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Model protein bovin serum albiimin (BSA) ve model enzim serin alkali proteaz (SAP) ile farkli kimyasal
yapi (polietersiilfon, PES; seliiloz triasetat, CTA) ve farkli molekiil agirlig1 tutma degerinde (MWCO=10
ve 100kDa) membranlar kullanilarak gesitli iyonik g¢evrelerde protein-membran etkilesimleri sistematik
ve kapsamli bir sekilde molekiiler seviyede incelenmis; membran kirliliginin kantitatif bir 6l¢iitii olarak
membranlarda BSA ve SAP igin etkin difiizyon katsayilari belirlenmistir. Proteinlerin izoelektrik
noktasinda (pl), izoelektrik noktasinin altinda ve iizerindeki pH (BS4 icin 3.78, 4.78(pl), 6.80; SAP igin
7.14, 9.08 (pl), 11.06) degerlerinde, farkli iyonik gerilim degerlerinde (BSA i¢cin KCI ile, SAP igin
fermentasyon ortaminda bulunan (NH,),HPO, KH,PO, Na,HPO,NaH,PO,CaCl, gibi farkli tuzlar ile
saglanan iyonik gerilimlerde) ve farkli kimyasal yapt ve MWCO degerinde membranlar (BSA4 i¢in 10kDa
ve, 100kDa PES, 10kDa CTA; SAP i¢in 100kDa PES) ile statik adsorpsiyon deneyleri gergeklestirilmistir.
Proteinler, hidrofob yapidaki PES membranlara hidrofob etkilesimler nedeniyle, hidrofil yapidaki CTA
membranlara kiyasla daha ¢ok adsorplanmislardir. BSA’nin membranlara adsorpsiyonunun Freundlich
izotermine, SAP’1n ise lineer adsorpsiyon izotermine uydugu, BSA ve SAP’1n pl’da adsorpsiyonun diger
pH degerlerine gore daha az oldugu, en fazla adsorpsiyonun pI’nin altinda meydana geldigi belirlenmis;
iyonik gerilimin artmasi ile membran kirliliginin azaldigi goézlenmistir. SAP’m PES membranlara
adsorpsiyonunda iyonlarin davranislar1 Hofmeister serilerine uygunluk gostermis; proteinlerin
¢Ozlinirliiglini azaltan anyonlarin membranlara adsorpsiyonu arttirdigi belirlenmistir. Akim potansiyeli
6lglim yontemine gore deneysel olarak membranlarin, teorik olarak da proteinlerin -adsorpsiyonunun
incelendigi her iyonik ¢evrede- yiizey yiikiiniin bir 6l¢iisii olan zeta potansiyelleri belirlenmistir. Caligilan
tim kosullarda membran zeta potansiyellerinin negatif oldugu, pH’1n artmas ile zeta potansiyellerinin
mutlak degerlerinin arttig1, iyonik gerilimin artmasi ile de azaldigi belirlenmistir. Proteinlerin zeta
potansiyellerinin ise pI’nin altinda pozitif, pI’nin iistiinde negatif yiikli ve pI’da en diisiik degerde oldugu
belirlenmistir. Bulunan zeta potansiyelleri yardimiyla elektrostatik etkilesim enerjileri ile van der Waals
enerjileri hesaplanmis ve adsorpsiyonda etkin olan itme ve c¢ekme enerjileri DLVO teorisi ile
belirlenmistir. Adsorpsiyonun en az oldugu pl’da ¢cekme kuvvetleri baskin ve kiiclik bir deger iken,
adsorpsiyonun fazla oldugu pI’min altindaki degerde ¢ekme kuvvetleri baskin ve yiiksektir. pI’nin
lizerinde ise itme kuvvetleri etkindir. Protein-membran etkilesimleri sonucu membran yiizeyinde
meydana gelen degisimler FTIR-ATR analizleri ile belirlenmis ve membran yiizeyinde protein
adsorpsiyonunun bir gostergesi olan amid I bandi siddetinin adsorpsiyonun fazla oldugu pH degerinde
fazla, en az oldugu pH’da ise az oldugu gozlenmistir. Membran yiizeyindeki degisimler SEM ve AFM
analizleriyle de incelenerek sonuglarin adsorpsiyon verileriyle uyumlu oldugu gozlenmistir. Proteinlerin
membrandaki etkin difiizyon katsayist (De) deneysel olarak tasarlanan sistemde alinan verilerin model
sonuglari ile uyumu ile belirlenerek, iyonik ¢evre ile degisimi incelenmis ve kirliligin fazla oldugu pI’nin
altindaki pH degerinde De’nin diisiik, adsorpsiyonun az oldugu pl’da ise yiiksek oldugu ve iyonik
gerilimin artmasi ile arttig1 belirlenmistir.
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Protein-membrane interactions were studied comprehensively using the model protein bovine serum
albumin (BSA), the model enzyme serine alkaline protease (SAP), and the ultrafiltration membranes with
different chemical structures (polyethersulphone, PES; cellulosetriacetate, CTA) and with different
MWCO values (10 and 100 kDa) at various ionic environments. The effective diffusion coefficients for
BSA and SAP, being the quantitative measure of the membrane fouling, were determined. Static
adsorption experiments were carried out at the isoelectric point (IEP), under the IEP and above the IEP of
the proteins (pH= 3.78, 4.78(pl), 6.80 for BSA; pH=7.14, 9.08 (pl), 11.06 for SAP) for different ionic
strength values (0.01 and 0.IM with KCI for BSA; 0.218-0.484M with the salts of the fermentation
medium, i.e., with (NH,),HPO,, KH,PO,, Na,HPO,NaH,PO,CaCl, for SAP) by using the membranes
of different MWCO values (10kDa, 100kDa PES and 10kDa CTA for BSA; 100kDa PES for SAP). More
BSA was adsorbed on hydrophobic PES membranes than on hydrophilic CTA membranes due to the
hydrophobic interactions. Isotherms for the BSA adsorption on both types of membranes were correlated
by the Freundlich equation; however, those for the SAP adsorption were correlated by the linear
adsorption models. The highest degree of adsorption was obtained under the IEP of the proteins whereas
the minimum adsorption was occurred at the IEP. With increasing ionic strength, the amount of the
adsorbed protein decreased. SAP adsorption on PES membranes agreed well the Hofmeister series of the
ions; i.e. the anions, which decrease in solubility of proteins, increased the extent of adsorption. The zeta-
potentials for the membranes and for BSA were determined by streaming potential measurements and
theoretical calculations, respectively. It was found that PES and CTA membranes were both negatively
charged under all the experimental conditions applied. The values of the zeta potential of the membranes
increased with increasing pH, however, decreased with increasing ionic strength. The electrostatic and the
van der Waals interactions energies between the membranes and BSA were calculated using the DVLO
theory. Attractive forces under the IEP, however, repulsive forces above the IEP were found to be
dominant. To detect the structural changes on the PES and CTA membrane surfaces occurred due to the
adsorption, the membranes were analysed by FTIR-ATR measurements. The amide I band absorbance
intensity was observed in proportion with the amount of adsorbed protein on the membrane surfaces. The
SEM and AFM images of the membranes also revealed that the adsorption data agreed well with the
changes occurred on the membrane surfaces due to the membrane fouling. The effective diffusion
coefficients for BSA and SAP into the PES membranes were calculated by employing the experimental
data -obtained at different pH and ionic strength values- into the model, which is constructed on the basis
of the mass balance in the porous membranes. It was found that the diffusivity of the proteins was higher
at the IEP than that of under the IEP; and the increase in ionic strength increased the diffusivity.
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ONSOZ ve TESEKKUR

“Protein Membran Etkilesimleri ve Proteinlerin Membran Sistemlerle Ayirilmasi” baglikli doktora tez
onerisi icin Tez Izleme Komitesinin (TIK) olusturulmasi ile aktif lisans iistii Doktora c¢aligmalarima
Haziran 2001°de basladim. Bu tarihten 6nce, Eyliil 1998 — Eyliil 1999 tarihleri arasinda, Cumbhuriyet
Universitesi Kimya Miihendisligi Béliimii Lisans ve Lisansiisti Arastirma Laboratuarlarinda yer
alabilecek cihaz ve ekipmanlarin; satin alma, montaj ve ilk isletim stlireclerinde aktif olarak
gorevlendirildim. Arastirma laboratuarlarinin = olusturulabilmesi i¢in 25 Kasim 1999’de alman
1.5 milyon $’lik DPT &6deneginin tiim zorluklara kargin 31 Aralik 1999 tarihine kadar ¢ok kisa bir siirede
harcanarak basari ile satin alimlarin gergeklestirilmesinde ve bu sayede geng arastirmacilar i¢in modern

bir arastirma alt yapis1 olusturulmasinda etkin rol aldim.

Subat 1999°da gecici kadrom ile birlikte 2547 sayili kanunun 35. maddesi geregince gorevlendirildigim
halde bu gorevlendirilmenin gerceklesmesine izin verilmemesi, doktora ¢alismalarimin aksamasina sebep
oldu. Doktora 6grenimimi tamamlamak igin Kasim 2000’de Ankara Universitesi Fen Bilimleri
Enstitlisiine 2547 say1li kanunun 35. maddesi geregince gorevlendirilerek Ankara’ya geldim. Bu tarihten

sonra doktora programim yogun bir sekilde devam ederek bitirme asamasina ulasti.

Ozel bgrenci olarak Biyokimyasal Reaksiyon Miihendisligi dersini aldiktan sonra kendisi ile Yiiksek
Lisans yapmaya karar verdigim ve o andan itibaren uzunca bir yolu beraber yiiridiiglim, bugiine kadar
calismalarimda karsilastigim giicliiklere pozitif bir enerji ve sabirla sistematik bir sekilde yaklagmami
saglayan, akademik diisiince ve ilkelere sahip bir bilim insani olarak yetismemde bana yol gdsteren

danisman hocam Sayin Prof. Dr. Serpil TAKAC’a verdigi destek i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Caligmalarimin sorunsuz bir sekilde devami igin Biyokimya Miihendisligi, Kinetik ve Genetik
Miihendisligi Laboratuvarlarindaki olanaklarindan yararlandigim; bilgi ve tecriibelerini her zaman
benimle paylasan, doktora tez izleme komitesi toplantilarinda da degerli goriislerinden yararlandigim Es
Danisman hocam Saym Prof. Dr. H. Tunger OZDAMAR’a ve Sayin Prof. Dr. Giizide CALIK’a tesekkiir
ederim. Ayrica fermentasyon ile tiretilmis SAP enzimini saglayarak caligmalarima katkida bulunan ve
hicbir konuda yardimimi esirgemeyen Sayin Dog¢.Dr.Pmar CALIK'a tesekkiir ederim. Deneysel
caligmalarim siiresince laboratuarlar1 paylastigim ve fikir alis verigsinde bulunarak her konuda tartigma
imkan1 buldugum arkadaslarim Dr.ilknur Senver OZCELIK ve KYM Nermin KALENDER’e tesekkiir

ederim.
Doktora ¢alimlarim siiresince Ocak ve Temmuz aylarinda yogun programindan zaman ayirarak tez

calismalarimin degerlendirilmesi icin gerceklestirilen TiK toplantilarimizda degerli fikir ve goriislerinden

yararlandigim Sayin Prof. Dr. Ismail TOSUN’a cok tesekkiir ederim.
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Doktora c¢aligmam kapsaminda yer alan membranlarin elektrokinetik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in
gerekli olan Ag/AgCl elektrodlarin yapiminda laboratuvar imkanlarini ve yardimlarini esirgemeyen Sayin
Prof.Dr. Adnan KENAR’a; etkin diflizyon katsayisinin bulunmasi igin kurulan modelin ¢6ziimiinde
yardimmi esirgemeyen Dogc.Dr.Burhanettin CICEK’e tesekkiir ederim. Ayrica membranlarin yiizey
karakterizasyonlar1 igin gerekli FTIR’nin ATR iinitesi laboratuvarimiza satin alinana kadar deney
sonuglarmi degerlendirebilmem ic¢in bu analizlerin yapilmasini saglayan TETRA A.$’den Giirsel

ULUTUNCEL e ve analizlerin yapildig1 ORS’ye verdikleri imkan i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Doktora tez projesinin basar1 ile vyiiriitilmesinde katkilarindan dolayi; TUBITAK’a (Protein ve
Enzimlerin Ultrafiltrasyon Membranlarla Ayirilmasinda Protein-Membran Etkilesimleri, Proje
No:MISAG 225) ve Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne (Protein ve Enzimlerin
Ultrafiltrasyon Membran ile Ayirilma Performansina Cézelti ve Membran Ozelliklerinin Etkisi, Proje

No: 2001-07-05-061) tesekkiir ederim.

Zor anlarimda buldugu pratik ¢oziimlerle beni rahatlatan, her tiirlii sikint1 ve sevincimi paylagtigim ve her
konuda destegini gordiigiim, Sivas’dan beraber yola ¢iktigimiz degerli esim Ars.Gor.Ugur SALGIN’a

verdigi destek, gosterdigi sabir ve sevgi igin tesekkiir ederim.

Tez projemin yogun bir bigimde devam ettigi donemlerde, gergek diinyada ilk tanismamizin randevusu
olan 13 Subat 2003 tarihinden itibaren varligi ile beni daha da gii¢lii kilan, rahatlatan, sevindiren ve ayni
zamanda yoran, ¢ok hizli biiyliyen ve yeterli zaman ayiramadigim igin hep iiziinti duydugum fakat her
ant dolu dolu yasadigimiz ve simdi uyurken bile horlamasiyla bana huzur veren sevgili oglum kiiciik dev

adam Yigit Efe SALGIN’a benimle birlikte oldugu i¢in tesekkiir ederim.

Bu doktora tez projesinin gelisim siirecinde her zaman kendilerinden yogun destek aldigim, ancak
kendilerine yeterli ilgi ve zamani ayiramama ragmen higbir serzeniste bulunmayan sevgili annem Hikmet
ELMAS ve babam Bayram ELMAS’a, ozellikle kii¢iik Yigit dogduktan sonra son bir yili birlikte
paylastigimiz kayinvalidem Bahtisen SALGIN ve kaynpederim Yiicel SALGIN’a verdikleri destek igin,

ayrica diger tiim aile bireylerine de anlayislar1 igin gok tesekkiir ederim.

Sema ELMAS SALGIN
Ankara, Temmuz 2004
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SIMGELER DiZiNi

Hamaker sabiti

Membran gézeneklerindeki ¢dzelti protein derigimi
S1v1 faz protein denge derisimi

Iyon derigimi

Besleme derisimi

Membran yiizeyindeki 7 partikiiliiniin doygunluk derigimi
Baslangi¢ protein derigimi

Y18in elektrolit derigimi

Etkin diflizyon katsayisi

Akim potansiyeli
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1. GIRIS

Yaklasik 40 yil once iiretilen ilk sentetik membranlarin endiistriyel uygulamalarina
gecilmesi ile, membran ayirma islemlerinden teknik ve ticari agilardan beklentiler fazla
ve bir¢ok potansiyel uygulamalari nedeniyle de beklenen pazar pay1 milyarlarca dolardi.
Ancak tim beklentilere kargin, membran teknolojisinin gelisiminde bir gecikme
olmustur. Hemodiyaliz, deniz suyu tuzunun giderilmesi i¢in ters ozmoz, yiizey suyunun
mikro ve ultrafiltrasyonu, gida ve farmasotik {riinlerin ayirilmasi, deristirilmesi,
saflagtirllmas1 ve yakit hiicreleri gibi bazi uygulamalar1 gilinlimiizde heniliz 6nem
kazanmistir. Son zamanlarda taginim 6zellikleri iyilestirilmis, 1s1l ve kimyasal kararlilig1
arttirtlmis membranlarin  gelistirilmesiyle membran proseslerinin yeni potansiyel
uygulamalar ortaya ¢ikmis ve bu uygulamalarin endiistriyel dlcege gecirilmesi ile de
membran endiistrisi beklenen yiiksek satis payina ulagsmistir. 1998 yilinda diinyada
membran satig paylar;, membran ve modiiller i¢in 4x10°$, membran sistemleri i¢in

15x10°$ ve yilda satis hacmindeki bityiime %8-10’degerindedir (Strathmann 2001).

Membranlarla saglanan ayirma ve deristirme yontemlerinin sahip oldugu iistiinliiklerden
dolay1 biyoteknolojik uygulamalarinda 6nemli artislar kaydedilmistir. Mikrofiltrasyon
(MF), ultrafiltrasyon (UF), ters ozmoz (TO) ve nanofiltrasyon (NF) gibi basing etkili
membran ayirma islemlerinin endiistriyel uygulamalar1 fazla olmasina ragmen, son
yillarda {riin geri kazaniminda ¢esitli avantajlar sunan sivi membranlar ve
pervaporasyon gibi gelistirilen yeni membran proseslerinin de endiistriyel
uygulamalarinda artislar kaydedilmistir. Ayrica membran biyoreaktdrlerin membran
ayirma islemleri ile birlikte kullanilmasiyla biyomiihendislik alaninda yeni

ufuklar/uygulamalar agilmistir (Howell 1993).

Biyoteknolojik prosesler ve biyoiiriinler i¢inde olduk¢a Snemli yeri olan proteinler,
hiicrede metal iyonlarinin, oksijenin ve metabolitlerin tasinimini saglamalari, bazi

hiicresel faaliyetleri diizenlemeleri, bagisiklik sistemi proteinlerinin enfeksiyonlara karsi



organizmay1 korumalar1 gibi ¢esitli islevlere sahip biyolojik molekiillerdir (Smith ve
Hill 1983). Proteinlerin, 6zellikle katalitik 6zellige sahip enzimlerin ayirma islemleri
sirasinda yliksek saflikta geri kazanimlari, yapilarinin denatiire olmamasi ve enzimlerin

katalitik aktivitelerini kaybetmemeleri kullanilacaklar bir sonraki proses i¢in énemlidir.

Biyoteknolojik proseslerde hiicreler tarafindan iiretilen {iriinler, hiicre icinde
(intracellular) bulunabildigi gibi hiicre disina da (extracellular) salgilanabilir. Her iki
durumda da biyoiiriinlerin izolasyonu ve saflastirilmasi gerekir. Biyoiiriinler islem
kosullarindan etkilenebilen duyarli yapiya sahip olduklari i¢in, ayirma islemi se¢imine
ve uygulama teknigine dikkat edilmeli, Oncelikle prosesin uygulanacagi ortamin
gerekleri ortaya konulmalidir. Biyoiiriin karigiminin -ayirma islemlerinin se¢iminde goz

oniline alinmasi gereken- bazi spesifik 6zellikleri asagida siralanmistir:

e Biyoiiriinler seyreltik ¢ozeltilerden geri kazanilmak zorundadir. Alkol, sitrik asit ve
asetik asit fermentasyonlarinda derisim yiiksek olmakla beraber; enzim, antibiyotik
ve vitamin gibi yliksek degerli {irlinlerin iiretiminde derisim diisiiktiir. Bu iirlinlerin
geri kazanimi ve saflastirmasi oldukga pahalidir.

e Biyoliriinlerin ¢ok ¢esitli olmasi ve irlinlerin kimyasal yapt ve boyutunun
birbirinden farkli olmasi ayirma isleminin 6nemli bir sorunudur.

e Biyoiiriinler sicaklik, pH, ¢oziicii ve kesme gerilimine kars1 oldukc¢a hassastirlar.
Bunun anlami, 6rnegin, kimya endiistrisinde ¢ok sik kullanilan distilasyon ile
ayirma igleminin bir biyoayirma isleminde uygulanamayacagidir.

e Biyoiiriinler yiiksek degerlikli iirtinler olduklar1 i¢in, ayirma teknigi iiriin kaybinin

olmamasini saglamalidir.

Fermentasyon prosesinden sonra ortamdan biyoiiriinleri ayirma ve saflastirma islemleri
toplam maliyet i¢cinde yaklasik %50’lik paya sahiptir. Biyodoniisiim verimliligi arttik¢a
ayirma ve saflastirma islemlerinin genel maliyet i¢indeki paylar1 daha da yiikselecektir.
Bu nedenle ayirma-saflastirma islemlerinin biyoteknolojik iiretimler i¢in 6zel olarak

gelistirilmesi biiylik 6nem tagimaktadir.



Biyoproses sonunda reaktordeki sivi ortamin 6zellikleri kimyasal proseslerdekinden
farklidir. Biyoproses tamamlandiktan sonra bile reaktordeki doniisim devam
edebileceginden sivinin karakteri siirekli degisir ve bu nedenle biyoiiriiniin ortamdan
ayirilmadan uzun siire depolanabilmesi miimkiin degildir. Ayrica, iiretim sonunda
reaktordeki oksijen ve besin miktar1 stirekli olarak azalacagindan mikroorganizmalarin
morfolojik degisimleri nedeniyle biyoiiriinii tiilketmeleri de s6z konusu olabilir. Biitlin
bu nedenler, iiretim durdurulur durdurulmaz ayirma islemlerine baslanmasin1 zorunlu

kilmaktadir.

Ultrafiltrasyon, mikrofiltrasyon gibi ayirma isleminde membran yiizeyinde ve/veya
gbozeneklerinde biriken biyomolekiiller membran ile (protein-membran) ve kendi
aralarinda (protein-protein) fizikokimyasal, elektrostatik ve sterik etkilesimlere ugrarlar.
Kirlilik olarak adlandirilan adsorpsiyon (protein-membran etkilesimleri) ve agregasyon
(protein-protein  etkilesimleri), filtrat akisinin azalmasina, dolayisiyla ayirma
performansinin  diismesine neden olmaktadir. Membran kirlilik mekanizmasinin
aydinlatilmas1 ve ayrica proteinin yapisal dzelliklerindeki degisimlerin belirlenmesi igin
bu etkilesimlerin bilinmesi 6nemlidir. Amfoter 6zellik tasiyan ve sulu c¢ozeltilerinde
kolloidal davranig gosteren proteinlerin ¢ozelti pH degerlerinin ayarlanmasi ve iyonik
gerilim yaratilmasi ile elektrostatik kuvvetler, van der Waals kuvvetleri, hidrofobik
etkilesim kuvvetleri gibi ara yiizey kuvvetlerinin sebep oldugu bu etkilesimlerin kontrol
edilmesi miimkiindiir. Bu sekilde elde edilecek wveriler, protein ayirilmasinda
kullanilacak membranin yiizey Ozellikleri ve ylizey yiikii/zeta potansiyeli ile ilgili
modifikasyonun biyomolekiiliin yapisinda ve islevinde en az degisime neden olabilecek
sekilde yapilmasin1 saglayarak daha spesifik ayirmanin hatta saflastirma basamagina

kadar ulasabilen ayirmanin yapilmasin1 miimkiin kilacaktir.

