diisiik molekiil agirlig
ve stabilitesi adsorpsiyon hizinin LSZ ile ayni biiyiikliikte ve BSA’dan ise yliksek
oldugu gozlemlenmistir. BSA adsorpsiyonunun HAP parcalarinin Ca:PO4 oran artikkca
arttigl, LSZ adsorpsiyonunun azaldigi ve MGB adsorpsiyonun ise Ca:PO, oranindan
bagimsiz oldugu goriilmiistiir. Bu durumun asidik BSA ve bazik LSZ ile sentetik HAP
parcalar1 arasindaki elektrostatik etkilesimin varlifindan; nétr MGB ile sentetik HAP

parcalari arasinda elektrostatik etkilesimin olmamasindan kaynaklandigi belirtilmistir.

Shintaro Tsuyama vd. (2007) yaptiklar1 calismada, ¢esitli oranlarda pirofosforik asitle
modifiye edilmis CaHAP pargalar1 iizerine BSA, LSZ ve MGB proteinlerinin
adsorpsiyonunu ele almiglardir. Modifiye edilen HAP parcalarinin yiizey o6zellikleri,
sekli ve yapisti TEM ve XRD analizleriyle incelenmistir. CaHAP pargalarinin

pirofosforik asitle modifiye edilmesiyle HAP parcalar1 iizerinde bulunan P-OH
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gruplartyla etkileserek HAP pargalar1 yiizeyinde PP-dallari geliserek proteinlerin
baglanma ylizeyini arttirdigi goriilmiistiir. Sonuglara baktigimizda; pirofosforik asitle
modifiye olan HAP pargalarina adsorbe olan BSA miktar1 modifiye olmayan HAP
parcalarina adsorbe olan BSA miktarina gore 3 kat, adsorbe olan LSZ miktarinin 9 kat
arttig1 ve adsorbe olan MGB miktarinin ise degismedigi belirtilmistir. Ayrica adsorbe
olan BSA ve MGB miktarnmn pirofosforik asit konsantrasyonu (2-4 mmol/dm?’)

artisiyla degismedigi; adsorbe olan LSZ miktarinin ise azaldig1 gozlemlenmistir.

Aya Fudo vd. (2001) tarafindan yapilan calisma; sentetik mikroboyutlu CaHAP
pargalar1 ylizeyine BSA ve LSZ proteinlerinin adsorpsiyonuna parcalarin yapisinin
etkisi incelenmistir. Bu ¢alisamada, 85 C ve pH 7.4°de Ca(CH3COO), ve NH,H,PO,
cozeltilerinin CH;COONH,4 ¢ozeltisine ¢esitli besleme hizlarinda eklenmesiyle ¢ubuk
seklindeki mikro boyutlu HAP’lar elde edilmistir. Elde edilen 9 ¢esit HAP pargalarinin
boyutlart (0.12 — 5.21 um) beslenme zamaninin artmastyla artis gostermistir ve HAP
pargalarinin Ca/P molar orant 1.50-1.59 arasinda degismektedir. Calismada kullanilan
mikro boyutlu HAP parcalarinin yapist TEM, X-ray ve ICP spektroskopisi analizleri
yapilarak karakterize edilmistir. Adsorbe olan BSA miktar1 Ca/P molar oranina biiyiik
oranda bagl oldugu gozlemlenmistir ve HAP parcalarinin Ca/P molar orani arttikca
arttig1 belirtilmistir. Adsorbe olan LSZ miktar1 ise Ca/P oranina daha az bagli oldugu
gorilmistiir. Bu durumun nedeni; HAP parcgalarinda Ca miktarinin artmasiyla HAP’in
pozitifliginin artis gostermesi ve negatif BSA ile arasindaki elektrostatik ¢cekimin artisi;
pozitif LSZ ile ise arasinda olan elektrostatik ¢ekimin azalisi olarak belirtilmistir.
Ayrica HAP pargalarinin uzunlugu arttikca adsorbe olan BSA miktarinda (max;2.30
mg/m?) artis gozlenmistir; adsorbe olan LSZ miktarimin (max;0.47) ise HAP

parcalarinin uzunluguna daha az bagh oldugu gorilmiistiir.

Masao Fukusumi (1999) tarafindan yapilan ¢alismada, BSA ve LSZ proteinlerinin
hidrofobikligi etkileyen farkli oranlarda oleyl fosfat katkili CaHAP pargalar: iizerine
olan adsorpsiyonu incelenmistir. Bu ¢alismada; oleyl fosfat oranlar1 (n,) 0-2.6 unit/nm?
arasinda degisen sekiz ¢esit kollodial CaHAP pargalar1 kullanilmistir. Calisma pH 6 ve
15°C de gergeklestirilmistir. Adsorbe olan BSA miktarinin (ns) biliyiikk oranda oleyl
fosfat oranina bagli oldugu ve ny=0.6’ya kadar arttig1; no>1.3 oldugunda ise azaldig1
goriilmiistiir. Adsorbe olan LSZ miktarimin ise n, degeri arttikca artis gosterdigi

gozlemlenmistir. Ayrica adsorbentin hidrofobik neminin protein ve CaHAP arasinda



olusan elektrostatik ¢cekimi etkileyerek protein adsorpsiyonunda 6nemli bir rol oynadigi

belirtilmistir.

Berit Mueller ve arkadaglar1 (2010) asidik BSA ve bazik LSZ proteinlerinin HAP ve -
TCP parcalarn iizerine olan adsorpsiyon davramislarini karsilastiran bir c¢alisma
gerceklestirmislerdir. Calisma; 25-800 ng/cm? protein konsatrasyonlarinda ve UV/Vis
spektroskopisi kullanilarak yapilmistir. Calismada kullanilan HAP 100 nm pargacik
boyutuna, 58 m?/g spesifik yiizey alanma ve B-TCP ise 4.56 parcacik boyutuna, 1.4
m?/g spesifik yiizey alanina sahip oldugu bulunmustur. 16 saat sonundaki adsorplanan
miktarlara bakildiginda; HAP iizerine 104 ng/cm2 BSA ve 78 ng/cm2 LSZ
adsorplandigi; B-TCP iizerine ise 162 ng/cm® BSA ve 171 ng/cm® LSZ adsorplandig
goriilmiistiir. Diisiik BSA konsantrasyonlarinda (100 ng/cm® ‘ye kadar) HAP ve B-TCP
adsorbentlerinin adsorpladiklart BSA miktarinin %85 oraninda oldugu bulunmustur;
BSA konsantrasyonu arttikca HAP {izerine olan BSA adsorpsiyonu degismedigi, f-TCP
lizerine olan BSA adsorpsiyonunda ise az bir artis gozlemlenmistir. Diisiik LSZ
konsantrasyonlarinda (50 ng/cm” ‘ye kadar) HAP ve B-TCP iizerine olan adsorsiyon
miktarlar1 %55 civarinda oldugu bulunmustur; yiiksek LSZ konsantrasyonlarinda ise -
TCP {lizerine adsorbe olan LSZ miktariin HAP iizerine adsorbe olan LSZ miktarindan
fazla oldugu goriilmiistir. Maksimum adsorpsiyon kapasitesinin 800 ng/cm® LSZ
proteini konsantrasyonunda B-TCP iizerinde ve 176 ng/cm’® degerinde adsorpsiyonu

oldugu bulunmustur.

A.P.Serro vd. (2004) calismalarinda, Titania ve HAP biyomateryallerinin
minerilizasyonunda proteinin oynadigt farkli rolleri ve adsorpsiyon sonucu BSA da
meydana gelen konformasyonel degisimleri incelemek amaciyla BSA’nin bu pargalar
lizerine olan adsorpsiyonunu arastirmiglardir. Calismada kullanilan HAP ve Titania
adsorbentlarinin spesifik yiizey alanlar1 sirastyla 16 m?*/g ve 47m?*/g’dir. Ayrica calisma
sirasinda  ¢esitli  BSA  konsantrasyonlarindaki  adsorpsiyonun neden oldugu
konformasyonel degisimler CD spektrokopisi ve DSC cihazlartyla degerlendirilmistir.
Deneysel ¢alisma sonucunda; Titanium lizerine adsorbe olan maksimum BSA miktar1 2
mg/m?, HAP iizerine adsorbe olan maksimum BSA miktarinin ise 1.4 mg/m* oldugu
bulunmustur. Diisiik BSA konsantrasyonlarinda HAP adsorbentinden desorbe olan
miktarin % 6.7; yiiksek konsantrasyonda ise %8.8 oldugu goriilmiistiir. Titanium’dan
desorbe olan miktar ise belirlenememistir. Diisiik BSA konsantrasyonlarda HAP {izerine

gergceklesen adsorpsiyon sirasinda BSA’nin yapisinda bulunan o-heliks’in  -sheet’e



dontigimii yiiksek BSA konsantrasyonlarda olusandan daha fazladir ve titaniumda
olusan dongiimiin ise daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Protein ve adsorbent
yiizeyi arasinda gergeklesen elektrostatik etkilesimler ve proteinin yapisinda meydana
gelen konformasyonel degisimlerin adsorpsiyon prosesinin itici giicii oldugu
belirtilmistir. BSA’nin yapisinda meydana gelen konformasyonel degisimler proteinin

yiikiinii degistirerek HAP ve titanium’un minerilizasyonu etkiledigi bulunmustur.

Michele Lafisco ve arkadaslar1 (2010) tarafindan yapilan ¢alisma; Farkli boyut, yiizey
alani, kristallik derecesi ve yiizey oOzelliklerine sahip olan iki biyomimetik karbonat-
HAP ile HSA ve BSA proteinleri arasinda meydana gelen yiizey etkilesimleri ve bu
proteinlerin adsorpsiyonu arastirilmigtir. Bu ¢alismada adsorpsiyon fizikokimyasal
Ozelikleri farkli olan CHAps (Ca/P:1.45) ve CHAns (Ca/P:1.30) nano kristalleri
lizerinde ve cesitli protein (0.5, 1.0 ve 4.0 mg/ml) konsantrasyonlarinda pH 7.4°de
gerceklestirilmistir. Adsorbe olan max. BSA miktarlar1 sirastyla; CHAps 0.60 mg/m2 ve
CHAns 0.30 mg/m?dir. Adsorbe olan max. HSA miktar1 ise CHAps ve CHAns i¢in
0.35 mg/m”dir. Serum albumin proteinleri ve CHA vyiizeyleri arasinda olusan
hidrofobik ve elektrostatik etkilesimlerin adsorpsiyonu etkiledigi belirtilmistir. Adsorbe
olan proteinlerin ikincil yap1 degisimleri FT-IR spektrofotometresiyle incelenmistir.
Analiz sonuglarina gore; adsorbe olan BSA’nin yapisinda bulunan a-heliks’lerin f3-
sheet’e doniisiimiinde bir artis goriildiigli ; adsorbe olan HSA’ ’nin yapisinin B-sheet’e
donlistimiinde ise Onemli bir artis goriilmedigi bulunmustur. Ayrica CD
spektrofotometresi de siiziinte bulunan BSA ve HSA proteinlerinin ikincil yap1
degisimleri incelenmistir ve a-heliks de gozle goriiliir bir diisiis olurken; B-sheet de artis
oldugu gozlemlenmistir. Proteinin diisiik baslangic konsantrasyonlarinda CHA
yiizeyleri ile olusan gii¢lii etkilesimler yapisal degisimlerin 6nemli bir kanmitidir.
Proteinlerin farkli CHA yiizeylerine olan adsorpsiyonu birbirine yakin olmasina
ragmen; her iki proteinin en iyi Chaps adsorbentine adsorbe oldugu bulunmustur.
Adsorpsiyon kinetiklerinin de Langmuir ve Freundlich modellerine uydugu

bulunmustur.

Aya Fujiwara ve arkadaglar1 (1998) BSA ve LSZ proteinlerinin CaHAP adsorbenti
lizerine  olan adsorpsiyon egilimlerini desorpsiyon ve iki adimli adsorpsiyon
methoduyla incelemislerdir. Bu ¢alisma 15°C de, Ph 6.0’da KCI tamponu varliginda
yiritilmistir ve ¢alismada Ca/P orami 1.61-1.67 arasinda degisen 5 ¢esit CaHAP

kullanilmistir. Ayrica BSA ve LSZ proteinlerinin baslangi¢c konsantrasyonlar1 sirsiyla



0-10 ve 0-2 mg/ecm’ arasinda cesitlilik gostermektedir. Adsorbe olan BSA miktarmin
HAP ‘in Ca/P orami arttikca yiikseldigi; nerdeyse desorbe olmayan BSA’nin
desorpsiyon miktarinin ise azaldig1 goriilmiistiir. Adsorbe olan LSZ miktariin ise Ca/P
oranina daha az bagli oldugu ve bu oran arttik¢a adsorpsiyonun az miktarda yiikseldigi
bulunmustur. Desorbe olan LSZ miktarin ise BSA’ya gore daha ¢ok arttig1 goriilmiistiir.
Bu calismada ayrica diger proteinle kapli HAP yiizeylerine bir diger proteinin adsorbe
olmasi olarak bilinen pre-adsorpsiyon metodu da incelenmistir. Pre-adsorpsiyon
metodunda BSA kapli HAP ylizeyine adsorbe olan LSZ miktariin klasik adsorsiyonla
adsorbe olan LSZ miktarindan daha yiliksek oldugu bulunmustur. Diger yandan LSZ
kapli HAP yiizeyine adsorbe olan BSA miktarinin klasik adsorpsiyonla adsorbe olan
BSA miktariyla ayn1 oldugu goriilmistiir. Adsorbe olan miktarlarin degismesinin
nedeni proteinler ve CaHAP ylizeyleri arasinda meydana gelen elektrostatik ¢ekim

kuvvetinin degismesi oldugu belirtilmistir.

Keishiro vd. (2010) ¢alismalarinda, farkli sekil, boyut ve yiizey 6zelliklerine sahip HAP
parcalarinin hazirlanmasi, pargaciklarin degisen Ozelliklerine gore gerceklesen protein
adsorpsiyon miktarinin degerlendirilmesi ve proteinlerin ilag tagiyicist olarak kullanimi
icin desorpsiyonu incelenmistir. Bu ¢aligmada kullanilan kiiresel HAP’lar, gozenekli
HAP mikrograniillerinin sinterlenmesiyle olusan solvent difiizyon methodu ve degisen
miktarlarda EDTA ilavesiyle hazirlanan homojen ¢okme metodlar1 kullanilarak elde
edilmistir. Ancak kristal biiyiimenin en iyi kontrol edildigi metod homojen ¢okme
metodur ve HAP parcaciklarinin boyutunu, seklini ve yiizey 0Ozelliklerini iire
konsantrasyonu, reaksiyon sicakligi, reaksiyon siiresi ve reaksiyon hacmi etkilemesine
ragmen en Onemli etkiyi EDTA (0, 0.01, 0.05, 0.1, ve 0.5) konsantrasyonundaki
degisimin gosterdigi bulunmustur. Model protein olarak BSA ve LSZ proteinleri
kullanmilmistir. Ure konsantrasyonu arttikca kiiresel HAP pargalarinin  boyutunun
kiigiildiigii, reaksiyon sicakligi arttikca ve reaksiyon siiresi 10 dakikanin altinda
oldugunda HAP parcalarinin daha da kiiresellestigi, =~ EDTA konsantrasyonu
yiikseldikge HAP parcalarinin yiizey alanminin arttii; boyutlarmin ise kiiclildiigi
gorilmiistiir. Adsorpsiyon sonuglarina gore; BSA proteini maksimum adsorpsiyonu
EDTA 0.1 mM oldugunda gostermistir. LSZ proteinin adsorpsiyonu EDTA
konsantrasyonuyla artis gostermektedir ve maksimum adsorpsiyon EDTA 0.5 mM

oldugu durumda elde edilmistir. Ila¢ tasiyicis1 olarak kullanilan HAP’1n yiizeyinden



adsorbe olan proteinlerin saliniminin difiizyonla, iyon degisimiyle, HAP tasiyicisinin

degrasyonuyla ve HAP pargalariyla kontrol edildigi belirtilmektedir.

Yumi Uoya vd. (2002) yaptiklar1 ¢alismada, CaHAP iizerine BSA’nin adsorpsiyon
davranigina acetonitrilin (AN) etkisini UV ve CD spektrofotometreleri kullanarak
incelemiglerdir. Acetonitril eklemelerinin BSA proteinin birincil, ikincil ve iiglinciil
yapilarinda degisiklige sebep olarak adsorpsiyonu etkiledigi goriilmiistiir. Calismada
boyutlar1 29-108 nm arasinda degisen ve farkli Ca/PO,4 atomik oranlarina sahip 3 ¢esit
kollodial HAP pargalar1 kullanilmistir ve BSA protein konsantrasyonu 0-10 mg/ml;
eklenen AN miktarlar1 ise hacimce  %0-50 arasinda degisiklik gostermektedir.
Adsorpsiyon sonuglarina bakildiginda; AN eklentisi olmadan BSA tampon ¢ozeltisinin
HAP-I (en kisa parca) adsorbentine olan adsorpsiyon miktarinin %16 oldugu
bulunmustur. %10 oranida AN eklendiginde adsorpsiyon miktar1 diisiis gdstermistir.
Adsorpsiyon miktarinin AN %20 oraninda eklendiginde maksimum oldugu
goriilmistiir. %30-50 arasinda artis gosterdikge adsorbe olan BSA miktarinin ise
azaldig1 bulunmustur. HAP-II (orta uzunlukta) ise adsorpsiyon miktart AN miktari
arttikca dislis gostermistir. HAP-III (en uzun) adsorbenti diger adsorbentlerden farkli
bir davranig gostererek AN miktar1 arttikga adsorpsiyonun yiikseldigi gézlemlenmistir.
HAP-III’tin digerlerinden farkli adsorpsiyon davranigi gostermesinin nedeni pargacik
boyutlarinin farkliligr olarak belirtilmistir. Ayrica adsorpsiyon kapasitesinin diisilk BSA

konsantrasyonlarinda arttig1 gérilmiistiir.

Saki Mizumoto ve arkadaslar1 (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, Cesitli sicakliklarda
(250°C -800°C) sinterlenen CaHAP adsorbentlerinin BSA, LSZ ve MGB proteinlerinin
adsorpsiyon davranigi iizerine olan etkisini incelemislerdir. HAP pargalarinin TEM,
XRD, FTIR ve gaz adsorpsiyonu Olgiimleri sonucunda yiiksek derecede kristalize,
cubuk seklinde ve gozeneksiz oldugu goriilmiistiir. Kesikli yapilan adsorpsiyon
sonuclarina gore; 200 C ve 400°C 1s1l islem gormiis HAP parcaciklarina adsorbe olan
BSA ve LSZ miktarinda ¢ok bir degisiklik goriilmemistir; 600°C’den itibaren ise 1s1
artisiyla adsorbe olan BSA ve LSZ miktarlarinda artis gozlemlenmistir. MGB, LSZ ve
BSA protein sistemlerinden tamamen farkli bir adsorpsiyon davranisi gostermistir ve
HAP pargalarinin sinterleme sicakliginin artist adsorbe olan MGB miktarinda
degisiklige sebep olmamustir. 1000 C’de adsorbe olan protein miktarlarina bakildiginda;
adsorbe olan BSA miktarinin 5.5 kat, LSZ miktarinin 3 kat arttigi ve MGB miktarinin

ise degismedigi goriilmiistiir. Is1 islemi HAP parcalarinin C ve P boélgelerinde



degisiklige sebep olmustur. Bu durum adsorbe olan asidik BSA ve bazik LSZ
miktarlarinda degisiklige sebep olmustur; adsorbe olan MGB miktarinda ise MGB notr

oldugundan bir degisiklik goriilmemistir.

Shohei Oda ve arkadaglar1 yaptiklar1 c¢alismada (2008) BSA, MGB ve LSZ
proteinlerinin CaHap {izerine olan adsorpsiyonuna pirpfosfat (PP) iyonlarmin etkisini
ele almiglardir. Cubuk seklinde olan HAP parcaciklarinin 6zellikleri TEM, XRD ve
ICP-AES cihazlar1 kullanilarak incelemislerdir. Calisma KCI ¢ozeltisiyle 15°C’de
yiiriitiilmiistiir ve proteinlerin ikincil ve li¢iinciil yapilarinin gesitli oranlarda olan PP (0-
1.5 mmol/dm’) varliginda degismedigi belirlenmistir. Adsorbe olan BSA miktarinin PP
eklentisi arttikca azaldigi; adsorbe olan MGB miktarinin PP konsantrasyonu arttikca
azaldig goriilmiistiir. Adsorbe olan miktarin azalmasinin sebebi PP’lerin HAP {izerinde
BSA ve MGB proteinlerinin adsorbe oldugu bolgeye daha ¢abuk adsorbe olmasidir.
Adsorbe olan LSZ miktar1 ise PP konsantrasyonu arttikca artis gostermistir. LSZ
adsorpsiyonunda PP ve LSZ proteini arasinda bulunan elektrostatik ¢ekim nedeniyle

artis gozlemlenmistir.

1.2 Tezin Amaci

HAP miikemmel biyouyumlulugu, toksik olmamasi ve proteinler ve enzimler gibi

biyomolekiillere yiiksek benzesmesi nedeniyle biiyiik ilgi ¢cekmektedir.

Proteinlerin ¢ozeltiden kat1 yiizeylere adsorpsiyonu bilimsel 6nemi oldugu kadar
biyokirlenme, gida iiretimi, biyosensor gelistirilmesi ve biyouyumlu malzeme yapimi
gibi uygulamalar i¢in de biiyiik 6neme sahiptir. Bu ¢aligmanin amaci toksik olmayan ve
kemik mineraline benzer kristalografik yapiya sahip HAP {izerine olan BSA
adsorpsiyonuna temas siiresinin, pH’imn polimer katkisinin, HAP {iiretimi esnasinda

katilan katki maddesinin ve HAP’1n sinterleme sicakliginin etkilerinin incelenmesidir.

1.3 Orjinal Katki

Bu ¢alismada biyokimya ve ¢evre bilimi basta olmak iizere pek ¢ok alanda 6nemli olan
protein adsorpsiyonu konusuna katki saglamak amaciyla farkli {iretim sartlarinda

iiretilmis HAP {izerine BSA proteini adsorpsiyonu incelenmistir.



BOLUM 2

PROTEIN

Proteinler, canlilarin yasamla ilgili birgok fonksiyonunda gorev alan Onemli
biyomolekiillerdir. Proteinler membranlarin, kas ve bag dokusunun yapisal
elemanlaridir. Birgok molekiiliin viicut i¢inde tasinmasinda ve depolanmasinda gorev

alirlar [15].

2.1 Protein Tanimi ve Proteinlerin Yapilarindaki Baglar

Proteinler, hiicrenin yapisinda yer alan C, H, O, N ve S iceren zincir seklindeki amino
asitlerin belirli tiirde, belirli sayida ve belirli dizilis sirasinda karakteristik diiz zincirde
birbirlerine kovalent baglanmasiyla olusmus biiyiik organik bilesiklerdir [16]. Diger bir
deyisle; hiicre yapisinin temel organik maddesi olan ve yasamla ilgili tepkimelerde
dogrudan ya da dolayli olarak rol oynayan proteinler biiyiime, gelisme ve dokularin
onarimi gibi pek ¢ok biyolojik olay: diizenleyen kompleks 6gelerdir. Proteinler, tabiatta
300 civarinda bulunan amino asitlerin yalnizca 20 tanesinin farkli siralamayla bir zincir
tizerinde kondenzasyon polimerizasyonu ile birlesmesi sonucu olusur [15]. Bu standart
20 amino asidin farkl sayida dizilisleri neticesi yiizbinlerce farkli yapi ve vazifede
proteinler olugmaktadir. Proteinlerin islevlerinin c¢ogu, kendisini olusturan amino
asitlerin Ozelliklerinin tayin edilmesiyle anlasilabilir. Her proteindeki amino asit
dizisinin siras1 bir gen tarafindan tanimlanir ve genetik kod ile kodlanmistir. Genetik
kod 20 standart amino asit tanimlasa da proteinlerdeki amino asitler ¢evrim sonrasi
degisimle kimyasal olarak degisiklige ugrarlar. Bu degisimler ya proteinin islev
gormeye baglamasindan oOnce gerceklesir ya da kontrol mekanizmalarinin pargasi

olarak, proteinin islevini degistirmek i¢in olusmaktadir. Proteinler belli islevleri yerine



getirmek i¢in beraberce de calisabilirler ve bazilari bir araya gelip kararli kompleksler

olusturabilir [17].