Ultrafiltrasyon molekiiler seviyede ayirma saglayan modern bir membranla ayirma
teknigidir ve son yillarda bu yontem ile enzim ve diger proteinlerin ayirilmasi ve
saflagtirlmas1 ¢aligmalar1  giderek artmaktadir. Ultrafiltrasyonun, klasik ayirma

yontemlerine gore diisiik basing ve sicaklikta ger¢eklesmesi, faz degisiminin olmamasi,



kimyasal madde tliketiminin az olmasi ve steril kosullarin saglanabilmesi gibi
istiinliikleri vardir (Fane ve Radovich 1990, Mulder 1992). Ultrafiltrasyon ve
membranla saglanan diger ayirma teknikleri bu istiinliikleri ve islem sirasinda aktivite
kaybinin az olmasindan dolay1 biyokimyasal {iriin endiistrisinde ileri teknolojik ayirma
islemleri olarak isimlendirilmektedir. Uriiniin kalitesi, kimyasal yap1 ve aktivite en az
seviyede degistigi zaman artmaktadir. Ultrafiltrasyon, sahip oldugu nitelikler sayesinde

yiiksek kalitede iiriin elde etmek icin iyi bir ayirma islemidir.

Ultrafiltrasyon isleminde meydana gelen kirlilik mekanizmasinin tamamen
aydinlatilamamasi1 ve mekanizma i¢in mevcut modellerin gecerliliginin tartigilmasi,
protein ve enzimlerin ultrafiltrasyon membranlarda ayirilmalar1 esnasinda meydana
gelen etkilesimlerin farkli boyutlardan incelenmesi geregini dogurmaktadir. Bu doktora
caligmasinin kapsami olusturulurken, ultrafiltrasyon ayirma performansi iizerine énemli
etkilere sahip olan adsorpsiyon sonucu membran yiizeyi ile membran gozeneklerinde
meydana gelen kirliligin mekanizmalariyla birlikte ortaya konularak aydinlatilmasi ve
capraz akim ultrafiltrasyon sistemi i¢in ara ylizey etkilesimleri ile gézenekli ortamdan
akis teorilerinin uygulanmasini igeren yeni bir modelinin gelistirilmesi amaglanmistir.
Calismalarin ilerlemesi ile birlikte protein-membran ara yiizey etkilesimlerinin dnemi
on plana ¢ikmis ve farkli iyonik ¢evre kosullari ile degisen bu kolloidal etkilesimlerin
de Ortlistiigli -membran igletim tiiriinden ve hidrodinamik kosullarindan bagimsiz olarak
tanimlanan- etkin difiizyon katsayisinin bulunmasina yonelik yeni bir model ve deney
sistemi tasarimi yapilmistir. Bu sekilde, capraz akim ultrafiltrasyon sisteminin
modellenmesi yerine, o modelde de kullanilabilecek 6nemli bir tasarim parametresi

belirlenmistir.

Bu calismada, baslica farkli kimyasal yapida ultrafiltrasyon membranlar ile farkli
ozelliklere sahip proteinler arasindaki protein-membran etkilesimlerine iyonik ¢evrenin
etkisi incelenmistir. Bu amagla model protein olarak ele alinan bovin serum albiimin
(BSA) ile elde edilen bulgular, literatiirde {izerine en ¢ok arastirma yapilan protein

oldugu icin sonuglar1 karsilastirma, dogrulama veya red etme imkanini vermistir. Model



enzim olarak secilen ve onemli bir endiistriyel enzim olan serin alkali proteaz (SAP)
lizerine ise membran ve enzim arasindaki etkilesimleri inceleyen bir caligma literatiirde
yer almamaktadir. Protein ve enzim gibi birim fiyat1 yiiksek biyoteknolojik iiriinlerin
tiretim ortamindan ayirilmast  ve saflastirilmasinda  kullanilan  ultrafiltrasyon
islemlerinde en Onemli darbogazi olusturan membran kirliligini en aza indirecek

sartlarin belirlenmesi iirlin maliyetinin asag1 ¢cekilmesi agisindan 6nemlidir.

Bu doktora ¢aligmasi, proteinlerin yarattigi membran kirliliginin sistematik ve kapsamli
bir sekilde molekiiler diizeyde incelenmesi amaciyla 5 alt projeye boliinerek

yuriitilmiistiir:

1. Alt Proje: Membran Ozelliklerinin Kirlilige Etkisi

e Farkli kimyasal yapida hidrofob (polietersiilfon, PES) ve hidrofil (seliiloz triasetat,
CTA) membranlar kullanilarak protein (BSA)-membran etkilesiminde membran
yapisinin etkisinin incelenmesi

e Farkli molekiil agirlig1 tutma degerindeki (MWCQO) PES membranlar kullanilarak,
membranlarin  BSA ile etkilesiminde gozenek boyutunun ve adsorpsiyon

konumunun etkisinin incelenmesi

2. Alt Proje: Cozelti Ozelliklerinin Kirlilige Etkisi

e pH: Model proteinlerin izoelektrik noktasinda, izoelektrik noktasinin altinda ve
tizerinde ¢alisilarak, pH ile konformasyonu ve yiizey ylikii/zeta potansiyeli degisen
biyomolekiiller ile yine pH’a bagl olarak yiizey yiikii/zeta potansiyeli degisen
membranin etkilesimlerinin incelenmesi

e Iyonik gerilim: Protein ve membranin elektrokinetik dzelliklerinin iyonik gerilim ile
degisimlerinin belirlenmesi

e Iyon tiirii: SAP fermentasyon ortaminda bulunan tampon ve tuzlarin dolayisiyla

farkli degerlikli anyon ve katyonlarin membran yiikiine ve ayni1 zamanda proteinin



¢cOziinlirliigline etkilerinin incelenerek, protein-membran ara yiizey etkilesimlerine

etkilerinin incelenmesi

. Alt Proje: Membran Yiizeyindeki Degisimlerin Belirlenmesi

Farkl1 iyonik kosullarda membranlarda olusan kirliligin membran yiizey yapisinda
meydana getirdigi degisimlerin spektroskopik (FTIR-ATR) ve mikroskobik (SEM
ve AFM) tekniklerle belirlenmesi

. Alt Proje: Ara Yiizey Etkilesim Enerjilerinin Hesaplanmast

Membran ve proteinin farkli iyonik ¢evre kosullarinda elektrokinetik 6zelliklerinin
belirlenerek DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overback) teorisine gore ara yiizey

etkilesim enerjilerinin hesaplanmasi

. Alt Poje: Membranda Etkin Difiizyon Katsayisinin Belirlenmesi

Membranda kiitle korunum temeline dayali bir model kurulmasi ve modelin
difiizyon hiicresi temeline dayali bir sistemde farkli iyonik ¢evrelerde alinan deney
verilerinden yararlanarak ¢ozlilmesi ile membran kirliliginin kantitatif bir dl¢iitii ve

onemli bir tasarim parametresi olan etkin difiizyon katsayisinin belirlenmesi



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Membran Prosesleri

Molekiiler seviyede ayirma saglayan membran prosesleri dort temel alanda

kullanilmaktadir. Bunlar; karisimlarin molekiiler ayirilmasi, kontrollu ila¢ salinimi,
membran reaktorler-yapay organlar ve enerji depolanmasi-doniisiim sistemleridir
(Strathmann 2001). Biyoteknolojik uygulamalarindan bagka bu yontemlerin en ¢ok
kullanildig1 alanlar, polimer reginelerin ve pigmentlerin geri kazanimi i¢in boya
endiistrisi, yikama suyundaki tutkalli maddelerin tutulmasi i¢in tekstil endiistrisi, deniz
suyunun saflagtirilmasi ve kagit endiistrisidir (Mark ve Othmer 1983). Cizelge 2.1°de

ayirma proseslerine drnek olarak ultrafiltrasyonun endiistriyel uygulamalar1 verilmistir.

Cizelge 2.1. Ultrafiltrasyonun spesifik uygulamalar1 (Atkinson ve Mavituna 1991)

Proses UF uygulamasi Problemler Alternatif/yaristig
prosesler
Biyolojik Biyolojik molekiiliin Yiksek gerilimler Diyaliz, iyon
makromolekiil deristirilmesi, molekiil degisimi,
iretimi saflastirilmasi parcalanmasina sebep liyofilizasyon, segici
olabilir ¢cOktlirme
Siit endiistrisi Peyniralt1 suyundan Kirlenme ve sik
degerli proteinlerin temizlik -—--
uzaklagtirilmasi ve
deristirilmesi
Elektronik ve Medikal kullanim i¢in
farmasotik steril akigskan - -
hazirlanmas1
Pirojen Virus belirlenmesinde  Kirlenme -—--
uzaklastirma, su ylizeyinden virusun
virus deristirme  uzaklastirilmasi
Nefroloji Toksik metabolik Kompleks sistem Diyaliz
atiklarin oldugu i¢in kontrolu

uzaklastirilmasi i¢in
suni bobrek gorevi
yapmak

cok iyi yapilmali
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Sekil 2.1. Akis yonlerine gore filtrasyon iglemleri
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Membranla ayirma islemlerinin temel prensibi membran yiizeyine tasinan ve farkl
biiytikliikte bilesikler iceren ¢dzelti bilesenlerinin membrandan gegirilerek ayirilmasidir.
Bu sekilde besleme akimi membrandan gegerek siiziilen filtrat ¢ozeltisi ve membrandan

gecemeyerek kalan derisik ¢ozelti (retentate) olarak ikiye ayirilir (Sekil 2.1).

Klasik filtrasyonda besleme c¢ozeltisinin akis yonii membran yiizeyine diktir (Sekil
2.1a). Cozeltinin bu sekilde membrana gonderilmesi sonucunda, bir siire sonra
membrandan gecemeyen partikiillerin ylizeyde birikmesi ile olusan kek tabakasi
filtrasyon hizinin diismesine neden olur. Capraz akis filtrasyonunda ise ¢ozelti,
membran yiizeyine paralel gonderilerek partikiillerin yiizeyde birikimi ve kek tabakasi
olusumu en az seviyeye indirilir ve capraz akisin etkisiyle, membrandan gegcemeyen

partikiiller membran yiizeyinden uzaklastirilir (Sekil 2.1b).

Membranla ayirma islemlerinin performansi birim zamanda, birim membran yiizey
alanindan gecgen ¢ozelti hacmini ifade eden filtrat akist (J) ile tanimlanmaktadir. Filtrat
akisi, direng, ozmotik basing veya geri akis modellerine gore ifade edilmektedir. Direng

modeli membran gozeneklerindeki akis hizini ifade eden Darcy Kanunu temeline



dayanir. Capraz akis UF igin filtrat akis1 veya filtrasyon hizi, membran gegis basincina

ve toplam dirence bagli olarak Esitlik. 2.1 ile ifade edilir:

S

J = (2.1)

Burada, J filtrat akisi, APtyp membran gegis basinci, R, ise toplam direngtir.

Capraz akim UF’da besleme ¢ozeltisi membran yilizeyine paralel gonderilir ve
uygulanan membran gegcis basinci etkisiyle ¢ozelti membrandan gegirilir. Membrandan
gecemeyen partikiillerin ylizeyde birikmesi sonucunda membran yiizeyinde partikiil
derisimi artar, bu olaya derisim polarizasyonu ismi verilir. Partikiillerin membran
ylizeyinde birikmesi ile olusan kek tabakasi ikinci bir membran gibi davranir ve akisa

kars1 ek bir diren¢ olusturur. Buna gore Esitlik 2.2, Esitlik 2.1°e analog olarak

yazilabilir:
J = Al (2.2)
(R, +R,)

Capraz akis UF’da yiiriitiicii kuvvet membran ge¢is basicidir (APpmp). Esitlik 2.2°de Ry,

membranin hidrolik direncini, R, ise kek tabakasi direncini gostermektedir.

Geri akis modeli, film teorisi temeline dayanmaktadir. Bu teoriye gére membran-¢ozelti
arayiizeyine bitisik ince bir film tabakasi vardir ve bu tabakada partikiil tasinimi
gerceklesmektedir. Herhangi bir i partikiiliiniin y1gin fazdan membran yiizeyine taginimi
konveksiyon ile olmaktadir. Ayni sekilde membrandan gecerek filtre olan 7 partikiiliiniin
filtrat deposuna taginim mekanizmast da konveksiyonladir, ancak membrandan
gecemeyerek yiizeyde kalan i partikiilii, kek tabakasi ile ana ¢ozelti arasindaki partikiil

derisimi farkindan dogan itici gii¢ nedeniyle kek tabakasindan yigin ¢ozeltiye dogru



molekiiler difiizyon ile tasinir (Flaschel vd 1988). Yigin fazdan konveksiyonla aktarilan
maddenin, filtrat akim1 i¢inde konveksiyonla membrandan uzaklagan madde ve geri
difiizyonla taginan madde miktarina esit oldugu goz Oniine alinarak herhangi bir i
partikiilii i¢in yatigkin hal kiitle korunum denklemi kuruldugunda diizenlemeler

yapilarak filtrat akisi Esitlik 2.3 ile ifade edilir.

C.
J=kln—= (2.3)
Cib
Burada k; kiitle aktarim katsayisi, Cjy; besleme derisimi, Cjs; membran yiizeyindeki i

partikiiliiniin doygunluk derigimidir.

Cizelge 2.2’de membran islemlerinin yiiriitiici kuvvette gore siniflandirilmasi yer
almaktadir. Osmoz, ¢0Oziiclinlin yar1 gecirgen bir membran yardimi ile seyreltik
ortamdan derisik ortama ge¢mesidir. Yiiriitiicii kuvvet kimyasal potansiyel farkidir.
Ideal bir yar1 gegirgen membranda sadece su, filtrat akimma ge¢melidir. Genel bir
laboratuvar teknigi olan diyaliz ayni zamanda protein gibi makromolekiillerin
saflagtirmasinda kullanilan temel bir tekniktir. Yiiriitiicii kuvvet diyaliz hiicresinin i¢ ve
dis ylizeyi arasindaki derisim farkidir. Elektrodiyaliz isleminde voltaj veya elektromotor
kuvveti ylritiicii kuvvettir. Daha yaygin olarak kullanilan basing etkili ayirma
proseslerinin -MF, UF, TO ve NF- farki molekiillerin taginimini hizlandirmak igin
hidrolik basing uygulanmasidir. Ancak membranin kendi yapisi da hangi molekiiliin

gecip hangisinin kalacagini kontrol etmektedir.

Ultrafiltrasyon geleneksel ayirma yontemlerinin herhangi bir basamaginda yer alabilen,
hatta tek basina bu yontemlerin yerine kullanilabilen bir islemdir. Kimyasal madde
tiikketiminin az olmasi, steril kosullarda calisilabilmesi, ayarlanabilir bagimsiz isletim
sicakligi ve diisiik enerji ihtiyaci gibi isletme masraflari ve {irlin kalitesini
etkileyebilecek onemli iistiinliiklerin olmasi, enzim ve protein gibi biyomolekiillerin UF

ile ayirma islemini diger ayirma yontemlerine se¢imli kilmaktadir.
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UF ile ayirma igsleminde filtrasyon ve mikrofiltrasyon iglemleriyle ayirilamayan molekiil
agirhigi >1000 Da olan bilesikler ayrilir; molekiil agirligi <1000 Da olan bilesikler ise
ters osmoz ile ayrilir. UF, filtrasyon ve MF ile aym1 tasinim mekanizmasina sahip
olmasimna ragmen mekanizma ters ozmozdan farklhidir. Filtrasyon, MF ve UF
islemlerinde taginim mekanizmasit konveksiyonla, TO isleminde ise diflizyon ile
olmaktadir. UF isleminde ozmotik basing terimi ihmal edilir TO’da bu deger

800-1000 N/m? degerleri arasindadir.

Cizelge 2.2. Membran proseslerinin 6zellikleri (Cheryan 1998)

Proses Yiiriitiicii kuvvet Membranda kalan Membrandan gecen
Ozmoz Kimyasal Partikdil, su Su
potansiyel
Diyaliz Derigim Biiyiik molekiil, su Kiigiik molekiil, su
Mikrofiltrasyon Basing Siispansiyon halindeki Coziinmiis partikiil,
partikiil, su su
Ultrafiltrasyon Basing Biiytik molekiil, su Kiigtlik molekiil, su
Nanofiltrasyon Basing Kiigtik molekiil, iki Bir degerlikli iyon,

degerlikli tuz, disosiye  disosiye olmayan asit,

asit, su su

Ters 0zmoz Basing Tiim partikiiller, su Su
Elektrodiyaliz Voltaj/akim Iyonlasmayan partikiil,su  Iyonlasan partikiil, su
Pervaporasyon Basing Ugucu olmayan molekiil, Ugucu kiigiik molekiil,

su su

2.2. Membranlar

Ik ticari membranlar, 1920’lerin sonlarinda bakteriyoloji laboratuvarlarinda
kullanilmak iizere gelistirilen simetrik yapida mikrofiltrasyon membranlardir.

Endiistriyel membran uygulamalardaki artig, 1962 yilinda Loeb ve Sourirajan tarafindan
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asimetrik membranlarin iiretimiyle baslamistir. Farkli uygulama alanlarina sahip olan
membranlar i¢in genel bir tanim yapilmasi giictiir. Bu nedenle yapilan en basit
tanimlama, membranin bir veya daha fazla bilesenin fazlar i¢cindeki hareketini kisitlayan
ince bir engel oldugu seklindedir (Howell vd 1993). Membranlar gozenekliligine gore
ikiye ayrilirlar (Sekil 2.2):

e gbzenekli membran

e goizenekli olmayan membran

Gozenekler TUPAC’1n (1985) tanimlamasina gore; makrogdzenek (gbzenek boyutu >
50 nm), mezogdzenek (2nm<godzenek boyutu<50 nm), mikrogdzenek (gézenek boyutu
<2 nm) olarak smiflandirilmaktadir. Bu simiflandirmaya gore MF membranlar
makrogozenekler (0.05-5 pm), UF membranlar mezogozenekler (2-50 nm),

nanofiltrasyon ve ters ozmoz membranlar ise mikrogdzenekler (< 2 nm) igerirler.

0o A
N 0o of ¢ 0
Ry o0 8 |
O' & o.o 000 .O ’
OO @o ° 0 \ 0
O O..%". '80 o9 0, 0
oo

Gozenekli membran Gozenekli olmayan membran

Sekil 2.2. Membran morfolojisinin sematik gdsterimi
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Membranlar goézenek yapilarina gore de simetrik (izotropik/mikrogdzenekli) ve
asimetrik (anizotropik/ultrafiltrasyon) olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Sekil 2.3°de
simetrik ve asimetrik membranlarin gézenek yapilar1 goriilmektedir. Partikiillerin
ayirilmasinda membranin ylizeyindeki ince tabaka secici bir engel gibi davranir.
Asimetrik membranlarda bu secici engel iist kisimda ince bir tabaka olmasina karsin,
simetrik membranlarda membranin tiimii segici engel gibi davranir (Butterworth 1988).

Asimetrik membranlar yapilar geregi kirlenmeye kars1 oldukca dayaniklidir.

Sekil 2.3. Gozenek yapilarina goére membranlar (a) simetrik yapt (b) asimetrik yap1

Membran se¢iminde, membranin gozenekliligi, gézenek boyutu veya molekiil agirlig
tutma degeri (MWCO), gozenek boyut dagilimi ve gozenek yapisi gibi fiziksel
ozellikleri ile ayirilacak ortamin fiziksel ve kimyasal ozellikleri dikkate alinmasi
gereken parametrelerdir. Cizelge 2.3’de fermentasyon ortaminda bulunabilen bazi
bilesenler ve partikiil biiyiikliikleri yer almaktadir. Ideal bir membranda, MWCO
degerinden kiigiik olan tiim molekiiller membrandan gegerken, diger molekiiller
gecemezler. Ancak membranlarin basit bir sekilde sadece elek gibi diisiiniilmesi dogru
degildir. Proteinler, mikrobiyal hiicreler, kolloidler gibi membranla ayirilabilen
materyallerin sadece molekiil agirligi veya boyutu ile karakterize edilmeleri de yeterli
degildir. Ozellikle, membran yiizeyi ve dispers materyallerin veya partikiillerin, zeta
potansiyeleri ve ylizey yiik yogunluklari gibi elektrokinetik ozellikleri, membran-

partikiil arasindaki etkilesimlerin dolayistyla adsorpsiyonun biiyiikliigli ve yapist
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iizerine Onemli etkileri vardir (Howell vd 1993). Ayrica membran yiikiiniin isareti
membranin kimyasal yapist hakkinda da bilgi verir. Uygulamalarda, membran yiik
yogunlugu ve isaretinin deneyler ile belirlenmesi gerekmektedir. Membran iireticilerinin
nadiren membran yiikii ve isareti ile ilgili bilgiler vermelerine ragmen bu bilgiler de
kesin degildir. Baz1 aragtiricilarin membran yiikii ile ilgili deney sonuglar iireticilerin
verdigi bilgilerle uyusmamakta; literatiirde yer alan sonuglarda c¢eliskiler ortaya
¢ikmaktadir. Ornegin, Toray Industries UTC 20 membran yiikiiniin -diger 6zelliklerini
belirtmeden- pozitif oldugunu bildirmistir. Membranin ¢alisma pH araligi 6-8’dir ve bu
pH araliginda pozitif yiikk tasidigi kabul edilebilir. Ancak literatiirde, UTC 20
membranin amfoterik oldugu ve noétral pH’larda negatif oldugu agiklanmistir. Ayrica
iyonlarin membran yiizeyinde tutulmasi, pozitif membran yiikii hakkinda bir kanit

degildir (Schaep ve Vandecasteele 2001).