Proteinler, biitiin hiicrelerde ve hiicrelerin biitiin kisimlarinda bulunurlar ve
hiicrelerdeki biitiin biyolojik olaylarin yapi tasidirlar. Hiicreler igerisinde gergeklesen
olaylar; yliz binlerce farkli proteinin kendilerine verilmis olan vazifeleri yerine
getirmeleri ile gerceklesmektedir. Proteinler, inanilmaz derecede birgok islev goriirler
ve yasamsal biitiin islevler proteinlere baghidir. Viicudun g¢alismasinda diizenleyici
olarak gorev alan bazi enzim (amilaz, lipaz, laktat dehidrogenaz vb.) ve hormonlarin
(insiilin, bliylime hormonu vb.) yapilarinda protein vardir. Alyuvarlara rengini veren
hemoglobin bir protein bilesigidir. Kaslarin biiyiikk kismi miyozin ve aktin diye
adlandirilan protein tiirlerinden meydana gelmistir. Kastaki kontraktil proteinler
hareketi saglamaktadirlar. Viicudun mikroplara kars1 savunmasinda gorev alan antikor
dedigimiz koruyucu maddeler ile bazi vitaminlerin yapiminda proteinin etkinligi
bulunmaktadir. Kemikte kollajen, kalsiyum fosfat kristallerinin depolanmasini saglar.
Kanda albiimin ve hemoglobin tagima gorevi alirken; immiinoglobiilinler bakteri ve
virlislerin yikilmasinda gorev alirlar. Ayni zamanda proteinler bir enerji kaynagidirlar

ve 1 gram protein viicutta 4 kcal. enerji olusturur [18].

Protein sagligimiz i¢in en Onemli bilesiklerden biridir. Hayvansal kaynaklardan
alinabildigi gibi bircok farkli yollarla beslenmemizde protein almamiz miimkiindiir.
Proteinler kemikten saga, kandan beyine tiim dokularda bulunurlar; dokularin
yenilenmesinde ve onarmminda kullanilirlar. Organizmada c¢ok degisik proteinler
bulunur. Bunlar yanliz cinse 6zel degil ayn1 cinsler arasinda organlara da 6zeldir. Yani

ayn1 organizmada ¢esitli organlardaki proteinler birbirlerinden farklidir [19].

Proteinlerin yapilarinda kovalent baglar ve kovalent olmayan baglar vardir. Proteinlerin
yapilarindaki kovalent baglar, peptit baglar1 ve disiilfid baglardir; kovalent olmayan

baglar ise hidrojen baglari, iyon baglar1 ve hidrofob baglar (apolar baglar)’dir [16].

2.2 Protein Molekiillerinin Yapisi ve Konformasyonu

Proteinler bilinen biyokimyasal maddeler arasinda yapist en karmasik olanlardir. Bir
proteinin yapisindaki amino asitlerin siras1 ve sayisi, o proteinin ii¢ boyutlu yapisini ve

fonksiyonunu tayin eder.
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Proteinler, 20 farkli L-alfa-amino asitten olusmus lineer polimerlerdir. Tiim amino
asitler, bir alfa karbonuna birer karboksil, amino grubu ve bir yan zincirin baglantyor
olmasi gibi ortak yapisal 6zelliklere sahiptir. Yan zincirlerin farkli kimyasal 6zellikleri
proteinlerin ii¢ boyutlu yapisini belirlemekte ve dolayisiyla protein islevine etki
etmektedir. Bir polipeptit zincirdeki amino asitler bir dehidrasyon tepkimesi sonucu
olugsan peptit bagi ile birbirlerine baglanmaktadirlar. Protein zincirine dahil olmus
amino asit birimlerine kalinti; karbon, azot ve oksijen atomlarindan olusan tekrarlayan

diziye de ana zincir ya da protein omurgasi denir [17].

Proteinlerin kimyasal yapisini incelediginde merkezde bir karbon (C) atomu ve bu
atoma bagh bir karboksil (-COOH) grubu ve amino (-NH;) grubu vardir. Bu iki yap1
amino asitlerin ortak temel yapisini teskil eder. Amino asitler arasindaki farklilig1 ise
karbon (C) atomuna bagli R grubu (yan zincir) saglar. Amino asitler R grubunun
kimyasal 6zelliklerine gore suda eriyenler ve suda erimeyenler olmak iizere iki gruba
ayrilir. Karboksil grubu (-COOH) asidik, amino grubu (-NH;) bazik 6zellik gosterir ve
bu sebeble hiicrede meydana gelebilecek pH degisimlerinde tampon gorevi tistlenirler

[20]. Amino asidin yapis1 Sekil 2.1°de gosterilmektedir.

H

|
R —GC— COOH
I
NH,

Aminoasit

Sekil 2.1 Aminoasidin yapis1 [20]

Her bir amino asitin kimyasal yapisi nedeniyle, protein zincirinin bir yonii vardir.
Proteinin serbest bir karboksil grubuna sahip olan ucu, karboksi ucu (C ucu) ya da
karboksi terminali (C terminali); serbest bir amino grubu olan ucu ise amino ucu (N

ucu) ya da amino terminali (N terminali) olarak adlandirilir [17].

Protein molekiillerinin yapis1 rastlantiya bagli bir dizilim gostermemektedir. Her
molekiiliin 6zgiin kimyasal bilesimi, molekiil agirligt ve amino asit dizilimi vardir.
Protein molekiillerinin ii¢c boyutlu bicimleri de karakteristik &zellikler tagimaktadir.
Cogu protein katlanarak kendine has ii¢ boyutlu bir yapiyla sekil alir. Proteinin dogal
olarak katlanip olusturdugu sekle onun dogal hali denilmektedir. Cogu protein kendini
olusturan amino asitlerin yapisal egilimleri yoluyla yardim gérmeden katlanabilirse de,

digerleri dogal hallerine elde edecek sekilde katlanabilmek i¢in molekiiler saperonlara
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gereksinim duyarlar. Proteinler genel anlamda dortlii bir yap1 gosterirler: birincil yap,
aminoasitlerin peptit baglariyla birbirlerine baglanarak olusturduklar zincir yapi; ikincil
yapi, fibréz proteinlerde oldugu gibi bir eksen c¢evresinde olusturduklari1 sarmal yaps;
ticilinciil yap1, polipeptit zincirinin globiiler proteinlerde oldugu gibi kivrilarak ya da
biikiilerek olusturdugu yap1 ve dordiincii yapi, birden fazla polipeptit zinciri igeren

proteinlerdir ve uzaysal dizilim iliskileri vardir [21].

2.3 Proteinlerin Sentezi ve Ozellikleri

Canlilarin yapisindaki proteinlere 20 ¢esit amino asit katilir. Bu 20 ¢esit amino asitten
12 tanesi insanlarda sentezlenebilirken 8 tanesi disaridan hazir olarak alinmaktadir.
Yapay olarak ise sentezlenebilen 70 kadar amino asit vardir. Proteinler her canlida farkl
oldugu gibi her canlinin farkli dokularinda da birbirinden farkhidir. Bu farklilik
proteinleri olustuan amino asitlerin ¢esidi, sayisi, sirast ve dizilisinden kaynaklanir.
Bunun nedeni de her canli ve dokudaki proteinlerin sentezlenmesini saglayan genlerin
farkli olmasidir. Proteinlerin sentezlenmesi i¢in gerekli olan amino asit ¢esitlerinden bir
tanesi bile eksik olsa protein sentezlenemez. Proteinlerdeki aminoasitlerden bir
tanesinin bile c¢esidi, sirast1 veya sayisi degisirse proteinin yapisi ve Ozelligi

degismektedir [22].

Protein sentezi DNA sayesinde olusmaktadir. DNA 4 harfli bir alfabeden (4 g¢esit
niikleotid ) olusurken protein 20 harfli bir alfabeden ( 20 ¢esit aa) olusur. Bunun i¢in bu
iki alfabe arasinda ceviri yapilmasi gerekmektedir [22]. Bu olay kisaca su sekilde
olmaktadir. Viicudumuzda DNA molekiilleri ile depolanan genetik bilgiler, translasyon
dedigimiz bir olay ile amino grup asitlerden olusan protein haline gelmektedir. Bu olay
sirasinda Once belirli bir miktar DNA'dan buna karsilik gelen RNA dizisi olusur.
Transkripsiyon denilen bu olaydan sonra RNA yapisinda bulunan ve aktif protein
sentezine katilmayan intron dedigimiz RNA dizileri ortadan kaldirilir. Intronsuz
RNA'ya MRNA denir ve bu MRNA, ribozomlarda bir¢ok karmasik olaydan sonra
amino grup asit haline cevrilir ve degisik amino asitlerin birlesmesiyle proteinler
meydana gelmektedir. Bu sayede DNA’larda hazir bulunan bilgiler protein formunda
dokularda ve hiicrelerde faaliyet gostermeye baglar. Proteinin yanlis sentezlenmesinin
ana nedeni DNA’nin yapisinda olabilecek bir degisikliktir ve buna mutasyon denilir.

Ayrica gesitli proteinler sentezlendikten sonra bazi modifikasyonlara ugrarlar. Bunlar;
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proteinin bir kisminin kopmasi, fosfor, seker karbonhidrat molekiilleri eklenmesi gibi
olaylardir. Bu asamalarda olabilecek bir bozukluk proteinin gercek fonksiyonunu

gostermesine engel olmaktadir [22].

Protein yanlis sentezlendiginde proteinin fonksiyonu bozulmaktadir. S6z konusu
proteinin fonksiyonu 6rnegin hiicrelerin boliinmesine yardimci olmaksa, bu proteinin
sentezindeki bozukluk hiicrelerin boliinmesinde sorun ¢ikartacaktir. Giiniimiizde bir¢ok
proteinin yanlis ya da eksik sentezlenmesinin bazi hastaliklara neden oldugu
bilinmektedir. Baz1 tip kanserlerde 6rnegin ¢ok 6zel proteinlerde mutasyon oldugu hem
deney hayvanlarinda hem de insanlarda gosterilmistir. Tiimor olusumunu 6nleyen bazi
proteinlerde olabilecek sentez hatalarinin organizmalari kanser gelisimine daha hassas
hale getirdigi bilinmektedir. Yanlis protein sentezi sadece kanserli kisilerde goriilmez.
Yapilan c¢alismalar birgok hastalikta spesifik protein veya proteinlerde yanlis
sentezlenme oldugunu gostermistir. Uzayip giden bu hastaliklara birka¢ 6rnek vermek
gerekirse, seker hastalifi, bazi akciger hastaliklari, alzheimer hastaligi ve birgok bag

dokusu hastalig1 sayilabilir [22].

Ayrica yanlis sentezlenen her proteinin mutlaka bir hastalifa neden olmasi gerekmez.
Bazi sentezlenme hatalar1 proteinin fonksiyonunda ¢ok onemli bir degisiklige neden
olmaz. Yine ayni sekilde bazi durumlarda yanlis sentezlenme sonucu fonksiyonunu
bozulan proteinin gdérevi ona benzer bir baska protein tarafindan {stlenilebilir ve

organizmada olabilecek herhangi bir fonksiyon eksikligi 6nlenmis olur [22].

Hiicre i¢i ve hiicre disinda 6nemli yap1 maddeleri olan proteinlerin 6zellikleri asagidaki
gibidir;

Proteinler cesitli etkilerle denatiire olurlar; protein denatiirasyonu peptit baglar1 hidroliz
olmadan proteinin yapisini ¢oziiliip disorganize olmasi sonucunda meydana gelmektedir
[22]. Denatiirasyon sirasinda kovalent baglar korunur. Ancak disiilfit baglar1 kirilarak
cok sayida siilfidril grubu agiga ¢ikarir. Yani molekiill yumak seklini koruyamayip
acilmaya, diiz sekil almaya baslar [23].

Bir proteinin denatiirasyonu, proteinin tersiyer yapisinin bozulmasi, sekonder ve primer
yapisinin korunmasi bigiminde olursa reversible (geri doniisiimlii)’diir. Denatiire olmus
bir proteinin tekrar eski haline donmesine renatiirasyon denir [16]. Proteinin

denatiirasyonu Sekil 2.2°de goriilmektedir.
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Sekil 2.2 Proteinin denatiirasyonu [16]

Bir proteinin denatiirasyonu, proteinin tersiyer ve sekonder yapisinin bozulmasi,
yalnizca primer yapisinin korunmasi bigiminde olursa irreversibl (geri dontistimstiz)’diir

[16].

Bir proteinin denatiire olmasiyla fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinde degismeler goriiliir.
Proteinin ¢ozlinilirliigli ¢ok azalir ve biyolojik aktivitesi kaybolur. Bir proteinin
denatiirasyonuna neden olan etkiler sunlardir: Is1, X-1s1n1 ve UV 1sinlar, ultrason, uzun
siireli ¢alkalamalar, tekrar tekrar dondurup eritmeler, asit etkisi, alkali etkisi, organik
coziiciilerin etkisi, derisik iire ve guanidin-HCI etkisi, salisilik asit gibi aromatik

asitlerin etkisi, dodesil siilfat gibi deterjanlarin etkisi [16].

Proteinler, amfoter maddeler yani amfoter elektrolit veya amfolittirler; hem asit hem baz
gibi davranma Ozellikleri vardir. Bir protein molekiilii, her protein icin farkli ve
karakteristik olan, proteindeki elektriksel yiike sahip R gruplarinin sayilar1 ve elektriksel
yiiklerinin ¢esidi tarafindan belirlenen ve izoelektrik nokta diye tanimlanan bir pH

degerinde iyonlasmis fakat dis ortama kars1 elektriksel yonden noétral bir yapidadir [16]:

(H,N=-+++-COOH) >(H,N ~+-C0O ) @.1)

2
Bir protein molekiilii, izoelektrik noktasindan diisiik pH ortaminda pozitif yiikli katyon

+
(H;N ------COOH) seklinde bulunur; izoelektrik noktasindan yiiksek pH ortaminda ise
negatif yiiklii anyon (H,N------COO ) seklinde bulunur [16].

Proteinler, amfolit olma 6zellikleriyle ilgili olarak da gesitli 6zelliklere sahiptirler [16]:

a) Proteinlerin hem baz hem asit baglama 6zellikleri vardir. Bir proteinin baz baglama

yetenegi, amino asit kalintilarinin R yan zincirlerindeki asidik gruplarin sayisina
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baglidir; asit baglama yetenegi de amino asit kalintilarinin R yan zincirlerindeki bazik

gruplarin sayisina baglidir.

b) Proteinlerin hem negatif iyon hem pozitif iyon baglama 6zellikleri vardir. Proteinlere
baglanan bir¢ok iyon suda ¢Oziinmez tuz olusturur ve protein ¢Oktliriici olarak
etkilidirler. Triklor asetik asit, pikrik asit, tungstik asit gibi ¢ok kullanilan protein
coktiiriiciilerinde asitlerin anyonu, katyonlagmis proteinlerle birlesir.

2 3+ 2+
Hg , Fe , Zn gibi agir metal katyonlar1 anyonlagmis proteinlerle birlesir ve protein

2 2+
coktiirticii olarak etki ederler. Cu , Ni gibi baz1 agir metal katyonlari, geleneksel tuz

olusumu yerine proteinle koordinasyon kompleksleri olustururlar.

¢) Proteinlerin su baglama ve bagli suyu verme yetenekleri vardir. 1g protein, yaklasik
0.3-0.5 g su baglar. Etanol, aseton ve nétral tuzlar gibi ¢ok hidrofil maddeler bir

proteinin bagladig suyu ¢ekerek protein ¢oktiirlicii olarak etki ederler.

d) Proteinler, elektriksel alanda farkli hizlarda goc¢ ederler. Bu goc, izoelektrik
noktalarindan diisiik pH’larda katoda; izoelektrik noktalarindan yiiksek pH’larda
anodadir. Proteinlerin elektriksel alanda gogme hizi, net elektrik yiiklerine ve ortamin
pH degerine baghdir. Bir protein, elektriksel alanda, izoelektrik noktasina esit pH
ortaminda her iki kutup tarafindan esit kuvvetlerle c¢ekilir; hi¢ bir kutba go¢ etmez;

hareketsiz kalir.

Proteinler, polipeptit zincirindeki peptit baglariin su girisi ile yikilmasi sonucu hidroliz
olurlar. Polipeptid zincirleri ¢ok uzun olup yikilmalar1 yine enzimler vasitasiyla
olmaktadir. Peptid baglarin1 kiran enzim ise peptidaz enzimidir. Proteinlerin kismi
hidrolizi ile proteozlar, peptonlar ve peptitler olusur; tam hidrolizi ile amino asitler
olusur. Proteinlerin hidrolizi, kaynatma, asit etkisi ve enzim etkisiyle olabilmektedir

[16].

2.4 Proteinlerin Onemi ve Gorevleri

Polisakkaritler, niikleik asitler ve yaglar gibi biyolojik makromolekiillere benzer sekilde
proteinler de canli organizmalarin temel bilesenlerindendir ve hiicrelerin i¢indeki her
siiregte yer alirlar [17]. Oyleki metabolizmada diizenleyici uyaric1 gorevler iistlenen
cesitli enzimler, hormonlar ve salgilar basli basina birer proteindir ve metabolizma igin

yasamsal bir role sahiptirler. Ornegin; enzimlerden siikraz, diizenleyici proteinlerden
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yumurta aki, kandaki antikorlar canlilarda direkt biyolojik fonksiyonlara sahip olan

protein ¢esitleridir [20].

Yetigkinlerin viicut agirliginin %16-18 kadar1 proteindir. Viicuttaki toplam proteinin
%45°1 kaslarda, kalan1 diger dokulardadir. Protein; biiylime, gelisme, saglikli yasama ve
zeka gelisimi gibi insan hayatiyla ilgili her tiirlii olayda rol oynar. Proteinler besinlerle
alimir, fazla alinirsa bile viicutta depolanmaz. Ancak kisa siireli yetersizliklerde
kullanilabilecek kadar yedek protein birikebilir. Karbonhidrat ve yaglardan protein
yapilmaz. Viicudun c¢alismasi i¢in silirekli protein harcanir. Besinlerle yeteri kadar
alinmazsa yedek protein tlikendikten sonra, hiicredeki yapisal proteinler yikilmaya
baslar ve saglik bozulur. Bunun i¢in giinliik protein ihtiyacinin diizenli karsilanmasi
gerekmektedir. Proteinler enzimlerle hidrolize olup, parcalanirlar ve amino asitleri
kiiciik molekiiller halinde aciga cikarirlar. Protein yetersizliginde biiylime yavaslamakta
ve zihinsel gelisimde gerileme goriilmektedir. Ayrica viicudun hastaliklara karsi
direnci azalmaktadir. Proteinlerin yapilarinin degismesi, bozulmasi durumunda insan

hayati tehlikeye girer [24].

Proteinler, canlida hem yapimin olugsmasinda hem de pek ¢ok gdrevin yapilmasinda
dogrudan etkilidir. Hiicrelerin kendine 0zgii o6zelliklerini kazandiran maddeler,
yapilarin1 olusturan protein ¢esitleridir. Hiicrede gergeklesen hiicresel olaylarin
yapilmas1 da proteinlerle saglanir. Proteinlerin baglica gorevleri asagidaki gibi siralanir

[19]:

e Proteinler hayvan viicudunda organlarin ve yumusak dokularin yap1 unsurudur.

e Biiylime ve erginlik donemlerinde yeni dokularin yapilmasinda etkindirler.

¢ Yipranan dokularin onarilmasi islevine sahiptirler.

¢ Enzimlerin ve hormonlarin yapiminda gorev alip yapilarinda bulunurlar.

e Sinirsel uyarilarin iletiminde rol oynarlar.

e (Canliya destek olma ve hareket olanagi saglamada gorev alirlar.

e Viicudun hastaliklara karst dayanikliliginda ve hastalik etkenlerine karsi
korunmada kullanilirlar.

e Oksijen ve diger maddelerin vaskiiler yolla tasinmasinda gorev alirlar.

e Kanin pihtilagmasinda rol oynarlar.

e Su ve elektrolit dengesinin korunmasinda dogrudan yada dolayli olarak gorevleri

vardir.
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e Viicuttaki asit baz dengesini normal dengede tutmak icin tampon vazifesi
goriirler.

e Kalitsal faktorler i¢in kromozom ve genlerin yapisinda bulunurlar.

e Kaslarin kontraksiyonunda goérev alirlar.

e Hiicrelerle hiicreler arasi sivilar arasinda besin unsurlariin degisimine yardim
ederek O0demlere sebebiyet veren sivilarin anormal bir sekilde toplanmasina
engel olurlar.

e Enerji veren diger besin unsurlar1 (karbonhidrat ve yag) yeteri kadar alinmazsa
veya diyetle fazla protein alinirsa enerji saglarlar.

e Istah1 kontrol altina almak yani yeteri kadar protein alindiginda aclik hissini
bastirilmis olunur. Ornegin; et ve et iiriinleri yedigimiz zaman kolay kolay

acitkmayiz bunun sebebi etde bulunan hayvansal proteindir.

2.5 Proteinlerin Saflastirillmasi ve Saflastirilma Metodlar:

Proteinlerin yapisinin ¢éziimlenmesi bir¢ok hastaligin teshisi, tedavisi ve ilag iiretimi
icin ¢ok Onemlidir. Bir proteinin amino asit kompozisyonunu ve dizilisini, molekiil
agirligini ve diger fiziksel 6zelliklerini arastirmak i¢in dncelikle proteinin saflastirilmasi
gereklidir. Bir hiicre ve dokudan istenilen bir proteinin saf halde izole edilmesi oldukga
gii¢ bir olaydir. Bu proteinin konsantrasyonu diisiik ise binlerce farkli protein arasindan
ayirmak ve saf halde elde etmek i¢in bu proteine uygun olan saflastirma tekniklerinin
secilmesi gerekir. Proteinlerin saflastirilmasinda bugiin kullanilan yontemler oldukca
gelismistir. Saflagtirmada kullanilan yontemlerden bir veya birkag1 arka arkaya
kullanilarak protein saf halde veya safa yakin bir sekilde elde edilmektedir. Bugiin
pekcok enzim ve enzim olmayan proteinin saf ve kristal halde izole edilmesi
basarilmistir. Bir proteinin amino asit kompozisyonunu ve dizilisini, molekiil agirligin
ve diger fiziksel ozelliklerini ¢alismak i¢in oncelikle proteinin saflastirilmasi gereklidir

[25].

Bir doku ve hiicre gurubundan proteinleri izole edebilmek igin Oncelikle yapilmasi
gereken bazi islemler vardir. Ilk sathada calismak istedigimiz proteinin en fazla
bulundugu doku veya hiicre grubu secilir. Ilgilendigimiz proteini dayanikli tutacak
tampon cozeltiler kullanilarak doku ve hiicreler homojenize edilir. Hiicre membraninin
ve niikleus membraninin par¢alanmasi gerekir. Daha sonra bu homojenat belirli hizlarda

santrifiigasyona tabi tutularak hiicre partikiillerinden arimdirilir. Boylece elde edilen
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protein karigimi siipernatan halinde alinarak saflastirma yoOntemlerinden biri veya

birkag1 kullanilarak proteinlerin saf halde izole edilmesi saglanmaktadir [25].
2.5.1 Kromatografik Yontemler

2.5.1.1. Jel Filtrasyonu

Jel filtrasyonu proteinlerin molekiil agirliklarina gore ayrilmasini saglar. Bu yontemde
proteinlerin birbirinden ayrilmasi, sabit fazdaki jelin olusturdugu porlarin ¢apina gore
molekiillerin belirli derecede engellenmesine dayanir. Sabit faz olarak kullanilan
sefadeks, biojel, agaroz gibi dolgu maddeleri kolona doldurulduktan sonra uygun bir
tampon ile yikanir ve kararli hale gecirilir. Daha sonra protein ¢dzeltisi tampon ile
birlikte kolonun iizerinden yavas yavas ilave edilir. Yer ¢ekimine gore asagi dogru
hareket eden protein ¢ozeltisi igerisinde bulunan kii¢iik protein molekiilleri kolon dolgu
maddesinin kii¢iik oyuklarina girerken, biliyiik proteinler bu oyuklara hi¢ girmeden
kolondan ilk ¢ikan molekiiller halinde ayrilirlar [26]. Sekil 2.3’de jel filtrasyonu

gosterilmektedir.

Sekil 2.3 Jel filtrasyonu [16]

2.5.1.2 iyon Degistirici (Ion-Exchange) Kromatografisi

Proteinleri asit ve baz ozelliklerine gére ayirmak icin kullanilan bir yontemdir. Bu
yontemde kolon i¢ine pH 7.0’de pozitif yiik tasiyan bir seliiloz tiirevi olan DEAE-
selliloz ( dietil aminoetil seliiloz ) konur. Bu bilesige negatif yiik tasiyan proteinler
baglanirken diger proteinler kolondan ¢ikarlar. Kolonun igerisine konan diger bir bilesik
ise pH 7.0°de negatif yiik tastyan CM-seliiloz ( karboksimetl seliiloz ) dur. Bu bilesige

de pozitif yiik tagiyan proteinler baglanir. Diger proteinler ise kolon dolgu maddesine
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baglanmadan kolondan c¢ikar. Daha sonra kullanilan tamponlarin iyonik kuvveti
degistirilerek kolon materyaline gegici olarak baglanmis olan bu proteinler kolonun
dolgu maddesinden ayrilarak kolondan ¢ikmaya baslarlar. Fraksiyon toplayicisi ile
kiigiik miktarlar halinde tiiplerde toplanan proteinler asidik yada bazik 6zelligine gore
diger proteinlerden ayrilmis olur. Iyon degistirici kromatografi aynm1 zamanda amino
asitlerin ve peptitlerin de birbirinden ayrilmasini saglar. Bu tip kromatografi 6zellikle
molekiil agirliklart birbirine ¢ok yakin olan molekiilleri ayirmak i¢in kullanilmaktadir

[26].

2.5.1.3 Affinite Kromatografisi

Proteinlerin ¢ok kiiclik molekiilleri ¢cok spesifik bir sekilde baglamalar1 6zelliklerine
dayanan ayirma yontemidir [26]. Cok kompleks bir karisim i¢inde bulunan bazi
proteinler affinite kromatografisi sayesinde tek basamakta oldukca saf halde elde
edilirler. Affinite kromatografisi i¢in polisakkarit yapisindaki agaroz taneciklerine
kimyasal bir reaksiyon ile bir enzimin koenzimi baglanir. Uzerine koenzim baglanmig
olan agaroz tanecikleri kolon dolgu maddesi olarak kullanilir. Protein karigimi bu
kolona uygulandigi zaman yalniz ilgili enzim proteinleri koenzimin serbest ucuna
spesifik olarak baglanmaktadir. Bu baglanma kovalent bir baglanma degildir. Diger
proteinler koenzimin serbest ucuna baglanma 6zelligine sahip olmadiklar i¢in kolondan
ayrilirlar. Daha sonra serbest koenzim igeren ¢ozelti kolona ilave edildiginde, agaroz
taneciklerine bagli koenzime baglanmis olan enzim molekiilleri bu defa rekabetten
dolay1 ¢ozelti ile birlikte gelen serbest koenzime baglanarak kolondan ¢ikar. Bdylece
koenzime spesifik olarak enzim proteini diger ylizlerce proteinden affinite
kromatografisi ile tek basamakta saflastirilmis olmaktadir. [26]. Affinite kromatografisi

Sekil 2.4°de goriilmektedir.

19



CEa b

Sekil 2.4 Affinite kromatografisi [16]

2.5.2 Elektroforetik Yontemler

2.5.2.1 Elektroforez

Proteinleri, izoelektrik noktalarindan farkli bir pH degerine sahip elektriksel bir alanda
farkli gogme hizlarina dayanarak ayirma yontemidir [16]. Elektroforezde bir hareketli
bir de hareketsiz faz vardir. Sabit faz olarak kagit, asetat, seliiloz, poliakrilamid, agaroz
gibi dolgu maddeleri kullanilir. Sabit ortamdaki en Onemli o6zellik molekiillerin
porlardan kolaylikla ge¢mesine dayanir. Hareketli faz olarak genellikle tamponlar
kullanilir. Elektroforezin diger yontemlerden farki bir elektriksel alan yaratilmasidir.
Protein ¢ozeltisi bu elektriksel alanda farkli hizlarla bir elektrotdan digerine hareket
ederek molekiil agirliklarina ve tasidiklart elektrik yiiklerine gore birbirlerinden
ayrilirlar. Daha sonra boyama yaparak protein bantlar1 goriiniir hale gelmektedir [26].

Elektroforez yontemi Sekil 2.5°de gdsterilmektedir.

Sekil 2.5 Elektroforez yontemi [16]
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2.5.2.2 izoelektrik Fokuslama

izoelektrik fokuslama, proteinlerin bir pH gradientinde izoelektrik noktalarma gére
ayrilmasi prensibine dayanmaktadir. Bu yontemde; yiiksek mobiliteye sahip sentetik
poliamino-polikarboksilik asitlerin karisimlart olan amfoterik bilesikleri igeren jel
polimerlestirilir. pH gradienti olusturmak icin sisteme akim verilir ve amfolitler
izoelektrik noktalarina gore jelde diizenlenirler. En asidik olan anoda, en bazik olanda
katoda dogru ilerler. Daha sonra 6rnek proteinler jele uygulanir ve yliklerine gore anoda
ve katoda dogru hareket ederler. Proteinler jel lizerinde net yliklerinin sifir oldugu pH
degerine (pl) kadar go¢ ederler ve bu noktada hareketsiz kalarak dururlar. En son
asamada protein bantlarmin gozlenmesi i¢in boyama yapilir fakat boyamanin olmasi
icin Oncelikle jelden amfolitlerin uzaklagtirilmasi gerekir. Ciinkii amfolitler jelin
tamamen boyanmasma neden olurlar [26]. izoelektrik fokuslama Sekil 2.6’da

goriilmektedir.
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Sekil 2.6 Izoelektrik fokuslama [16]

2.5.3 Santrifiigasyon Yontemleri

2.5.3.1 Densiti Gradient (zonal ) Santrifiigasyon

Bir protein karisimini santrifligasyon yonyemi ile ayirmak igin tiip igerisinde siikroz
gibi bilesiklerle bir konsantrasyon gradienti yaratilir. Bunun i¢in plastik tiip igerisinde
en yogundan en az yoguna dogru bir siikroz gradienti meydana getirildikten sonra tiipiin

en lizerine protein karigimi ilave edilir. Bu sekilde hazirlanmis olan tiip yiiksek devirde
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santrifiij edilecek olursa her bir protein kendi dansitesi ile ayn1 olan siikroz bolgesine
toplanmaktadir. Tiip igerisinde farkli bantlar halinde ayrilmig olan proteinler daha sonra
tiiplin alt1 igne ile delinip toplanarak veya tiip dondurulduktan sonra bu bantlar buz

halinde kesilerek ¢ozdiirtiliir ve bu sekilde proteinler birbirlerinden ayrilmis olur [26].

2.5.3.2 Differansiyel Santrifiigasyon

Differansiyel santrifiigasyon ile bir karisimda bulunan partikiiller boyutlarindaki
farkliliklara bagli olarak ayrilmaktadir. Homojenat relatif santrifiigal kuvvet (RCF)
arttirildikca fraksiyonlarina ayrilmaktadir [26].

2.5.4 Dializ ve Ultrafiltrasyon

Proteinleri daha kiigiik molekiil agirliga sahip molekiillerden ayirmak i¢in diyaliz
yontemi kullanilir. Bu yOntem yarigecgirgen bir membran igerisine konan protein
¢oOzeltisi igerisinden kii¢iik molekiillerin membranin ultramikroskopik porlarindan suyla
ve tamponla ortam suyuna gecirilmesi teknigine gore calisir. Glukoz ve NaCl gibi
kiicik molekiiller membrandan gecerken biiyiik protein molekiilleri diyaliz porlarindan
gecemedigi i¢in igerde kalir. Ortam suyunun birkag kez degistirilmesi ile kiiclik
molekiillerin protein ¢ozeltisi igerisinden uzaklastirlmasi miimkiin hale gelmektedir

[26].

Ultrafiltrasyon yontemi de diyaliz teknigine gore calisir. Aradaki fark, diyaliz tiipiinden
kiiciik molekiillerin ¢ikmasi i¢in hidrostatik basing veya santrifiij gibi transmembran
kuvvetlerinin etkisiyle proteinleri molekiil biiyiikliiklerine gore diyalize gore daha hizli
ve daha yiiksek verimlilikte ayrilmasini saglar. Bu basing sayesinde kiigiik molekiillerle
birlikte bir miktar siv1 kaybedildigi i¢in protein daha konsantre bir sekilde elde edilir
[26].

2.6 Protein Tayin Yontemleri

Protein c¢ozeltilerinin konsantrasyonlarin1  belirlemede kullanilan ¢esitli yontemler
mevcuttur. Yontemlerin bu derece ¢okluguna karsin, genelde herhangi bir ornekteki
protein miktarini en iyi saptayan ve tam istedigimiz sonucu veren bir yol yoktur. Ancak
protein miktarmi en iyi sekilde saptayabilmek icin proteinin ve Ornekteki diger

bilesiklerin yapisina, deneyin hassasiyetine gére metod se¢ilmelidir [26].
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Protein tayin yontemlerinde tanimlanan tiim metotlar spektrofotometrik yontemlere
dayanmaktadir. Fotometrik tayinler bir numuneye giren 1sikla, ¢ikan 1518 siddeti
arasindaki oranin dl¢iilmesine dayanir. Bir kaynaktan ¢ikan 1s1k paralel bir demet haline
getirilir, bir monokromatdrden (prizma) gecirilir ve absorbsiyonun meydana geldigi
kiivete girer. Kiivetten ¢ikan 151k demeti, gelen 151tk demetinin siddeti ile orantili bir
elektrik sinyal olusturan fotoelektrik dedektore c¢arpar. Her atom, molekiil veya
kimyasal bagin kendine o0zel spesifik bir 151k dalga boyu absorbsiyonu vardir.
Spektrofotometre ¢ozeltiye bilinen spesifik bir dalga boyu 15181n1 géonderip, bu 15181 ne
kadarinin absorbe oldugunu ve ne kadarinin yayildigini 6lgen bir alettir. Bu dlgiimlede
bir kimyasalin ne miktarda bulundugunu hesaplayabiliriz. [27]. Spektrofotopmetrenin

calisma prensibi Sekil 2.7°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.7 Spektrofotometrenin ¢alisma prensibi [27]

Spektrofotometre ile absorbansin (A) Olglimleri yapilirken iginde absorblayict 6zelligi
olmayan ¢oziicli (kor-maddeden baska her sey igerir) kiivete konularak uygun dalga

boyunda sifir ayar1 yapilir ve 6rnek kiivete yerlestirilerek absorbans degeri okunur [27].

Protein miktar tayini denemelerinde c¢ogu zaman protein karisimlarinin  veya
ektinksiyon katsayis1 bilinmeyen proteinlerin miktarlar1 tayin edilmek istenir. Bu
durumunda miktar1 bilinen saf bir protein “standart” olarak kullanilmak suretiyle bir
standart egri olusturulur. Standart egri olusturmak i¢in miktar1 bilinen standart proteinin
cesitli konsantrasyonlarda absorbansi 6l¢iiliir ve miktar1 bilinmeyen protein drneginin
absorbansi standart proteinin absorbansi ile karsilastirilir. Farkli proteinler farkli
absorpsiyon spektrumu gosterirler ve hi¢ bir protein standardi tiim proteinler i¢in gerekli
gorevi yerine getiremez. En iyi uygulama sekli, ¢alisilacak olan her protein icin bir
standart egri ¢izmektir. Fakat bu her zaman olas1 degildir. Ciinkii; protein saf olarak
elde edilmeyebilir. Bu durumlarda ticari olarak satilan saf proteinler standart olarak

kullanilir. En yaygin kullanilan protein standart1 bovin serum albuminidir (BSA) [27].
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2.6.1 UV Bolgedeki Olgiimler

2.6.1.1 280 nm’de Olgiimler

Pek ¢ok protein igerdigi tirozin (fenol) ve triptofan (indol) amino asitlerden dolay1 280
nm’de maksimum absorbansa sahiptirler. Incelenecek protein saf olmadikca ve genel
ozellikleri bilinmedik¢ce bu yontemle dogru sonuclar alinamaz. Ydntem nispeten
duyarsiz olup 0.05-2 mg protein/ml araliginda tayine imkan verir ve 280 nm’de
absorpsiyon veren g¢esitli maddelerin girisim etkilerine agiktir [27]. Ancak protein
orneginde bir 6n isleme gerek olmadan yapilan hizli bir yontem olmasi nedeniyle ¢ok

kullanilir [28].

2.6.1.2 Uzak Ultraviyole Bolgedeki Ol¢iimler

Proteinlerdeki peptit baglar1 191-194 nm de bir maksimum absorbans gosterirler. Bu
teknik protein 6rneginde herhangi bir isleme gerek olmayan pratik ve kolay bir yontem
olmasima ragmen kullanilan tamponlarla girisim s6z konusu olabilir. Ciinkii bu dalga
boyunda alkoller, kullanilan tamponlardaki iyonlar ve karboksilik asitler de absorbans
verir. Bu nedenle protein tayini i¢in fazla kullanilmaz. Bu yontem proteinlerin amino
asit bilesimine baglh olmadigi i¢in 280 nm deki 6lglimlere gére daha basarilidir. Ancak
oksijen bu bolgede absorbsiyon yaptig1 i¢in bu amagcla rutin spektrofotometreler disinda

0zel cihazlar kullanilmalidir [28].
2.6.2 Goriiniir Bolgedeki Spektrofotometrik Olciimler

2.6.2.1 Biiire Metodu

1-20 mg/ml hassasiyette ¢alisan bu yontem, alkali kosullar altinda Cu®*" iyonlarimin
amonyum, aminoasitler, protein ve peptid molekiillerindeki peptid bag1 azotuyla bag
olusturmasiyla mavi-mor renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan bu
kompleks 540-560 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir. Yontemin en 6nemli
dezavantaji, duyarliliginin diisiik olmasidir (1-6 mg protein/ml) [27]. Ancak kullanilan
reaktiflerin ucuz, kullaniminin kolay olmasi ve diger yontemlere gore girisimetkilerinin

daha az olmasindan dolay1 kullanilmaktadir [28].
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2.6.2.2 Lowry Yontemi

Protein tayininde en yaygin kullanilan metod Folin-Lowry yontemidir. Metod alkali
kosullar altinda fosfomolibdik/fosfotungstik asit ¢ozeltisinin (Folin-Ciocalteau reaktifi)
proteinlerdeki fenolik amino asitlerle verdigi reaksiyona dayanmaktadir [27]. Bu
yontemde alkali kosullarda iki farkli reaksiyon gerceklesmektedir. Birinci reaksiyonda
peptit baglari ile Cu®" arasinda biiire reaksiyonu sonucu indirgenmis bakir olusur. Ikinci
reaksiyonda ise Folin-Ciocalteu ayiraci, tirozin ve triptofan amino asitleri ile tepkimeye
girerek indirgenir ve mavi renkli heteropolimolibden kompleksi meydana getirir [28].
Koyu mavi renk olusumu karakteristiktir ve 750 nm dalga boyunda maksimum
absorbans verir. Yontem c¢ok duyarlidir (0.1-1 mg protein/ml) ancak pH’a bagimlidir
(pH:10.0-10.5) [26]. Lowry yontemi, tirozin ve triptofan igerigi fazla olan proteinlerle
daha fazla hassasiyet gosterdigi i¢in bu amino asitler agisindan zengin olan proteinlerde

oldukea iyi sonuglar alinmaktadir [28].

2.6.2.3 Bradford (Coomassie Blue) Yontemi

Yontem organik boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik gruplariyla etkileserek renk
olusturmasini esas alir. Boya-baglama temelli yontemlerin en yaygini, Bradford
tarafindan gelistirilen ve Comassie Brillant Blue G-250 boyasimin kullanildigi
metoddur. Yontem olduk¢a duyarhidir (5-100 pg protein/ml). Renk olusumunda
proteinin amino asit bilesiminin (6zellikle arginin gibi bazik amino asitler ile aromatik
amino asitler) reaksiyon tizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Bradford yonteminde 595
nm‘de absorbans veren mavi rengin Ol¢limii esnasinda cam ve polistiren kiivetler
kullanilabilir olmakla beraber cam kiivetlerde rengin absorbsiyonu bir kullanimlik
polistiren kiivetlerin tercih edilmesine yol acgar [26]. Cam kiivetlerin kullanilmasi
durumunda 0.1 M HCIl de bekletme isleminin ardindan su ve asetonla yikama

gerekmektedir [26, 27, 28].

2.6.2.4 Warburg-Christian Yontemi

Diyaliz ya da fraksinasyon yoluyla protein olmayan maddelerin uzaklastiriimasindan
sonra 260-280 nm’de UV absorbsiyon analizleri yapilir. Proteinlerin triptofon ve tirozin
rezidular1 275-280 nm’de UV absorbansimi arttirir. Ciinkii beraber durumdaki bu iki

aminoasitin saf bir protein ¢ozeltisindeki derisimleri bircok proteinde genellikle sabittir.
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260/280 nm yonteminde duyarlilik 0.05-210 mg/ml dir. 1 ml.'deki 1mg protein = A280 -
A260 dir [26].
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BOLUM 3

BOVINE SERUM ALBUMIN (BSA)

3.1 Bovine Serum Albumin (BSA)’in Genel Ozellikleri

Albumin plazmada en fazla bulunan proteindir. Su ve seyreltik tuz g¢ozeltilerinde
¢Oziinen albliminler 580 dolayinda amino asitten olusan tek bir polipeptid zincirinden
ibaret proteinlerdir ve ikincil yapist ¢ogunlukla oa-heliks’dir (= 54) [15]. Molekiil
kiitleleri 60-70 bin arasinda degisir ve 20 farkli cesitleri vardir. Bir¢ok nakil ve
diizenleme islemlerine Onemli sekilde katkida bulunurlar. Albuminin en O6nemli
fizyolojik islevi; yag asitlerine baglanmak ve onlar1 tagimaktir. Albuminin gérevi ayni
zamanda lisolesitin (lysolecithin), bilirubin, triptofan (tryptophan), steroidler ve ilaglar
gibi diger bir¢ok hidrofobik ligandlara da baglanarak metabolizmada gerekli yerlere
tagimaktir. Ayrica hiicre ve mikrobiyal kiiltiiriinde bir besin olarak kullanilmaktadir

[29].

Albuminlerin diisiik seviyede triptofan, metiyonin ve yiiksek seviyede sistein, yiikli
aminoasidler olan aspartik ve glutamik asid, lizin ve arginin igerdikleri bilinmektedir
[29]. BSA’nin glisin ve isoldsin igerigi ortalama bir proteinden daha diisiiktiir. BSA,
sigir endiistrisinin bir yan {rlinii olarak sigir kanindan biiyilkk miktarlarda
arttirilabildiginden beri  stabilitesi, etki eksikligi ve diisiik maliyeti nedeniyle
kullanilmaktadir. Tam uzunluktaki BSA proteini 607 aminoasidi uzunlugundadir.
Baglangi¢ protein {irlinii 589 asit icerir. BSA genellikle bilinen BSA miktariyla
bilinmeyen protein miktarini karsilastirarak diger proteinlerin miktarini belirlemek igin
kullanilir. Ayrica, BSA DNA sindirimi sirasinda reaksiyon tiipline ve bazi kanallara
enzimin ¢okmesini engellemek amaciyla bazi enzimleri stabilize etmek i¢in kullanilir.

Bu protein stabilizasyon i¢in ihtiya¢ olmayan diger enzimleri etkilememektedir [23].
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3.2 Bovine Serum Albumin Proteinin Fizikokimyasal Ozellikleri

Proteinler poliamfolit sinifina girerler ve poliamit yapisindadirlar. Proteinlerin yapisinda
asidik ve bazik aminoasitler vardir. Bundan dolay1 da amfoterik Ozellik
gostermektedirler [29]. Proteinler proton verirler veya proton alirlar. Asidik ortamlarda
proteinler ekstra protona sahip olduklarindan net pozitif bir yiike, bazik ortam
kosullarinda ise net bir negatif yiike sahip olmaktadirlar. Aminoasitlerin net elektrik
yiiklerinin sifir oldugu pH derecesine ise izoelektrik nokta ad1 verilmektedir. izoelektrik
noktas1 notral pH civarinda bulunan pek ¢ok proteinde asidik ve bazik amino asit sayisi
birbirine esit durumda demektir. BSA proteini de bir poliamfolittir ve birgok 6zellige

sahiptir [15]. BSA’nin fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 3.1°de verilmektedir.

Cizelge 3.1 BSA’nin fizikokimyasal 6zellikleri [15]

Ozellikler
Molekiiler Agirlik, MA (Da) 66430
Izoelektrik Nokta (pI) 4.8
Difiizyon Katsayisi (m?/s) 5.9x10™"
Optik Absorbans A'¢!27"™ 0.63
Hacim (Protein kristal yap1) v, (nm’) 84.5
Herbir BSA molekiiliinde yiik sayisi
pH 4.0 +25
pH 5.0 ~0
pH 7.5 _7.5

Albumin genelde serum albumini veya plazma albumini anlaminda kullanilir.
Plazmadaki derisimleri yaklasik 50 mg/ml olan albiiminlerin en énemli gorevlerinden
biri osmatik basing yaparak kilcal damarlardan kanin geri toplanmasini1 saglamaktir.
Albumin kan dolasiminda en c¢ok bulunan proteindir ve kanin kolloid osmotik
basincinin %80’ini olusturmaktadir. Molekiil basina 18 eksi yiik tasidiklarindan Na"
derisimini ¢ok etkiler ve suyun plazma ile hiicre dis1 arasindaki hareketini ayarlar. Eger
su damarlara geri alinamazsa dokularda 6dem meydana gelir. Albiimin iki nedenle
osmatik basinci biiyiik Olciide etkiler; Agirlik temelinde en bol bulunan proteindir ve
diger dnemli proteinlere oranla diisiik molekiil agirligina sahiptir. Osmatik basincin
cozeltideki tanecik sayisina gore degismesi ve molekiillerin baglanmasi gibi 6zellikler
g6z Oniinde bulunduruldugunda pH 7.4’de albiiminin negatif yiikiiniin yliksek olmasi,
¢Ozeltide bulunan taneciklerin sayisina gore tahmin edilenden daha biiyiik bir osmatik
etki meydana getirerek ylizeylerinde su kiimeleri olusumuna neden olur. Bir kan

proteini olan albiiminin izoelektrik noktas1 4.8 olup fizyolojik pH’da 6nemli derecede
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negatif yiiklidir [15]. Serum albuminin kan pH’in1 ayarlayan baslica sorumlu oldugu

diisiiniilmektedir. Kan dolasimina verilen albuminin yarilanma émri 19 giindiir [29].