Cizelge 2.3. Fermentasyon ortamindaki bazi bilesenler ve partikiil boyutlari
(O’Sullivan vd 1984)

Partikiil Tiirii Molekiil ¢cap1 (nm)
Gozle goriilen kiigiik molekiiller 25 000-50 000
Maya ve funguslar 1000-10 000
Bakteriler 300-10 000
Kolloidal maddeler 100-1000
Virusler 30-300
Polisakkaritler (MA=10"-10° Da) 2-10
Enzimler (MA=10*-10’ Da) 2-5
Organik asitler (100-500 Da) 0.4-0.8

Birgok membran {ireticisi trlinlerini gozenek boyutu veya MWCO cinsinden ifade
ederler. Bu degerler farkli hidrodinamik c¢apta veya molekiil agirliginda c¢esitli
makromolekiillerin veya partikiillerin membranda tutulma (rejection) Slgiimleriyle elde
edilir. Bu tek deger membran gézenek boyutunun 6l¢iimii i¢in yeterli degildir. Fakat ilk

secim agamasinda on bilgi olusturabilir (Cheryan 1998).
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Membran iiretimi cesitli yontemlerle yapilir (Cizelge 2.4). Uretim metodlarinin bir
kismi polimerlere, bir kismi da seramik gibi farkli malzemelere uygulanmaktadir.
Uretim sonucunda her biri farkli gdzeneklilige, gdzenek boyut dagilimina ve ultrayapiya
sahip membranlar iiretilir. Ornegin, track-etched metoduna gore iiretilen membranlar
diistik gozeneklilige sahipken, faz degisim metoduna gore iiretilen asimetrik yapidaki

membranlar yiiksek gozeneklilige sahiptir.

Cizelge 2.4. Sentetik membran iiretim yontemleri

Proses Materyal

Faz degisim metodu;

Coziicl buharlastirma Seliiloz asetat, poliamid
Sicaklik degisimi Polipropilen, poliamid
Cokelti olusturma Polisiilfon, nitroseliiloz

Sinterlestirme ve kaliplama Seramik, metaloksit, polietilen

Ilk ticari membranlar selliilozik maddelerden yapilmislardir. Bu membranlar 1s1 ve pH
gibi fiziksel etkilere kars1 ¢ok duyarhdirlar. Glinlimiizde ise membranlar polisiilfon,
polietersiilfon, poliamid, poliester gibi ¢esitli sentetik materyal ve modifiye selliilozdan
tiretilmektedir. Bu membranlarin ¢esitli ¢oziici ve sicakliklarda giiclii asit ve bazlara
karst  dayanikli  olduklar1  bilinmektedir. Ayrica membran  materyalinin
hidrofilik / hidrofobik etkilesmeler sonucu ¢ozelti ile tepkime vermemesi, yani kimyasal

direncinin de olmasi gerekir (Shiloach vd 1988).

Bilimsel arastirmalar ve patent literatiirii 130°dan fazla materyalin membran tiretiminde
kullanildigini bildirmesine ragmen bu materyallerin ¢ok azi ticari 6l¢ekte liretilmektedir

ve ¢ogu basing etkili ayirma islemleri i¢in uygun degildir. Ultrafiltrasyon islemlerinde
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en c¢ok kullanilan membranlar polisiilfon (PS) ve polietersiilfon (PES) membranlar ile

seliiloz asetat (CA) ve seliiloztriasetat (CTA) membranlardir.

2.2.1. PES membranlar

PES/PS membranlar, yapisinda bulunan tekrarlanan birim difenilsiilfon ile karakterize
edilirler. Yapisindaki —SO, grubu, bitisik aromatik gruplarla arasinda rezonans yapan
elektronlarin elektronik ¢ekiminden dolayi, oldukca kararlidir. Bu gruptan uzak kalan
oksijen molekiilleri iki ¢ift paylasilmamis elektronunu protein veya ¢oziicliye vererek
giiclii hidrojen baglar: olusturabilir. PES membranlarin tekrarlanan yapist Sekil 2.4’de
gosterilmigtir  (Cheryan 1998). PES/PS membranlarin UF kullaniminda avantaj ve

dezavantajlar1 asagida verilmistir.

\
(0
n
O % O —
n
0 4

Sekil 2.4. PES membran kimyasal yapisi

Avantajlari;

e Genis sicaklik araligi: 75°C civarinda rutin olarak kullanilabilir; bazi {ireticiler bu
sinir1 125°C’ye kadar ¢ikartmiglardir. Biyoteknolojik uygulamalar igin yiiksek
sicaklik sinir1 avantajdir .

e Genis pH aralig1 : pH=1-13

e Genis gozenek boyut araligi: 10A(1000 MWCO)-0.2p
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Dezavantajlari,
e Tabakali konfigiirasyonlarda kullanim i¢in basing araligimin diisik olmasi

(1.7-7 bar)
e (esitli partikiillerle hidrofobik 6zelliginden dolay1 giiglii etkilesimler yapabilmesi

2.2.2. CTA membranlar

CTA membranlar, ham maddesi seliiloz olan klasik membran materyallerindendir.
CTA, seliilozun asetilasyon reaksiyonlar ile tretilir. Sekil 2.5'de seliilozun tamamen
stibstite olmus seliiloztriasetat yapis1 gosterilmistir (Cheryan 1998). CA ve tiirevi

membranlarin avantaj ve dezavantajlar1 asagida verilmistir.

Avantajlari:

e Hidrofil yapiya sahip olmasi: Membran kirliliginin minimize edilmesi agisindan
onemlidir.

o Yiiksek filtrat akisi saglayacak genis bir araliktaki gdzenek boyutu ile tiretilebilmesi

e Uretimin kolay ve maliyetinin ucuz olmasi

Dezavantajlari:

e Sinirl sicaklik araligi: Maksimum c¢alisma sicakligi 30-45°C’dir. Bu aki agisindan
dezavantajdir. Yiiksek sicaklik difiizivitenin yiiksek ve viskozitenin diisiik olmasina
neden oldugu icin filtrat akisinin da artmasma sebep olur. Ayrica bu sicaklik
araliginda mikrobiyal kontaminasyon goriilebilir.

e Smirhh pH araligi: Kullanim pH araligi 3-6 ile sinirhidir. Polimer yiiksek asidik
ortamda kolayca hidrolize olur. Asitin, B-glukosidik baglara egiliminden dolay1 olan
hidroliz sonucu membranin molekiil agirliginda ve yapisal biitiinliiglinde kayip
meydana gelir. Yiiksek sicaklik bozunmay1 hizlandirir.

e Bu tiir membranlar seliiloz iskeletinin yapisindan dolay1 biyolojik olarak bozunmaya

ugrayabilirler.
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Membranlarin yiiksek secimlilik, yiiksek mekanik dayanim o6zelliklerinin olmasi ve
kirlenme ve ¢oziicli etkilerine karsi dayanikli olmalar1 gerekir. Cizelge 2.5’de bazi
membranlar ve uygulamalari yer almaktadir. Membran ve membran sistemlerinin diinya
piyasasindaki satis1 yillik %8 artis ile devam etmektedir. 2000 yilinda bu satis miktari
5x10%$’1 gecmistir. Bu ticari deger membran bilim ve teknolojisinin énemini gosteren

faktorlerden birisidir.

(¢}

Il
CH,0-C-CH;

H;C-C-

0O-C-CH;

Sekil 2.5. CTA membran kimyasal yapis1

Cizelge 2.5. Bazit membranlar ve uygulamalari (Shiloach vd 1988)

Malzeme Islem pH MWCO,kDa/ Gozenek
boyutu,pm
Seliiloz asetat MF,UF, TO 4-8 0.2-0.45
Seliiloz triasetat UF 4-8 5-10
Polisiilfon MF,UF,TO 1-14 10 -100
Polipropilen MF 1-14 0.1-0.2
Poliamid MF,UF,TO 2-12 -
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2.3. Proteinler

Proteinler hiicrede en ¢ok bulunan organik molekiillerdir ve hiicrenin kuru agirliginin
%50’sinden fazlasini olustururlar. Proteinler molekiil agirliklar1 birkag binden
milyonlara varan makromolekiillerdir. Birgok agidan hiicre yapisinin ve islevlerinin
temelidir. En basit bir bakteri hiicresinde yaklasik bes bin tiir protein bulunmaktadir ve

her protein farkli islevlere sahiptir (Lehninger 1993).

Protein molekiilleri, kovalent baglarla birbirine baglanarak peptid bagi olusturan amino
asit gruplar1 igeren uzun zincirlerden olusurlar (Sekil 2.6). Proteinlerde 20 ¢esit a-amino
asit bulunur; bunlar hidrofilik veya hidrofobik, asidik, bazik veya nétral olabilen R
gruplarin yapisinda farklilik gosterirler (Cizelge 2.6). Proteinler monomerleri olan
amino asitler gibi izoelektrik noktaya (pl) sahiptirler. Bu noktada ¢ift tuz o6zelligi
gosterirler ve net yiikleri sifirdir. Izoelektrik noktanin iizerindeki pH degerlerinde
negatif (anyon formu), altindaki pH degerlerinde ise pozitif (katyon formu) yiik
degerlerine sahiptirler (Sekil 2.7) Proteinin polipeptid zinciri, protein konformasyonu

olarak adlandirilan, spesifik {i¢ boyutlu bir yapiya katlanir.

Amino asit Peptid bag:

Sekil 2.6. Proteinlerdeki polipeptid zincirinin yapisi

Bir protein, polipeptid zincirindeki peptid baglar1 ve gruplar1 arasindaki kovalent
olmayan etkilesimler ile dengede tutulur. Bu kovalent olmayan etkilesimler hidrojen

baglari, hidrofobik baglar ve elektrostatik etkilesmelerdir (Lehninger 1993).
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pH<pl (Katyon formu)  pH=pl (Dipolar iyon) = pH>pl (Anyon formu)

Sekil 2.7. Proteinlerin pH'a bagl olarak farkli iyonlagma durumlari

Amino asit gruplarinin alifatik veya aromatik yan zincirlerinin polar olmayan R gruplari
arasinda hidrofobik baglar olusur. Bu tiir gruplar suda az ¢oziiniirler; ¢iinkii bunlar fazla
enerji harcamadan, kendilerini su molekiillerinin hidrojen bagli matrislerine
yerlestiremezler. Bu nedenle birlikte tutunma egilimindedirler ve genellikle protein
molekiiliiniin i¢ kisminda yer alip aralarinda hidrofobik baglar olustururlar. Molekiiliin
hidrofobik i¢i genellikle sudan yoksundur. Tersine molekiiliin yiizeyi daha c¢ok
hidrofiliktir. Burada amino asitlerin pozitif veya negatif yiiklii R gruplarini igeren,
bir¢ok polar grup hidratlanir ve bunlar proteini ¢evreleyen su molekiilleri ile temastadir.
Boylece proteinin yiizeyi, iyonik gruplarin sayisina, tiiriine ve ¢dziiciiniin pH’1na baglh
olarak nétral, pozitif veya negatif olabilen, net bir elektrik yiikiine sahiptir. Bu yiik
degeri protein-membran etkilesimlerinin aciklanmasi ve ayirma performansinin

artirilmasi agisindan anahtar degiskenlerden biridir.

Cizelge 2.6. R-gruplarina gore amino asitlerin siniflandirilmast

R-grubu Amino asitler

Polar olmayan Glisin, Alanin, Valin, Lozin, Izolozin, Pirolin

Aromatik, polar olmayan Fenilalanin, Trozin, Triptofan

Kiikiirt iceren Sistein, Metiyonin

Polar Serin, Treonin

Amid iceren Asparajin, Glutamin

Bazik Lizin, Arjinin, Histidin
Asidik Aspartik asit, Glutamik asit
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Proteinler iic boyutlu karakteristik bir yapiya sahiptir ve 0Ozgiin yapilarina

(konformasyon) gore proteinler ipliksi ve kiiresel olmak {izere iki gruba ayrilirlar.

Ipliksi proteinler, tek bir eksen boyunca paralel yerlesmis uzun iplik veya serit
seklindeki polipeptid zincirlerinden olusur. Ipliksi proteinler, fiziksel olarak saglamdir;
su veya tuzlu suda ¢dziinmezler. Ipliksi proteinler yiiksek organizmalarin &zellikle
baglant1 dokularinda temel yapi elemanlaridir. Elastik baglanti dokularindaki elastin,
tendon ve kemik dokusu lizerindeki kollajen; sagta, tirnakta, deride bulunan a-keratin

ipliksi proteinlere 6rneklerdir.

Kiiresel proteinlerde ise polipeptid zincirleri kiire seklinde siki olarak sarilmislardir.
Kiiresel proteinlerin ¢ogu suda c¢oziinilir; hiicre iginde genellikle dinamik isleve
sahiptirler. Enzimlerin hemen tiimii, hormonlarin bir kismi, antikorlar, serum albumin

ve hemoglobin gibi tasinim islevi olan proteinler, kiiresel proteinlerdir.

Bir protein molekiilii, birbirini tamamlayan dort yapinin sonucu olarak olusur ve bu

yapilart ile belirginlesmektedir.

Protein molekiillerinin birincil (primer) yapisi: Amino asitlerin belli bir siraya gore
peptid baglar1 olusturarak dizilmesi ve bu zincirin bazi noktalarda yan zincirler de
olusturabilmeleri sonunda proteinlerin primer yapilari olusur. Sekil 2.8’de insiilin

hormonu i¢in primer yap1 gosterilmistir.

A-Zincir

o A-zinciri
1 a2 1]
GLT ILEVEL CLD CLW DR S THR SERILECYS SIRLEL TYR CLA LRI CLU ATH TYR Oy &SK
5 B-zinciri 5
1 | w | 2»

B-zinciri

Sekil 2.8. Insiilin hormonunun birincil yapisi
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Protein molekiillerinin ikincil (sekonder) yapisi: Polipeptid zincirlerinin diizenli,
ardisik tekrarli tek boyutta siralanmasi ile olusur. Sekonder yapi Ozellikle ipliksi
proteinlerde 6nemlidir; polipeptid zincirler eksenel veya sarmal yapidadir. Bu yapi
kiiresel proteinlerin polipeptid zincirlerinin bazi kisimlarinda da goriliir. Polipeptid
zinciri ribozomdan ayrilmadan ©6nce, kendiliginden katlanmaya baslar. Once,
polipeptidin bazi kisimlari, a-heliks denilen diizgiin bir helikal yapiya sarilmis olur ve
diger bolgeleri B-yaprak adi verilen bir zigzag formda gerilmis kalir. Genelde amino
asitlerden alanin, glutamik asit, 16zin ve metiyoninin varligi, o-heliksin varligim
desteklerken, pirolin, glisin, tirozin ve serin bunu inhibe eder. Daha sonra biitiin
molekiil, spesifik bir li¢ boyutlu sekle biirtiniir. Sekil 2.9’da riboniikleaz enziminin

ikincil yapis1 gosterilmistir.

a-heliks yap1 B-yaprak yap1

Sekil 2.9. Riboniikleaz-A enziminin ikincil yapisi

Protein molekiillerinin iigiinciil (tersiyer) yapisi: Uzun polipeptid zincirinin ii¢
boyutta, birbiri iizerine kivrilip, katlanmasiyla meydana gelir; bdylece proteinlerin
sikica sarilmig kiiresel yapisi ortaya ¢ikar (Sekil 2.10). Tersiyer yapinin kararlilig
molekiil i¢i etkilesimlere baghdir. Sekil 2.11'de hidrojen baglari, iyonik baglar, disiilfiir
baglar1 gibi molekiil ici etkilesimler gosterilmistir. Hidrojen baglari, hem sekonder

yapmin hem de tersiyer yapinin kararliliginda onemlidir. Farkli polipeptid zincirleri
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birbirlerine C=0....HN baglariyla baglanir. Ayn1 zamanda tirozinin fenol grubu OH'lar
ile yan zincirdeki karboksilat anyonu arasinda da hidrojen baglar1 olusabilir. Iyonik
baglar, lizinin amonyum katyonu ile yan zincir karboksilat anyonu veya arjininin
guanidin katyonu ile karboksilat anyonu arasinda olusur. Disiilfiir baglari, kovalent
yapida olup tersiyer yapiin kararliliginda en biiytik role sahiptirler. Ayni polipeptid
zincirinin i¢inde bulunabilecegi gibi farkli polipeptid zincirleri de birbirlerine
baglayabilirler. Hidrofob kuvvetler, amino asitlerin R grubunun alifatik veya aromatik
bir hidrokarbon olmasi durumunda olusurlar. Bu gruplar molekiiliin i¢ kismina dogru

itilerek proteinin en uygun konformasyonu almasi saglanir.

Sekil 2.10. Riboniikleaz A enziminin ti¢linciil yapisi

23



WA ANV
o o ';{\'
()-on - ooc OOl CHy—s—S—CH —i00. 3.
. . (]
. i ) J
(CHp)4=NH"™ 00CH000_ “R R ——— 20 4
+ { (
Cha) L n ook, — 5.
25, : I——I:HzOH He R
il
B Sekonder /&
A e dy  Strmal yop! ”‘M"

Sekil 2.11. Proteinler tersiyer yapilarinin kararliliginda rol oynayan etkilesimler

1- hidrojen baglar1, 2-iyonik baglar, 3- disiilfiir baglari, 4-hidrofob kuvvetler,
5- dipol-dipol etkilesimleri

Protein molekiillerinin dérdiinciil (kuaterner) yapisi: iki veya ii¢ zincirli polipeptid
zincirlerinin birbirleriyle iligkili olarak diizenini belirtir (Sekil 2.12). Dordiinciil yapi

Ozellikle enzimlerde 6nem tasimakta ve enzim aktiviteleri iizerinde etkin olmaktadir
(Lehninger 1993).

Birincil Ikincil Ugiinciil yap1 Dérdiinciil
vani yapi yapi

Sekil 2.12. Proteinlerin yap1 seviyeleri
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Bu doktora calismasinda model proteinlerden biri olarak secilen ve suda ¢oziinebilen
kiiresel bir protein olan bovin serum albumin (BSA) karacigerde giinde 3-4 g kadar
sentezlenmektedir. Hiicre dis1 ozmotik basincin %80’ini saglar, ayrica ¢oziinmeyen
birgok bilesikle -yag asitleri, billuribin, aspirin ve kumarin tiirevleri- 6zgiil olmayan
¢oziinen kompleksler vererek kanda tasinimlarini saglamaktadirlar. BSA’nin molekiil
agirhgr 67 kDa, izoelektrik noktast pH=4.7-4.9’dur (Jones vd 2000). Calismada
kullanilan diger model protein serin alkali proteaz (SAP) enzimidir. Peptit baglarini
hidrolize eden proteaz enzimleri toplam ticari enzim iretiminin %60’ 11
olusturmaktadir. Serin proteazlar, sistein proteazlar, aspartik ve metallo proteazlar
olarak simiflandirilan proteaz enzimlerinin deterjan endiistrisinde kullanilan miktari,
mikrobiyal enzim {retiminin %35’ini olusturmaktadir. Serin proteazlarin aktif
konumlarinda bulunan serin gruplari tepkimelerin katalizlenmesinde rol oynar. Serin
alkali proteazlar tahil, bira, sarap, hayvan yemi, balik, et, siit ve deterjan endiistrilerinde
kullanilmaktadirlar. SAP enziminin molekiil agirhig 27.5 kDa’dur, genelde nétral ve

alkali pH degerlerinde aktiftirler; izoelektrik noktalar1 pI=9’dur (Kalisz 1988).

2.4. Protein-Membran Etkilesimleri

Membran ayirma performansini belirleyen anahtar o6zellikler; yiiksek filtrat akis1 ve
secimlilik, isletme sartlarina bagli olarak yiliksek mekanik, kimyasal ve 1s1l kararlilik,
kirlilige kars1 dayanim, maliyet acisindan uygunluktur. Membran gegis basinci, ¢apraz
akis hiz1 ve ¢ozelti derisimi filtrat akisini etkileyen onemli isletme parametreleridir.
Gelistirilen proseslerde uygun membran yapist ve kombinasyonlar1 ayarlanarak ve

isletme parametreleri optimize edilerek yiiksek filtrat akisi saglanmaya caligilmaktadir.

Membranla ayirma islemlerinin gdzenekli bir yap1 lizerinde gerceklesmesi, proteinlerin
olusturdugu kolloidal ¢ozeltilerin membran ylizeyinde ve gozenek icinde ara ylizey
etkilesimlerine sebep olmasi, protein-membran etkilesim mekanizmasini karmasik hale

getirmektedir. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda klasik modeller -diren¢ modeli, geri
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akis modeli ve ozmotik basing modeli- ile filtrat akisinda meydana gelen azalma
aciklanmaya calisilmistir. Modellerde akidaki azalmanin sebepleri farkli sekillerde
belirtilmistir. Geri akis modeline gore akidaki azalmanin nedeni kek tabakasinin
hidrolik direncinin artmasidir. Diren¢ modeline gore aki azalmasi kirlilik, partikiil
adsorpsiyonu veya derisim polarizasyonunun sebep oldugu direncler nedeniyledir.
Ozmotik basing modeline gore ise bu azalmaya, membran yiizeyinde kalan partikiillerin
ozmotik basinclarinin artarak etkin membran ge¢is basincinin azalmasi sebep

olmaktadir (Bhattacharjee ve Datta 1997).

Literatlirde yer alan ¢alismalarda membranlarda tasinim mekanizmasinin analizi, sterik
etkilesimler  dikkate alinarak  yapilmistir.  Sterik  etkilesimler, c¢ozeltiden
makromolekiillerin ayrilmasinda ve makromolekiillerden biiyiik partikiil ve hiicrelerin
ayirilmasinda etkin olarak kullanilmaktadir. Biyoteknoloji endiistrisinde membran
sistemleri, hiicre siispansiyonundan proteinlerin ayirilmasinda ve tamponun
uzaklagtirilarak proteinin deristirilmesinde kullanilmaktadir. Ancak protein-protein
ayirilmasi i¢in tamamen sterik etkilesime dayali yiiksek se¢imlilik elde etmek miimkiin
degildir (Zydney ve Pujar 1998). Membran sistemlerinin performansini artirmak ig¢in
membran ve proteinin zeta potansiyeli/ylizey yiikii gibi elektrokinetik 6zelliklerine,
cozelti pH’1 ve iyonik gerilimi gibi ¢ozelti 6zelliklerine ve membran materyaline dikkat

edilmelidir.