Albiiminlerin %401 dolagim sisteminde, geriye kalani ise deri, kas ve bagirsaklarda
bulunur. Osmatik basin¢ ayarlanmasi1 digsinda tasima gorevi yaparlar. Albiiminlerle
tasinan maddeler, yag asitleri, alkil siilfatlar, steroit hormonlar, Ca™" iyonlari, tiroksin
hormonu, billiriibin, aspirin, digitalis, penisillin G ve siilfonamidler gibi bazi ilaglardir

[15].

Albumin molekiiliiniin birincil yapisinda yiikler tek dagilim gostermezler. Notral pH’de
BSA’nin I, II ve III numarali “domain”leri sirastyla —10, -8 ve 0 net yiike sahiptirler.
Birincil yapidaki asimetrik ylik dagilimina karsin, tglinciil yapidaki yiikler uniform
Ozellik gosterirler. Sekil 3.1°de Albuminin polielektrolitler ile kompleks olusumu

gorilmektedir [29].
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Sekil 3.1 Albiiminin polielektrolitler ile kompleks olusturmasinin sematik gosterimi
PMA (polimetakrilik asit), PSS (polisodyum sitrensiilfonat) [29]
Polikatyonlar c¢ogunlukla ilag baglanma yerlerinden uzak durumdaki elektrostatik
etkilesimler sayesinde sadece izoelektrik noktasindan (pl=4.3) daha biylik pH
bolgesinde albiimin ile etkilesebilirler. Albiiminin Trp’i ¢evresindeki konformasyonel
degisim kiigiiktiir. Polianyonlar ¢ok genis bir pH bolgesinde alblimin ile etkilesebilirler.
Notralde alkalin pH bolgelerine dogru polianyonlar, albliminin ilag baglanma yerlerine
ozellikle baglanma bolgesi 1I'ye belirli bir sekilde baglanabilir. Bolge II ile PSS’ nin
etkiselim giici PMA’ninkinden daha gii¢lidiir. Ciinkii; PSS iyonik belge ve benzen
halkas1 gibi her iki siilfonik asit reziidiisiine sahiptir [29]. BSA’nin pH’a bagh yiik

degisimi Sekil 3.2°de gosterilmektedir.
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Sekil 3.2 BSA’nin pH’a bagh yiik degisimi [29]

Bunlarin sonucunda yaklagik olarak, 46 kg/m’ toplam protein konsantrasyonuna sahip
olan plazmada, albumin yiizdesi %70 olarak belirlenmistir. Bir plazma proteini olan
serum albumin, toplam molekiil kiitlesi ve plazma konstrasyonu ile 25 mmHg’lik
normal kolloid onkotik basinca %80 oraninda katkida bulunmaktadir. Albuminin

ilaglarin baglanmasinda ve salinmasinda énemli bir role sahiptir [30].

Bunlarin disinda BSA, pipet ve reaksiyon tiipliniin ylizeylerine enzimin yapigmasini
engellemek i¢in bazi sinirli enzimlerle beraber verilmektedir. BSA bekleme esnasinda
baz1 proteinleri stabilize eder. BSA proteininin 1s1 bozunmasini degistirebilen serbest
yag asitleri, diger yaglar ve aroma bilesikleri baglar. Fosfolipid protein-kalsiyum
kompleksleri BSA’nin izoelektrik noktasinin altindaki pH seviyelerinde olusur. Bu
etkilesimlerin herhangi bir biyolojik fonksiyonu bilinmemektedir. Birincil biyolojik
fonksiyonu lipid baglama o6zellikleriyle ilgilidir. Fakat bu islemin mekanizmasi agikca
aydinlatalamamistir. BSA, fenolik uyarilmaya bagli oksidasyona kars1 lipidleri korumak
icin invitro gosterildiginden beri; lipid oksidasyonunda arabuluculuk rolii
oynayabilirmektedir. BSA, bitkileri kiiltiirlii koruma hiicrelerinden yeniden {iretmek ve
plazminojen aktivatorii iiretimi arttimini saglamak ig¢in hiicre ortaminin bir bileseni

olarak kullanilmaktadir [16].

Protein ¢ozeltisinin viskozitesi; proteinin molekiil kiitlesi, boyutu, hacmi, yiizey yiikii ve
deforme olma gibi karakteristik 6zelliklerine baghdir. Ayrica, viskozite pH, sicaklik,
iyonik siddet, iyon tipi, shear sartlar1 ve 1s1 degisimi gibi ¢evresel etkenlere de baghdir.
Serum albuminin 3.7-4.2 ml/g intrinsik viskozite degerlerine sahiptir. BSA’ nin disiilfit
baglar kirildiginda viskozitesi artmaktadir. BSA ¢ozeltilerinin viskozitesi 65 mg/ml’ye

kadar dogrusal olarak artar ve daha biiyiik derisim degerlerinde {istel olarak artar [16].
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3.3 BSA’nin islevsel ozellikleri

3.3.1 Kopiirme

Kopiik olusumu, bir sividaki gaz kabarciklarinin stabilizasyonu ve olusumu olarak
tanimlanabilir. Proteinler su-hava araylizeyine yayilir ve yiizey gerilimini azaltirlar.
Arayiizeyde kismen yayilirlar ve bir l¢iide esneklikle intermolekiiler bir yapiskan film
iiretmek icin birlestirilirler. Arayiizeyde BSA ve lizozom arasinda olusan ¢apraz baglar
nedeniyle BSA, lizozom ve clupeine gibi basit proteinlerle etkilestiginde kdopiik
yayllmasi ve stabilizasyonu gelismektedir. BSA’nin elektrostatik itme kuvveti
minumum oldugu zaman BSA kendi izoelektrik noktasinin yakininda iyi bir performans
sergiler. BSA lizozomla etkilestiginde biiylik yayillma ve stabilizasyon pH 8 ile 9
arasinda bulunur. Bu pH degeri proteinler zit yiikli oldugunda BSA (4.8) ve
lizozomun (10.7) izoelektrik noktalar1 arasindadir. Lipidler sivi-hava ara ylizeyinden
proteinlerin yerini degistirerek ve protein filminin bitiinliigiinii bozarak kopiik
olusumunu engellerler. BSA sivi-hava arayiizeyinde clupeinle etkilestiginde; lipid

inhibisyonu etkisiz hale gelir [31].

3.3.2 BSA’nin Jellesme Ozellikleri

BSA sitildiginda disiilfit ve kovalent olmayan baglar sayesinde ¢oziilebilir birikintiler
olusturur. Alpha-lactalbumin, diger yandan kendi kendine ¢6ziinen birikintiler seklinde
degil ama; ¢ozilebilir birikintiler olusturmak i¢in disiilfit degisimi sayesinde BSA ile
etkilesir. Polimerize molekiillerin ¢oziilebilir birikintileri proteinlerin 1s1iya bagh
jellesmesinin erken agamalar1 sirasinda olusur ve onu takiben polimerizasyon kat1 bir
jel aginin olusumuyla sonuglanir. Alpha-lactalbumin BSA’ya eklenmesi BSA’nin

jellesme yetenegini azaltir [31].

3.3.3 Ligand -Baglayic1

Albuminin en 6nemli 6zelliklerinden biri ¢ok sayida ¢esidi bulunan ligandlara karsi
tersinir baglama kabiliyetinin olmasidir. BSA plazma tagiminiminda bulunan ¢éziinmez
yag asitlerinin baslica tasiyicisidir. BSA; serbest oksijen radikallerinin ayrilmasi ve

billirubin gibi c¢esitli toksik lipofilik metobolitlerin inaktivite edilmesi gibi pek cok
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islevleri de gerceklestirir. Albumin; yag asitleri, hematin, billirubin icin yiiksek bir
benzesmeye ve kiiglik negatif yiiklii aromatik bilesikler i¢in géze ¢arpan bir baglayici
ozellige sahiptir. Pyridoxyl fosfat, sistein, glutatyon ve Cu (II), Ni (II), Hg (II), Ag (II)
ve Au (I) gibi ¢esitli metaller ile kovalent baglar olusturur. Cok fonksiyonlu bir tasiyict
protein olarak albumin; ndrotransmisyon dahil olmak iizere bir dizi 6énemli fizyolojik
stirecleri iceren nitrik asidin rezarvuar veya anahtar tagiyicisidir. BSA ayni1 zamanda G
tamamlayic1 proteini olarak bilinen D vitamini baglayici proteini (VDP) ve alpha-
fetoprotein (AFP)’ni igeren bir multigen protein ailesine aittir. AFP albumin fetal
muadili olarak diisliniilmesine ragmen, baglama ozellikleri farklidir ve farkli olan bu
AFP fetal gelisimi i¢in 6nemli olan bilinmeyen bazi ligandlar i¢in yiiksek bir baglayici
Ozellige sahip oldugu ileri stiriilmiistiir. VDP kalsiyum diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynar. ADP ve VDP‘nin II smif 6nemli doku uyumu kompleksiyle (MHC) olan
etkilesimi; bu proteinlerin modiile bagisiklik sisteminde 6nemli bir rol oynayabilecegini
diisiindiirmektedir. Plazma dolasiminda serbest siilfidrilin (Cys 34) yaklasik %30u

sistein ve glutatyon tarafindan oksitlenir [31].

3.4 BSA’y1 Etkileyen Faktorler

3.4.1 Viskozite

Protein c¢ozeltilerinin viskoziteleri; molekiiler kiitle, boyut, hacim, yiizey yiikii ve
deformasyon kolaylig1 gibi intrinsik 6zelliklerine baglidir. Buna ek olarak viskozite pH,
sicaklik, iyonik gii¢, iyon tipi, kesme sartlar1 ve 1s1l islemler gibi ¢evresel faktorlerden
etkilenir. BSA’nin 3.7-4.2 ml/gr degerleri arasinda intrinsik viskoziteye sahip oldugu
bilinmektedir. BSA’nin disiilfit baglarinin boliinmesindeki artigla viskozitenin arttig
rapor edilmistir. BSA ¢6zeltisinin viskozitesi yiiksek konsantrasyonlarla uyumlu sekilde

katlanarak 65 mg/ml konsantrasyona kadar lineer olarak artmaktadir [31].

3.4.2 pH etkisi

Serum albiimin pH degisiklikleri ile geridondiiriilebilir konformasyonel izomerizasyon

ugrar ve BSA’nin izomerik formlar Sekil 3.3’de goriilmektedir.

E< > F < >N < > B < > A

Sekil 3.3 Bovine serum albuminin izomerik formlar1 [31]

32



N-F gecis alani etki alani III’iin agilmasini igerir. F olusumu viskozitedeki dramatik bir
artigla, ¢ok diisilk ¢oziiniirliikkle ve sarmal igerikteki onemli bir kayipla karakterize
edilmektedir. 4’iin altindaki pH degerlerinde; albumin etki alan1 II’nin heliksine bagl
olan etki alan1 I“in etki alan1 i¢indeki heliksin kaybi ile bagka bir genislemeye ugrar. Bu
genislemis form (E) yiiksek bir intrinsik viskoziteye sahip form olarak bilinir ve
hidrodinamik eksenel oraninda ortalama 4’ten 9’a olan bir artistir. pH 9’da; albumin
temel form (B) bi¢imine doniisiir. Albumin ¢6zeltisi pH 9°da ve diisiik iyonik giicii 3
C’de 3-4 giin i¢in korunursa, (A) formu olarak bilinen bagka bir izomerizasyon olusur.

Sekil 3.4’de BSA’nin izomerik formlarinin yapis1 gosterilmektedir [31].

a. BSA’nin N formu b. BSA’nin F formu c. BSA’nm E formu
Sekil 3.4 BSA’nin izomerik formlarinin yapisi [15]

3.4.3 Sicaklik Etkisi

Serum albumin 1s1l islem gordiigiinde iki yapisal asamadan gecer. ikinci asama
tersinmez iken birinci asama tersinirdir ancak; sirali yapmin tam bir yikimina yol
acmaz. 65°C‘ye kadar 1sitma birinci asama; sonradan gelen bu sicakligin istii ikinci
asama olarak disiiniilebilir. Sekil degisikligi icin baslangic sicakligt 58,1°C ve
denatiirasyon sicaklig1 ise 62°C oldugu Differansiyal Taramali Kalorimetre (DSC) ile

bulunmustur [31].
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BOLUM 4

HiDROKSIAPATIT

4.1 Hidroksiapatitin Genel Ozellikleri ve Yapisi

Apatitlerin genel formiilii Ca;o(PO4)sX, seklindedir (X: F, CI ve OH  olabilir).
Hidroksiapatit  apatit mineral sinifinin bir iyesidir ve formili Ca;o(PO4)sOH;
seklindedir. Hidroksiapatit (HAP) genel olarak hegzonal kristal yapida bulunur ve
birim hiicre boyutlar;; a=b=9.432°A ve ¢=6.881°A’dur [3]. Ideal Ca/P oran1 10/6 ve
hesaplanan yogunlugu 3.219 gr/cm’‘tiir [32, 33, 34]. Hidroksiapatitin yapisi sekil 4.1°de

goriilmektedir.

Hydroxyapatite
-

Sekil 4.1 Hidroksiapatitin yapisi [35]

Ayrica oksijen ile tepkimeye girmedigi i¢in yanmaz. Dogada elmastan sonra bilinen en
sert molekiildiir. Celik burlarla veya zimparalamayla asindirilamaz. Sadece elmas ile
asindirilabilir. Esnekligi az, neredeyse tamamen kirilgandir. Biyoaktif yapida bir
biyomateryaldir. Tatsiz ve kokusuzdur. Organik ¢oziiciilerde ¢oziinmez. Asit ¢oziiciiler
hari¢ inorganik ¢oziiciilerde de ¢6ziinmez. Hidroksil iyonlariyla (asit) yapi taslarina

ayrisabilir. [17]. Sekil 4.2°de HAP’1n kristalize yapis1 gosterilmektedir.
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Sekil 4.2 Hidroksiapatitin kristalize yapisi [32, 36]

4.2 Hidroksiapatitin Kullanimi ve Onemi

Hidroksiapatit, biyouyumlulugu ve kemikle olan kimyasal ve yapisal benzerlikleri
nedeniyle yirmi yili agkin siiredir en ¢ok kullanilan seramik kaplamalardan biridir ve
yaygin olarak tercih edilir. S6z konusu benzerlikler implant ve sert kemik dokusu
arasinda dogal baglanmay1 saglar. Hidroksiapatitin sert dokularla bag yapma kabiliyeti
hastalikli veya hasarli bolgelerde  kemik olusumunu hizlandirmakta ve implant
yiizeyinde fiber doku olusumu gibi bagisiklik sisteminin neden olacagi bir takim ters

etkileri onlemektedir [34].

Hidroksiapatit kemik, dis ve dis minesi dokusunun inorganik yapisini olusturan
kalsiyum fosfat esasli bir seramik olup yapay kemik olarak cesitli protezlerin
yapiminda, catlak ve kirtk kemiklerin onariminda ve metalik biyomalzemelerin
kaplanmasinda kulanilmaktadir [34]. Ayrica hidroksiapatit miikemmel biyouyumlulugu
ve biyoaktifligi nedeni ile kaplama olarak bir ¢ok biyotibbi uygulamada kullanilarak
polimerin yapigsmasini ve kemik olusumunu artirmaktadir. Hidroksiapatit, insan
viicudunda degismeden kalabilme 6zelligine sahiptir. Kemik dokusunun olusumu igin
adeta sablon veya kalip gorevi gorerek doku ve kemik ile kaynasir. Tipta osteokondiiktif
anlamina gelen yapisi sayesinde viicut biitiinliigii bozulmadan implant bolgesinde hizl
tyilesme saglanir. Hidroksiapatit ortopedik uygulamalar, dis implantlar1 ve kontrolli

ila¢ salinimi sistemleri gibi ¢ok sayida alanda yaygin olarak kullanilmaktadir [36].

HAP‘in uygun klinik uygulamalarin artmasinda kemik kiriklart ve biiyiikk kemik
hasarlarinin tamir edilmesinde etkili olmustur. Bunun yaninda orta kulak prosesleri,
belkemigine ait erimelerde, kafatas1 ve yilizdeki kemiklerin cerrahi yolla
diizeltilmesinde, tamirinde ve ¢esitli kemik erimelerinde kullanilmaktadir. HAP tiimér
cerrahisinde kemikte olusan boslukta dolgu materyali olarak; kirik kemik onariminda
kemikteki defekti kapamak icin koprii olarak; disgilikte dis kokiinii beslemede ve

implant kaplamalarinda kullanilmaktadir. Yumusak doku, biyoaktif davranis gosteren
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HAP ile baglanarak yapisir ve implantin kaymasini engeller. Ayni zamanda viicut
implant1 yabanci madde olarak algilamaz. Hidroksiapatit kemik dolgu materyali olarak
toz ya da pordz (gozenekli) blok seklinde kullanilir. Hidroksiapatit ayni zamanda
kemikteki boslugu doldurarak boslukta 6dem olusumunu ve yumusak dokunun bosluga
girmesini engeller. Bir baska dnemli gorevi ise kalsiyum ve fosfat kaynagi olmasidir.
HAP’1n yiiksek osteoiletkenligi (ylizeyinde kemik olusumuna izin verme) ve disiik

bozunma hizi vardir. [35]. HAP 1n biyouyumluluk 6zellikleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 HAP in 6zellikleri [34]

Elastise modiilii (GPa) 4.0-117
Bas1 mukavemeti (MPa) 294
Egilme mukavemeti (M,Pa) |147
Sertlik (Vickers, GPa) 3.43
Poisson orani 0.27
Yogunluk (teorik, g/cm’) 3.16

Ancak hidroksiapatit de saglik sorunlarina neden olabilir. Bazen molekiiller grup
birlikte kristaller olusturur. Bunlar veya eklem cevresinde olusabilir ve eklem tendon
veya baglarin sismesine neden olabilir. Bu durum soguk kompres uygulayarak ve
iltihap i¢in kortizon tipi enjeksiyon ilag alarak tedavi edilebilir [37]. HAP 1n kemik

dokusuna olan benzerligi Sekil 4.3’de gosterilmistir.

a)Kemik b)HAP
Sekil 4.3 Kemik Dokusu Hidroksiapatitin Yapisi [34]

4.3 Hidroksiapatit Hazirlama Yontemleri

Hidroksiapatitlerdeki goézenek miktari, kristallik derecesi gibi gibi fiziksel 6zellikler
hidroksiapatit tozlarinin farkli iiretim metotlariyla sentezlenmesi yoluyla kontrol
edilebilir. Hidroksiapatitler degisik yollarla amorf ve kristal yapida; kaplama, toz veya
jel olarak {iretilebilir. Ancak; mekanik olarak ytiksek kirilganlik ve diisiik esneklik gibi

istenmeyen Ozellikleri kompozit ve polimer katkilariyla giderilmeye calisilir [38].
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Hidroksiapatit tozlari, kalsiyum-iyon igeren bir ¢ozelti ile fosfat igeren bir ¢dzeltinin
karisimindan kimyasal ¢okelme yontemi ile elde edilir ve sonrasinda kalsinasyon
islemine gegilir. Uretilen HAP partikiillerinin ¢ap1 ve boyut dagilimi kaplama verimi ve
yogunlugu agisindan olduk¢a oOnemlidir. Plazma sprey yontemiyle iiretilen HAP
kaplamalarda, plazma arkinin merkezinden gegen partikiiller asir1 1sinarak tam ergime
saglarken, arkin ¢evresinden gecen partikiiller yeterince ergimez. Bu nedenle partikiil
boyutuna bagli olarak hiz ve ark igerisinde kalma siiresi degiseceginden kaplama
Ozellikleri de degismektedir . Piiskiirtiilen HAP tozlariin altlik malzeme tizerinde farkli
ergimesi ve sogumasi aynt zamanda kaplamanin mikroyapisint da degistirmektedir.
Maksimum kiiresellesme ¢apindan daha kiigiik boyutta olan partikiiller tamamen ergir
ve altlik malzemeye ¢arpmadan kiiresel veya damlacik seklini alir. Bu damlaciklar, daha
iri partikiillere oranla daha saglam, daha uyumlu ve lamelli bir mikroyap1 olustururlar

[34].

HAP tozlarinin hazirlanmasi i¢in temelde kuru metot ve yas metot olmak lizere iki
metot uygulanir. HAP iiretiminde kullanilan yas metotlar kendi i¢inde de ¢Oktiirme ve
diger kalsiyum fosforlarin hidrolizi gibi farkli yontemlere ayrilabilir. Cesitli 1slak kimya
tekniklerine ragmen baz1 HAP sentez teknikleri son yillarda gelistirilmistir. Bunlardan
sulu c¢ozeltiden direkt c¢oktiirme, elektrokimyasal biriktirme, sol gel yontemler,
hidrotermal sentez ve emiilsiyon veya mikroemiilsiyon yontemleri de yaygin olarak

kullanilmaktadir [38].
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BOLUM 5

ADSORPSiYON

Kati veya akigkanlar i¢inde molekiiller her yonden ¢ekildikleri i¢in bu ¢ekim kuvvetleri
dengededir. Oysa fazlar arasi yiizeyde, molekiillere etki eden ¢ekim kuvvetleri farklilik
gostermektedir. Bu yilizden kati yiizeyindeki atomlarin dengelenmemis kuvvetleri,
cozeltideki maddeleri kat1 yiizeyine ¢ekerler ve yiizey kuvvetleri dengelenmis olur. Bu

sekilde ¢ozeltideki maddelerin kat1 yiizeyine adsorpsiyonu gerceklesir [39].

Adsorpsiyon bir s1vi veya gaz fazin belirli bilesenlerinin kati1 bir adsorbanin yilizeyine
transfer edildigi bir ayirma prosesidir. Kati yiizeyindeki atom veya molekiilerin
etkilesim kuvvetlerinden dolayr adsorpsiyon kati yiizeyinde meydana gelir.Yiizey
tarafindan tutulan gaz veya sivi olabilir. Adsorpsiyon bir katinin sinir ylizeyindeki
derisim degismesi olarak da tanimlanabilir. Sinir yiizeyindeki derisimin artmasi halinde
pozitif adsorpsiyon, azalis1 halinde ise negatif adsorpsiyon meydana gelir [40]. Tutulan
taneciklerin ylizeyden ayrilmasina desorpsiyon, yiizeyde tutulan maddeye adsorplanan
(adsorbat), gaz ya da c¢oOziinen maddeyi adsorplayan katiya ise adsorban ismi

verilmektedir [41].

Adsorpsiyon ile absorpsiyonu birbirine karigtirmamak gerekir. Adsorpsiyonda
adsorplanan madde kat1 ylizeyine tutunur. Absorpsiyon olayinda ise ¢6ziinen madde ya
da gaz molekiilleri katinin i¢ine yayilir. Adsorsiyon ve adsorsiyon olaylarinin ikisi
birden meydana geliyorsa olay, sorpsiyon olarak isimlendirilmektedir [42]. Kat1 faz

tizerine gerceklesen adsorpsiyon ve desorpsiyon islemleri Sekil 5.1°de goriilmektedir.
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Sekil 5.1 Kat1 faz izerinde adsorpsiyon ve desorpsiyon iglemleri [43]

5.1 Adsorpsiyon Olusumu

Adsorbsiyon adsorplanan ve adsorplayan yiizey arasinda kimyasal baglanma,
elektrostatik ve fiziksel etkilesimler gibi adsorplayani harekete geciren itici gii¢ yada
ylizey gerilimi ile iliskili ¢oziiciiniin itici gliclinlin bir sonucu olarak meydana
gelmektedir. Genelde adsorpsiyon her iki giiclin ortaklasa etkisi ile gerceklesir. Proses,
fazlardan birindeki bir maddenin (¢ozeltideki molekiil) diger fazdaki maddenin (kati
faz) yiizeyinde birikerek tutulmasini amaglamaktadir [44]. Diflizyon mekanizmasinin
disinda, adhezyon kuvvetleri de kat1 maddenin yilizeyine tutunmada etkilidir. Boylece
molekiillerin adsorpsiyonu temel olarak film difiizyonu, por difiizyonu ve adhezyon
kuvvetleri olarak {i¢ etki ile gerceklesir [45]. Bir adsorpsiyon olayinda adsorbentin
kimyasal yapisi, yilizey alani, tanecik boyutu, {iiretim sirasinda yiizeyde olusan
fonksiyonel gruplar, gozeneklerin yapisi ve gozenek boyut dagilimi oldukca dnemlidir.
Diger taraftan adsorplanan maddenin tiirii, molekiil bliyilikligli, molekiiliin yapis1
ortamin sicaklifi, pH, iyonik giic, adsorbant konsantrasyonu ve temas siiresi gibi
parametreler de adsorpsiyonu etkiler. Adsorpsiyon bu tiir parametrelerin bir fonksiyonu
olarak adsorbent ve adsorbant molekiilleri arasindaki etkilesimin tiir ve derecesine gore

degisir [41].

Cozelti icindeki maddelerin adsorpsiyonu ¢oziicli-¢dzlinen-katt iligkisine baghdir.
Adsorpsiyonu etkileyen en 6nemli faktorlerden biri ¢oziinenin liyofobik-hidrofobik
(coziicliden-sudan hoslanmama) karakteri veya ¢oziinenin kati1 faza daha fazla gegme
istegidir. Adsorpsiyon genellikle bu iki kuvvetin birarada bulunmasinin sonucunda

meydana gelmektedir. Adsorpsiyona etki eden bu iki kuvvetten her biri degisen
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derecelerde etkili olabilir. Her iki kuvveti de etkileyen faktorler vardir. Maddenin
¢ozlinlirliigli, maddenin hidrofiilik veya hidrofobik yapiya sahip olmasi ve madddenin
amfoterik-¢oziiniirlilk karakterine sahip olmasi liyofobik karakterini etkileyen
faktorlerdir. Adsorban ile sivi i¢indeki ¢Ozlinmiis madde arasindaki elektriksel ¢ekim
kuvveti, fiziksel ¢ekim kuvvetleri ve kimyasal yap1 ise kat1 faza gegme yatkinliginm

etkileyen faktorlerdir [46].

Adsorpsiyon bir fazdan madde c¢ikarip digerinin ylizeyinde yogunlagtirmak igin
kullanilan bir temel islemdir. Yiizeyde egemen olan yiizey enerjilerinden etkilenir ve
onlar etkiler. Yiizey 6zellikleri faza ait kiitleyle degil ylizeyin kendisiyle ilgilidir. Boyle
yiizey gerilimlerini diigiiren maddeler su icinde bulundugunda su molekiillerinin
birbirlerine kars1 ilgisi, bu maddelere ilgisinden fazla olacagi i¢in kolayca yilizeyde
birikirler. Bu birikme ylizeyde bir derisim artisina yol agmaktadir. Yani, hidrofobik
yapidaki madde suda kalmaya egilimli olmadig1 icin adsorbe olmasi kolaydir. Tam
tersine suyun gerilimini artiran maddeler ise yiizeyden kurtulup suya karisirlar. Yani,
hidrofiilik yapidaki madde sivinin i¢inde kalmaya egilimlidir; bu yiizden adsorpsiyonu
zordur. Yapisinda hidrofilik ve hidrofobik gruplar igeren molekiillerde, molekiiliin
hidrofobik ucu ylizeye tutunma egilimi gostermektedir. Eger madde amfoterik
coziinlirliige sahip ise hidrofobik kismi sivinin ara yilizeyinde adsorplanacak, hidrofiilik

kismu ise sivida kalacaktir [47].

5.2 Adsorpsiyon Tiirleri

Coziinmiis pargaciklar ile adsorplayan yiizey arasindaki c¢ekim kuvvetlerinin tiirline
bagli olarak ii¢ degisik adsorpsiyon tiirli vardir; bunlar fiziksel, kimyasal ve degisim

adsorpsiyondur.

5.2.1 Fiziksel Adsorpsiyon

Yiizeye tutunmayi saglayan, adsorplanan madde ile adsorplayici arasindaki baglantiy1
saglayan zayif vander waals kuvvetleridir [48]. Bu adsorpsiyon tiirii, kat1 yiizey ile
adsorplanan madde molekiilleri arasindaki ¢ekim kuvvetlerinin etkisiyle gerceklesir.
Adsorbent ve ¢ozilinen arasindaki ¢ekim kuvvetleri molekiiler oldugu zaman ¢oziicii ve
cOziinen arasindaki c¢ekim kuvvetinden daha fazla olacagindan ¢6ziinen, adsorbent

yiizeyine adsorplanacaktir. Fiziksel adsorpsiyonda adsorbent katinin kristal 6rgiisii i¢ine
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girmez ve c¢oOziinmez fakat ylizeyi tamamen kaplar. Disiik sicaklik araliginda

olusabildigi gibi ¢ok tabakali ve rejenerasyonu kolay bir adsorpsiyon tiiridiir [41].

5.2.2 Kimyasal Adsorpsiyon

Adsorplanan madde ile kat1 ylizey arasindaki fonksiyonel gruplarin kimyasal etkilesimi
ile olusan adsorpsiyondur. Kimyasal adsorpsiyonda (kemisorpsiyon), adsorplanan
molekiiller adsorbanin yiizeyine tipki1 molekiillerde atomlar1 bir arada tutan kuvvet gibi
kovalent baglarla tutunurlar. Kimyasal adsorpsiyon, tersinmez ve tek tabakali olup
genellikle yiiksek sicaklik araliginda gerceklesir. Ayrica rejenerasyonuda oldukga
zordur [41]. Kimyasal adsorpsiyonda adsorbatla adsorbent arasindaki baglanma ¢ok
kuvvetli oldugundan olay tersine cevrilemez. Adsorpsiyon sirasinda agiga g¢ikan 1si,

reaksiyon 1sisindan daha biiyiiktiir ve aktivasyon enerjiside yiiksektir [48].

Fiziksel ve kimyasal adsorpsiyon arasindaki fark potansiyel enerji egrisiyle

gosterilmistir.
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Sekil 5.2 Fiziksel ve kimyasal adsorpsiyonun potansiyel egrileri [49]

Sekil 5.2°de adsorplayict ylizeyle adsorplanan molekiill arasindaki uzaklik
gosterilmektedir. Bu egrilerden I-egrisi kimyasal adsorpsiyon, Il-egrisi ise fiziksel

adsorpsiyon egrisini gostermektedir.

5.2.3 Degisim Adsorpsiyonu

Degisim adsorpsiyonu, elektrostatik ¢ekim kuvvetlerinin etkisiyle ylizeydeki yiiklii
bolgelere iyonik 6zelliklere sahip adsorbatlarin tutunmasi olarak tanimlanabilir. Iyon
degisimi bu sinifa dahil edilebilir. Burada zit elektrik yiiklerine sahip olan adsorbat ile

adsorban yiizeyinin birbirlerini ¢ekmesi Onem kazanmaktadir. Adsorplayan ile
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adsorplananin iyonik giigleri ve molekiiler biiyiikliikleri dnemlidir. Iyonlar es yiiklii ise

daha kiiciik olan tercihli olarak ylizeye tutulmaktadir [48].

Ayrica negatif yiiklii karbon partikiilleri ile pozitif yiiklii adsorplanan molekiiller veya
iyonlar arasindaki elektriksel ¢ekim difiizyon sirasinda ortaya ¢ikan engelleri azaltir ve
bu durum adsorpsiyonun verimliligini arttirmaktadir. Fiziksel, kimyasal ve degisim
adsorpsiyonu arasinda kesin bir ayrim yapilamaz, ii¢li ayni anda veya ardarda

gortlebilir [41].
5.3 Adsorpsiyonu Etkileyen Faktorler

5.3.1 Adsorbatin Yapisinin Etkisi

Adsorpsiyon olaymda en 6nemli etkenlerden biri adsorpsiyon dengesini kontrol eden
adsorbatin  ¢oziinlrliigliidiir. Maddenin adsorpsiyonun gergeklestigi  ortamdaki
¢Oziinlirligli ile maddenin adsorpsiyonu arasinda ters bir iliski vardir. Adsorpsiyon,
adsorbat-¢Oziicli arasindaki baglarin kirilmasma bagli olarak gergeklesir. Yani;
¢Oziiniirliik ne kadar biiylikse adsorbat-¢ozelti arasindaki bag o kadar kuvvetli olmakta
ve adsorpsiyon miktar1 azalmaktadir. Cogu zaman, herhangi bir organik bilesigin zincir
uzunlugu arttikga sudaki ¢oziintirliigii azalir. Ciinkii; karbon sayis1 arttikca bilesik
hidrokarbona daha fazla benzer. Hidrokarbon yapisi agir bastik¢a da adsorbatin
hidrofob 6zelligi artar. Hidrofob maddeler tercihli olarak adsorplanmaktadir. Adsorbatin
molekiil biiytikliigli de adsorpsiyonu etkiler. Adsorbat molekiillerinin, adsorban
gbozeneklerine gore biiylik olmasi gozeneklerin tikanmasina ve bu gozeneklerdeki aktif
merkezlerin iglev gérmemesine neden olabilir. Bu durumda adsorpsiyon azalmaktadir.
Adsorpsiyona etki eden diger bir 6zellik ise adsorbatin iyonizasyonudur. Iyonize olmus
maddeler notral maddelere gore daha az adsorbe olmaktadirlar. Adsorpsiyonun
polaritesi de adsorpsiyon iizerinde etkilidir. Polar bir adsorban, polar olmayan bir

¢oOzelti igerisindeki polar bir maddeyi daha kuvvetli sekilde adsorplamaktadir [39, 46].

5.3.2 Adsorbanin Yapisinin Etkisi

Adsorpsiyon bir yiizey olay1 oldugu icin adsorbanin en énemli 6zelligi yiizey alanidir.
Her katt madde adsorban olabilir; ancak adsorbanin yiizey yapisi adsorpsiyon
kapasitesini degistirmektedir. Uygun adsorban, yilizey alani genis ve bosluklu yapiya
sahip maddedir. Gozeneklilik arttik¢a adsorpsiyon da artis gosterir. Adsorbanin yiizey
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alanin1 tahmin etmek kolay olmadigindan adsorbanin birim agirligi basina adsorplanan
madde miktar1 alinir. Adsorpsiyona etki eden diger énemli bir 6zellik de adsorbanin
parcacik boyutudur. Bir¢ok g¢alisma parcacik boyutunun azalmasi ile adsorpsiyonun
kapasitesinin arttigin1 gostermektedir. Bunu disinda adsorpsiyon hizi ¢6ziinen adsorban

konsantrasyonu ile orantilidir [39, 46].

5.3.3 pH’1n Etkisi

Birbiri ile temas eden iki fazdan sivi olanin asidik, bazik veya nétral olmasi
adsorpsiyonu etkileyen faktorlerden biridir. Coziinmiis maddenin pH’1 iyonlagma
derecesini ve iyon yiiklerini etkilemektedir; dolayisiyla adsorban yiizeyinde elektriksel
cekim kuvvetinin degigsmesine neden olmaktadir. Her iyonun maksimum adsorplandigi

pH degeri ya da degerler aralig1 vardir [41, 46].

5.3.4 Sicakhgin Etkisi

Sicaklik adsorpsiyonda Onemli bir etkendir. Genellikle adsorpsiyon reaksiyonlari
ekzotermik reaksiyonlardir. Adsorpsiyon miktar1 genellikle azalan sicaklikla artis
gosterir [41]. Agiga cikan 1smin genellikle fiziksel adsorpsiyonda yogusma veya
kristalizasyon 1s1lar1t mertebesinde; kimyasal adsorpsiyonda ise kimyasal reaksiyon 1sis1
mertebesinde oldugu bilinmektedir. Sicakliktaki kiigiik degisimler adsorpsiyon olayini
cok etkilememektedir [43, 46].

5.3.5 Temas Siiresinin Etkisi

Adsorban ile ¢oOzeltinin temas siiresi onemlidir. Adsorban, etrafini ¢evreleyen sivi
filmdeki maddeyi hizla adsorplamaktadir. Ik temas aninda adsorpsiyon hiz1 yiiksektir.
Siire ilerledikge adsorpsiyon hizinda azalma goriilmektedir. Adsorbanin adsorplama

islemini en 1yi yaptig1 zaman aralig1 denge siiresini ortaya ¢ikarir [39, 46].

5.4 Adsorpsiyon Izotermleri

Adsorpsiyon islemini daha etkin ve az maliyetli bir hale getirmek i¢in bir cok

arastirmaci ucuz ve yenilenebilir adsorbanlar bulmaya calismaktadirlar [50].

Adsorpsiyon izotermleri, adsorbant iizerinde adsorplanan madde miktar1 ile sivi
icerisinde ¢Oziinmiis halde bulunan madde miktar1 veya gazin basinci arasindaki

iliskinin  agiklanmasinda kullanilirlar.  Sabit sicaklikta yiirlitiilen adsorpsiyon
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calismalarinda adsorplanmadan kalan adsorplananin denge derisimine ya da denge
basincina karst adsorplanan madde miktarmin grafige gecirilmesiyle adsorpsiyon
izotermleri elde edilmektedir. Adsorpsiyon izotermleri bir ylizeye adsorbe olan madde
icin denge sartlarmmi gosterir. Genel olarak, adsorbe olan madde miktar1 sabit bir
sicaklikta adsorplayan maddenin konsantrasyonunun kompleks bir fonksiyonudur.
Adsorpsiyon izotermi, bilinen miktardaki bir adsorplayan ile adsorplanan maddenin
konsantrasyonunu dengeye ulastirarak elde edilmektedir [48]. Adsorpsiyon, adsorban
yiizeyinde biriken madde konsantrasyonu ve ¢ozeltide kalan madde konsantrasyonu
arasinda bir denge olusuncaya kadar devam eder [50]. Adsorpsiyon dengesi kurulduktan
sonra adsorpsiyon miktarinda ve ¢oOzelti konsantrasyonunda bir degisiklik
olmamaktadir. Adsorpsiyon izotermleri adsorplanan madde konsantrasyonu ile degisim
gosteren fonksiyonlardir. Denge izotermleri modellerin  olusturulmasinda ve

adsorpsiyon sistemlerinin tasarlanmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir [48].

Olgiimler sabit sicaklikta yapilmaktadir. Deney sonunda ¢ozeltideki adsorbat
konsantrasyonlar1 adsorbent fazindaki adsorbat konsantrasyonlarina karsi noktalanir. Bu
sekilde elde edilen izoterm ii¢ tipte olabilmektedir. Birinci tipteki izotermler disbiikey
(konveks) seklinde olan izotermlerdir. Bu izotermde bir adsorplanan maddenin denge
kat1 faz konsantrasyonu, diisiik denge konsantrasyonundan yiiksek denge
konsantrasyonuna keskin bir sekilde artar. Bu tip adsorpsiyona uygun adsorpsiyon
denir. Eger adsorplanan maddenin denge kati faz konsantrasyonu sivi fazdaki bir
adsorplanan maddenin denge konsantrasyonu ile dogrusal olarak artiyorsa, izoterm
dogrusal izoterm olarak adlandirilir. Buna ikinci tip izoterm de denir. Izoterm i¢ biikey
(konkav) seklinde oldugu zaman adsorpsiyon uygun degildir ve bu izoterm iigiincii tip

izoterm olarak adlandirilir [45]. Bu izotermler Sekil 5.3°de gosterilmistir.
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Sekil 5.3 Adsorbat ile kat1 faz arasindaki iligki [45]
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Belli bir sarttaki izotermler bir modele uyarken bagka sartlarda ise bu modele
uymamaktadir. Bu nedenle genelde uygulanabilir tek bir model bulunmamaktadir.
Zaman icerisinde Jaeger ve Erdds tarafindan olusturulan genel bir formiilden yola
cikarak bir¢ok arastirmaci farkli izoterm denklemleri ortaya koymuslardir. Bulunan
modellerde bazi varsayimlar yapilarak yeni modeller gelistirilebilir. Glinlimiizdeki
caligmalar genellikle belirlenmis modeller kullanilarak, bu modeller yardimiyla
adsorban veya adsorplanan maddenin (adsorbat) degistirilmesi {izerinedir. En genel

kullanim goren izotermler Langmuir ve Freundlich denklemleridir [48].

5.4.1 Langmuir Adsorpsiyon Izotermi

Langmuir izotermi ¢ok sayida sistemin denge adsorpsiyon davranigini yorumlamak igin

ve kat1 ylizeylerin toplam ylizey alanini belirlemek i¢in kullanilmaktadir.

Langmuir izotermi adsorbentin ylizeyinde alic1 noktalarin oldugunu kabul eder. Burada
her alic1 noktanin sadece bir molekiil adsorplayacagi kabul edilmistir. Bu sekilde olusan
tabaka bir molekiil kalinliginda olur. Ayrica, adsorpsiyon olaymin izotermal olarak
meydana geldigini ve adsorbent yiizeyinin adsorbatin tek tabakasi ile kaplandigini farz
eder [51]. Bunun yaninda, tiim adsorpsiyon alanlar1 adsorplanan molekiillere kars1 esit
miktarda ¢ekim uygular ve adsorbe olan bir molekiil bitisik alandaki bir bagka molekiil
ile herhangi bir etkilesim iginde olmamaktadir. Langmuir izotermi, kati yiizeyler
tizerinde aktif adsorpsiyon alanlarinda meydana gelen tutulmanin fiziksel yada kimyasal

adsorpsiyon olup olmadigini diger izotermlere gore daha iyi agiklamaktadir [52].

Langmuir izoterminde adsorpsiyon, adsorplanan maddenin baslangi¢ konsantrasyonu ile
birlikte dogrusal olarak artar. Maksimum doyma noktasinda, yiizey tek tabaka ile
kaplanmakta ve vyiizeyde tutulmus madde miktar1 sabit kalmaktadir. Langmuir
izoterminde adsorpsiyon enerjisi tim yiizey boyunca iliniformdur. Adsorpsiyon hizi,
adsorplanacak madde konsantrasyonu ve ylizey lizerinde bulunan bos adsorpsiyon
alanlar ile dogru orantilidir. Desorpsiyon hizi ise yiizeydeki adsorplanmis molekiil

sayist ile dogru orantilidir [39].
Langmuir Izotermi i¢in yapilan kabuller asagida siralanmistir [39];

e Adsorplayan materyalin tiim ylizeyi ayn1 adsorpsiyon aktivitesine sahiptir ve
enerji bakimindan {iniformdur.

e Adsorbe edilen molekiiller arasinda herhangi bir etkilesim ve rekabet yoktur.
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e Tiim adsorpsiyon ayni mekanizma ile gerceklesir ve her adsorbe edilen
kompleksin ayn1 yapiya sahip oldugu kabul edilir.

e Adsorpsiyonun derecesi yiizey lizerindeki tek molekiiler tabakadan biiyiik
olamaz.

e Adsorpsiyon ilk bagladiginda yiizeye ¢arpan her molekiil yiizeyde tutulabilir.
Fakat adsorpsiyon ilerledik¢e ancak ylizeyin Ortlilmemis kismina g¢arpan
molekiiller adsorbe edilebilir [42].

e Desorpsiyon hizi yalnizca adsorplanmis madde miktarina baglidir [42].

Langmuir izotermi, adsorban yiizeyinin enerji acisindan benzer oldugu varsayimiyla,
tek tabakali homojen adsorpsiyonu agiklamak icin kullanilmaktadir. Bu izotermi
aciklayan bir ¢ok kaynak vardir ve kaynaklardaki terimsel ifadeler farklilik
gostermelerine ragmen isaret ettikleri sonu¢ aynidir [50]. Langmuir adsorpsiyon

izotermi ampiriktir ve bu kabullerden yola ¢ikarak agagidaki sekilde ifade edilmektedir.

_ QmKLCE

5.1
1k .C, 6D
Langmuir denklemi lineer formda yazilirsa 5.2 esitligi elde edilir.

C 1 C
£ = + == (5.2)
Qe KLQm Qm
Burada;

C.: Adsorpsiyon sonrasi ¢ozeltide kalan maddenin konsantrasyonu (mg/mL)
de: Birim adsorban {izerine adsorplanan madde miktar1 (mg/g)

Ky: Adsorbatin adsorptivitesine bagli olan sabit (ml/mg)

Qmax: Adsorbanin maksimum adsorplama kapasitesi (mg/g)

Qmax tek tabakali adsorban kapasitesini gostermektedir. C./q. degerinin C. degerine gore
degisimi grafige dokiilmesiyle ortaya ¢ikan dogrunun egimi ve kesim noktasi sirasiyla
1/Qm ve 1/KiQy sabitlerinin degerini verecektir. Burada Qpa.x degeri adsorbanin
maksimum adsorplama kapasitesini verecektir [50]. Ozellikle tek tabakali
adsorpsiyonun meydana geldigi heterojen adsorpsiyon sistemlerinde bu izoterm denge
durumunu net olarak agiklayamaz. Langmuir izotermi homojen bir adsorpsiyon oldugu
icin her molekiiliin aktivasyon enerjisi aynidir [45]. Langmuir izotermi Sekil 5.4°de
gosterilmistir.
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Celge

Ce

Sekil 5.4 Langmuir izotermi [50]

Adsorpsiyonun elverisliligini bulmak icin boyutsuz Ry (dagilma) sabiti hesaplanir ve
bu sabitin 0 ile 1 arasinda degerler almasi elverislilik durumunun saglandigina isaret

eder [48]. Ry degerleri ve izoterm tipleri Cizelge 5.1°de verilmistir.

1

T (1+K,Cy) 6

L

Ky: Adsorbatin adsorplanma kapasitesine bagli olan Langmuir sabiti (ml/mg)

Co: Maddenin ¢ozeltideki baglangi¢ derisimi (mg/ml)

Cizelge 5.1 Ry degerleri ve izoterm tipleri [48]

Ry, Degerleri Izoterm tipi
Ri>1 Elverigli olmayan
R.=1 Lineer

0<R <1 Elverigli
R.=0 Tersinmez

Ry degerleri yardimi ile izotermin tipi belirlenebilir.

5.4.2 Freundlich Adsorpsiyon izotermi

Cogu sistem, Langmuir denkleminden sapmalar gostermektedir. Bunun sebebi

cogunlukla yiizeylerin homojen olmamasi ve adsorplanmis molekiiller arasinda
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etkilesmelerin meydana gelmesidir. Ideal olmayan sistemler baz1 ampirik izotermlere
uyabilirler. Bunlardan biri Freundlich adsorpsiyon izotermidir. Cozeltiden adsorpsiyon
icin kullanilan fakat gazlarin adsorpsiyonu i¢in de basarili bir sekilde kullanilan bir

izotermdir. Ilk kez 1907 yilinda H.Freundlich tarafindan verilmistir.

Freundlich’e gore bir adsorplayict maddenin yiizeyi iizerinde bulunan adsorpsiyon
alanlar1 heterojendir. Diger bir ifade ile farkli tiirdeki adsorpsiyon alanlarindan
olusmaktadir. Freundlich izoterminde ana fikir olarak Langmuir izoterminden yola
cikilmis, baz1 varsayimlar ve gelisimler yapilarak Freundlich esitligi elde edilmistir. Bu
esitlik Langmuir esitliginden farkli olarak diisiik konsantrasyonlarda Henry kanunu

uygulamaz ve dengeden sonra tam sabit bir adsorbat degeri elde edilmez [39].