Proteinin membrana adsorpsiyonu ve proteinin agregasyona ugramasi sonucunda
temelde iki mekanizmayla olusabilen protein kirliliginin azaltilmasi i¢in simdiye kadar
yapilan caligmalarda, c¢esitli isletme parametreleri arastirilarak kirliligi minimize eden
kosullar belirlenmesine ragmen kirliligin mekanizmas1 hakkinda genel bir goriis
gelistirilememistir. Protein-membran sistemlerinin  kirlilik  6zelliklerini arastiran
caligmalarda gercek fiziksel ve kimyasal olaylar hakkinda kesinlik olmamakla birlikte,
protein-membran ara yiizey etkilesimleri ile protein denatiirasyonu ve agregasyonunun
membran kirliligini hizlandirdigina dair ¢aligmalar bulunmaktadir (Maruyama vd 2001,

Kelly ve Zydney 1994).
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UF sisteminde protein-protein ve protein-membran etkilesimleri sonucunda meydana
gelen adsorpsiyon, derisim polarizasyonu ve agregasyon membran yilizeyinde (external
fouling) ve/veya gozenekler i¢cinde (internal fouling) tersinir/tersinmez kirlilige sebep
olmaktadir. Kirlilik nedeniyle olugan akidaki azalma, derigim polarizasyonundan dogan
azalmadan farklidir. Derisim polarizasyonu tersinir bir olaydir; kirlilik ise tersinmezdir.
Klasik modellerle molekiiler diizeydeki bu etkilesimleri her zaman agiklamak miimkiin
degildir. Bu nedenle protein-membran (adsorpsiyon) ve protein-protein (agregasyon)
etkilesimlerinin g6z Oniine alinarak kirlilik mekanizmasinin daha iyi anlagilarak
kirliligin kontrol altina alinmasi, ayirma performansinin artirilmasi igin sistemde rol
oynayan ara yiizey kuvvetlerinin belirlenmesi, etkilesim mekanizmalarinin ortaya
konulmasi ve bu etkilesimler ile ayirilacak molekiil ve membranin fizikokimyasal
ozelliklerini igeren yeni modellerin gelistirilerek molekiiler seviyede yeni sentezlerin

yapilmasi gerekmektedir.

2.4.1. Adsorpsiyon

Endiistriyel proseslerde kullanilan membranlarin ger¢ek materyal ve kimyasal yapisinin
bilinmesi, ylizeydeki fonksiyonel gruplar membranin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini
belirledigi i¢in Onemlidir. Membran ylizeyinin kimyasal yapisi, proteinlerin ylizey
lizerine adsorpsiyon mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in temeldir. Ultrafiltrasyon ve
mikrofiltrayon membranlarin yiizey morfolojileri komplekstir, yiizeylerinde sonsuz
saylida gozenek bulunmaktadir. Bu nedenle adsorpsiyon, membran yiizeyinin farkli
yerlerinde meydana gelebilir. Parametrelerin kontrolii veya temizleme proseslerinin
tasarimi i¢in, ayirma islemi sirasinda adsorpsiyon konumunun ve mekanizmasinin

bilinmesi dnemlidir (Pihlajaméki vd 1998).

Proteinler kat1 ara ylizeyler i¢in yiiksek afiniteye sahiptirler. Bu, proteinlerin biiylik
boyutlarindan dolay1 bag yapma olasiligimin fazla olmasi ve amino asit kalintilarinin

heterojenliginden kaynaklanmaktadir. Ayrica izoelektrik noktaya sahip olmalari,
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cozeltideki diflizyon hizlarin diisiik olmasi, Tyndall 1s1masi1 yapmalarindan dolay1
proteinler kolloidal yapida makromolekiillerdir. Bu nedenle proteinler elektrostatik, van
der Waals ve hidrofobik etkilesimler gibi membran ylizeyine adsorpsiyon ile

sonuglanan kolloidal ara yiizey etkilesimleri gosterirler.

2.4.1.1. Elektrostatik etkilesimler

Elektrostatik kuvvetlerin matematik ifadesi Poisson-Boltzmann dagilimi temeline
dayanir. Bu iliskiyi tanimlamak icin partikiil yiizey yiikii, potansiyeli ve geometrisini
iceren ¢esitli modeller gelistirilmistir. Elektrostatik etkilesimler, yiiklii ylizeylerin difiiz

iyon tabakalari arasinda meydana gelmektedir.

Iletkenlik 6zelligi olan bir siv1 ile temasta bulunan makropartikiillerin yiizeyinde, sivi
fazdan iyon adsorpsiyonu ya da partikiil ylizeyinde bulunan gruplarin iyonlagmasi
sonucunda bir ylik olusur. Bu sekilde partikiiliin kat1 ylizeyi ile siv1 faz arasinda bir
potansiyel fark meydana gelir. Zeta potansiyeli (), partikiil ve onu ¢evreleyen ortam
arasindaki etkin sinirda ortaya ¢ikar ve kati partikiiliin yiizey yiikiinlin bir 6l¢iisiidiir.
Belli bir yiik degeri kazanmis olan partikiiliin ¢evre ile etkilesimi, elektrostatik ¢ekme-
itme veya van der Waals kuvvetleri aracilig1 ile olusur. Ara yiizey etkilesimleri olan
sistemlerde zeta potansiyeli ve ylizey yiikk yogunlugunun (o) belirlenmesi, ylizeyin
yapis1 hakkinda bilgi vermenin yaninda elektrostatik etkilesim kuvvetlerinin kantitatif

olarak belirlenmesi i¢in de gereklidir.

Pozitif yiiklii bir ylizey, elektrolit ile temas ettigi zaman ¢dzelti i¢indeki negatif yiikli
iyonlar1 kendisine dogru ¢eker (Sekil 2.13). Negatif yiiklii iyonlarin olusturdugu bu sinir
tabakasina Stern tabakasi denir. Elektronétraliteyi saglamak i¢in iyonlar tarafindan
Stern tabakasina bitisik olarak olusan yaymmim tabakasina ise difiiz tabaka

denilmektedir. Difiiz tabakada iyon dagilimi elektrostatik kuvvetlerin dengesi ve
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rastgele 1s1l hareketlerle belirlenmektedir. Bu iki tabakaya birden elektriksel cift
tabaka/Debye uzunlugu denilmektedir. Kat1 yiizey ile yigin arasinda meydana gelen
potansiyel fark Stern tabakasinda, yilizeyden uzaklik mesafesi ile dogrusal bir sekilde
azalirken, difiiz tabakada bu azalma tistel olarak devam eder ve bu sekilde bir potansiyel
egrisi olusur. Partikiil siv1 iginde hareket ettigi zaman Stern tabakasi kayar ve bir
kayma diizlemi olusur. Kayma diizleminin potansiyel egrisini kestigi nokta zeta

potansiyelini (§) verir ve ylizeyin elektriksel 6zelliklerini belirlemek i¢in kullanilir .

Stern \

4
tabakast \

Difiiz
o, tabaka J= Yigin ¢ozelti

»

Yiizey
potansiyeli

T

[
>

Zeta potansiyeli Yiizeyden uzaklik

Sekil 2.13. Pozitif yiiklii bir ylizey ile y1§in arasindaki iyon dagiliminin sematik
gdsterimi ve zeta potansiyelinin tanimi

Zeta potansiyeli Ol¢limii i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler, hareket
sebebiyle veya hareket sonucunda olusan elektrik alanda yiikli yiizeyin ve onu
cevreleyen sivinin hareketini icermektedir. Yontemler, yiiriitiicii kuvvetlerine gore ikiye

ayrilirlar (Cizelge 2.7). Elektroforez ve elektroosmoz olaylarinda yiiriitiicii kuvvet
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uygulanan elektriksel alandir ve bu alan mekanik bir aki olusturur. Akim potansiyeli ve
sedimentasyon potansiyeli dl¢limii yontemlerinde ise yiiriitiicii kuvvet mekanik olarak
saglanan akidir. Bu yontemlerde mekaniksel aki bir elektrik alan olugsmasina sebep olur.
Sedimentasyon potansiyeli 6l¢iimiinde, yer ¢cekimi kuvvetinin etkisiyle durgun sivi faza

dogru yiiklii partikiillerin hareket etmesinden yararlanilir.

Cizelge 2.7. Zeta potansiyeli belirleme yontemlerinin siniflandirilmasi (Birdi 1997)

Yiirittiicit Kuvvet
Elektriksel alan Mekaniksel Aki
(Mekanik bir aki olugturur) (Elektriksel bir alan yaratir)

Kat1 faz hareketsiz Elektroosmoz Akim Potansiyeli

Kat1 partikiil veya
s1vi damlalart Elektroforez Sedimentasyon Potansiyeli

hareketli

Akim  potansiyeli ~ olgiimii  membran-elektrolit ara yiizeyinin elektrokinetik

karakterizasyonu i¢in kullanilan yaygin deneysel bir yontemdir.

Membran yiizeyindeki yiik, gdzeneklerdeki ¢ift tabakada membran yiikii ile ters isaretli
olan zit yiiklii iyonlarin (counter-ion) toplanmasina sebep olur. Bu iyonlar uygulanan
basing ile kayma diizlemini siyirarak ilerler. Sonugta zit yiiklii iyonlar gozenek ¢ikisinda
birikerek bir elektriksel potansiyel/akim potansiyeli olustururlar. Bu akim potansiyeli,
zit yikli iyonlarn akis yoniinlin tersi yoniinde, ayni yiiklii iyonlarin (co-ion) ise akis
yoniinde taginimlarini saglar. Yatigkin halde -elektrondtralitenin saglanmasi agisindan-
bu iyon akilar1 dengeye ulasir. (Huissman ve Traghard 1999, Burns ve Zydney 2000,
Ariza 2001).

Sabit bir basing farkinda o6l¢iilen potansiyel fark ile zeta potansiyeli arasindaki iliski
Helmbholtz-Smoluchowski esitligi (Esitlik 2.4) ile verilmektedir (Burns ve Zydney
2000).
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dE _8,6,6 (2.4)
dAP  npA

o

Burada ; zeta potansiyeli (V), n; viskozite (kg/m.s), & ortamin dielektrik sabiti (78.5),
€0, ortam gecirgenligi (8.85){10'12 C/Vm), A,; ortamin iletkenligi (S/m), E; akim
potansiyeli (V) ve AP; basing farkidir (N/m?).

Kayma diizlemindeki elektrokinetik yiizey yiik yogunlugu veya yiizey yiik yogunlugu
zeta potansiyeli verileri kullanilarak Gouy-Chapman esitliginden (Est. 2.5) elde
edilebilir (Ariza 2001).

o, = 4COFrclSinh(F—§) (2.5)
2RT

Burada op; yiizey yiik yogunlugu (C/m%), Co; yigm elektrolit derisimi (M), F; Faraday
sabiti 96 500 (Coulomb/mol), R; ideal gaz sabiti (8.314 J/mol K) ve T; mutlak
sicakliktir (K). Cift tabaka kalmlhigi k™ (m), iyonik gerilime bagh olarak Esitlik 2.6 ile
ifade edilir.

2 -1/2
ol = [F_zzfcl} (2.6)

Buradaki z; ve C; iyonlarin degerlik ve derisim degerleridir.

Helmholtz-Smoluchowski esitliginde uygulanan basing farki ve oOlgiillen akim
potansiyeli arasinda lineer bir iligki bulunmaktadir. Ayrica bu esitligin gegerli

olabilmesi icin gozenek iginde cift tabakalar iist iiste gelmemeli; yani gdzenek
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yaricapinin (rp) Debye uzunluguna/¢ift tabaka kalinligina (k") orani bityiik olmalidir.
Bagka bir ifade ile Helmholtz-Smoluchowski esitligi kr,>>1 oldugu durumda gecerlidir

(Combe vd 1999, Burns ve Zydney 1999 ).

Proteinlerin zeta potansiyelleri ise elektroforez yontemi ile elektriksel bir alanda
proteinlerin hareketliliklerinin Sl¢limlerinden yararlanarak (Menon ve Zydney 2001)
belirlenebildigi gibi teorik olarak da hesaplanabilir. Proteinlerin net yiiklerinin teorik
olarak belirlenebilmesinde asit-baz dengesine dayali olarak tiiretilmis olan Handerson-

Hasselbach (Alexov 2000) esitligi kullanilmaktadir (Est. 2.7).

10—7(1')( PH —pKa (i)

N
Z= Z 1 + 1077 O(pH=pKa(i) (2.7)

i=1

Burada Z; proteinin net ylkiinii, pKa; proteinin yapisindaki iyonlasabilen amino
asitlerin ayrisma sabitini gostermektedir. Amino asitin asidik ya da bazik karakterine
gore y(1)= -1 veya +1 degerini almaktadir. Cizelge 2.8’de proteinde iyonlasabilen amino

asitler ve ayrigma sabitleri verilmistir.

Net yik degerinden proteinin zeta potansiyeline ge¢mek icin Est.2.8’ile verilen

lineerlestirilmis Poisson-Boltzmann esitliginden yararlanilir (Menon ve Zydney 1999) .

‘= e/
B 4llee, r, (1 + K7, )

(2.8)

Burada e;elektronik yiik (1 .6x10'19C), Z; protein net yiikii, r; proteinin yaricapt (m), «;

¢ift tabaka kalnliginin tersi (m™), ¢; proteinin yiizey potansiyeli (V) dir.
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2.4.1.2. van der Waals kuvvetleri

van der Waals veya London kuvvetleri bir atom veya molekiildeki elektronlarin serbest
hareketleri sonucu olusur. Atom i¢inde elektron yogunlugu, ortalama olarak kiiresel
simetrik oldugu halde, herhangi bir anda atomda ytlik dagilimi1 degisebilir. Atomun bir
tarafinda diger tarafindan daha fazla yiik olusu, komsu atomdaki yiikk dagilimini da
degistirir ve boylece gegici dipoller olusur. Bu dipoller kaybolmadan yeni dipoller
olustururlar. Gegici dipoller arasindaki ¢gekme gii¢lii olmakla beraber, olugsma siireleri
kisa oldugundan van der Waals kuvvetleri molekiiller aras1 en zayif etkilesimlerdir.

Ancak biiyiik atomlarda veya molekiillerde gecici dipol olugmasi daha uzun siireli

oldugundan van der Waals kuvvetleri daha biiytiktiir.

Cizelge 2.8. Bir proteinde iyonlasabilen amino asitler ve ayrigsma sabitleri

Grup

Terminal
karboksil
Aspartik asit
(B-COOH)

Glutamik asit
(y-COOH)

Histidin

(Imidazol)

Terminal
amino
Sistein
(Tiyol)
Tirozin
(Fenol)

Lizin
(€-amino)
Arginin
(Guanidyum)

— COoH

— CO0OH

— CO0OH

— CHZ2

Hi

o

SN

e

—NH3+

— 5H

- NH3+
MH=
H A
— N— C<
MHZ

Asit —»Baz + H*

—_—
=~

MH

P—

— o0 4+ HY
—Coo 4+ HY
—Coo 4+ HY
M
WNH
—MHz  +  HF
—5 + H*

—MNHz  +  H*
! NH
.
—N—C<
NH2

+ Ht

pKa
3.10

3.65

4.25

6.00

8.00
8.18

10.0

10.0

12.0
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2.4.1.3. Ara yiizey etkilesim enerjilerinin hesaplanmasi: DLVO teorisi

Kolloidal etkilesimlerin kantitatif olarak tanimlanmasi i¢in ilk caligmalar Rusya
(Derjaguin ve Landau 1941) ve Hollanda’da (Verwey ve Overbeek 1948) yapilmis ve
kolloid kimyasinda 6nemli uygulama alan1 olan DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-

Overbeek) teorisi tliretilmistir (Grasso vd 2002).

Birbirine ¢ok yakin molekiiller arasindaki elektromanyetik dalgalamalar bir digerinin
yiik polarizasyonuna neden olur. Yiiklii iki ylizey arasinda etkilesimin siddetini
belirlemek i¢in iki kuvvetin (elektrostatik ve van der Waals kuvvetleri) birlikte etkisi
DLVO teorisi ile incelenebilir. Membran ile kiiresel makromolekiil (protein) arasindaki

elektrostatik etkilesim enerjisi (E.) Esitlik 2.9 ile ifade edilir (Howell vd 1993).

_ 2 2\ 266, | 1+expeat]) .
E=cen(l+8 {gﬁ vz 1{1_“%@}111[1 expezkﬂ)]} (29)

Burada; (; ve (;; membran ve protein zeta potansiyeli, ry; kiiresel makromolekiil
yarigapi, H; protein ve membran arasindaki ayirma mesafesidir (H<<rs). Bu etkilesimin

biiyiikliigii, potansiyelin isaretine bagh olarak pozitif veya negatif olabilir.

van der Waals etkilesim enerjisinin (E,,) bliylikligi ise Esitlik 2.10 ile verilmistir. A,
sistemin etkin Hamaker sabitidir ve protein, ylizey ve ¢Oziicii arasindaki net van der

Waals etkilesimini belirler.

E. - _é[er(H+rS) —m(H”rs H (2.10)
6| H(H +2r) H
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Elektrostatik ve van der Waals etkilesimlerinin toplami, adsorpsiyonla sonuglanan itme
veya ¢ekme olaylarini belirler. Cekme oldugu durumda bu toplamin isareti negatiftir.
Itme kuvvetlerinin etkin oldugu durumunda ise toplam enerji pozitiftir. Diisiik iyonik
gerilimlerde elektrostatik kuvvetler giiclli, yliksek iyonik gerilimde ise elektrostatik

kuvvetler zayiftir.

2.4.1.4. Hidrofobik kuvvetler

Proteinler gibi hidrofob gruplari bulunan makromolekiiller, hidrofob yapidaki
membranlara kolayca adsorplanirlar. Hidrofil yapidaki membranlarda ise adsorpsiyon
ve kirlilik daha az gorilir. Hidrofobik bir ylizeyden adsorplanmig tabakayi
uzaklastirmak, hidrofilik yiizeye kiyasla daha giictiir. Proteinler hidrofobik bir ylizeye
adsorplandiginda, hidrofilik ylizeye adsorplandigi duruma gore daha siki bir yap:
olustururlar. Hidrofobik yiizeye adsorplanan protein kendi hidrofobik kisimlarim
ylizeyle birlestirerek yapisin1 degistirme egilimine girer. Adsorpsiyondan sonra

molekiil, konformasyonunu en uygun hale getirmeye calisir.

Hidrofobik kuvvetlerin yapisi van der Waals ve elektrostatik etkilesim kuvvetlerinden
farklidir. Hidrofobik kuvvetlerin ifadesiyle ilgili genel bir goriis gelistirilememesine
ragmen, hidrofobik etkilesimlerin film kalinliginin artmasi ile iistel olarak azaldigi
bilinmektedir. Film kalinlig1 basina hidrofobik enerji Esitlik 2.11 ile ifade edilmektedir
(Birdi 1997).

h

E oo = _27/6Z (2.11)

Burada h, film kalmhgmi, y (10-50 mJ/m?) ve A, (1-2 nm) sabitleri gostermektedir.
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Su molekiilleri hidrofilik yilizeylerle hidrojen bagi olusturur. Bu diizenli yapinin diger
bir ylizeyin yaklasimi ile bozulmasi enerji agisindan uygun degildir. Protein
adsorpsiyonu entropinin artis1 ile meydana gelir. Bagka bir deyisle adsorpsiyonun
yiiriitiicii kuvveti entropideki artistir. Bu artig, protein ve membran yiizeyinden su
molekiillerinin desorpsiyonuna sebep olmaktadir. Bu etki, su ile ylizey arasindaki

etkilesimleri oldukea diisiik olan hidrofobik yiizeylerde bile glicliidiir.

2.4.2. Agregasyon

Proteinler molekiil i¢i etkilesimlerin yaninda yiizeylerinde farkli 6zellikte amino asit
gruplart bulunmas1 ve bu gruplarin pH’a baglh olarak belli yiik degerlerine sahip
olmalar1 nedeniyle ayirma islemi sirasinda temasta olduklari membran ile c¢esitli
etkilesimler gosterirler. Biyokolloid olarak adlandirilan proteinlerin sulu ¢ozeltideki
davraniglar1 diger kolloidal partikiillerin davraniglarina benzerdir ve ¢dzelti i¢inde
elektrostatik, van der Waals ve hidrofobik etkilesimler olarak bilinen uzun mesafeli
kuvvetlerden (long-range forces) etkilenirler. Kimyasal ve hidrojen baglarindan
kaynaklanan kisa mesafeli kuvvetler (short-ranges forces) kolloidlerin yliizeyleri
molekiiler mesafede yakinlastifi zaman ortaya g¢ikar. Proteinler diger kolloidlerle
bircok ortak oOzellige sahip olmalarina ragmen gosterdikleri etkilesimler daha
komplekstir. Proteinlerin bir yiizeye baglandiklarinda konformasyonunun degismesi

buna 6rnek olarak verilebilir (Garcia vd 1999).

Protein molekiiliiniin agregasyonu, denatiirasyon ve buna ardisik agregasyon
basamaklariyla agiklanabilir. Denatiirasyon, proteinin ii¢ boyutlu yapisinin pH, sicaklik,
iyonik gerilim, kesme gerilimi ve adsorpsiyon nedeniyle bozulmasidir. Denatiirasyon,
protein-protein ve protein-¢oziicii arasindaki etkilesimlerin dengesini degistirerek
proteinin hidrofobik, van der Waals kuvvetleri veya disiilfiir baglar1 araciligr ile

agregasyonuna sebep olur.
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UF membranlarda protein agregasyonu ile ilgili yapilmis olan ¢alismalarda model bir
protein (BSA) secilerek agregasyon mekanizmasi acgiklanmaya calisilmistir. BSA
molekiilii 35 adet sistein kalintis1 igermektedir. Bu kalintilardan 34’1 kendi aralarinda
17 adet molekiil i¢i disiilfiir bagi olusturarak kovalent olarak baglanir. BSA
molekiiliinde geriye kalan sistein kalintis1 ise serbest tiyol grubu olusturur (Maruyama
vd 2001). Tiyol-disiilfiir reaksiyonu disiilfiir bagi iizerindeki merkaptid iyonu
(iyonlagmus tiyol grubu;R-S") tarafindan niikleofilik olarak ger¢eklesmektedir:

R;SH+H,0 — R;S+H;0°
R]S_‘F RZS'SR?, d R1S-SR3+R28_

BSA molekiilii tizerindeki serbest kiikiirt/stilfidril gruplart komsu molekiiliindeki
disiilfir grubuyla molekiiller aras1 distilfiir bag1 olusturmak i¢in reaksiyon verir ve
reaksiyon sonucunda yeni bir serbest tiyol grubu olusur. Olusan bu yeni tiyol grubu
birinci BSA molekiilii icindeki diger bir disiilfiir bagiyla reaksiyon vererek ya da
ticiincli BSA molekiiliinde bulunan benzer grup ile reaksiyon vererek prosesin devam
etmesini saglar. Boylece biiyliik yapili agrege olmus protein molekiilleri olusur
(Sekil 2.11).

Agregasyon i¢in Onerilen diger mekanizma ise tiyol oksidasyonudur (Kelly ve Zydney

1994). Tiyol gruplarinin oksidasyonu asagidaki reaksiyonla tanimlanmaktadir:

2R-SH —» R-S-S-R+2H"+2¢

R-SH, BSA molekiiliiniin serbest sistein grubunu gostermektedir. Katalitik miktarda

demir ve bakir iyonlart varhiginda c¢oziinmiis oksijen, oksitleyici olarak gorev

yapmaktadir.
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Sekil 2.14. BSA agregasyonunun sematik gosterimi

2.4. Membran Kirliligine Etki Eden Parametreler

Membran teknolojisinin gelismeye basladigi ilk yillarda membran kirliligi énemli bir
sorun olarak ortaya ¢ikmis, ancak son yillarda bu konuda yapilan ¢alismalar ile kirlilik

mekanizmasi aydinlatilmaya baslanmistir (Cheryan 1998).

Membranda meydana gelen protein kirliligi ¢esitli etkilesimleri ve parametreleri iceren
kompleks bir olaydir. Proteinin kendi i¢indeki etkilesimleri, membranla yapmis oldugu
etkilesimler, membranin yapisi, ¢ozelti pH ve iyonik gerilimine bagh olarak degisen
membran ve proteinin zeta potansiyeli/yiikii membran kirliliginde rol oynayan 6nemli
parametrelerdir. Literatiirde bu konuda yapilmis olan ¢alismalarda membran kirliligi ve
mekanizmasi tizerine genel bir goriis gelistirilememis olmasi, yapilan deneylerin sinirl
kosullarda gecerli olmasi ve konunun heniiz yeni olmasindan kaynaklanmaktadir.
Ornegin, bazi arastiricilar protein adsorpsiyonunda hidrofobik kuvvetlerin 6nemli
oldugunu savunurken, digerleri elektrostatik etkilesimlerin hidrofobik etkilesimden

daha 6nemli oldugunu vurgulamaktadir (Yoon vd 1999)

Birgok bilesenden olusan bir besleme akiminin filtrat akisi, islem sirasinda membran ve

besleme Ozelliklerindeki degisimler ve derisim polarizasyonu gibi cesitli sebeplerden
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dolay1 saf ¢oziicii akisindan diisliktiir. Ayirma performansini etkileyen sebeplerden

asagida kisaca bahsedilmistir:

Membran ozelliklerindeki degisimler: Membranin fiziksel veya kimyasal olarak
yapisinin bozulmasiyla meydana gelir. Membran prosesleri basing altinda yiirttiildiigi
icin, membran deformasyona ugrayabilir. Bunun sonucunda da membranin gegirgenligi
degisebilir. Ancak bu degisim MF ve UF membranlari icermez, ¢ilinkii bu proseslerde
basing 1-7 bar civarlarinda, yani disiiktiir. Kimyasal bozulma ise pH, sicaklik ve diger
cevresel faktorlerin membranin ¢alisma sinirlarinin disina ¢ikmasi ile olusur. Ayrica sert

temizleme malzemeleri ve sik sik temizleme yapilmasi membranin dmriinii azaltir.

Besleme ozelliklerindeki degisimler: MF ve UF gibi gozenekli membranlardan ¢oziicti
taginimi, Hagen-Poiseuille esitligi ile veya kiitle aktarim iligkileri ile gelistirilen vizkoz
akis olaylar1 olarak bilinir. Bu nedenle besleme akiminin vizkozitesi, yogunlugu ve
difiizitesi kat1 miktar arttik¢a degisir, tamamen hidrodinamik faktorlerden dolay aki saf

¢Oziicii akisindan diistiktiir. Bu kolaylikla tahmin edilebilir ve dikkate alinmalidir.

Derisim polarizasyonu: Kirlilik nedeniyle akidaki azalma g¢ogu zaman derisim
polarizasyonundan dolay1 olan akidaki azalma ile karigtirilir. Teoride, derisim
polarizasyonu etkileri, membran gegis basinci ve derisimin azalmasi, ¢apraz akis hizi
veya tlirbiilanslarin artmasi ile tersinirdir. Bu olaylar basarildig: takdirde, akidaki diisiis

polarizasyondan dolayidir ve gergek kirlilik sebebiyle degildir.

Membranin kimyasal ve fiziksel yapisi gibi membrana ait bazi o6zelliklerin kirlilik

lizerine etkileri asagida agiklanmistir:
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Hidrofil yapi: Sulu bir ortamda kirliligin en az seviyede olmasi i¢in, membranin hidrofil
yapida olmasi idealdir. Membran hidrofobik ise hidrofobik veya amfoterik bilesenleri
adsorplar. Uretilen birgok membran hidrofobik yapidadir. Membran hidrofilikliginin
Ol¢iisii ylizeyin 1slanabilirliginin bir 6lgiisii olan temas agisidir. Bir su damlas1 yiizeyi
tamamen kapliyorsa temas acist sifir veya ¢ok kiiciiktiir. Hidrofobik membranlar ise

suyu iter, su ile temaslar1 azdir; bu nedenle temas agilar1 bliytiktiir.

Yiizey topografyasi: Seliilozik membranlar yiizey piiriizliliikklerinden dolayr diger
polimerik membranlarla karsilastirildiginda daha az kirlenirler. CA membran yiizeyleri
daha piriizsiiz ve diizgilindiir. Poliamid kompozit membranlar piiriizlii yapilarindan

dolay1 daha ¢ok kirlenme egilimindedir.

Membran yiikii: Birgok membran genel proses sartlarinda negatif yiikliidiir. Membran

yiikii, ytikli partikiiller ayirilacagi zaman 6nem kazanir.

Gozenek boyutu: Membran gdzeneginin boyutu ve partikiil boyutu olduk¢a 6nemlidir.
Biiyiik gozenekli membranlarda baglangicta aki daha kopmak yapidaki membrana gore
yliksektir, ancak sonra hizli bir sekilde diiser. Gozenekler ayirilacak partikiillerin
boyutundan daha kii¢iik ise partikiiller gozenek igine girmeyecek ve akisin sebep oldugu

kesme kuvvetlerinin etkisiyle yilizeyde yigilacaktir.

Membran kirliligi gercek anlamda ¢esitli partikiiller ile membran arasindaki spesifik
etkilesimlerdir. Membran performans: ile iliskili olarak besleme akimindaki her bir
bilesenin fizikokimyasal karakteristiklerinin anlagilmasi énemlidir. Membran kirliligini

etkileyen bazi ¢ozelti 6zellikleri asagida verilmistir:

Proteinler: Proteinler fonksiyonel gruplarmmin c¢oklugu, yiik yogunluklari, farkli
derecelerde hidrofobluklar1 ve kompleks yapilari nedeniyle beslemedeki diger bilesenler
ve ayrica membran ile spesifik etkilesimlere girmeleri nedeniyle membran prosesleri

icin en biyiik kirletici grubudur. Kirlilik olaymin kompleksligi, yukarida sayilan
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Ozelliklerin pH, iyonik gerilim, kesme gerilimi, 1s1l islemler ve diger cevresel

faktorlerden etkilenmesi nedeniyledir.

Tuzlar: Mineral tuzlar membran kirliligi {izerine biiyiik bir etkiye sahiptir. Bir taraftan
zaylf ¢Oziiniirliklerinden dolayr membran yiizeyinde ¢okelti olusturabilirler, diger

taraftan da yiik etkilesimleri sebebiyle membrana baglanabilirler.

pH: pH’daki degisimler, besleme bilesenlerinin ¢oziiniirliigiinii ve konformasyonunu

degistirir.

Literatiirde yer alan protein-membran etkilesimlerini inceleyen g¢alismalar ii¢ grup

halinde 6zetlenebilir:

i) pH ve iyonik gerilim gibi ¢ozelti 6zelliklerinin, farkli kimyasal yap1 ve gozenek
biiylikliigiine sahip membranlarin elektrokinetik o6zelliklerine etkisinin incelendigi
caligmalar,

ii) pH ve iyonik gerilimin proteinlerin membrana adsorpsiyon 6zelliklerine etkisinin
incelenerek membran kirliliginde ara yiizey etkilesimlerinin incelendigi ¢aligsmalar,

iii) kolloidal teorilere goére ara yiizey etkilesim kuvvetlerinin kantitatif olarak
belirlendigi ve ara ylizey etkilesimlerinde yeni modellerin gelistirilmeye calisildigi

model ¢alismalari

Asagida bu gruplarin her biri i¢in literatiirden ¢esitli 6rnekler verilmistir.

i)Membranlarin elektrokinetik ozelliklerine ¢ozelti ozelliklerinin (iyonik ¢evre) etkisi:

Ricq vd (1997) 20 ve 100kDa MWCO polietersiilfon (PES) membranlarda bir ve iki
degerlikli tuz ¢ozeltilerinin filtrat akis1 ve membran zeta potansiyeli {izerine etkilerini
inceleyerek membranlarin elektrokinetik analizini yapmislardir. Filtrat akisinin en fazla

pH, ¢ozelti derisimi ve yapisindan etkilendigini; membranlarin izoelektrik noktalariin
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2.2-2.4 civarinda oldugunu ve iki degerlikli iyonlarin adsorpsiyonu ile zeta
potansiyelinde azalma oldugunu bildirmislerdir. Burns ve Zydney (2000), fitalat, fosfat,
borat, asetat ve sitrat gibi biyolojik ortamlarda kullanilan tamponlarin standart (yiiksiiz)
ve kimyasal olarak modifiye edilen pozitif yiiklii 30, 100 ve 300kDa PES ultrafiltrasyon
membranlarin  zeta potansiyelleri {iizerine spesifik tampon iyonlarinin etkileri
inceledikleri caligmalarinda, zeta potansiyelinin pH ve iyonik gerilim ile degisimini
aragtirmiglardir. Pozitif yilikli membranin zeta potansiyelinin tampon tiiriine bagh
oldugunu, iki ve tli¢ degerlikli anyon adsorpsiyonu ile membranin zeta potansiyelinin
azaldigini1 belirtmislerdir. Ayn1 pH ve iyonik gerilim degerlerinde standart ve pozitif
ylkli membranlarin zeta potansiyellerinde -iyonlarin membran yiizeyine farkli
ilgisinden dolay1- biiylik farkliliklar gozlemislerdir. Standart membranin yiizey yiki
membran ylizeyinde iyonlagabilen gruplarn varlhigi ile belirlenirken, pozitif yiiklii
membran yiikii modifikasyon sonucu olusan spesifik gruplarinin iyonlagma derecesine
baglanmistir. Ernst vd (2000), PES membranlarin farkli pH ve derisimlerdeki tek
degerlikli tuz c¢ozeltilerinde (Na,SO4-KCl) zeta potansiyellerini belirlemisler ve
sonuclar1 elektrolitlerin membranda kalma hiziyla (rejection rate) karsilastirmiglardir.
Na,SOy4 derisiminin artmasi ile elektrolitin membranda kalma hizinin bir maksimuma
ulasti1, membran zeta potansiyelinin ise daha yiiksek bir derisim degerinde negatif bir
maksimum verdigi, zeta potansiyelindeki bu azalmanin elektrolit derisiminin artmasi ile
devam ettigi ve daha sonra zeta potansiyelinin isaretinde degisim oldugu belirtilmistir.
S04 anyonlarmin se¢imli adsorpsiyonunun diisiik derisim araliginda membranda kalma
hizinin artmasina neden oldugu belirtilmis ve Na,SO4 derisiminin artmasi ile Olgiilen
zeta potansiyelinin isaretindeki degisimin Na' iyonunun spesifik adsorpsiyonuna bagh
oldugu bildirilmistir. Ayrica K° ve CI iyonlarmin membran yiizeyine tercihli
adsorpsiyonunun olmadigi, bunun ise membranin elektrostatik 6zelliklerinin sadece
ylizey stilfonik asit gruplarinin disosyasyonundan kaynaklandigi belirtilmistir. Huisman
ve Tragardh (1999), seliiloz asetat ve seramik membranlarin tuz tutma/retention 6zelligi
ile zeta potansiyeli arasinda iligkiyi veren elektrokinetik akis teorisine dayalir bir model
gelistirmislerdir. Hesaplanan tuz tutma degerleri iyonik gerilimin azalmasi, yani ¢ift
tabaka kalinliginin artmasi ve zeta potansiyelinin artmasi ile artmigtir. Tiiretilen esitligin
laboratuvar ve endiistriyel uygulamalarda membran zeta potansiyelini tahmininde

kolaylikla kullanilacaginin bildirilmesine ragmen; esitligin sadece diisiik zeta
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potansiyeli degerlerinde ve es hareketlilige sahip anyon ve katyon igeren elektrolit

cozeltilerde gegerli olmasi kullanimin1 sinirlamaktadir.

ii) Proteinlerin membrana adsorpsiyonu ve membran kirliliginde ara yiizey

kuvvetlerinin etkisi:

Mockel vd (1999), karboksilasyon veya siilfolama tepkimeleri ile modifiye ederek
hidrofil 6zellik kazandirdiklart polisiilfon (PS) membranlarin statik protein
adsorpsiyonu, protein gecis performanst ve membran temizlenebilirli§i {izerine
etkilerini cys-BSA kullanarak pH=3, 4.8 ve 9 degerlerinde arastirmiglardir. Statik
adsorpsiyon, filtrat akisindaki azalma ve protein baglanma giiciiniin proteinin
izoelektrik noktasinda (pH=4.8) maksimum oldugu, bu parametrelerin pH=3"de pH=9’a
gore daha diisiik degerlerde oldugu belirtilmistir. Hidrofil 6zellikteki PS membranin,
modifiye edilmemis PS membrana gore az statik adsorpsiyon 6zelligi ve filtrat akisinda
daha az azalma gosterdigi bildirilerek elektrostatik etkilesimlerin yanisira membranin
hidrofil 6zelliginin protein kirliliginde énemli oldugu belirtilmistir. Burns ve Zydney
(1999), miyoglobin, BSA, sitokrom c, pulmozim gibi ¢esitli proteinleri kullanarak 30 ve
100 kDa MWCO Biomax'™ PES UF membranlarda ¢ozelti pH’inin membrandan
protein gecisi lizerine etkisini inceledikleri caligmalarinda en fazla protein gegisinin
izoelektrik noktada proteini ¢cevreleyen elektriksel ¢ift tabakanin bozulmasi ile meydana
gelen elektrostatik etkilesimler sonucu oldugunu belirtmislerdir. Akim potansiyeli
6l¢iim yontemi ile membranin yiik yogunlugunu ve potansiyometrik titrasyon ile protein
yiik yogunlugunu belirleyerek farkli pH degerlerindeki degisimlerini incelemislerdir.
Cozelti pH’1nin proteinin membrandan gecis (sieving) ozelliklerinin belirlenmesindeki
Onemini vurgulamislardir. Membran ve proteinin farkli ylizey 6zelliklerine sahip oldugu
durumda bile membran yiikiiniin protein ayirilmasi iizerine 6nemli etkisi oldugunu
bildirmislerdir. Aimar vd (1986), karistirmal1 bir hiicrede radyoaktif olarak isaretlenmis
BSA’nin IRIS 3038 poliakrilonitril membrana adsorpsiyonunu incelemisler ve
adsorpsiyon izotermlerinin Freundlich tipine uydugunu belirterek BSA’nin izoelektrik
noktasinda adsorpsiyonun minumum oldugunu belirlemislerdir. Adsorplanan protein

miktarinin y18in derisiminin ve temas siiresinin artmast ve pH’in azalmasi ile arttigini
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gozlemisler; membran direncini protein derisimi ve temas siiresinin fonksiyonu olarak
ifade etmislerdir. Adsorplanan protein miktar1 ve direngteki degisimin membran
materyaline bagli oldugu, ancak adsorplanan proteinin hepsinin hidrolik direng iizerine
ayni etkiye sahip olmadig1 belirtilerek mekanizmanin karmasik oldugu ve matematiksel
aciklamasinin gii¢ oldugu bildirilmistir. Matthiason (1983), BSA’nin farkli MWCO
degerindeki seliiloz asetat (CA), PS ve poliamid (PA) membranlara adsorpsiyonunu
incelemis; ve ¢ozelti ve membran yiizey 6zelliklerinin adsorplanan miktar, adsorplanan
tabaka direnci ve adsorpsiyon kinetigi iizerine etkilerini aragtirmistir. Adsorpsiyonun
pH’a giiclii bir bicimde bagli oldugunu ve izoelektrik noktanin iizerindeki pH degerinde
itme kuvvetlerinden dolay1 adsorpsiyonun az oldugunu, proteinin izoelektrik noktasinda
itme kuvvetlerinin azalmasi nedeniyle adsorpsiyonun arttigini ve izoelektrik noktanin
altinda ¢ekme kuvvetlerinin etkin oldugunu, protein adsorpsiyonunun daha da arttigin
bildirmistir. Ayrica CA membranlarin, PA ve PS membranlardan daha az protein
adsorpladigimi bildirilmistir. Xu vd (2003), BSA’nin gézenekli polietilen membranlara
adsorpsiyonunda pH, derisim, karistirma hizi gibi c¢esitli parametrelerin etkisini
incelemisler ve protein molekiil boyutunun en kii¢iikk degeri almasindan dolay1
maksimum adsorpsiyonun proteinin izoelektrik noktasinda meydana geldigini
bildirmiglerdir. Belfer vd (2000), protein adsorpsiyonu sonucu membran yiizeyinde
meydana gelen degisimleri incelemek i¢in modifiye, modifiye edilmemis ve proteinle
kirlenmis PES membranlarin FTIR-ATR spektroskopisi kullanarak yiizey
karakterizasyonunu incelemislerdir. PES membranin modifikasyonu sonucu yiizeyde
yeni yapisal ve fonksiyonel gruplar yaratilmis ve protein adsorpsiyonunda 6zellikle

alifatik bolgede yaratilan gruplarin 6nemli oldugu belirtilmistir

iii) Ara yiizey etkilesim kuvvetlerinin kantitatif olarak belirlenmesi ve ara yiizey

etkilesimlerinde yeni modellerin gelistirilmesi:

Zydney ve Pujar (1998) yiiklii membran gozenekleri ve yiklii protein arasindaki
etkilesim serbest enerjisini dikkate alarak membran yiikiiniin protein tasinimi {izerine
etkilerini teorik olarak ifade eden elektrostatik, van der Waals ve sterik etkilesimlere

dayanan bir model gelistirmislerdir. Uzun mesafeli kolloidal etkilesimlerin goézenekli
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membranlardan protein tasinim hizi iizerine énemli etkileri oldugunu vurgulamislardir.
Burns ve Zydney (2001) termodinamik (partitisyon) ve hidrodinamik (siirtiinme)
etkilesimlerin her ikisini de dikkate alarak bir model gelistirmislerdir. Yikli PES
membrandan ovotransferrin taginiminda farkli kosullarda yapilan deney sonuglari ile
gelistirdikleri model sonuglarini karsilastirmiglardir. Modelin membrandan protein
tasinimi tlizerine pH ve iyonik gerilimin kompleks etkisini yansittigini1 bildirmislerdir.
Huisman vd (2000), BSA ¢ozeltisinin 30, 100 ve 300 kDa PS membranlar ile
ultrafiltrasyonu sirasinda  protein-protein  ve protein-membran etkilesimlerini
inceledikleri calismalarinda, farkli pH degerlerinde filtrat akis1 ve akim potansiyeli
Olctimleri yaparak proteinin membrandan gecis derecesini belirlemislerdir. UF’un
baslangic basamaginda protein-membran etkilesimlerinin kirlilik {izerine etkili
oldugunu, daha sonraki basamakta ise protein-protein etkilesimlerinin tiim performansi
etkiledigini 6ne stirmiiglerdir. Kirli membranlarin AFM ile alinan goriintiilerinde tiim
membran yiizeyinin protein ile kaplandigi goézlenmistir. Kirli tabaka olusumunun pH’a
bagli oldugu ve izoelektrik noktanin altindaki diisiik pH degerlerinde protein gegisinin
fazla oldugu belirtilmigtir. Menon ve Zydney (2001), membran sistemlerinde
elektrostatik etkilesimlerin 6nemini vurguladiklari ¢aligmalarinda, 30 ve 50kDa MWCO
PES membranlar ile miyoglobin ve bovin karbonik anhidraz proteinleri kullanmislar;
proteinlerdeki lizin gruplarinin asetik anhidrit ile bloke edilmesiyle olusturulan
kimyasal tiirevlerinin derisimini ve net protein ylikiini kapiler elektroforez ile
belirlemigler. Elektroforez ile belirledikleri filtrat ve yigin protein derisimlerini
oranlayarak her protein icin elek katsayisi (sieving coefficient) belirlemislerdir. Iyonik
gerilimi diisiik olan  ¢ozeltilerde daha fazla negatif yiike sahip olan iyonlarin

elektrostatik itme ozelliklerinde artis oldugunu belirtmislerdir.