Freundlich adsorpsiyon izotermi, siirli bir konsantrasyon aralifinda adsorplanmis
miktar ile konsantrasyon arasindaki iligkiyi temsil eder ve ¢ozeltilerin adsorpsiyonunu
aciklamak i¢in 5.4 esitligini tiiretmistir.

1
q, =K.C! (5.4)
Burada;
Ce: Adsorpsiyon sonrasi ¢ozeltide kalan maddenin konsantrasyonu (mg/mL)
ge: Birim adsorban {izerine adsorplanan madde miktar1 (mg/g)
Kr: Adsorpsiyon kapasitesi (ml/mg)
n: Adsorpsiyon yogunlugu (birimsiz)
Freundlich izoterm denkleminde 5.4 esitliginin her iki tarafinin da logaritmasi alinarak
lineer hale getirilir.

logg, =logK +llogCe (5.5)
n

Log ge’nin log C.’ye kars1 degisimi grafige dokiilmesiyle Kr ve n sabitleri bulunur.
Grafikten elde edilen dogrunun y eksenini kesim noktasi log K¢'yi ve egimi de 1/n’i
vermektedir. n>1 degeri adsorpsiyon isleminin elverisli oldugunu gostermektedir [50].

Freundlich izotermi Sekil 5.5’de goriilmektedir.
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Log Ce

Sekil 5.5 Freundlich izotermi [50]

Ozel durumlarda kullanilan bazi izotermlere ornek olarak asagidaki izotermler

verilebilir [48] :
e Temkin: Sorpsiyon 1sisindaki diisiisiin logaritmik yerine lineer diisiis gosterdigi
sistemler igin.
e Dubinin-Radushkevich: Karakteristik sorpsiyon egrisinin adsorbanin gézenekli
yiizeyine bagli oldugu sistemler i¢in.

e Toth: Ornegin karbon iizerindeki fenolik bilesikler gibi heterojen sistemler igin.

e Sips: Bir molekiiliin iki siteyi de kapsadigi durumlarda.

5.5 Adsorpsiyon Kinetikleri

Bir olayin mekanizmasmin aydinlatilabilmesinde deneysel verilerin yorumlanmasi
oldukca 6nemlidir. Bunun i¢in olaymn hiz belirleme basamaginin bulunmasi gereklidir.
Kinetik calisma adsorpsiyon hizina etki eden adsorpsiyon basamaklarinin anlasilmasi

i¢in 6nemlidir [39].

Adsorpsiyon gergeklesirken, dinamik dengeye ulasana kadar c¢ozeltide arta kalan
adsorplanan maddenin konsantrasyonu azalir. Bir noktadan sonra adsorplayan
ylizeyinde adsorplanan madde adsorpsiyonu devam etmemektedir. Bu dengeye
ulasincaya kadar gegen siireye denge siiresi denilmektedir. Denge stiresi deneysel
calismalar ile belirlenir [53]. Yani adsorpsiyon kinetiginin anlasilmast ile etkin

adsorban-adsorbat temas siiresi yani alikoyma stiresi bulunur [50].

Bir ¢6zeltide bulunan adsorbatin adsorban tarafindan adsorplanmasi islemi baslica dort

asamada ger¢eklesmektedir [50]:
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1. Gaz ya da siv1 fazda bulunan adsorbat, adsorbani kapsayan bir film tabakasi
siirma dogru difiize olur.

2. Film tabakasina gelen adsorbat burdaki durgun kisimdan gecerek adsorbanin
gozeneklerine dogru ilerler.

3. Adsorbat adsorbanin gdzenek bosluklarinda hareket ederek adsorpsiyonun
meydana gelecegi yiizeye dogru ilerler.

4. En son olarak da adsorbatin adsorbanin gozenek yilizeyine tutunmasi meydana

gelir.

Eger adsorbanin bulundugu faz hareketsiz ise, 1. basamak en yavas ve adsorpsiyon
hizin1 belirleyen basamak olabilmektedir. Bu nedenle, eger akigkan hareket ettirilse
ylizey tabakasmin kalinlig1 azalacagi i¢in adsorpsiyon hizi artacaktir. Son basamak
Olclilemeyecek kadar hizli oldugundan ve ilk basamak da iyi bir karistirma oldugu
diistiniilerek adsorpsiyon hizina aksi bir etki yapmayacaklari i¢in 2. ve 3. basamaklar
hiz belirleyicidir [48]. 2. basamak adsorpsiyon isleminin ilk birka¢ dakikasinda; 3.
basamak ise adsorpsiyon isleminin geri kalan daha uzun bir siiresinde meydana geldigi
icin adsorpsiyon hizin1 tam olarak etkileyen basamagin 3. basamak oldugunu
sOylenebilir [50]. Bazi kaynaklara goére 2. ve 3. basamaklarin c¢ok hizlh
gerceklesmelerinden dolayr her iki basamagi tek basamakta gostermek miimkiindiir.
Buna gore ilk basamak makrotaginim, ikinci ve iigiincii basamaklar mikrotaginim, son
basamak ise sorpsiyon ismini almaktadir. Adsorbanin yiizeyinde yer alan merkezlerde
yiizey fonksiyonel gruplarinin elektronlarini adsorbat molekiiller ile paylagmalar1 ya da
molekiillerle etkilesimi sonucu adsorpsiyon gerceklesmektedir. Sorpsiyon terimi,
cogunlukla fiziksel ve kimyasal adsorpsiyonun bir arada gerceklesmesi ve birbirinden

zor ayirt edilebilmeleri dolayisiyla kullanilmaktadir [48, 50].

Adsorpsiyon sistemlerinin reaksiyon derecelerini belirlemede birgok kinetik model
kullanilmaktadir. Adsorpsiyon kinetik parametrelerinin belirlenmesi i¢in yalanct birinci
derece (Pseudo first order) ve yalanci ikinci derece (Pseudo second order) reaksiyon hiz
modelleri denge siiresine kadar gerceklesen adsorpsiyon hizin1 agiklamada

kullanilabilir.

Yalanci birinci derece reaksiyon hizini temel alarak adsorpsiyon kinetigi i¢in bir model

gelistirmistir. Bu model Esitlik 5.6 ile verilmistir.

50



d
c;]t =ki(q.~4q,) (5.6)

Esitlik 5.6, t=0 ile t aralifinda ve q=0, q=q; sinirlar1 dahilinde integrali alinirsa

asagidaki ifade elde edilir.

qt kl
log(1--+)=—¢ 5.7
og( ) >3 (5.7)

e

Esitlik 5.7 dogrusal ve dogrusal olmayan durumlar i¢in yeniden diizenlenebilir.

Dogrusal olmayan durumlar i¢in bu esitlik agagidaki bicimde olur.
4, =q.—4q,exp(=kt) (5.8)

Dogrusal durumlar i¢in ise esitlik 5.9 seklinde diizenlenebilir.

k
log(q, —¢q,) =log(q,) - 2—13t (5.9)

Yalanci birinci derece kinetik modelinin esitligi asagidaki sekilde belirtilir:

1 1
— = — 4kt (5.10)
(qe_qt) qe

Burada;

ki: Adsorpsiyon icin denge hiz sabiti (dk™).

de: Denge halinde adsorbe edilen madde miktar1 (mg/g).

qi: Herhangi bir zamanda (dk) adsorbe edilen madde miktar1 (mg/g).
t: Temas stiresi (dk).

Ho tarafindan 1995 yilinda gelistirilen yalanci ikinci dereceden hiz denklemi hizin
adsorbat konsantrasyonundan bagimsiz; kat1 fazdaki adsorpsiyon kapasitesine ve zaman

bagli oldugunu gostermistir [48].

Yalanci ikinci derece reaksiyon hiz esitligi denklemi esitlik 5.11°de verilmistir.

dq,
j —k(q.—q,) (5.11)

Esitlik 5.11 integre edilirse esitlik 5.12 halini alir.
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k2qet

q, = —(1 + ha ) (5.12)
Burada;

k,: ikinci dereceden adsorpsiyon hiz sabiti (g/mg.dk)

ge: Denge meydana geldigi zaman adsorbe edilen madde miktar1 (mg/g)

qt: Herhangi bir zamandaki adsorbe edilmis olan madde miktar1 (mg/g)

t: Temas stiresi (dk)’dir.

logg, —q,) ,ive _ degerlerinin t degerine karsi ayr1 ayr1 grafige

qt (Qe - qt)

konulmalariyla k; ve k, degerleri hesaplanir.

Deneylerden elde edilen veriler grafikler yardimiyla degerlendirilerek adsorpsiyona en

uygun izoterm ve adsorpsiyon hizinin derecesi bulunur [48].
Adsorpsiyon c¢aligmalarinda dikkat edilmesi gereken en 6nemli faktorler [50]:

e Sicakligin etkisi

e (ozeltinin ilk pH’s1

e Baslangi¢ adsorbat derisimi
e (alkalama hiz1

e (alkalama zamani

5.6 Protein Adsorpsiyonu

Biyoteknoloji, biyoloji, biyokimya miihendisligi, biyomedikal ve ¢evre bilimi gibi bir
dizi disiplin, protein ve sorbent yiizeyi arasindaki adsorpsiyon davranisi ve etkilesim
onemli bir rol oynamaktadir. Ornegin biyomedikalde; implantlara kan proteinlerinin
adsorpsiyonunu anlamak i¢in Onemlidir. Bazi durumlarda; protein adsorpsiyonu
ultrafiltrasyon membranlarina adsorpsiyon i¢in veya 1s1 esanjorlerinin kirlenmesiyle
minimize edilmeye ihtiya¢ duyar. Protein adsorpsiyonu muhtemelen karasal yasamin
baslangicinin biyotik asamasinda da 6nemli bir rol oynar. Cevre bilimlerinde kati
parcalara protein adsorpsiyonu, stabilizasyonu ve genetigi degistirilmis bitkiler

tarafindan yayimlanan trangen proteinlerin ¢evresel akibetini tayin etmekle iliskilidir.
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Eger protein kat1 pargalara adsorbe olmazsa protein ¢ozeltide kalir ve yikanip gidebilir;

yani basarisiz olunur [54].

Cogu protein/yiizey kombinasyonlar1 adsorpsiyonla sonuglanmaktadir. Protein
adsorpsiyonu van der walls, hidrofobik ve elektrostatik kuvvetleri gibi farkli protein
yizey kuvvetleri tarafindan yliriitilen c¢ok karmasik bir prosestir. Protein
adsorpsiyonunun anlasilmasi igin protein stabilizasyonunun bilinmesi gereklidir.
Proteinler globiiler ve fibroz olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Cogu proteinler
heterojen yiizeylere sahiptirler ve bu nedenle adsorbe yiizeyi ile birden fazla modda
etkilesim gosterebilirler [55]. Adsorpsiyonu yoneten asil giligler protein ve kati ylizeyler
arasindaki elektrostatik etkilesimler ve hidrofobikliktir. Ayrica proteinin yapisal
stabilizasyonuda adsorpsiyon olayinda biiyiik 6nem tasimaktadir. Adsorpsiyon
esnasinda veya protein yilizeye tutunduktan sonra proteinler yapisal degisiklige
ugramaktadirlar. Bu reaksiyon olusan entropi elektrostatik itmeyi yenerse adsorpsiyon
meydana gelir. Proteinlerin kat1 yiizeylere dogru olan hareketi gevresel faktorlere (pH,
T, iyonik gii¢), protein Ozelliklerine ve sorbentin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine
baghdir. Kati1 sorbent yiizeyi hidrofobik, hidrofilik, yiiklii ve yiiksiiz olmak {izere
siiflandirilmaktadir. Fibroz proteinler hidrofilik yilizeylerde bioaktiftir. Bu nedenle
konformasyonel degisimler daha diisiiktiir. Globiiler proteinler ise her iki ylizey tiiriinde
de az biyoaktiftir ve konformasyonel degisikliklere ugrarlar. Konformasyonel
degisikliklerin derecesi proteinin stabilizasyonu, hidrofobikligi, protein yiikii ve ylizeyin
yiikiiyle belirlenmektedir. Proteinin 6zelliklerine ve sorbent yiizeyinin hidrofobik veya
hidrofilik olmasima gore adsorpsiyon olusmaktadir. Sorbent ylizeyini isgal eden
proteinler ayak izi olarak adlandirilirlar. Protein adsorpsiyonu tersinirdir ve gevresel
degisiklikler sonucunda protein desorbe olur. Maksimum adsorpsiyon proteinin
izoelektrik noktasina yakin yerde meydana gelmektedir [39]. Adsorpsiyon esnasinda
yiikli yiizeyler sulu ¢ozeltideki karst iyonlar tarafindan c¢evrelenir. Bu karst iyonlar
yiizeyin her tarafina yayilirlar. Yiizey ve protein birbirine yaklasir. Yiizeyin polaritesi
kaplanmig tabakalarin yiizeydeki yliiklerinin tekrar dagilip dilizenlenmesiyle
degismektedir. Bu yliklerin tekrar dagilimi elektrostatik etkiden kaynaklanir. Protein
molekiillerinin yapisal degisiklikleri hidrofobik yiizeylerde hidrofiliklere gore daha
yaygindir. Hidrofobik yiizeylerde olusan adsorpsiyon miktar1 daha yiiksektir. Cilinkii
yilizeyin hidrofobik kismiyla yiizeyin hidrofobik kismi birbirini etkilemektedir. Oda
sicakliginin iistiindeki sicakliklarda protein adsorpsiyon daha yiiksektir. Kat1 yiizeyler
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lizerine protein adsorpsiyon c¢alismasi teorik olarak ilgingtir ve malzemelerin
biyouyumlulugu, biyolojik ¢dziimlerin ayrilmasi ve biyoanalitik algilama gibi alanlarda
pratik olarak 6nemlidir [55]. Proteindeki yapisal tekrar diizenlemeler, yiizeylerin
parcalarinin ve proteinin dehidrasyonu, interfasiyal arayiizeyindeki yiiklii gruplarin
yeniden dagitimi ve genel adsorpsiyon prosesindeki kiiclik iyonlarm rolii gibi alt

proseslere dikkat gerektirmektedir.

Bir yiizeye adsorplanan protein miktarinin tahmin edilebilmesi ylizey o6zelliklerinin,
belirli proteinin ve zamanin bir fonksiyonudur. Yapilan deneylerde protein molekiilleri
yiizeye dogru konvektif diflizyona ugrarlar. Bu kritik konsantrasyon ylizeye yakin yerde
kurulana kadar sinirlayict mekanizma hizidir. Ancak, transport sinirlama yoklugunda
yilizeye adsorpsiyonda hiz simirlayici slireg olusmaktadir [55]. Ara yiizeydeki protein
variginin, yigin konsantrasyonuyla ve difiizyon katsayisina bagli olan difiizyon
stirecleriyle yiritiildiigii varsayilmaktadir. Proteinin ve yiizeyin belirli yiizey kimyast
baslangi¢ etkilesim enerjisi nedeniyle kalma siiresini belirler. Kalma siiresiyle birlikte
proteinin kendisinin yiizey dinamikleri muhtemelen proteinin ylizey denatiirasyonunu
kontrol etmektedir. Protein araylizeyde zamanla denatiire olmaya egilimlidir. Kalma
stiresinin yilikselmesiyle, denatiirasyon maksimuma ulasir. Denatiirasyonun artmastyla,
adsorpsiyon durumundaki etkilesim enerjisi artar ve desorpsiyon icin olasilik
azalmaktadir. Siire¢ isleminin gergekligi proteinlerin homojen parcaciklar olmayisidir.
Tim carpigsmalar adsorpsiyonda esit etkiye sahip degildir ve farkli protein yiizeyleri
proteinle farkli etkilesim enerjileriyle sonuglanir. Bu nedenle yiizey denatiirasyonu igin
fakli egilimler bulunmaktadir [56]. Sekil 5.6 de 4 tane yiizeye sahip olan protein
gosterilmektedir; bir hidrofobik yiizey, bir pozitif yliklii yiizey, bir negatif yiiklii ylizey,
bir noétral hidrofiilik yiizey.

g:‘ I ‘:‘@ Protein with &, @, neutral hydrophilic { —,
O 48 and hydrophobi¢ { e==== ) faces.
: Q9 CACKO
Ay oL, o Ll
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0bd 500 XL
@ @®
/';7;7;7;7; //5///////// }?777?’777? 4 4 y
neutral, hydrophilic hydrophobic Moderate Moderate
polymer -~ polymer ~ Adsorption Adsorption
weak adsorption strong adsorption (1.8, pH....) f(1.S., pH....)

Sekil 5.6 Dort ylizeyli proteinin sematik gosterimi [56]
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Biitlin ¢carpismalar muhtemelen esit olmasina ragmen, meydana gelen sonraki arayilizey
islemleri icin gerekli olan kalma siiresini saglayacak kT araliginda etkilesim
enerjileriyle sonuglanan sadece bu ¢arpigsmalardir. Notral hidrofiilik ylizeydeki protein
adsorpsiyonu olduk¢a zayif olmaya egilimlidir. Oysa hidrofobik yiizeylere protein
adsorpsiyonu ¢ok sert olmaya egilimlidir ve genellikle kismen tersinmezdir. Yikli
yiizeylere adsorpsiyon, proteinin ylik karakterinin, ortamin pH’nin ve iyonik giiciin
giiclii bir fonksiyonu olmaya egilimlidir. Baglangi¢ temas olayini veya maksimum
etkilesimi baslatan protein adsorpsiyon oryantasyonunu tahmin etmek ig¢in, proteinlerin

dis ylizey kimyasiyla ilgili biseyler bilmek gerekmektedir [56].

Kalsiyum hidroksiapatit; miikkemmel biyouyumlulugu ve toksik olmamasiyla birlikte
proteinler ve enzimler gibi biyopolimerlere yiiksek benzesmesi nedeniyle biiyiik ilgi
cekmektedir. HAP P63/m alan uzay grubunda ve kristal yilizeylerinde C ve P bolgeleri
olarak adlandirilan iki farkli baglayici bolgeye sahip olan HAP hiicre boyutlar
a=b=0.943 nm ve ¢=0.688 nm oldugundan beri, HAP proteinler i¢in baglayici karakteri
olan bir¢ok bolge igerir. C bolgeleri , 0.943” e esit olan a ve b yonlerinden ve 0.344’¢
esit olan ¢ yoniinden belirli mesafe ile ac veya bc kristal yiizeyleri iizerinde dikdortgen
bir sekilde dizilmektedir. P bolgeleri, 0.943 nm gibi minimal bir uzaklik ile ab kristal
yiizeyi ilizerinde altigen bir sekilde dizilmektedir. C bolgeleri kalsiyum iyonlar1 ve
pozitif yiik acisindan zengindir ve boylece asidik gruplarini baglar. Ancak P bolgeleri
ise kalsiyum iyonlar1 ve pozitif yiik agisindan eksiktir ve bdylece proteinlerin bazik
gruplar1 baglanir. HAP 1n kristal yiizeyine karst HAP yapisinin belirli bir boliimiinde
ortaya ¢ikan HAP, kristal yilizeyi ile biyolojik molekiiller arasindaki etkilesimle
temellestirilmektedir ve boylece HAP konformasyonlarini adsorpsiyon i¢in diizenlemek
acisindan uygundur. Bu durum, HAP ve protein molekiilleri arasindaki elektrostatik
etkilesimin adsorpsiyon prosesinde baskin faktér oldugu kanitlayabilmektedir. Ayrica
HAP’in Ca/P oranmi1 10/6’dir [3]. Bdylece asidik protein olan BSA’ya kars1 daha fazla
benzesme gostermektedir ve aralarinda olan elektrostatik etkilesim daha fazladir.
Bunun sonucunda BSA, HAP yiizeyine diger proteinlere gére daha kolay ve fazla

miktarda adsorbe olmaktadir.
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BOLUM 6

DENEYSEL CALISMALAR

6.1 Materyal ve Yontem

Bu ¢alismada yiiksek ylizey etkilesim 6zellikleri, miikkemmel biyouyumlulugu ve toksik
olmamasi nedeniyle dis bilimi, gida bilimi ve ilag gibi ¢esitli alanlarda bir¢cok ¢alisma
yapilan ve biyomolekiillere yiliksek benzerlik gosteren hidroksiapatit (HAP,

Cas(PO4);0H) tlizerine biyomolekiillerin adsorpsiyonu arastirilmistir.

Farkli {iretim sartlarinda tretilen HAP’lerin adsorban olarak kullanildigi adsorpsiyon
deneyleri icin, laboratuar ortaminda hazirlanan BSA protein ¢ozeltileri kullanilmistir.
Sentetik HAP iizerine BSA proteinin adsorpsiyonu incelenmistir. Adsorplanan BSA
proteini miktarinin 6l¢iilmesinde UV Spektrofotometresi kullanilmistir. Bu bdéliimde
deneylerde kullanilan kimyasal madde ve cihazlar ile deneylerde izlenen ydntem

aciklanmistir.

6.2 Kullanilan Kimyasallar

Bovin serum albumin (BSA) (Sigma); Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) (Sigma);
Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,) (Sigma); Etil Alkol (C,HsOH) (Merck); Kalsiyum
kloriir dihidrat (CaCl,.2H,0) (Merck); Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) (Sigma-
Aldrich); Potasyum hidroksit (Sigma-Aldrich), Endiistriyel polimer (stiren akrilik

kopolimert).

6.3 Kullanilan Cihaz ve Malzemeler
Spektrofotometre: Specord 50 Analytik Jena UVS
Santrifiij Cihazi: Sigma Santrifiij
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Etliv: MMM Ecocell

Analitik Terazi: Ohaus Pioner

Firin: Lenton

Su Banyosu: Polyscience

pH Kontrol Unitesi: Radiometer pH-Stat Titratér PHM290
BET Yiizey Alani Tayin Cihazi: Contech Sorptometer 1042
FT-IR Cihazi: Bruker Alpha P spektrometre

Calkalamali Su Banyosu: GFL 1083

Su Banyosu: Polyscience

Manyetik Karistirici: Heidolp MR Hei-Standart

Perilstaltik Pompa: Cole Parmer Instrument 7518-00

6.4 Adsorban (HAP) Uretimi

Bu calismada kullanilan HAP numunelerinin iiretimi, 1slak ¢oktiirme yoOntemiyle
gercgeklestirilmistir. 0.5 M kalsiyum kloriir (CaCl,) ve 0.3 M potasyum dihidrojen fosfat
(KH,PO4) c¢ozeltilerinin - miktarlart Ca/P=1.67 oranina uygun olacak sekilde
ayarlanmistir. Su banyosuna bagh ¢ift cidarli reaktore CaCl, ¢ozeltisi konulurken,
KH,PO, ¢ozeltisi peristaltik pompa ile 1 ml/dak hizla sisteme beslenmistir. Cozelti 300
rpm’de manyetik karistiriciyla karistirllmistir. CO, gazini uzaklastirmak igin sistemden
siirekli azot gecisi saglanmistir. Cozeltide sabit pH degeri, pH kontrol {initesine baglh
peristaltik pompa vasitasiyla sisteme eklenen 0.1 M KOH c¢ozeltisi ile saglanmistir.
Cozelti pH’1 9-9.3 araliginda sabit tutulmustur. Islem tamamlandiktan sonra elde edilen
kristaller kendi doygun ¢ozeltisi ile 24 saat riflaks edilmistir. Sentezlenen kristaller filtre
edilip destile suyla yikandiktan sonra 100°C’de kurutulmus ve oda sicaklifinda

desikatorde saklanmustir.