Membran kirliligine yonelik yukarida 6zetlenen elektrokinetik ¢aligmalarin bir kisminda
tuz/tampon ¢ozeltilerindeki anyon veya katyonlarin farkli pH ve iyonik gerilimlerde
cesitli membran tilirlerine adsorpsiyonu calisilarak membranin ¢dzeltilerdeki zeta
potansiyeli/ylizey yikiiniin belirlenmesine ve membran ile iyonlar arasindaki
elektrostatik etkilesimlerin agiklanmasia calisilmistir. Protein c¢ozeltisi ile yapilan

elektrokinetik c¢alismalarda ise izoelektrik nokta ve civarinda ¢aligilarak farkl
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tamponlarda pH ve iyonik gerilimin proteinin membrandan ge¢is 6zellikleri, membrana
adsorpsiyonu, membran yiikii ve filtrat akisi lizerine etkileri incelenmistir. Ayrica, son
zamanlarda 6zellikle akisli membran sistemlerinde ara yiizey etkilesimlerinin membran

kirliligi iizerine etkisini teorik olarak ifade edebilmek i¢in model ¢alismalar1 yapilmustir.

Tiim bu ¢aligmalara ragmen, membranda meydana gelen kirliligin mekanizmasinin agik
olarak ortaya konulamamis ve genelde kabul goren ifadelerin heniiz tiliretilememis

olmasi dikkat ¢gekmektedir.

Membran kirliligi membran ve proteinlerin fizikokimyasal yapisindan kuvvetli bir
sekilde etkilenir. Yiizey kimyas1 ve protein-membran etkilesimleri kirlilik olaylarinin
anlasilmasi i¢in anahtardir. Bu spesifik etkilesimler, adsorbe olmus proteinler ve sivi
yigindaki diger proteinler arasinda da olabilir. Bu nedenle kirlilik hakkinda genel
kurallar veya teoriler olusturmak gii¢ olacaktir. Stv1 yigindaki her bilesen, membran ile
farkli etkilesimler verecektir. Bunun nedeni her bilesenin konformasyonu ve zeta
potansiyelinin iyonik cevre ile degismesi sonucunda protein-membran ve protein-

protein etkilesimlerindeki ara ytlizey kuvvetlerinin degisimidir.
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3. MEMBRANDA ETKIiN DiFUZYON KATSAYISININ BELIiRLENMESI

3.1. Kaynak Arastirmasi

Protein/enzim iiretim proseslerinde, proteinlerin diflizyon katsayilarinin bilinmesi
biyoreaktdr etkinliginin tahmini ve ayirma islemlerinin optimizasyonu icin gereklidir.
fleri bir teknolojik ayirma islemi olan ve proteinlerin ayirilmasi/saflastirilmasinda sik¢a
kullanilan membran sistemlerinde de, temel tasarim parametrelerinden biri olarak
proteinlerin membran icindeki diflizyon katsayilarinin belirlenmesi 6nem tagimaktadir.
Ancak kompleks yapilarindan dolayr proteinlerin difiizyon katsayilarinin belirlenmesi
ile ilgili aragtirmalar sinirhidir; 6zellikle pH, iyonik gerilim gibi ara yiizey ve kolloidal
etkilesimleri etkileyen faktorlerin difiizyon katsayisina etkisini inceleyen, membran
kirliliginin kantitatif analizini yapan caligsmalar literatiirde yer almamaktadir. Cesitli
organik bilesiklerin membran sistemlerinde difiizyon katsayilarinin belirlenmesi ile

ilgili, literatiirdeki sinirli sayidaki calismalar asagida 6zetlenmistir:

Clark ve Lucas (1998), igme suyu iiretiminde kirlilige neden olan humik asidin 30 kDa
PS membranda tasimimini tek boyutlu difiizyon ve lineer partitisyon ile
modellemislerdir. pH ve kalsiyum iyon derisiminin fonksiyonu olarak humik asit ve
membran arasinda etkilesim giiclinli ifade etmek iizere bir etkilesim parametresi
tanimlamiglardir.  Adsorplanan humik asit kiitlesi ve hesaplanan etkilesim
parametresinin, pH’in azalmasi ve kalsiyum iyon derigiminin artmasi ile arttigini
belirlemislerdir. Adsorpsiyon deney verilerinden yararlanarak bulduklari hiimik asit
diflizyon katsayisinin pH’1in azalmasi ve kalsiyum iyon derisiminin artmasi ile arttigin
bildirmiglerdir. Wang vd (2001), hiimik asidin polikarbonat membranlardaki difiizyon
katsayisini bir difiizyon hiicresi kullanarak belirlemisler ve sonuglart Clark ve Lukas
(1998)’1n model sonuglari ile karsilastirmiglardir. Humik asit difiizyon katsayisinin pH

azalmasi ve kalsiyum iyon derisiminin artmasi ile arttigin1 gézleyerek sonuglarin Clark
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ve Lukas (1998)’in model sonuglart uyumlu oldugunu gdéstermislerdir. Masselin vd
(2000), bir diflizyon hiicresinde farkli MWCO degerlerinde PES ve akrilik membranlar
ile tire, formamid gibi notral ¢ozeltiler ve HCI, KCI gibi kuvvetli elektrolitler kullanarak
membranlarin yapisal bir parametresi olan gozeneklilik:kalinlik oranlarini belirlemek
icin difiizyon deneyleri yapmuslar; sterik etkilerin ve partikiillerin membrana
adsorpsiyonunun ihmal edilebildigi kosullarda, c¢alisilan bilesenlerin bu oranin
belirlenmesinde kullanilabilecegini bildirmislerdir. Gro} ve Heintz (2000), fenol, anilin,
2-klorofenol, 4-nitrofenol gibi aromatik bilesenlerin polieter-poliamid blok kopolimer
membrandaki difiizyon katsayilarini bilesenlerin ¢oziiniirliigiine bagl olarak, membrana
bilesenlerin adsorpsiyonunun oldugu ve olmadigi iki ayri durum igin gelistirdikleri
modellerden belirlemislerdir. Membranda birikim oldugu durumda bulunan difiizyon
katsayilarinin model sonuglar1 ile uyumlu oldugunu goézlemislerdir. Farkli sicaklikta
yapilan difiizyon deneyleri sonucunda diflizyon aktivasyon enerjilerini hesaplamislardir.
Difiizyon katsayisinin molekiil boyutunun artmast ile azaldigini,
sicakligin artmasi ile de arttigini bildirmislerdir. Shao ve Baltus (2000), dekstran ve
polietilen glikolun (PEG) polikarbonat membralarda etkin difiizyon katsayisini partikiil-
partikiil etkilesimlerini de dikkate alarak incelemislerdir. Gelistirdikleri modelde, denge
dagilma katsayis1 ve gozenek i¢i diflizyon katsayisini derisime bagli olarak ifade
etmislerdir. Dekstranin etkin diflizyon katsayisinin derigimin artmasi ile arttigini,
PEG’in etkin diflizyon katsayisinin ise derisimin artmasi ile azaldigimi bildirerek, bu

durumun PEG’in agregasyona ugramasindan kaynaklandigini ifade etmislerdir

Bu doktora ¢alismasinda, protein-membran etkilesimlerinin bir gostergesi olarak segilen
etkin diflizyon katsayisinin, sistemi tanimlamak tizere kurulan bir modelin ¢ozlimiiyle
belirlenmesi ve protein/enzim, membran ve ¢ozelti 6zellikleri ile degisiminin bulunmast

amaclanmustir.
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3.2. Model ve Coziim Yontemi

Membranda protein/enzimin etkin diflizyon katsayisinin (D.) belirlenebilmesi i¢in,

membran i¢inde alinan bir hacim elemaninda asagida belirtilen varsayimlar yapilarak

kiitle korunum denklemi kurulmus ve denklemin ¢oziimii i¢in baslangic ve sinir

kosullar1 belirlenmistir.

Hacim elemami: Kartezyen koordinat sisteminde gozenekli membran i¢ginde uzunlugu

L, genisligi W ve kalinlig1 Ay olan hacim elemani se¢ilmistir (Sekil 3.1).

it W

y

______ - 3/

Membran

— — — —» Hacim elemam

v=h

w y=

Sekil 3.1. Membran i¢inde seg¢ilen hacim elemaninin gdsterimi

Varsayim 1: Protein, membran yiizeyine ve gdzeneklerine adsorplanmaktadir.

N,eLW| N eLW
y

Birim zamanda
proteinin hacim
elemanina y
konumunda
molekiiler

taginimla giris hizi

y+Ay

Birim zamanda
proteinin hacim
elemanindan  y+Ay

konumunda =

molekiiler tagmimla
¢ikis hizi

oC
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Birim zamanda
proteinin hacim
elemaninda
yigin fazda
birikim hizi

oq
e A+ (1-) L Lwa
= v+ ( )at y

Birim zamanda
proteinin hacim
elemanina

adsorpsiyon hizi

(3.1)



Est.3.1, LWAy carpimui ile boliiniip, Ay— 0 igin limiti alinarak diizenlenirse Est.3.2
elde edilir.

LAWLE) _0C o

3.2
By ot ot (3-2)

Burada: N,; molekiiler aktarim akisi, & membran gozenekliligi, q; membran
ylizeyine/gozeneklerine adsorplanan madde miktari; C;membran gozeneklerinde biriken
cozelti protein derisimidir. Molekiiler aktarim akist Fick Yasasina gore Est. 3.3°deki

gibi tanimlanir:

N =-D — 33
y J’ay ( )

Est.3.3, Est.3.2°de yerine konularak Est.3.4 elde edilir.

6(— D %

)
) _ .00 La-4)%L (3.4)
oy ot ot

Asagidaki varsayimlar dikkate alinarak yeniden diizenlemeler yapilirsa Esgt.3.5 elde

edilir;

Varsayim 2: Sabit sicaklik
Varsayim 3: Lineer adsorpsiyon kinetigi (g=KC)

Varsayim4: Etkin diflizyon katsayis1 (D,=D,) derisimin fonksiyonu degildir (Seyreltik
cozeltiler i¢in gegerli)

Varsayim 5: Membran gozenekliligi sabit (e=sabit)

D gazc —[5+K(1—5)]

e ayz -

ac
ot

(3.5)
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Etkin difiizyon katsayisinin bulunmasi i¢in bir deney sistemi tasarlanarak (Bolim
4.2.3.) denklemin ¢6ziimiine yonelik veriler tiiretilmistir. Est.3.5’in diizenlenmesiyle

elde eldilen Est.3.6’nin ¢oziimii i¢in baslangi¢ ve sinir kosullar1 agagida verilmistir.

oC D¢ 0°C

ot e+ K(1-¢)]ay?

(3.6)

Bagslangi¢c Kosulu : t=10 C=0
Sinir Kosulu coy=0 cC=Ct=0¢C
y=h C=C1)=0C

Est.3.6’nin degiskenlere ayirma yontemi ile yapilan genel ¢Oziimii, Est.3.7 ile

verilmistir (Crank 1956). Coziim yontemi EK 1’°de yer almaktadir.

D¢
e 272'2t

—nNn
= C _C -
C(t,y)=C1+(C2—C])%+£Z 2 Cos(r) lsin(%}ax —“K(lhf) 3.7)
TS n

Est.3.7°de yer alan C; ve C,, membranin y=0 ve y=h siirlarindaki derisim degerlerini,
K adsorpsiyon denge sabitini ve h membran kalinligin1 gostermektedir. Bolim 4.2.3°de
verilen deney sisteminde sivi yigimindaki protein derisiminin (C,) zamanla degisimi
Ol¢iilmektedir. Est.3.7°de membran yiizeyindeki derisim degerlerinden (C; ve C;) sivi
yi1gim protein derisim degerlerine (C; ve C,) gegilebilmesi igin membran ve sivi y1gmi
arasindaki dagilma katsayisina/denge degerine ihtiya¢ vardir. Bu deger, Varsayim 3’de
belirtilen K adsorpsiyon denge degeri olarak alinmig, dolayisiyla De’nin pH ve iyonik
gerilim ile degisimi modele bu sekilde yansitilmistir. Diflizyon hiicresi igindeki protein

derigim profili sematik olarak Sekil 3.2°de gdsterilmistir.
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Sekil 3.2. Difiizyon hiicresi i¢indeki derisim profili

Est.3.6’nin genel ¢oziimiinden (Est.3.7) yararlanarak kuramsal olarak 2 nolu depoda
derisimin (C,’) zamanla degisimi bulunabilir. Bunun i¢in de derisimin zamanla
degisimini veren esitliklere ihtiya¢ vardir. Est.3.7’nin y=h degerinde tiirevi alinir
(Est.3.8) ve 2 nolu depoda kiitle korunum denklemi kurularak (Est.3.9), Est.3.8 ile
Est.3.9 birlestirilirse 2 nolu depoda derisimin zamanla degisimi elde edilir (Est.3.10).
Est.3.10°da soldaki derisim degeri sivi faz, sagdaki derisim degeri ise membran
yiizeyine ait derisim degerleridir. Membran yiizeyindeki protein derisimleri (C; ve C,)
yerine denge degerinden yararlanarak yigin faz protein derisimleri (C;’ ve C;’) yazilip

diizenlenirse Est.3.11 elde edilir (Grof ve Heintz 2000).

D¢ )
oC 1 2E crK(l-o)
S =2, -0)+2Y (¢, -C -
(6)} jyh h( ,—C)) 7 n_l( , = C, cos(nz))exp E (3.8)
V
—D(= :72702 3.9
6(3: )y:h A d[ ( )
dcC, AD | 1 2 Il()zf)nz t
) e+K(-¢
7;:_ 7 Z(CZ—CI)+Z;:1 (C, - G cos@m))exp| — = (3.10)
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Dﬁg 2_2

— N Tt
dc, ADK , , , e+K(l-¢)
C -G +2 C| cos(nr)—C,)exp| — 3.11
i n§1< ()~ C}) - (3.11)

Esitlik 3.11°de 1 nolu depodaki sivi faz protein derisimi C,' bilinmemektedir, teorik

olarak C;' niin belirlenmesi amaciyla 1 ve 2 nolu depolar arasinda protein icin kiitle

korunum dengesi kurulur (Est.3.12).

Bagslangictaki 1 nolu depodaki 2 nolu depodaki Membranda
protein miktar1 | = | protein miktar1 |+ |protein miktar1 |+ |biriken  protein
miktari
Qn+1) 7t

8% 1 g+1<(1 £)
CV, = qmqm( jl<(C[+(;)1 Z(2n+1) xp — 7 (.12

Est.3.12’de sagdaki iiglincii terim Est.3.7°nin integrasyonu ile bulunan membranda
biriken madde miktarin1 vermektedir (Crank 1956, Clark ve Lucas 1998). Est.3.12
diizenlenerek 1 nolu depodaki s1vi yiginindaki protein derisimi C;' elde edilir (Est.3.13):

D ¢

N m(2n+l) 7t
COI/I_Cz(V2+2 1_722;(2n+1)2 R h’
C| = (3.13)
KAh g = . m(ZnJrl) ’t
ey 1_722;(2n+1)2 = n
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Est.3.13, Est.3.11°de yerine konularak proteinin difiizlendigi depoda derisimin (C;’)
zamanla degisim profili elde edilir. D, ayarlanabilir parametre olmak tlizere deneysel ve
kuramsal verilerin uyumuna gore -ayar parametresi- D, se¢imi yapilir. Bu basamaktan

sonra denklemin ¢ozliimii Matlab ortaminda yazilan bir program ile yapilmustir.

54



4. MATERYAL ve YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Bovin serum albiimin (BSA)

Calismada model protein olarak kullanilan bovin serum albumin (BSA, Sigma A9647)
toplam 582 amino asit ve 9253 atomdan olusmaktadir. Yapisinda 2930 C, 4610 H, 780
N, 894 O ve 39 S atomu bulundurmaktadir. Cizelge 4.1’de BSA’nin amino asit bilesimi
yer almaktadir. Molekiil agirlig1 67 kDa, izoelektrik noktas1 pl = 4.7-4 9’dur (Jones vd
2000). Sulu ¢ozeltideki etkin yarigapt 3nm’dir (Bowen 1998).

Cizelge 4.1. BSA’nin amino asit bilesimi (http://www.biochem.usyd.edu.au)

Amino asit Say1 Amino asit Say1 Amino asit Say1 Amino asit Say1
Alanin 47 Sistein 35 izoldzin 14 Prolin 28
Arjinin 23  Glutamik asit 59 Lizin 59 Treonin 33
Asparajin 14 Glisin 16 Metiyonin 4 Triptofan 2
Aspartik asit 39 Histidin 17 Fenilalanin 27 Trozin 20
Glutamin 20 Lozin 61 Serin 28 Valin 36

4.1.2. Serin alkali proteaz (SAP)

Calismada model enzim olarak kullanilan serin alkali proteaz (SAP, Sigma P-5380)
toplam 275 amino asit icermektedir (Cizelge 4.2). Molekiil agirligt MA=27.5 kDa,
izoelektrik noktast pI=9’dur. Enzim-membran etkilesimlerine c¢ozeltide bulunan
iyonlarin etkisinin incelendigi calismalarda, SAP’mn fermentasyon ortamindaki

bilesenler dikkate almmistir. SAP’in Cizelge 4.3’de Bacillus licheniformis’den
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fermentasyon ile liretim ortami bilesimi verilmistir. Calismada sentetik ortam ile gercek
fermentasyon ortam verilerini karsilastirmak amaciyla kullanilan SAP enzimi, ODTU
Kimya Miihendisligi Bolimii Biyokimyasal Reaksiyon Miihendisligi ve Endiistriyel

Biyoteknoloji Grubu’ndan saglanmistir.

Cizelge 4.2. SAP’1n amino asit bilesimi (http://www.brenda.uni-koeln.de)

Amino asit  Sayt Amino asit Sayl Amino asit Sayt Amino asit Say
Alanin 40  Sistein 0 [zolézin 10 Prolin 10
Arjinin 4 Glutamik asit 5 Lizin 9  Treonin 20
Asparajin 18  Glisin 35 Metiyonin) 5 Triptofan 1
Aspartikasit 9  Histidin 5  Fenilalanin 4  Trozin 13
Glutamin 20 Lozin 16  Serin 32 Valin 31

Cizelge 4.3. SAP’1n r-Bacillus licheniformis’den {iretimi i¢in fermentasyon ortam
bilesimi (Calik vd 2003)

Bilesen C, kg/m’
Glukoz 8.00
NaH,PO4 5.63
Na,HPO4.2H,0 0.055
KH,PO4 2.00
(NH4),HPO4 4.71
CaCl, 0.20

4.1.3. PES ve CTA membranlar

Calismada 10 ve 100 kDa molekiil agirligi tutma degerlerinde (MWCO) ve farkh
kimyasal yapilarda PES (Sartorius 1463925N, Biomax PBGC02510, PBHK02510) ve
CTA (Sartorius 1453925N) membranlar kullanilmistir. Boliim 2.2.1 ve 2.2.2°de
membranlarin kimyasal yapilar1 ve fiziksel o6zellikleri ayrintili olarak anlatilmistir.

Cizelge 4.4’de ise ayirma islemlerinde dikkat edilen temel baz1 6zellikleri verilmistir.
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Cizelge 4.4. Membranlarin 6zellikleri

Membran MWCO, kDa pH arahg Kimyasal yap1 D, mm
PES 10, 100 1-14 Hidrofob 25
CTA 10 4-8 Hidrofil 25

4.2 Deneysel Yontem

4.2.1. Protein-membran etkilesimleri: Statik adsorpsiyon deneyleri

BSA’nin 10 kDa PES ve CTA membran ile 100 kDa PES membranlara 30°C sabit
sicaklikta 200 dk™' karistirma hizinda orbital karistirict (Gallenkamp) kullanilarak, 150
ml hacimli kesikli sistemlerde adsorpsiyonu gergeklestirilmistir. Iyonik gerilimi
saglamak i¢in 0.01 M ve 0.1 M KCI ¢ozeltileri kullanilmisg ve 0.1-2.8 g/L derisim
araliginda protein ¢ozeltileri stok c¢ozeltiden seyreltilerek hazirlanmistir. Cozeltilerin
pH’1 10 mM HCI ve 10 mM KOH kullanilarak istenen degerlere ayarlanmistir.
Proteinin izoelektrik noktasinda (pH=4.78), izoelektrik noktasinin iistiinde (pH=6.80) ve
altinda (pH=3.78) adsorpsiyon deneyleri ger¢eklestirilmis -CTA membranlarin ¢alisma
pH araligi uygun olmadigi i¢in izoelektrik noktanin altina inilmemistir- ve 15 dakika
araliklarla sivi fazdaki protein derisimleri izlenerek c¢ozeltideki protein miktarindaki
azalmanin sabit bir seviyeye ulasmasi-dengeye ulasiimasi- ile deneyler bitirilmistir.
Membrana adsoplanan protein miktar kiitle korunum dengesi ile bulunmustur. Ornek
bir hesaplama EK 2’de verilmistir. Bu islem sonunda ¢o6zeltideki proteinin denge
derigimine (C*, g/L) kars1 birim membran kiitlesi bagina adsorplanan protein miktari
(9, MEprotein/Cmembran)  grafige gecirilerek adsorpsiyon izotermleri olusturulmustur.
Deneylerde kullanilan tiim ¢ozeltiler deiyonize su (Waters, MilliQ) ile hazirlanmistir.
Membranlar adsorpsiyon isleminden Once bir gece deiyonize su iginde bekletilerek

tiretimden gelen safsizliklar uzaklastirilmastur.
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SAP enziminin 100 kDa PES membranlara statik adsorpsiyon deneyleri ise, 30°C sabit
sicaklikta, 200 dk' karistirma hizinda orbital karistiricr (Gallenkamp) kullanilarak 150
ml hacimli kesikli sistemlerde gerceklestirilmistir. Cozeltilerin pH degerleri enzimin
fermentasyon ortaminda kullanilan fosfat tamponlar ile ayarlanmig ve 0.25-1 g/L
derisim araliginda proteaz c¢ozeltileri stok c¢ozeltiden seyreltilerek hazirlanmistir.
Adsorpsiyon deneyleri proteazin izoelektrik noktasinda (pH=9.08), izoelektrik
noktasinin istiinde (pH=11.06) ve altinda (pH=7.14) gerceklestirilmis ve 10 dakika
araliklarla sivi fazdaki proteaz derisimleri izlenerek ¢ozeltideki enzim miktarindaki
azalmanin sabit bir seviyeye ulasmasi -dengeye gelmesi- ile deneyler bitirilmistir.
Membrana adsorplanan enzim miktar1 ve adsorpsiyon izotermlerinin olusturulmasi BSA

icin yapilan hesaplamalar temel alinarak yapilmistir.