Polimer katki maddesi ilave edilen Orneklerin sentezinde yukarida anlatilan iiretim
yontemi uygulanmis, polimer CaCl, ve K H,POy4 ¢ozeltileri ile birlikte sisteme ilave
edilmistir. Uretilen HAP numuneleri, 650°C ve 800°C’de kiil firminda 10°C/dak 1s1tma
hiziyla 3 saat organik bilesenlerin uzaklagmasi icin sinterlenmistir. Daha sonra iiretilen

numunelerin karakterizasyonu i¢in BET analizi ve FTIR analizi yapilmistir.
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6.5 Adsorpsiyon Deneyleri

6.5.1 Tampon Cozeltiler

pH 7.4 ve pH 6.0 tampon c¢ozeltileri 0.2 M disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,)
¢oOzeltisinden ve 0.2 M sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,) ¢ozeltileri kullanilarak pH

metre yardimiyla hazirlanmistir.

6.5.2 BSA Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Hazirlanan pH 7.4 ve pH 6.0 tampon ¢ozeltileri kullanilarak 0.5 mg/ml BSA stok

¢oOzeltileri hazirlanmistir.

6.5.3 Deneyin Yapilisi

Adsorpsiyon deneylerinde pH 7.4 ve pH 6.0 tampon ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan
0.5 mg/ml konsantrasyonunda BSA protein stok cozeltileri kullanilmistir. Laboratuar
ortaminda {iiretilen adsorbanlardan 0.075 g tartilarak 10 ml hacminde polipropilen
tiplere konulmustur. Tiiplere konulan adsorbanlarin iizerine hazirlanan BSA
¢ozeltisinden 5’er ml ilave edilmis ve tipler 37 C calkalamali su banyosunda belirli
sirelerde  bekletilmistir. Tipler sirasiyla alinmis 6000 rpm’de 15 dakika
santrifiijlenmistir. Siizlintiide kalan BSA konsantrasyonu hazirlanan kalibrasyon grafigi

vasitastyla UV’de 6l¢iilmiistiir.

6.5.4 BSA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

BSA protein ¢ozeltisi konsantrasyonlari, UV-Goriiniir Alan Spektrofotometresinde daha
once belirlenmis 280 nm sabit dalga boyunda ¢d6zelti absorbansi Olglilerek ve

kalibrasyon grafigi kullanilarak belirlenmistir.

Adsorban lizerine temas siiresince (t) adsorplanan BSA miktar1 q; (mg/g) asagidaki gibi

hesaplanmustir.
g =SoC 6.1)
w

Co: Baslangi¢ anindaki ¢ozelti konsantrasyonu (mg/ml)
Ci: t anindaki ¢ozelti konsantrasyonu (mg/ml)
V: Cozelti hacmi (ml)
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w: Kuru haldeki adsorban agirlig1 (g)

q: : t aninda 1 gr adsorban tarafindan adsorplanan miktar (mg/g)

t aninda adsorban yiizeyindeki % adsorpsiyon miktarin1 hesaplamak i¢in ise:

(C, - C,)100

Y%adsorpsiyon = C
0

esitligi kullanilir.

Co: Baslangi¢ anindaki ¢ozelti konsantrasyonu (mg/ml)
Ci: t anindaki ¢ozelti konsantrasyonu (mg/ml)

%adsorpsiyon: Adsorban tarafindan adsorplanan % adsorban miktari
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BOLUM 7

SONUCLAR

7.1 HAP Kiristallerinin Karakterizasyonu

Toz halindeki HAP numunelerinin BET yiizey analiz cihazi (Costech Sorptometer) ile

belirlenen spesifik ylizey alanlar1 Cizelge 7.1’°de verilmistir.

Cizelge 7.1 HAP numunelerinin spesifik yiizey alanlari

HAP Numuneleri Uretim Sicakhg  Sinterleme Sicakh@ Spesifik Yiizey Alan

(O (C) (m’/g)

H-25 25 - 80.30
H-50 50 - 62.25
H-70 70 - 30.04
H-S 70 650 21.22
H-P7500 70 650 22.10
H-P15000 70 650 11.17

Uretilen HAP kristallerinin Bruker Alpha P Spektrometre cihazi kullanilarak FT-IR
analizleri yapilmis ve numunelerin HAP oldugu dogrulanmistir. Elde edilen veriler
mevcut yazilim programi kullanilarak grafik hale doniistiiriiliip degerlendirilmistir.
Sekil 7.1°de farkli sicakliklarda iiretilmis HAP numunelerinin, Sekil 7.2°de ise 650°C
sicaklikta sinterlenmis HAP numunelerinin FT-IR spektrumlar1  gorilmektedir.
Spektrumlar incelendiginde 3400 cm™ civarinda su molekiillerinden kaynaklanan zayif
pikler goriilmektedir.Yaklasik 3570 cm ' civarindaki zayif pik ise HAP kristalindeki O-
H grubunu gostermektedir. 1090 cm™-1022 cmarasinda PO, grubunun titresimi ve
600-560 cm™ arasinda orta siddette O-P-O baginin i¢lii bir deformasyon titresimi
goriilmektedir. 962 cm™ ve 877 cmcivarindaki zayif pikler ise HPO,? grubunu

belirtmektedir. 630 cm™ civarinda gériilen pik, OH™ grubuna ait titresimdir. 1650 cm™'ve
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1415-1420 cm'civarinda goriilen zayif titresim CO3~ gruplarinin varligini gosterir. Bu
ortamdaki CO,*’nin tam olarak uzaklastirilamadigini belirtmektedir (Gomez-Morales,

vd., 2001, Koutsopoulos, 2002).
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Sekil 7.1 Farkli sicakliklarda tiretilen HAP numunelerinin FT-IR spektrumlari
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7.2 pH 7.4 Tampon Cozeltisi Kullanilarak Yapilan Adsorpsiyon Deneyleri

7.2.1 BSA Proteini Kalibrasyon Grafiginin Cizilmesi

BSA proteinin kalibrasyon grafigini ¢izebilmek i¢in pH 7.4 tampon ¢dozeltisi
kullanilarak BSA stok ¢o6zeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan BSA stok c¢ozeltisinden
sirastyla 0; 0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5, 0.6; 0.7; 0.8; 09; 1.0 ve 1.2 mg/ml
konsantrasyonlarinda Ornekler hazirlanmistir. Referans olarak tampon ¢o6zelti
kullanilarak 280 nm dalga boyunda hazirlanan ¢ozeltilerin absorbans degerleri okunmus
ve BSA proteini konsantrasyonlarina karsilik 6l¢iilen absorbans degerleri arasinda bir
kalibrasyon grafigi cizilmistir. Konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerleri
Cizelge 7.2°de, kalibrasyon grafigi ise Sekil 7.3’de verilmektedir. Cizilen grafikten

dogrunun denklemi asagidaki gibi bulunur.
Aygo = 0.6218.Cpsa (R?*=0.9995) (7.1)
Bu dogrunun egiminden molar absorbsiyon katsayisi 0.6218 (L.mg'.cm™) olarak

bulunmustur.

Cizelge 7.2 BSA protein ¢ozeltisi i¢in konsantrasyon degerleri ve bunlara karsilik gelen
absorbans degerleri

C Abs
(mg/ml) (A=280 nm)
0.1 0.0610
0.2 0.1243
0.3 0.1883
0.4 0.2550
0.5 0.3227
0.6 0.3739
0.7 0.4364
0.8 0.4985
0.9 0.5632
1.0 0.6302
1.2 0.7426
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0,8

0,6 -

0,5 -

0,4 1 y =0,6218x + 0,0027

R*=0,9995

Absorbans

0,1 -

C (mg/ml)

Sekil 7.3 Kalibrasyon grafigi (pH 7.4)

7.2.2 HAP Uzerine BSA Proteini Adsorpsiyonunun Etkisinin incelenmesi

Farkli adsorbanlarmm pH 7.4 ve 37°C’de BSA adsorpsiyonuna etkisinin incelendigi
deneylerde, adsorban olarak kullanilan HAP numunelerinin 6zellikleri Cizelge 8.1°de
verilmisti. Deneylerde BSA c¢ozeltilerinin baglangic  konsantrasyonu 0.5 mg/ml,

adsorban miktar1 0.075 g ve temas siiresi 24 saat olarak alinmistir.

Adsorban olarak 70°C’de elde edilen saf sinterlenmemis HAP (H-70) kullanilarak
yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Cizelge 7.3’de verilmistir. Cozeltideki BSA
konsantrasyonunun zamanla degisimi Sekil 7.4’de, BSA’nin % adsorpsiyonunun
zamanla degisimi Sekil 7.5’te ve 1 g adsorbanin adsorbladigi BSA miktarinin zamanla

degisimi ise Sekil 7.6’da gdsterilmistir.
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Cizelge 7.3 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarlarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-70)

Zaman BSA konsantrasyonu q Adsorpsiyon
(dk) (mg/ml) (mg/g adsorban) (%)
0 0.51 0.00 0.00
30 0.50 0.66 1.96
60 0.48 2.00 5.88
90 0.48 2.00 5.88
120 0.47 2.66 7.84
180 0.46 3.33 9.80
240 0.45 4.00 11.76
300 0.45 4.00 11.76
360 0.44 4.66 13.72
600 0.43 5.33 15.68
960 0.42 6.00 17.64
1080 0.40 7.33 21.56
1200 0.40 7.33 21.56
1320 0.39 8.00 23.52
1440 0.39 8.00 23.52
0,55
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Sekil 7.4 BSA konsantrasyonunun zamanla degisimi (adsorban: H-70)
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Sekil 7.5 Adsorpsiyon miktarinin zamanla degisimi (adsorban: H-70)

10
8 - ¢ o
¢ o
=
3
§ 6 - L g
° L g
©
oo L g
® 4 X4
E L J
o
L g
2 1 o
L g
O 0 T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Zaman (dk)

Sekil 7.6 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-70)

Sekil 7.4, Sekil 7.5 ve Sekil 7.6’ten goriildiigii gibi adsorpsiyonun yaklagik 1320.
dakikada dengeye ulastig1 tespit edilmistir.

Adsorban olarak 50°C’de elde edilen saf sinterlenmemis HAP (H-50) kullanilarak
yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Cizelge 7.4’de verilmistir. Cozeltideki BSA

konsantrasyonunun zamanla degisimi Sekil 7.7°de, BSA’nin % adsorpsiyonunun
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zamanla degisimi Sekil 7.8’de ve 1 g adsorbanin adsorbladigi BSA miktarinin zamanla

degisimi ise Sekil 7.9’da gosterilmistir.

Cizelge 7.4 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarlarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-50)

Zaman  BSA Konsantrasyonu q Adsorpsiyon
(dk) (mg/ml) (mg/g adsorban) (%)
0 0.52 0.00 0.00
10 0.46 4.00 11.53
20 0.46 4.00 11.53
30 0.46 4.00 11.53
60 0.45 4.66 13.46
120 0.45 4.66 13.46
180 0.44 5.33 15.38
300 0.43 6.00 17.30
360 0.43 6.00 17.30
600 0.42 6.66 19.23
1080 0.41 7.33 21.15
1200 0.40 8.00 23.07
1320 0.39 8.66 25.00
1440 0.39 8.66 25.00
0,55
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Sekil 7.7 BSA konsantrasyonunun zamanla degisimi (adsorban: H-50)
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% Adsorpsiyon

q (mg/ g adsorban)
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Sekil 7.8 Adsorpsiyon miktarinin zamanla degisimi (adsorban: H-50)
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Sekil 7.9 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarinin zamanla de§isimi

Sekil 7.7,

Adsorban

(adsorban: H-50)

Sekil 7.8 ve Sekil 7.9°dan goriildiigii gibi adsorpsiyonun yaklasik 1320.

dakikada dengeye ulastig1 tespit edilmistir.

olarak 25°C’de elde edilen saf sinterlenmemis HAP (H-25) kullanilarak

yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Cizelge 7.5°de verilmistir. Cozeltideki BSA

konsantrasyonunun zamanla degisimi Sekil 7.10’da, BSA’nin % adsorpsiyonunun
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zamanla degisimi Sekil 7.11°de ve 1 g adsorbanin adsorbladigi BSA miktarinin zamanla

degisimi ise Sekil 7.12°de gosterilmistir.

Cizelge 7.5 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarlarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-25)

Zaman  BSA konsantrasyonu q Adsorpsiyon
(dk) (mg/ml) (mg/g adsorban) (%)
0 0.52 0.00 0.00
10 0.50 1.33 3.84
60 0.49 2.00 5.76
90 0.48 2.66 7.69
180 0.47 3.33 9.61
240 0.46 4.00 11.53
300 0.45 4.66 13.46
360 0.44 5.33 15.38
600 0.42 6.66 19.23
1080 0.40 8.00 23.07
1200 0.38 9.33 26.52
1320 0.37 10.00 28.84
1440 0.37 10.00 28.84
0,55
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Sekil 7.10 BSA konsantrasyonunun zamanla degisimi (adsorban: H-25)
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Sekil 7.11 Adsorpsiyon miktarinin zamanla degisimi (adsorban: H-25)
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Sekil 7.12 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-25)

Sekil 7.10, Sekil 7.11 ve Sekil 7.12°dan goriildiigli gibi adsorpsiyonun yaklasik 1320.

dakikada dengeye ulastig1 tespit edilmistir.

Adsorban olarak 650°C’de sinterlenmis ve saf olarak elde edilen HAP (H-S)

kullanilarak yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Cizelge 7.6°da verilmistir.
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Cozeltideki BSA konsantrasyonunun zamanla degisimi Sekil 7.13’de, BSA’nin %
adsorpsiyonunun zamanla degisimi Sekil 7.14’de ve 1 g adsorbanin adsorbladigi BSA

miktarinin zamanla degisimi ise Sekil 7.15’de gosterilmistir.

Cizelge 7.6 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarlarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-S)

Zaman BSA konsantrasyonu q Adsorpsiyon
(dk) (mg/ml) (mg/g adsorban) (%)
0 0.54 0.00 0.00
30 0.53 0.66 1.85
60 0.49 3.33 9.25
120 0.47 4.66 12.96
240 0.46 5.33 14.81
360 0.45 6.00 16.66
600 0.44 6.66 18.51
1200 0.43 7.33 20.37
1440 0.43 7.33 20.37
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Sekil 7.13 BSA konsantrasyonunun zamanla degisimi (adsorban: H-S)
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Sekil 7.14 Adsorpsiyon miktarinin zamanla degisimi (adsorban: H-S)
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Sekil 7.15 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-S)

Sekil 7.13, Sekil 7.14 ve Sekil 7.15’den goriildiigii gibi adsorpsiyonun yaklasik 1200.
dakikada dengeye ulastig1 tespit edilmistir.

Adsorban olarak 650°C’de sinterlenmis ve 7500 mg/mL polimer katkili olarak elde
edilen HAP (H-P7500) kullanilarak yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Cizelge

7.7°de verilmistir. Cozeltideki BSA konsantrasyonunun zamanla degisimi Sekil 7.16’da,
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BSA’nin % adsorpsiyonunun zamanla degisimi Sekil 7.17°de ve 1 g adsorbanin

adsorbladig1 BSA miktarinin zamanla degisimi ise Sekil 7.18’de gdsterilmistir.

Cizelge 7.7 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarlarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-P7500)

Zaman BSA Konsantrasyonu q Adsorpsiyon
(dk) (mg/ml) (mg/g adsorban) (%)
0 0.52 0.00 0.00
10 0.49 2.00 5.76
60 0.49 2.00 5.76
90 0.49 2.00 5.76
120 0.48 2.66 7.69
180 0.48 2.66 7.69
240 0.47 3.33 9.61
600 0.45 4.66 13.46
960 0.44 5.33 15.38
1200 0.43 6.00 17.30
1320 0.42 6.66 19.23
1440 0.42 6.66 19.23
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Sekil 7.16 BSA konsantrasyonunun zamanla degisimi (adsorban: H-P7500)
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Sekil 7.17 Adsorpsiyon miktarinin zamanla degisimi (adsorban: H-P7500)
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Sekil 7.18 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-P7500)

Sekil 7.16, Sekil 7.17 ve Sekil 7.18’den goriildiigii gibi adsorpsiyonun yaklasik 1320.
dakikada dengeye ulastig1 tespit edilmistir.

Adsorban olarak 800°C’de sinterlenmis ve 7500 mg/mL polimer katkili olarak elde
edilen HAP (H-P7500-II) kullanilarak yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Cizelge
7.8’de verilmigstir. Cozeltideki BSA konsantrasyonunun zamanla degisimi Sekil 7.19°da,
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BSA’nin % adsorpsiyonunun zamanla degisimi Sekil 7.20’de ve 1 g adsorbanin

adsorbladigi BSA miktarinin zamanla degisimi ise Sekil 7.21°de gosterilmistir.

Cizelge 7.8 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarlarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-P7500-1II)

Zaman BSA konsantrasyonu q Adsorpsiyon

(dk) (mg/ml) (mg/g adsorban) (%)
0 0.51 0.00 0.00

30 0.50 0.66 1.96
60 0.50 0.66 1.96
120 0.49 1.33 3.92
180 0.48 2.00 5.88
300 0.48 2.00 5.88
360 0.47 2.66 7.84
600 0.47 2.66 7.84
1200 0.46 3.33 9.80
1440 0.46 3.33 9.80
0,55
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Sekil 7.19 BSA konsantrasyonunun zamanla degisimi (adsorban: H-P7500-11)
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Sekil 7.20 Adsorpsiyon miktarinin zamanla degisimi (adsorban: H-P7500-1II)
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Sekil 7.21 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-P7500-1II)

Sekil 7.19, Sekil 7.20 ve Sekil 7.21°den goriildiigli gibi adsorpsiyonun yaklasik 1200.
dakikada dengeye ulastig1 tespit edilmistir.

Adsorban olarak 650°C’de sinterlenmis ve 15000 mg/mL polimer katkili olarak elde
edilen HAP (H-P15000) kullanilarak yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Cizelge

7.9°da verilmistir. Cozeltideki BSA konsantrasyonunun zamanla degisimi Sekil 7.22°de,
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BSA’nin % adsorpsiyonunun zamanla degisimi Sekil 7.23’de ve 1 g adsorbanin

adsorbladig1 BSA miktarinin zamanla degisimi ise Sekil 7.24’de gosterilmistir.

Cizelge 7.9 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarlarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-P15000)

Zaman  BSA konsantrasyonu q Adsorpsiyon
(dk) (mg/ml) (mg/g adsorban) (%)
0 0.54 0.00 0.00
30 0.51 2.00 5.55
60 0.51 2.00 5.55
90 0.51 2.66 7.40
600 0.49 3.33 9.25
1200 0.48 4.00 11.11
1440 0.48 4.00 11.11
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Sekil 7.22 BSA konsantrasyonunun zamanla degisimi (adsorban: H-P15000)
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Sekil 7.24 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-P15000)

Sekil 7.22, Sekil 7.23 ve Sekil 7.24’den goriildiigii gibi adsorpsiyonun yaklasik 1200.
dakikada dengeye ulastig1 tespit edilmistir.
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7.3 pH 6.0 Tampon Cozeltisi Kullanilarak Yapilan Adsorpsiyon Deneyleri

7.3.1 BSA Proteini Kalibrasyon Grafiginin Cizilmesi

BSA proteinin kalibrasyon grafigini ¢izebilmek i¢cin pH 6.0 tampon ¢d6zeltisi
kullanilarak BSA stok ¢o6zeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan BSA stok ¢ozeltisinden
sirastyla 0; 0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5; 0.6; 0.7; 0.8; 09; 1.0 ve 1.2 mg/ml
konsantrasyonlarinda Ornekler hazirlanmistir. Referans olarak tampon ¢ozelti
kullanilarak 280 nm dalga boyunda hazirlanan c¢ozeltilerin absorbans degerleri
okunmus ve BSA proteini konsantrasyonlarina karsilik oOlgiilen absorbans degerleri
arasinda bir kalibrasyon grafigi cizilmistir. Konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans
degerleri Cizelge 7.10°da, kalibrasyon grafigi ise Sekil 7.25’de verilmistir. Cizilen

grafikten dogrunun denklemi asagidaki gibi bulunur.
Aygo = 0.6225.Cpsa  (R?=0.9997) (7.2)
Bu dogrunun egiminden molar absorbsiyon katsayisi 0.6225 (L.mg'.cm™) olarak

bulunmustur.

Cizelge 7.10 BSA protein ¢ozeltisi i¢in konsantrasyon degerleri ve bunlara karsilik
gelen absorbans degerleri

C Abs
(mg/ml) (2=280 nm)
0.1 0.0588
0.2 0.1257
0.3 0.1856
0.4 0.2463
0.5 0.3135
0.6 0.3778
0.7 0.4403
0.8 0.4951
0.9 0.5574
1.0 0.6165
1.2 0.7493
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Sekil 7.25 Kalibrasyon Grafigi (pH 6.0)

7.3.2 HAP Uzerine BSA Proteini Adsorpsiyonunun Etkisinin incelenmesi

Farkli adsorbanlarin pH 6.0 ve 37°C’de BSA adsorpsiyonuna etkisinin incelendigi
deneylerde, adsorban olarak kullanilan HAP numunelerinin 6zellikleri Cizelge 7.1°de

verilmisti.

Adsorban olarak 70°C’de elde edilen saf sinterlenmemis HAP (H-70) kullanilarak
yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Cizelge 7.11°de verilmistir. Cozeltideki BSA
konsantrasyonunun zamanla degisimi Sekil 7.26’da, BSA’nin % adsorpsiyonunun
zamanla degisimi Sekil 7.27’de ve 1 g adsorbanin adsorbladigt BSA miktarinin

zamanla degisimi ise Sekil 7.28’de gdsterilmistir.

Cizelge 7.11 1 g adsorbanin adsorpladigit BSA miktarlarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-70)

Zaman BSA konsantrasyonu q Adsorpsiyon
(dk) (mg/ml) (mg/g adsorban) (%)
0 0.53 0.00 0.00
10 0.51 1.33 3.77
30 0.49 2.66 7.54
60 0.48 3.33 9.43
120 0.48 3.33 9.43
180 0.47 4.00 11.32
240 0.47 4.00 11.32
360 0.47 4.00 11.32
600 0.46 4.66 13.20
1320 0.45 5.33 15.09
1440 0.45 5.33 15.09
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Sekil 7.26 BSA konsantrasyonunun zamanla degisimi (adsorban: H-70)

20
15 A
c L
S
‘@ *e o
& 10 4
2 L X 2
2
) L 4
5 .
»
O T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Zaman (dk)

1600

Sekil 7.27 Adsorpsiyon miktarinin zamanla degisimi (adsorban: H-70)
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Sekil 7.28 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-70)
Sekil 7.26, Sekil 7.27 ve Sekil 7.28”den goriildiigli gibi adsorpsiyonun yaklasik 1320.
dakikada dengeye ulastig1 tespit edilmistir.

Adsorban olarak 50°C’de elde edilen saf sinterlenmemis HAP (H-50) kullanilarak
yapilan deneylerde elde edilen sonuclar Cizelge 7.12°de verilmistir. Cozeltideki BSA
konsantrasyonunun zamanla degisimi Sekil 7.29°da, BSA’nin % adsorpsiyonunun
zamanla degisimi Sekil 7.30’da ve 1 g adsorbanin adsorbladigt BSA miktarinin

zamanla degisimi ise Sekil 7.31°de gdsterilmistir.

Cizelge 7.12 1 g adsorbanin adsorpladigit BSA miktarlarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-50)

Zaman BSA konsantrasyonu q Adsorpsiyon
(dk) (mg/ml) (mg/g adsorban) (%)
0 0.51 0.00 0.00
60 0.50 0.66 1.96
90 0.48 2.00 5.88
120 0.48 2.00 5.88
240 0.46 3.33 9.80
300 0.45 4.00 11.76
600 0.43 5.33 15.68
1200 0.42 6.00 17.64
1320 0.41 6.66 19.60
1440 0.41 6.66 19.60
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Sekil 7.30 Adsorpsiyon miktarinin zamanla degisimi (adsorban: H-50)

82



* o

6 - L 4
s 4
2
2
® 4 *
Y
® *
E
o

219 &

L
0 ‘ T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Zaman (dk)

Sekil 7.31 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-50)
Sekil 7.29, Sekil 7.30 ve Sekil 7.31°den goriildiigli gibi adsorpsiyonun yaklasik 1320.
dakikada dengeye ulastig1 tespit edilmistir.

Adsorban olarak 25°C’de elde edilen saf sinterlenmemis HAP (H-25) kullanilarak
yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Cizelge 7.13’de verilmistir. Cozeltideki BSA
konsantrasyonunun zamanla degisimi Sekil 7.32°de, BSA’nin % adsorpsiyonunun
zamanla degisimi Sekil 7.33’de ve 1 g adsorbanin adsorbladigt BSA miktarinin zamanla

degisimi ise Sekil 7.34’de gosterilmistir.

Cizelge 7.13 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarlarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-25)

Zaman BSA konsantrasyonu q Adsorpsiyon
(dk) (mg/ml) (mg/g adsorban) (%)
0 0.55 0.00 0.00
10 0.52 2.00 5.45
30 0.49 4.00 10.90
60 0.49 4.00 10.90
90 0.47 5.33 14.54
180 0.46 6.00 16.36
240 0.45 6.66 18.18
300 0.44 7.33 20.00
600 0.43 8.00 21.81
1200 0.42 8.66 23.63
1440 0.42 8.66 23.63
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Sekil 7.34 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-25)
Sekil 7.32, Sekil 7.33 ve Sekil 7.34’den goriildiigii gibi adsorpsiyonun yaklasik 1200.
dakikada dengeye ulastig1 tespit edilmistir.

Adsorban olarak 650°C’de sinterlenmis ve saf olarak elde edilen HAP (H-S)
kullanilarak yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Cizelge 7.14’de verilmistir.
Cozeltideki BSA konsantrasyonunun zamanla degisimi Sekil 7.35’de, BSA’nin
%adsorpsiyonunun zamanla degisimi Sekil 7.36’da ve 1 g adsorbanin adsorbladigi BSA

miktarinin zamanla degisimi ise Sekil 7.37’de gosterilmistir.

Cizelge 7.14 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarlarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-S)

Zaman BSA konsantrasyonu q Adsorpsiyon
(dk) (mg/ml) (mg/g adsorban) (%)
0 0.53 0.00 0.00
10 0.52 0.66 1.88
30 0.51 1.33 3.77
60 0.51 1.33 3.77
90 0.50 2.00 5.66
180 0.49 2.66 7.54
600 0.48 3.33 9.43
1200 0.47 4.00 11.32
1440 0.47 4.00 11.32
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Sekil 7.35 BSA konsantrasyonunun zamanla degisimi (adsorban: H-S)

% Adsorpsiyon

15
L 2
10 -
2
2

5 .

L 4

»
0 0 T T T T T T T

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Zaman (dk)

1600

Sekil 7.36 Adsorpsiyon miktarinin zamanla degisimi (adsorban: H-S)
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Sekil 7.37 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-S)
Sekil 7.35, Sekil 7.36 ve Sekil 7.37’den goriildiigii gibi adsorpsiyonun yaklasik 1200.
dakikada dengeye ulastig1 tespit edilmistir.

Adsorban olarak 650°C’de sinterlenmis ve 7500 mg/mL polimer katkili olarak elde
edilen HAP (H-P7500) kullanilarak yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Cizelge
7.15°de verilmistir. Cozeltideki BSA konsantrasyonunun zamanla degisimi Sekil
7.38’de, BSA’nin % adsorpsiyonunun zamanla degisimi Sekil 7.39’da ve 1 g
adsorbanin adsorbladigi BSA miktarinin zamanla degisimi ise Sekil 7.40°da

gosterilmistir.

Cizelge 7.15 1 g adsorbanin adsorpladigit BSA miktarlarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-P7500)

Zaman BSA konsantrasyonu q Adsorpsiyon
(dk) (mg/ml) (mg/g adsorban) (%)
0 0.50 0.00 0.00
10 0.50 0.00 0.00
20 0.49 0.66 2.00
60 0.48 1.33 4.00
120 0.48 1.33 4.00
240 0.47 2.00 6.00
360 0.46 2.66 8.00
600 0.46 2.66 8.00
1200 0.45 3.33 10.00
1320 0.45 3.33 10.00
1440 0.45 3.33 10.00
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Sekil 7.39 Adsorpsiyon miktarinin zamanla degisimi (adsorban: H-P7500)
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Sekil 7.40 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-P7500)
Sekil 7.38, Sekil 7.39 ve Sekil 7.40°dan goriildiigii gibi adsorpsiyonun yaklasik 1200.
dakikada dengeye ulastig1 tespit edilmistir.

Adsorban olarak 650°C’de sinterlenmis ve 15000 mg/mL polimer katkili olarak elde
edilen HAP (H-P15000) kullanilarak yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Cizelge
7.16’da verilmistir. Cozeltideki BSA konsantrasyonunun zamanla degisimi Sekil
7.41’de, BSA’nin %adsorpsiyonunun zamanla degisimi Sekil 7.42°de ve 1 g
adsorbanin adsorbladigi BSA miktariin zamanla degisimi ise Sekil 7.43’de

gosterilmistir.

Cizelge 7.16 1 g adsorbanin adsorpladigit BSA miktarlarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-P15000)

Zaman BSA konsantrasyon q Adsorpsiyon

(dk) (mg/ml) (mg/g adsorban) (%)

0 0.54 0.00 0.00
20 0.53 0.66 1.85
60 0.52 1.33 3.70
120 0.52 1.33 3.70
300 0.51 2.00 5.55
360 0.51 2.00 5.55
600 0.51 2.00 5.55
1200 0.50 2.66 7.40
1320 0.50 2.66 7.40
1440 0.50 2.66 7.40
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Sekil 7.42 Adsorpsiyon miktarinin zamanla degisimi (adsorban: H-P15000)
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Sekil 7.43 1 g adsorbanin adsorpladigi BSA miktarinin zamanla degisimi
(adsorban: H-P15000)

Sekil 7.41, Sekil 7.42 ve Sekil 7.43’den goriildiigii gibi adsorpsiyonun yaklasik 1200.
dakikada dengeye ulastig1 tespit edilmistir.
7.4 HAP Uretim Sicakhginin Adsorpsiyona EtKisi

Farkli sicakliklarda {iretilmis sintersiz adsorbanlarin  iiretim sicaklifinin BSA

adsorpsiyonuna etkisi pH 7.4’da gerceklestirilen deneyler icin Sekil 7.44°de; pH 6.0’de
gerceklestirilen deneyler i¢in ise Sekil 7.45°de gosterilmistir.
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Sekil 7.44 Adsorban iiretim sicakliginin pH 7.4°’de BSA adsorpsiyonuna etkisi

91



10

9 .
A A
8 A
_ 7 A
€ A HE B
g 6 - A [
_é 5 A [ ] ¢ ¢ & H-70
g ¢ B H-50
S 4{MA oome
- ,|¢e W AH-25
L 2
zt [ ]
1 .
[ |
0 . T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Zaman (dk)
Sekil 7.45 Adsorban iiretim sicakliginin pH 6.0’da BSA adsorpsiyonuna etkisi

Adsorbanlarin iiretim sicaklifinin adsorpsiyon kapasitesini etkiledigi goriilmiistiir. pH
7.4 ve pH 6.0’da gergeklestirilen deneylerde adsorpsiyon kapasitesinin 70°C’de iiretilen

adsorbanda en diisiik; 25°C’de iiretilen adsorbanda ise en yiiksek oldugu gozlenmistir.

7.5 HAP Sinterleme Sicakhi@inin Adsorpsiyona Etkisi

Katki maddesi olmadan iiretilmis sintersiz (H-70) ve 650°C’de sinterlenmis (H-S)
adsorbanlar1 ile yapilan adsorpsiyon deneylerinde sinterleme sicakliginin BSA
adsorpsiyonuna etkisi pH 7.4’de gerceklestirilen deneyler i¢cin Sekil 7.46’da; pH 6.0’da
gerceklestirilen deneyler i¢in ise Sekil 7.47°de gosterilmistir.
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Sekil 7.46 Sinterleme sicakliginin pH 7.4’de BSA adsorpsiyonuna etkisi
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Sekil 7.47 Sinterleme sicakliginin pH 6.0°’da BSA adsorpsiyonuna etkisi

Sinterleme sicakliginin BSA adsorpsiyonuna etkisi 650°C ve 800°C’de sinterlenmis H-

P7500 ve H-P7500-11 adsorbanlar1 ile pH 7.4’de gergeklestirilen adsorpsiyon deneyleri
icin Sekil 7.48’de gosterilmistir.
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Sekil 7.48 Sinterleme sicakliginin pH 7.4’de BSA adsorpsiyonuna etkisi

Sinterleme sicakliginin arttiritlmasi1 adsorbanlarin spesifik yiizey alanlarinda azalmaya

neden oldugu ic¢in Sekil 7.46, Sekil 7.47 ve Sekil 7.48’den goriildiigii gibi adsorbanin

adsorpsiyon kapasitesini diigirm{istiir.

7.6 HAP Uretiminde Kullanilan Katki Maddesi Konsantrasyonunun Adsorpsiyona
Etkisi

Polimer varliginda iiretilmis ve sinterlenmis adsorbanlar ile gerceklestirilen adsorpsiyon
deneylerinde endiistriyel polimer konsantrasyonunun BSA adsorpsiyonuna etkisi pH
7.4’de gerceklestirilen deneyler i¢in Sekil 7.49°da; pH 6.0°de gergeklestirilen deneyler
icin ise Sekil 7.50’de gosterilmistir.

Polimerik katki maddesi varliginda iiretilen adsorbanlarin sinterleme islemi sonrasinda
polimerin uzaklastirilmas1 sonucu spesifik ylizey alanlar1 azalmistir. Polimer
konsantrasyonu arttikca sinterleme sonrasinda spesifik yiizey alanlarindaki diisiis
artmistir. Bu nedenle adsorbanlarin iiretimi esnasinda katki maddesi olarak kullanilan

polimer konsantrasyonu artmasi adsorpsiyon kapasitesini diislirmiistiir.
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Sekil 7.49 Katki maddesi konsantrasyonunun pH 7.4’de BSA adsorpsiyonuna etkisi
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Sekil 7.50 Katki maddesi konsantrasyonunun pH 6.0’da BSA adsorpsiyonuna etkisi

7.7 pH’1n Adsorpsiyona Etkisi

Cozelti pH'nin BSA adsorpsiyonuna etkisinin incelendigi deneylerde adsorbanlarin 1

graminin adsorpladigi BSA miktarlar1 Sekil 7.51, Sekil 7.52, Sekil 7.53, Sekil 7.54,

Sekil 7.55 ve 7.56’da gdsterilmistir.
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Sekil 7.51 Cozelti pH’nin BSA adsorpsiyonuna etkisi (adsorban: H-70)
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Sekil 7.52 Cozelti pH’nin BSA adsorpsiyonuna etkisi (adsorban: H-50)
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Sekil 7.53 Cozelti pH’nin BSA adsorpsiyonuna etkisi (adsorban: H-25)
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Sekil 7.54 Cozelti pH’nin BSA adsorpsiyonuna etkisi (adsorban: H-S)
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Sekil 7.55 Cozelti pH’nin BSA adsorpsiyonuna etkisi (adsorban: H-P7500)
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Sekil 7.56 Cozelti pH’nin BSA adsorpsiyonuna etkisi (adsorban: H-P15000)

Grafiklerde goriildiigii gibi deneylerde kullanilan adsorbanlarin hepsi ile gergeklestirilen

adsorpsiyon deneylerinde pH 7.4’de

pH 6.0’ya gore daha yiiksek adsorpsiyon

kapasitelerine ulasilmistir. Tse-Ying Liu ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢calismada (2005)

adsorpsiyon kapasitesinin en iyi pH 7.5 civarinda oldugu bulunmustur.
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7.8 Adsorpsiyon izotermlerinin incelenmesi

Adsorban olarak H-70 kullanilarak 37°C’de pH 7.4 ‘de farkli BSA konsantrasyonlarinda
gergeklestirilen adsorpsiyon deneylerinin adsorpsiyon izotermi Langmuir ve Freundlich
adsorpsiyon izoterm model denklemleri kullanilarak incelenmistir. pH 7.4’de

gerceklestirilen adsorpsiyon deneylerinde elde edilen sonuglar Cizelge 7.17°de ve Sekil
7.57°de verilmistir.

Cizelge 7.17 Denge degerleri

C. qe (deneysel) e (Langmuir hesaplanan)  q. (Freundlich hesaplanan)
(mg/mL) (mg/g adsorban) (mg/g adsorban) (mg/g adsorban)
0.15 4.00 4.1485 4.2824
0.33 6.00 6.4879 6.2030
0.39 8.00 6.9935 6.7096
0.50 8.00 7.7217 7.5405
0.69 8.00 8.5954 8.7727
0.86 9.33 9.1329 9.7294
12,00
10,00 A ‘
- A
§ 8,00 A L g . 2
o
® 6,00 - ’ l @ Deneysel
3 .
% 4,00 - ‘ M Langmuir
o
A Freundlich
2,00 A
0,00 T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Ce (mg/ml)

Sekil 7.57 Adsorpsiyon Izotermi
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Langmuir ve Freundlich izoterm model denklemlerinden hesaplanan degerler Cizelge

7.18’de verilmistir.

Cizelge 7.18 Langmuir ve Freundlich sabitleri

Langmuir izotermi Freundlich izotermi
Ky (ml/mg) 3418 Kg (ml/mg) 10.444
Qmax (mg/g) 12.240 I/n 0.469
Ry 0.226 n 2.128
R? 0.9510 R? 0.8930

Langmuir izoterminde, adsorban ylizeyinin enerji agisindan benzer oldugu kabul
edilmekte ve tek tabakali homojen adsorpsiyonu agiklamak ig¢in kullanilmaktadir.
Boylece bu bolgelerin albumin molekiillerini esit sayida tutarak tek tabaka olusturmasi
beklenmektedir. Ayrica Langmuir izotermi, tersinmez adsorpsiyon ve yiiksek uygunluk
gostermektedir. Diger yandan Freundlich izotermine gore adsorplayict maddenin

yiizeyi iizerinde bulunan adsorpsiyon alanlari heterojen olarak kabul edilmektedir.

Sulu ¢ozeltilerden iiretilen adsorbanlarla BSA adsorpsiyonunda Langmuir izoterminin
Freundlich izotermine gore daha uygun oldugu saptanmistir. Langmuir izotermi, kati
yiizeyler tizerinde aktif adsorpsiyon alanlarinda meydana gelen tutulmanin fiziksel yada
kimyasal adsorpsiyon olup olmadigini diger izotermlere gore daha iyi acgiklamaktadir.
Langmuir izoterminde bulunan Ry degerinin 0 < Ry < 1 arasinda olmas1 BSA’nin H-
70’e adsorbani ile adsorpsiyonuna elverigli oldugunu gostermektedir. Michele Lafisco
ve arkadaglar yaptiklar1 ¢calismada (2010) BSA’nin adsorpsiyon izotermini agiklamak
icin Langmuir ve Freundlich izotermlerinden yararlanmiglardir. Yapilan bu c¢alismaya

gore BSA adsorpsiyonunun Langmuir izotermine daha uygun oldugu tespit edilmistir.

7.9 Adsorpsiyon Kinetiklerinin Incelenmesi
Uretilen adsorbanlarla 37°C’de pH 7.4 ve pH 6.0°da 0.5 mg/ml BSA baslangic
konsantrasyonlarinda gergeklestirilen adsorpsiyon deneylerinin kinetigi yalanci birinci
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derece ve yalanci ikinci derece adsorpsiyon kinetik model denklemleri kullanilarak

incelenmistir.

37°C ve pH 7.4°de gerceklestirilen adsorpsiyon deneylerinin yalanci birinci derece ve

yalanci ikinci derece kinetik modellerine gore incelenmesi Sekil 7.58°de gosterilmistir.

Hesaplanan kinetik parametreler ise Cizelge 7.19 ve 7.20°de verilmistir.

Yalanci birinci derece kinetik modeli

Yalanca ikinci derece kinetik modeli

500 -
400
300
=)
o
=
200
100
05 & 1000 @ 1500 0 ' ' '
' 0 500 1000 2000
1 t (dk)
t (dk)
®H-70 W H-50
®H-70 W H-50 AH-25
W H-S W H-P7500 H-P7500(11) : ::i15ooo " H-P7500 H-P7500(11)
m H-P15000

Sekil 7.58 Yalanci birinci derece ve yalanci ikinci derece reaksiyon kinetikleri (pH 7.4)

Cizelge 7.19 pH 7.4 yalanci birinci adsorpsiyon kinetik parametreleri

Yalanci birinci derece

Adsorban Qe, deneysel (MZ/E) Qe hesaplanan (ME/E)  kix10° (1/dak.) R’
H-25 10.00 9.12 1.8 0.9296
H-50 8.66 4.57 1.4 0.9548
H-70 8.00 6.95 1.8 0.9338
H-S 7.33 5.25 3.6 0.9364
H-P7500 6.66 5.07 1.6 0.9824
H-P7500(11) 3.33 2.65 2.7 0.8459
H-P15000 4.00 1.96 1.8 0.9129
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Cizelge 7.20 pH 7.4 yalanci ikinci derece adsorpsiyon kinetik parametreleri

Yalanci ikinci derece

Adsorban (e, deneysel (mg/g) (e, hesaplanan (mg/g) k2 (g/mg dak-) Vo (mg/g dak.) l‘2

H-25 10.00 11.89 2.297x10™ 0.032 0.9441
H-50 8.66 8.65 1.364x107 0.102 0.9841
H-70 8.00 9.55 2.914x10™ 0.026 0.9714
H-S 7.33 8.28 7.505x10™ 0.051 0.9776
H-P7500 6.66 7.25 6.300 x10™ 0.033 0.9682
H-P7500(1I) 3.33 3.84 1.203x107 0.017 0.9889
H-P15000 4.00 4.13 3.779x107 0.064 0.9955

Cizelge 7.19 ve 7.20°ye bakildiginda pH 7.4’de gerceklestirilen deneyler i¢in yalanci
ikinci derece kinetik modelinin daha uygun oldugu goriilmektedir. Sadece H-P7500
adsorbani igin yalanci birinci derece modelinde korelasyon katsayisi (R?) daha yiiksek

bulunmustur.

37°C ve pH 6.0’da gergeklestirilen adsorpsiyon deneylerinin yalanci birinci derece ve
yalanct ikinci derece kinetik modeline gore incelenmesi Sekil 7.59°da gosterilmistir.

Hesaplanan kinetik parametreler ise Cizelge 7.21 ve 7.22°de verilmistir.
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Sekil 7.59 Yalanci birinci derece ve yalanci ikinci derece reaksiyon kinetikleri (pH 6.0)

Cizelge 7.21 pH 6.0 yalanci birinci derece adsorpsiyon kinetik parametreleri

Yalanci birinci derece

Adsorban Qe, deneysel (ME/E) Qe, hesaplanan (INZ/Z) k;x10° (1/dak.) R
H-25 8.66 5.35 3.8 0.9513
H-50 6.66 5.44 1.9 0.9537
H-70 5.33 2.78 2.5 0.8433
H-S 4.00 2.82 2.5 0.9142

H-P7500 3.33 2.69 2.7 0.8737

H-P15000 2.6 1.59 1.9 0.7589
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Cizelge 7.22 pH 6.0 yalanci ikinci derece adsorpsiyon kinetik parametreleri

Yalanci ikinci derece

Adsorban e, deneysel (IME/C) (e, hesaplanan (ME/E) K3 (g/mg dak.) v,y (mg/g dak.) R’
H-25 8.66 9.03 1.696x107 0.138 0.9986
H-50 6.66 8.65 2.668x10™ 0.200 0.9523
H-70 533 5.52 2.627x107 0.080 0.9955

H-S 4.00 4.24 2.383x107 0.043 0.9959
H-P7500 3.33 3.69 1.718x107 0.023 0.9928
H-P15000 2.86 2.85 2.796x107 0.023 0.9894

Cizelge 7.21 ve 7.22’ye bakildiginda pH 6°da gerceklestirilen deneyler i¢in de yalanci
ikinci derece kinetik modelinin daha uygun oldugu bulunmustur. H-50 adsorbani i¢in

ise her iki model denklemi ile ayni korelasyon katsayisi elde edilmistir. (R~ 0.95).

Shan Gao ve arkadaglarinin yaptiklar1 calismada (2009) adsorpsiyon kinetikleri yalanci
birinci ve ikinci derece kinetik modelleriyle agiklanmistir. Bu ¢alismada floriir
mineralinin nano-HAP  adsorbani iizerine gerceklesen adsorpsiyonu incelenmistir.
Deney sonuclarinin yalanci ikinci derece kinetik modeline daha ¢ok uydugunu

belirtmislerdir.
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BOLUM 8

SONUCLAR ve ONERILER

Bu tez c¢alismasinda farkli sartlarda iiretilen HAP adsorbanlarinin 0,5 mg/ml BSA
baslangic konsatrasyonunda, 37°C’de, pH 7.4 ve pH 6.0’da 24 saat siiresince

gergeklestirilen adsorpsiyon deneyleri ile BSA adsorplama kapasiteleri incelenmistir.

Kesikli sistemde yapilan caligmalarda elde edilen sonuglar adsorpsiyon izotermleri
(Langmuir ve Freundlich) ve adsorpsiyon kinetik modelleriyle (yalanci birinci derece ve

yalanci ikinci derece) agiklanmustir.

Farkli iiretim sicakliklarinda {iretilen sintersiz HAP adsorbanlarinin (25°C, 50°C ve
70°C) {retim sicakliginin adsorpsiyon kapasitesini etkiledigi goriilmiistiir. Adsorbanin

iretim sicakliginin arttirtlmas1 BSA adsorpsiyon kapasitesini diigiirmiistiir.

Adsorpsiyon deneylerinde HAP adsorbanlarina uygulanan sinterleme islemi spesifik
yiizey alanini azalttig1 i¢in adsorpsiyon kapasitesini diislirmiistiir. Ayrica sinterleme

sicakliginin artmasi da adsorpsiyon kapasitesini azaltmistir.

Polimerik katki maddesi varliginda iiretilen ve sinterlenen adsorbanlarin polimer
konsantrasyonu arttikca sinterleme sonrasinda spesifik yiizey alanlarindaki diisiis
artmistir. Bu nedenle adsorbanlarin iiretimi esnasinda katki maddesi olarak kullanilan

polimer konsantrasyonu arttik¢ca adsorpsiyon kapasitesi diigmiistiir.

pH’ 1 adsorpsiyon iizerine etkisinin incelendigi ¢calismalarda, pH 7.4’de pH 6.0’ya gore
daha yiiksek adsorpsiyon kapasitelerine ulagilmistir.

Yapilan tiim deneylerde denge siiresi yaklagik 1200 dakika olarak bulunmustur.
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Konsantrasyona bagli olarak elde edilen verilerin Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon
izoterm modellerine uygunlugu incelenmistir. Deneysel sonuglarin  Langmuir

izotermine uygunluk gdstermistir.

Elde edilen deney sonuglarinin adsorpsiyon kinetik modelleri ile agiklanmasi
caligmalarinda, pH 7.4 ve pH 6.0’da en iyi kinetik modelin yalanc1 ikinci derece kinetik

model oldugu belirlenmistir.

Adsorpsiyon kapasitesini yiikseltmek igin liretim sartlar1 degistirilerek yiiksek spesifik

yiizey alanina sahip HAP numuneleri tiretilebilir.
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