4.2.2. Membran zeta potansiyellerinin belirlenmesi

Membran zeta potansiyellerinin/ylizey yikiiniin belirlenmesi i¢in akim potansiyeli
Olctim yontemi kullanilmistir. Bu yontemde, durgun kat1 ylizey (membran) ile temasta
olan elektrolit hareketi temeldir. Olgiim yonteminin temel prensibi Boliim 2.4.1.1°de
aciklanmistir. Sekil 4.1’de akim potansiyeli Ol¢iimii igin tasarlanarak imal ettirilen
sistem goriilmektedir. Sistemde 2.5 cm ¢apinda ve 2.5 cm uzunlugunda silindirik iki
depo bulunmaktadir. Membran, iki depo arasina sizdirmazligi saglayacak sekilde monte
edilmistir. Membranda olusan potansiyel farkini 6lgmek i¢in kullanilan Ag/AgCl
referans elektrodlarin yapiminda 1 mm ¢apinda glimiis tel (Sigma) kullanilmistir.
Glimiis tel, bir indirgeme elektrodu igeren 1M KCI i¢ine konulmus ve 10 mA’lik akima
maruz birakilarak tel yiizeyinde Ag/AgCl tabakanin uniform olarak birikmesi (anodik
birikme) saglanmistir. Elektrodlarin uglar1 uygun soketler kullanilarak pH/mV (Pye-
Unicam) metreye baglanmistir. Sisteme peristaltik pompa ile elektrolit beslemesi
yapilmistir. Girig akimina bir basing gostergesi yerlestirilmistir. Farkli basinglarda akim
potansiyelleri belirlenerek Helmholtz-Smoluchowski esitligi (Est. 2.4) ile membran zeta

potansiyelleri hesaplanmistir. Hesaplamalar i¢in gerekli olan ¢ozelti iletkenlikleri
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Sartorius PP-50 iyon metre ile 6l¢iilmiistiir. Olciimler yapilmadan dnce sistemin kararl

hale gelmesi beklenmistir.

‘ Ag/AgCI Elektrodlar ‘

Sekil 4.1. Akim potansiyeli 6l¢iimii deney sistemi

4.2.3. Etkin difiizyon katsayis1 bulunmasi

Proteinlerin UF membranlarda etkin diflizyon katsayisinin bulunmasi i¢in tasarlanarak
imal ettirilen deney sistemi Sekil 4.2°de sematik olarak gosterilmistir. Teflon
malzemeden yaptirilan sistem esit hacimli (8 cm’) silindirik iki depoya sahiptir.
Membran, bu depolarin arasina sizdirmazlik saglayacak sekilde yerlestirilmistir. Soldaki
depoda protein, sagdaki depoda ise tuz/tampon c¢ozeltisi yliksek bir hizda pompa
yardimiyla sirkiile ettirilerek diflizyon hiicresine ait iki depoda da tam karigsma
saglanmistir. Yilksek hizda sirkiilasyonun, ayni zamanda derisim polarizasyonu
etkilerini azaltmasi da amaglanmistir. Ayrica 1 ve 2 nolu ¢ozelti tanklar1 manyetik
karistirict yardimi ile karistirilarak alinan orneklerin homojen olmasi saglanmistir.
Depolar i¢in yapilan tam karigma varsayiminin dogrulugu bir indikator izleyici
yardimiyla saglanmistir. Bu varsayim ile, sivi yigin faz ile membran ylizeyindeki
protein derisimlerinin esit oldugu kabul edilmis ve yigin ¢ozeltiden zamanla alinan
orneklerin derisimi, modelden elde edilen (Est.3.13) derisim-zaman verilerinin

karsilastirilmasinda kullanilmistir. Model ve deney sonuglarinin uyumuna gore farkli
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kosullar i¢in (pH ve iyonik gerilim) proteinlerin etkin difiizyon katsayisi belirlenmistir.
Membrandan gegerek tuz ¢ozeltisinin oldugu 2 nolu depoya difiizlenen proteinlerin 15
dakikalik zaman dilimlerinde sekiz saat siiresince on-line olarak A=280 nm dalga
boyunda bir filtrenin takili oldugu bir akis hiicresine sahip UV/VIS absorbans
dedektorden (UA 6 UV/VIS ISCO) mV o6l¢iimleri yapilmis ve protein derisimleri
EK 3’de verilen (mV; protein derisimi) kalibrasyonlar1 kullanilarak hesaplanmustir.
Membranin iki yiizii arasindaki basing farki elimine edilerek konveksiyon ile kiitle
aktarimimin ihmal edildigi kosullar saglanmistir. Bu varsayimin dogrulugu ise, her iki
deponun ¢ikis hatlar1 arasina T-baglantist yardimiyla baglanan bir U-manometrede
basing farkinin goézlenmemesi ile kanitlanmistir. Bu sekilde membrandan protein

aktarimi, sadece diflizyon mekanizmasi ile ger¢eklesmistir.

7

Sekil 4.2. Etkin diflizyon katsayisinin bulunmasi i¢in deney sistemi
1. Protein ¢ozelti tanki, 2. Tuz ¢ozelti tanki, 3. Peristaltik pompa, 4. Diflizyon
hiicresi, 5. U-manometre, 6. Akis hiicresi, 7. Kaydedici
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4.3. Analitik Yontemler

4.3.1. Protein analizi

BSA derisimi A=277 nm dalga boyunda (Nakamura vd 1998, Norde 2000), SAP
derisimi ise A=275 nm dalga boyunda spektroskopik olarak (UV 160-A Shimadzu)
belirlenmistir. Dalga boyu belirlenmesi igin protein ¢ozeltilerinin A=200-600 nm
araliginda dalga boyu taramasi yapilarak spektrumlari alinmis ve maksimum absorbans
veren dalga boylart secilmistir. Farkli derisimler ve pH degerlerinde farkli tuz ¢ozeltileri
icinde hazirlanan protein c¢ozeltilerinin absorbanslar1 okunarak derisim-absorbans
kalibrasyon dogrusu olusturulmus (EK 4) ve her deneyden Once kalibrasyonlar

yinelenmistir.

Fermentasyonla tiretilen SAP’1n derisimi Lowry yontemine gore dlgiilmiistiir (Lowry
vd 1951). Bu yontemde 2 g Na,COs , 100 cm® 0.1 N NaOH icinde ¢oziilerek A
¢ozeltisi; 0.05g CuSO4.5H20, 10cm’ 0.1 g sodyum potasyumtartarat i¢inde ¢oziilerek
B ¢ozeltisi hazirlanir. 100cm® A ¢ozeltisi ile 2 cm® B ¢ozeltisi karistirilarak
buzdolabinda bir giin bekletilir. Bu ¢ozelti 0.45 um ¢apl seliiloz asetat filtreden siiziiliir.
Cozeltinin -~ 5 cm™ii ile 1 em® enzim ¢dzeltisi karistirilir ve 10 dk oda sicakliginda
bekletilir. Bu karisimin iizerine ise 0.5 cm’ Folin Fenol Reagent eklenerek yine oda
sicakliginda 50 dk tepkimeye sokulur. Bu siire sonunda 6rnegin UV spektrofotometrede
A= 750 nm dalga boyunda absorbans1 okunur. Orneklerdeki toplam protein derisimini
belirlemek icin bovin serum albiiminin (BSA) derisimi bilinen O6rneklerinden

yararlanilarak derisim-absorbans kalibrasyon egrisi hazirlanmistir (EK 5).
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4.3.2. FTIR-ATR ol¢iimleri

Kullanilmamis ve proteinle kirlenmis PES ve CTA membranlarin yiizey yapisinda
meydana gelen degisimlerin belirlenmesinde FTIR spektrofotometresi (Perkin Elmer
040520 ve MIDAC) kullanilmistir. Kurutulmus membranlarin, ZnSe kristali
kullanilarak kristal ve 6rnek arasindaki 1sin yansimalar1 sonucunda, 1s1mnin 6rnek iginde
ilerlerken verdigi absorpsiyon bantlarindaki azalmanin izlenmesi temeline dayali FTIR-

ATR spektrumlar1 alinmistir. Yatay ATR tinitesi 45° agil1 alt1 adet aynaya sahiptir.

4.3.3. SEM ve AFM analizleri

Membran ylizey ve gozeneklerinde adsorpsiyondan sonra meydana gelen degisimlerin -
gozenek cap1 ve adsorplanan tabaka kalinligi- belirlenmesi i¢in SEM ve AFM gibi
mikroskobik ydntemlerden yararlanilmistir. Uretimden gelen safsizliklart Milli-Q suda
bekletilerek uzaklastirilan temiz membranlar ile adsorpsiyon deneylerinden sonra
kirlenmis olan membranlar oda sicakliginda kurutularak SEM analizi igin
hazirlanmistir. SEM analizleri Tiirkiye Cimento Miistahsilleri Birligi (Leo 435 VP) ve
Tiirkiye Petrolleri Anonim Ortakligi’nda (Jeol JSM-840A) yaptirilmistir. AFM (Atomic
Force Microscopy) analizleri ise Nanoscope III-A (Digital Instrument, Inc., Santa

Barbara, CA, USA) cihazinda (tapping mode) Sabanci Universitesi’nde yaptirilmstir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. BSA’nin 10 kDa PES Membranlara Adsorpsiyonu

BSA’nin (MA=67 kDa) 10kDa MWCO PES membranlara statik adsorpsiyon deneyleri,
izoelektrik noktasinin tizerinde, izoelektrik noktasinda ve izoelektrik noktasinin
altindaki pH degerlerinde (sirasiyla 3.78, 4.78=pl ve 6.80), 0.01 M ve 0.1 M

derisimlerinde KCI ¢ozeltileri ile saglanan iyonik gerilimde gerceklestirilmistir.

BSA’'nin 0.01 M iyonik gerilim ve li¢ pH degerinde 10 kDa PES membranlara
adsorpsiyonunda baslangi¢ derisimleri Co=0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ve 2.6 g/L olan
protein ¢ozeltileri kullanilmis; s1vi fazdan alinan 6rneklerde zamanla protein derisiminin
degisimi izlenmis ve yaklagik bir saat sonunda denge degerlerine ulagildig1 gézlenmistir
(Sekil 5.1-5.3). Membran ylizeyine adsorplanan protein miktarlari, baslangi¢
derisiminin artmasi ile artmigtir. BSA’nin 0.1 M iyonik gerilim ve pH=6.80 ve 4.78
degerinde 10 kDa PES membranlara adsorpsiyonunda ise baslangic derisimleri Co=0.5,
1.0, 1.5, 2.0 ve 2.5 g/L olan protein ¢ozeltileri kullanilarak sivi fazdan alinan 6rneklerde
zamanla protein derisiminin degisimi izlenmistir (Sekil 5.4-5.5). Baslangi¢ protein

derisiminin artmasi ile membran ylizeyine adsorplanan protein miktar1 da artmustir.

Dengede, membrana adsorplanan protein miktarlarinin sivi faz derisimlerine karsi
grafige gecirilmesi ile calisilan her kosul igin adsorpsiyon denge izotermleri
olusturulmustur. Farkli pH ve iyonik gerilim degerlerinde BSA’nin PES membranlara
adsorpsiyon izotermlerinin Freundlich izotermine uydugu belirlenmis (Sekil 5.6) ve

adsorpsiyon denge izoterm denklemleri Cizelge 5.1°de verilmistir.

Adsorplanan protein miktar1 izoelektrik noktada (pH=4.78) izoelektrik noktanin altinda
(pH=3.78) ve tlizerindeki (pH=6.80) pH degerlerine gore daha az olmus; en fazla
adsorpsiyon ise izoelektrik noktanin altinda meydana gelmistir. Iyonik gerilimin artmasi

ile ¢aligilan tiim pH degerlerinde adsorplanan protein miktar1 azalmistir (Sekil 5.6).
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Adsorpsiyon deneyleri esnasinda proteinin cama adsorpsiyonunun olup olmadigini
arastirmak i¢cin pH=6.80, 0.01M KCI ve Co=2.47 g/L baslangi¢ BSA derisiminde bir
kontrol deneyi gergeklestirilmis ve protein derisiminin zamanla degisimi incelenmistir
(Sekil 5.7). Protein derisiminde zamanla bir azalma gézlenmedigi i¢in proteinin cama

adsorplanmadigi, sadece membrana adsorplandig1 varsayilmistir.

5.2. BSA’nin 10 kDa CTA Membranlara Adsorpsiyonu

BSA’nin (MA 67 kDa) 10 kDa CTA membranlara adsorpsiyonu, proteinin izoelektrik
noktasinin {izerinde ve izoelektrik noktasindaki pH degerlerinde (sirastyla 4.78=pl ve
6.80) ve KCI ¢ozeltileri ile saglanan 0.01 M ve 0.1 M iyonik gerilimlerde incelenmistir.
Membranin ¢alisma pH araligi (pH=4-8) uygun olmadig1 i¢in proteinin izoelektrik
noktasinin altinda (pH=3.78) adsorpsiyon deneyleri yapilmamistir. Co=0.2, 0.5, 1.0, 1.5,
2.0, 2.5 ve 2.8 g/L baslangi¢ protein derisimlerinde yapilan adsorpsiyon deneylerinde,
sivi fazdaki protein derisimlerinin zamanla degisimi izlenmis (Sekil 5.8-5.11) ve
dengede membrana adsorplanan protein miktarinin sivi faz denge derisimlerine kars:
grafige gecirilmesi ile adsorpsiyon denge izotermleri olusturulmustur (Sekil 5.12).
Freundlich izotermine uydugu belirlenen denge izoterm denklemleri Cizelge 5.2°de

verilmistir.

Adsorpsiyon deneylerinde kullanilan N=200 dk"' karistirma hizimin kiitle aktarim
kisitlamalarint ortadan kaldirmak i¢in yerli olup olmadiginin kontrolii daha yiiksek bir
karistirma hiz1 (N=300 dk'l) denenerek incelenmistir. Sekil 5.13’de Co=1 g/L baslangi¢
protein derisiminde ve iyonik g¢evre kosullarimin ayni (pH=6.80 ve 0.01 M iyonik
gerilim), ancak karistirma hizlarinin farkli oldugu ortamlarda zamanla membrana
adsorplanan protein miktarinin degisimi yer almaktadir. Her iki karistirma hizinda da

adsorplanan protein miktarlar1 aynidir.
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Sekil 5.1. BSA’nin 10 kDa PES membranlara statik adsorpsiyonunda farkli baslangi¢
derisimlerinde, pH=6.80 ve 0.01 M iyonik gerilim degerlerinde sivi

protein derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 5.2. BSA’nin 10 kDa PES membranlara statik adsorpsiyonunda farkli baslangi¢
derisimlerinde, pH=4.78 ve 0.01 M i1yonik gerilim degerlerinde siv1 faz
protein derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 5.3. BSA’nin 10 kDa PES membranlara statik adsorpsiyonunda farkli baslangi¢

derisimlerinde, pH=3.78 ve 0.01 M iyonik gerilim degerlerinde siv1 faz
protein derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 5.4. BSA’nin 10 kDa PES membranlara statik adsorpsiyonunda farkli baslangi¢
derisimlerinde, pH=6.80 ve 0.1 M iyonik gerilim degerlerinde s1v1 faz protein
derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 5.5. BSA’nin 10 kDa PES membranlara statik adsorpsiyonunda farkli baslangi¢
derisimlerinde, pH=4.78 ve 0.1 M iyonik gerilim degerlerinde siv1 faz protein
derisiminin zamanla degisimi

69



100
A pH=3.78, 1=0.01M
O pH=4.78,1=0.01M
80 L | ® pH=4.78,1=0.1M
5 O  pH=6.80, I=0.01M A
S m  pH=6.80, I=0.1M
o]
5
€ 60
R
c
5
S 40t
o
(o))
1S
o
20
O 1

0,0 05 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
C*, g/L

Sekil 5.6. Farkli iyonik ¢evre kosullarinda BSA’nin 10 kDa PES membranlara
adsorpsiyon denge izotermleri

Cizelge 5.1. Farkli iyonik ¢evre kosullarinda BSA’nin PES membranlara adsorpsiyon
izoterm denklemleri

pH Adsorpsiyon izotermleri
0.01M KCI 0.1IM KClI
378 q=41.21(C*"*  R*=0.99 - -
PES 478  q=15.84(C*)"* R*=098 q=13.09(C*)""’ R*=0.99
6.80  @=36.74(C*)*® R?=0.99 q=30.76(C*)"* R?*=0.99
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Sekil 5.7. Co=2.47 g/L, pH= 6.80 ve 0.01M KCI kosullarinda BSA’nin cama
adsorpsiyonu kontrol deneyi
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Sekil 5.8. BSA’nin 10 kDa CTA membranlara statik adsorpsiyonunda farkli baslangi¢
derigimlerinde, pH=6.80 ve 0.01 M iyonik gerilim degerlerinde sivi faz
protein derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 5.9. BSA’nin 10 kDa CTA membranlara statik adsorpsiyonunda farkli baslangi¢
derisimlerinde, pH=4.78 ve 0.01 M iyonik gerilim degerlerinde siv1 faz
protein derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 5.10. BSA’nin 10 kDa CTA membranlara statik adsorpsiyonunda farkli baslangi¢
derisimlerinde, pH=6.80 ve 0.1 M iyonik gerilim degerlerinde siv1 faz
protein derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 5.11. BSA’nin 10 kDa CTA membranlara statik adsorpsiyonunda farkli baglangi¢

derisimlerinde, pH=4.78 ve 0.1 M iyonik gerilim degerlerinde s1v1 faz
protein derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 5.12. Farkli iyonik ¢evre kosullarinda BSA’nin 10 kDa CTA membranlara
adsorpsiyon denge izotermleri

Cizelge 5.2. Farkli iyonik ¢evre kosullarinda BSA’nin CTA membranlara adsorpsiyon
izoterm denklemleri

pH Adsorpsiyon izotermleri
0.01M KCI 0.1M KCl
4778  q=14.52(C*)"** R*=0.98 @=13.75(C*)"** R*=0.99

CTA 680 q=2427(C*™7  R>=099 q=16.59(C*)" R2=0.99
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Sekil 5.13. Co=1 g/L, pH= 6.80 ve 0.01 M KCI kosullarinda BSA’nin 10 kDa CTA
membranlara adsorpsiyonunda karistirma hizi etkisi

5.3. BSA’nin 100 kDa PES Membranlara Adsorpsiyonu

BSA’'nin (MA=67 kDa) 100 kDa PES membranlara statik adsorpsiyon deneyleri,
proteinin izoelektrik noktasinin altinda, izoelektrik noktasinda ve {izerindeki pH
degerlerinde (sirasiyla 3.78, 4.78=pl ve 6.80), 0.01 M ve 0.1 M KCI ¢ozeltisi ile
saglanan iyonik gerilimlerde Co=0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ve 2.5 g/L baslangi¢c protein
derisimlerinde gerceklestirilmistir. Stv1 faz protein derisimlerinin zamanla degisimleri
Sekil 5.14-5.19’da verilmistir. Deney verilerinden yararlanilarak, sivi faz denge
derisimine karsi membrana adsorplanan protein miktarinin grafige gegirilmesi ile
adsorpsiyon denge izotermleri farkli pH ve iyonik gerilim degerleri i¢in olusturulmustur
(Sekil 5.20). Her iki iyonik gerilimde de izoelektrik noktada BSA adsorpsiyonu en az
seviyede iken, izoelektrik noktanin altindaki pH degerinde en fazla protein
adsorpsiyonu gerceklesmistir. Adsorpsiyon izotermlerinin Freundlich izotermine
uydugu belirlenerek sonuclar Cizelge 5.3’de verilmistir. Iyonik gerilim artmasi ile her

tic pH degerinde de adsorplanan protein miktarinda azalma gozlenmistir.
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Sekil 5.14. BSA’nin 100 kDa PES membranlara statik adsorpsiyonunda farkli baslangi¢
derisimlerinde, pH=6.80 ve 0.01 M iyonik gerilim degerlerinde siv1 faz
protein derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 5.15. BSA’nin 100 kDa PES membranlara statik adsorpsiyonunda farkli baslangi¢
derigimlerinde, pH=4.78 ve 0.01 M iyonik gerilim degerlerinde siv1 faz
protein derisiminin zamanla de8isimi
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Sekil 5.16. BSA’nin 100 kDa PES membranlara statik adsorpsiyonunda farkli baslangi¢
derisimlerinde, pH=3.78 ve 0.01 M iyonik gerilim degerlerinde siv1 faz
protein derisiminin zamanla degisimi

80



2,405
2,011
c C
£2,400 £2,009
Qo
£ £2,007
£2.3% £2,005
£ £2,003
22,390 2
g 52,001
> Q.
£2,385 | 21,999
G 51,997 |
2,380 1,995
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
t ok t, dk
1,540 1,045
1Co=1,5¢g/L ¢ Co=1d/L
c 1,538 9
g s 51,043
qE_) 1,536 _g
£ 1,534 91,041
Xy 5
£1,532 ¢ =1,039 |
Q )
g%y 81,007
§1,528 f §
51,526 | 0% ¢
1,524 1,033
0 5 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
t, dk t, dk
0,524
0,523 | Co=0.59L
g
20,522 ¢
20,521
(=)
0,520
[]
80,519 |
50,518 |
E b
50,517 |
0,516
0 50 100 150 200 250

t, dk

Sekil 5.17. BSA’nin 100 kDa PES membranlara statik adsorpsiyonunda farkli baglangi¢
derisimlerinde, pH=6.80 ve 0.1 M iyonik gerilim degerlerinde siv1 faz
protein derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 5.18. BSA’nin 100 kDa PES membranlara statik adsorpsiyonunda farkli baslangi¢
derisimlerinde, pH=4.78 ve 0.1 M iyonik gerilim degerlerinde sivi faz
protein derisiminin zamanla de§isimi
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Sekil 5.19. BSA’nin 100 kDa PES membranlara statik adsorpsiyonunda farkli baglangi¢
derisimlerinde, pH=3.78 ve 0.1 M iyonik gerilim degerlerinde siv1 faz
protein derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 5.20. Farkli iyonik ¢evre kosullarinda BSA’nin 100 kDa PES membranlara
adsorpsiyon denge izotermleri

Cizelge 5.3. Farkli iyonik ¢evre kosullarinda BSA’nin 100 kDa PES membranlara
adsorpsiyon denge izotermleri

pH Adsorpsiyon izoterm denklemleri

0.01M KCl 0.1M KC1

3.78 q=25.96(C*"” R™=0.99 @=22.58(C*)"* R*=0.99

4.78 q=12.65(C*"® R*=0.99 ¢=10.41(C*)*®" R?=0.98

6.80  q=18.06(C*)"® R*=0.98 q=15.99(C*)"* R’*=0.99
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5.4. Membranlarin Yapisinda BSA Adsorpsiyonu Sonucu Meydana Gelen

Degisimler

BSA’nin farkli iyonik cevrelerde adsorpsiyonu sonucu PES ve CTA membran
yiizeylerinde meydana gelen degisimler adsorpsiyon deneylerinde elde edilen bulgularla
iligskilendirilmek ve adsorpsiyonun nedenini ac¢iklamak {izere spektrofotometrik olarak

FTIR-ATR ile analizlenmis; SEM ve AFM fotograflari alinmistir.

5.4.1. PES membranlarin FTIR-ATR analizleri

pH=6.80 ve 0.01 M iyonik gerilim degerlerinde, Co=1 g/LL BSA derisiminde protein
adsorpsiyonu sonucu kirlenmis olan 10 kDa PES membranlarin FTIR-ATR
spektrumlarinda, temiz membranin yapisindan farkli olarak amid I band1 (1640-1670
cm’) gozlenmistir (Sekil 5.21). Temiz ve kirli membranlarda goriilen piklere ait
kromofor gruplar Cizelge 5.4’de verilmistir. Amid I bandlar1 peptid bagi iizerinde
bulunan C=0O gerilmesinden kaynaklanmaktadir (Sekil 5.22). pH=3.78 degerinde -ayni
iyonik gerilim ve baslangi¢ protein derisiminde- FTIR-ATR spektrumlarinda ise siddeti
diger iki pH degerine gore fazla olan amid I bandi gozlenmis; buna ek olarak amid II
(1540 cm™) bolgesinde de belirgin pik gozlenmistir (Sekil 5.23). Amid II band: peptid
bagindaki N-H egilmesinden kaynaklanmaktadir (Sekil 5.22). pH=4.78 degerinde ise
amid I bandinin siddetinin diger iki pH degerine gore azaldig1 belirlenmistir (Sekil 5.24)

0.01 M ve 0.1 M KCl ile saglanan iyonik gerilimlerde, iki farkli pH (6.80 ve 4.78) ve
Co=1 g/L BSA kosullarinda kirlenmis membranlarin karsilastirmali spektrumlart Sekil
5.25-5.26°da verilmistir. Iyonik gerilimin artmas ile amid I pikinin siddeti her iki pH’da

da azalmistir.
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Sekil 5.21. pH=6.80, I=0.01 M kosullarinda Co=1 g/L BSA ile kirlenmis ve temiz 10 kDa PES membran karsilastirmali spektrumu
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Cizelge 5.4. Temiz ve BSA ile kirlenmis PES ve CTA membranlarin muhtemel
kromofor gruplari

Dalga sayisi, cem”  Kromofor grup

3285-3260 N-H gerilme titresimleri (protein)
3030-3100 C-H aromatik gerilme titresimleri
2920-2860 C-H alifatik gerilme titresimleri
1745 C=0 gerilme titresimi, ester grubu, CTA
1600-1700 Amid-I, C=0 gerilme titresimi, protein
1578 Aromatik band, PES
1585 C =C aromatik halka gerilme titresimleri
1535-1540 Amid II, N-H egilme titresimleri, protein
1500 C= C aromatik halka gerilme titresimleri
1490 Aromatik band, PES
1410 C = C, aromatik halka gerilme titresimleri
1320 Ar-SO4-Ar, asimetrik gerilme titresimi
1240 Ar-O-Ar, gerilme titresimi
1159 C-0O-C, simetrik gerilme, CTA
1150 Ar-SO4-Ar, simetrik gerilme titresimi
1105 C-C gerilme titresimi
1011 C-C gerilme titresimi
871 C-C gerilme titresimi
835 C-H, aromatik gerilme titresimi
760-540 C-Cl gerilme titresimi
S W W M
IV SV S S N
H é) H o0 El{\n;l_i HoOO0 B b
amid | band amid Il band “ )

Sekil 5.22. Polipeptid zinciri lizerinde adsorpsiyon yapan gruplar; amid [ ve amid II
bandlari.
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Sekil 5.25. Co=1 g/L BSA derigsimi ve pH=6.80 kosullarinda 0.01 M ve 0.1 M iyonik gerilim kosullarinda kirlenmis membranlarin
karsilastirmali spektrumu
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karsilagtirmali spektrumu
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100 kDa PES membranlarin 0.01 M iyonik gerilim, pH= 3.78, 4.78 ve 6.80 degerlerinde
Co=2.5 g/L BSA ile kirlenmis FTIR-ATR spektrumlar1 Sekil 5.27-5.29°da verilmistir.
Calisilan tiim kosullarda amid I ve amid II pikleri gézlenmis ve ortam pH ve iyonik
geriliminin pik siddeti lizerine etkisi belirlenmistir. pH=3.78’de amid I piklerinin siddeti
fazla, pH=4.78’de ise amid I piklerinin siddeti azdir.

0.1 M KCl derisiminde iyonik gerilim, pH=4.78 ve 6.80, ve Co=2.5 g/L BSA kosulunda
kirlenmis 100 kDa PES membranlarin ayni kosullarda 0.01 M KCI derisimindeki iyonik
gerilimde elde edilen karsilastirmali spektrumlar1 Sekil 5.30-5.31°de verilmistir. Iyonik
gerilimin artmasi ile membran yiizeyinde protein varliginin bir gdstergesi olan amid I

pikinin siddeti -10 kDa PES membranda oldugu gibi- her iki pH’da da azalmistir.

5.4.2. CTA membranlarin FTIR-ATR analizleri

Co=1 g/L baslangi¢ derisiminde BSA adsorpsiyonu sonucu 10 kDa CTA membranlarin
ylizeyinde meydana gelen degisimler FTIR-ATR spektrofotometresi ile analizlenmis,
pH=4.78 ve 6.80 degerlerinde protein adsorpsiyonu ile kirlenmis olan CTA membranda
temiz membrani yapisindan farkli olarak amid I (1640-1670 cm™) bandi gozlenmistir
(Sekil 5.32, 5.33). Gozlenen bu pikin siddeti PES membranlardaki kadar gii¢lii degildir.
PES membrana gore CTA membranda daha az adsorpsiyon meydana geldigini, piklerin

siddetinden de anlamak miimkiindiir.
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Sekil 5.31. Co=2.5 g/LL BSA derisimi ve pH=3.78 kosullarinda 0.01 M ve 0.1 M iyonik gerilim kosullarinda kirlenmig 100 kDa PES
membranlarin karsilagtirmali spektrumu
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5.4.3. PES membranlarin SEM analizleri

Temiz ve kirli PES membranlarin SEM analizleri yapilarak membran ylizey
yapisindaki degisimler belirlenmigtir. 0.01 M KCI , Co=1g/L BSA ve pH=3.78
kosullarinda protein adsorpsiyonu sonucu kirlenmis olan 10 kDa PES membranin SEM
fotografindan membran yiizeyinin jel seklinde protein tabakasi ile kapli oldugu

gbzlenmistir (Sekil 5.34).

100 kDa PES membranin SEM analizlerinde ise 0.01 M KCI ortaminda, Co=2 g/LL BSA
derisiminde, pH=3.78 ve 4.78 degerlerinde kirlenmis membranlar kullanilmistir. SEM
fotograflarindan temiz membranin gozeneklerinin ag¢ik oldugu goézlenirken (Sekil
5.35(a), proteinin membran ylizeyine ve gbdzenek igine adsorpsiyonundan dolay1
membranlarin  gézeneklerinin  kismen dolu ve gbzenek ¢aplarmin kiiclildiigi
belirlenmistir (Sekil 5.35 b-c). pH=3.78'de protein adsorpsiyonu, pH=4.78'e gore fazla
oldugu icin bu pH degerinde membran fiziksel yapisinda daha belirgin degisimler

gbzlenmis ve gozenek ¢aplari kiigiilmiistiir.

Sekil 5.34. 10 kDa PES membranin Co=1g/L BSA ve pH=3.78 kosullarinda kirlenmis
SEM fotografi

100



Sekil 5.35. 100 kDa PES membran SEM fotograflari; temiz
(a) 0.01M KCl, Co=2g/L BSA ile kirlenmis (b) pH=4.78 (c) pH=3.78
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5.4.4. CTA membranlarin SEM analizleri

Temiz ve 0.01 M KCI ¢ozeltisi i¢cinde, pH=6.80 kosullarinda ve Co=1.5 g/L BSA ile
kirlenmis 10 kDa CTA membranlarin SEM fotograflarinda yiizey yapisit ve gézenek

caplar arasinda belirgin bir fark gézlenememistir (Sekil 5.36).

Sekil 5.36. 10 kDa CTA membran SEM fotograflar
(a) Temiz (b) pH=6.80, 0.01M KCIl, Co=2g/L BSA ile kirlenmis
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5.4.5. PES membranlarin AFM analizleri

Farkli pH degerlerinde 0.01 M iyonik gerilim ve Co=1.5 g/ BSA ile kirlenmis 10 kDa
PES membranlarin AFM analizleri yaptirilmis ve temiz membran ile karsilagtirilmistir
(Sekil 5.37-5.40). Ug boyutlu AFM goriintiilerinden membran yiizey yapisindaki
degisimin pH=3.78de en fazla, pH=4.78’de en az oldugu goriilmektedir.

Digital Instruments NanoScope
Scan size 1.000 pm
Scan rate 0.7978 Hz
Number of samples 256
Inage Data Phase
Data scale 40,00 °

[] view angle
f light angle

e
M

(]

X 0.200 pm/div
0.8 Z 40.000 °/div

1]
anl -~a-1.013

Sekil 5.37. 10 kDa temiz PES membran AFM goriintiisii
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Digital Instruments NanoScope
Scan size 1.000 pm
Scan rate 0.7978 Hz
Number of samples 256
Image Data Phase
Data scale 20.00 °

[] view angle
1 light angle

X 0.200 pu/div
0.8 Z 20.000 °/div
Y i
ankara-2.010

Sekil 5.38. pH=3.78, 1=0.01 M ve Co=1.5 g/L BSA ile kirlenmis 10 kDa PES
membranin AFM goriintiisii

Digital Instruments NanoScope
Scan size 1.000 pm
Scan rate 0.7978 Hz
Number of samples 256
Image Data Phase
Data scale 30.00 °

[] view angle
4 light angle

X 0.200 pm/div
0.8 Z 30.000 °/div

1]
ankara-3.016

Sekil 5.39. pH=4.78, 1=0.01 M, Co=1.5 g/L BSA ile kirlenmis 10 kDa PES membranin
AFM goriintiisii
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Digital Instruments NanoScope
Scan size 1.000 pm
Scan rate 0.7978 Hz
Number of samples 256
Image Data Phase
Data scale 15.00 °
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Sekil 5.40. pH=6.80, [=0.01 M ve Co=1.5 g/L. BSA ile kirlenmis 10 kDa PES
membranin AFM goriintiisii

5.5. Elektrokinetik Ol¢iimler/ Hesaplamalar

BSA’nin PES ve CTA ultrafiltrasyon membranlara adsorpsiyonunda, protein ile
membranlar arasindaki ara ylizey etkilesimlerinin onemini ortaya koymak ve farkl
iyonik ¢evrelerde protein-membran etkilesim enerjilerinin biiyiikliiklerini hesaplamak
amaciyla, membranlarin elektrostatik Ozellikleri deneysel olarak yiizey yiiklerinin

Olciilmesi ile proteinlerin yiikleri ise teorik olarak belirlenmistir.
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5.5.1. PES membranlarin yiizey yiikleri/zeta potansiyelleri

10 ve 100 kDa PES membranlar i¢in zeta potansiyelleri (£), Boliim 4.2.2°de anlatildig:
gibi akim potansiyeli 6l¢lim yontemi ile pH=3.78, 4.78, 6.80’de ve 0.01 M ve 0.1 M

KCI ¢ozeltileri ile saglanan iyonik gerilim degerlerinde belirlenmistir.

Membranlarin zeta potansiyellerinin belirlenmesi i¢in farkli basing degerlerinde ve
calisilan her iyonik ¢evre i¢in (pH ve I) akim potansiyelleri deneysel olarak olgiilerek
akim potansiyel katsayist (dE/dAP) belirlenmis (Sekil 5.41-5.42) ve bu degerler
Helmholtz-Smoluchowski esitliginde (Est.2.4) yerine konularak membran zeta
potansiyelleri hesaplanmistir. Cizelge 5.5°de farkli 10 ve 100 kDa PES membranlar igin
bulunan zeta potansiyelleri verilmistir. Zeta potansiyellerinin hesaplanmasi i¢in gerekli
iletkenlik degerleri 0.01 M iyonik gerilim i¢in A=0.1436 S/m ve 0.1 M iyonik gerilim
i¢in 0.4532 S/m olarak o6l¢tilmiistiir.
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. 10 kDa PES membranin 0.01M ve 0.1 M iyonik gerilim ve ti¢ farkl1 pH

degerlerinde akim potansiyellerinin basing ile degisimi
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Sekil 5.42. 100 kDa PES membranin 0.01 M ve 0.1 M iyonik gerilim ve ii¢ farkli pH
degerlerinde akim potansiyellerinin basing ile degisimi
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Cizelge 5.5. 10 ve 100 kDa PES membranlarin zeta potansiyellerinin iyonik ¢evre ile

degisimi
pH 10 kDa PES 100 kDa PES
0.0IMKCl 0.1IMKCI 0.01M KC1 0.1M KClI
C(mV) G (mV) G (mV) ¢ (mV)
3.78 -34.40 -20.99 -36.84 -22.79
4.78 -43.66 -23.07 -42.30 -24.92
6.80 -48.33 -33.71 -48.33 -33.96

PES membranlarin ¢alisilan kosullarda negatif yiiklii olmasinin nedeni anyonlarinin
secimli adsorpsiyonuna baglanabilir. 10 ve 100 kDa PES membranlarin zeta
potansiyellerinin nominal degerleri pH’1n artmasi ile artarken, iyonik gerilimin artmasi

ile azalmistr.

5.5.2. CTA membranlarin yiizey yiikleri/zeta potansiyelleri

CTA membranlarin zeta potansiyellerinin hesaplamasi i¢in farkli basing degerlerinde,
pH=4.78 ve 6.80 ile 0.01 M ve 0.1 M iyonik gerilim kosullarinda akim potansiyelleri
Olctilerek ¢izilen grafiklerden (E, AP) akim potansiyeli katsayisi (dE/dAP) belirlenmis
(Sekil 5.43) ve bulunan degerler Helmholtz-Smoluchowski esitliginde (Est.2.4) yerine
konularak zeta potansiyelleri hesaplanmistir (Cizelge 5.6). CTA membran zeta
potansiyeli ¢alisilan tiim kosullarda anyonlarin tercihli adsorpsiyonundan dolay1 -PES
membranlar gibi- negatif yiikliidiir. pH’1n artmas: ile zeta potansiyel nominal degerleri

artmis, iyonik gerilimin artmasi ile de azalmistir.
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Sekil 5.43. 10 kDa CTA membranin 0.01 M ve 0.1 M iyonik gerilim ve iki farkli pH
degerlerinde akim potansiyellerinin basing ile degisimi

Cizelge 5.6. 10 kDa CTA membranlarin zeta potansiyellerinin iyonik ¢evre ile degisimi

pH 10 kDa CTA
0.0IMKCl 0.1IM KCl
€ (mV) ¢ (mV)
4.78 -18.20 -13.65
6.80 -25.9 -19.83
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5.5.3. Proteinlerin zeta potansiyelleri : BSA

BSA’nin net yiikiiniin teorik olarak belirlenebilmesi i¢in asit-baz dengesine dayali
olarak tiiretilmis olan Handerson-Hasselbach esitligi (Est.2.7) kullanilmistir. Net yiik
degerinden proteinin zeta potansiyeline gegmek i¢in ise Poisson-Boltzmann esitliginden
(Est. 2.8) yararlanilmistir. Bu esitlikte hesaplamalar i¢in gerekli protein yarigapi r=3nm
alinmus, c¢ift tabaka kalinliklar1 (Est.2.6) 0.01 M ve 0.1 M iyonik gerilim degerleri i¢in

strast ile k'=3.07x10”m ve 9.69x10™'°m olarak bulunmustur.

Bir proteinin net yiik degerinin hesaplanabilmesi i¢in amino asit bilesimine ve yapidaki
iyonlagabilen amino asitlerin ayrigsma sabitlerine ihtiya¢ vardir. BSA i¢in Cizelge 4.1°de
verilen amino asit bilesimi ve Cizelge 2.8’de yer alan ayrigma sabitleri kullanilarak
farkl1 pH ve iyonik gerilimlerdeki net yiik degerleri hesaplanmis ve sonuglar Cizelge

5.7°de gosterilmistir.

BSA’nin zeta potansiyeli, pH=6.80’de negatif (anyon formu), pH=3.78’de pozitif
(katyon formu) ve pH=4.78"de de pozitif isaretlidir. Iyonik gerilim degerinin artmas ile

proteinin zeta potansiyeli azalmistir.

5.5.4. DLVO teorisi ile ara yiizey etkilesim enerjilerinin hesaplanmasi

Membran ve protein gibi yiiklii iki ylizey arasinda elektrostatik ve van der Waals ara
ylzey etkilesim enerjilerinin kantitatif biiylikliigii BSA i¢in B6liim 2.4.1.3’de anlatilan
DLVO teorisi ile hesaplamis ve zeta potansiyelinin igaretine bagli olarak pozitif veya

negatif olarak elde edilmistir.
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Cizelge 5.7. BSA’nin net yiikii ve zeta potansiyelinin pH ve iyonik gerilim ile de§isimi

pH=3.78 pI=4.78 pH=6.80
Net yiik 44.67 0.136 -15.81
Zeta potansiyeli (mV)-0.01M  0.138  4.20x10™  -0.049
Zeta potansiyeli (mV)-0.1M 0.067 2.03x10"  -0.024

Elektrostatik etkilesim enerjisinin (E.) hesaplanmasinda kullanilan Est.2.9°da yer alan
membranlara ait zeta potansiyellerinin ({;) pH ve iyonik gerilim ile degisimi Cizelge 5.5
ve Cizelge 5.6’da; BSA’nin farkli iyonik gerilim ve pH degerlerinde zeta potansiyelleri
(&) ise Cizelge 5.7°de verilmistir. BSA’nin yaricapr ile farkli iyonik gerilim degerleri
icin ¢ift tabaka kalmliklarmin (k') degeri BSlim 5.5.3’de verilmistir. Membran ve
protein arasindaki ayirma mesafesi (H), H<<r olma kosulu, ve elektrostatik ve van der
Waals etkilesimlerinin ortaya ¢iktigi mesafe dikkate almarak 1x10”m olarak kabul
edilmistir. van der Waals etkilesim enerjisinin (E ) (Est.2.10) hesaplanmasi icin gerekli
olan Hamaker sabiti (A) ise, PES ve CTA membranlar icin sirasi ile Apps=1.86kT ve
Acta=0.86kT (Zydney ve Pujar 1998) olarak alinmistir. Burada k; Boltzmann sabiti
(1.38x10™ J/K) T; mutlak sicakliktir.

DLVO teorisine gore elektrostatik ve van der Waals etkilesimlerinin toplami,
adsorpsiyonla sonucglanan itme veya ¢ekme olaylarini belirler. Cekme oldugu durumda
bu toplamin isareti negatif; itme kuvvetlerinin etkin oldugu durumunda ise toplam enerji
pozitiftir (Howell vd 1993). Cizelge 5.8-5.10°da farkli iyonik cevrelerde hesaplanan
etkilesim enerjileri yer almaktadir. BSA’ nin izoelektrik noktasinda (pH=4.78), PES ve
CTA membranlar ile elektrostatik ve van der Waals etkilesim enerjilerinin toplami en az
iken, pH=3.78"de ¢ekme kuvvetleri en fazladir. izoelektrik noktanin iizerinde (pH=6.80)
ise itme kuvvetleri baskin olmasina ragmen adsorpsiyon gergeklesmistir. Iyonik

gerilimin atmasi toplam etkilesim enerjisi azalmistir.
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Cizelge 5.8. BSA ve 10 kDa PES membran arasinda elektrostatik, van der Waals ve
toplam etkilesim enerjileri

Ee (J) Ee (J) Ew(]) Toplam enerji (J; DLVO teori)
pH 00IMKCl 0.IMKCI 0.01 M KCl 0.1 M KClI
3.78 -1.16x107"° -6.63x10* -1.17x10™" cekme -7.52x10™*' cekme
478 -6.04x107"  -6.63x10%* -8.86x10** -6.93x107%' ¢ekme -1.56x107' cekme
6.80 1.26x10%°  3.28x107 1.17x10% itme ~ 2.39x107' itme

Cizelge 5.9. BSA ve 10 kDa CTA membran arasinda elektrostatik, van der Waals ve
toplam etkilesim enerjileri

pH Ee (J) Ee (J) Ew(J) Toplam enerji (J; DLVO teori)
0.0IMKCl 0.1 MKCI 0.01 M KCI 0.1 M KCI
478 -4.48x107 -2.43x107* 2.45x10% cekme  -2.24x107'cekme

6.80 4.89x107%! 2.02x102' -2.00x10' 2.89x107%! itme 0.2x107% itme

Cizelge 5.10. BSA ve 100 kDa PES membran arasinda elektrostatik, van der Waals ve
toplam etkilesim enerjileri

Ee (J) Ee (J) Ew(]) Toplam enerji (J; DLVO teori)
pH 0.0IMKCl 0.IMKCI 0.01 M KCl 0.1 MKCl
3.78 -1.21x10" -6.82x10™ -1.22x107" cekme  -7.70x10™' cekme
478 -5.99x10%" -6.98x10% -8.86x10%* -6.88x107%' cekme -1.58x107! cekme
6.80 1.26x10%°  3.28x107% 1.17x10%% itme ~ 2.39x10™" itme
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5.6. SAP’1n 100 kDa PES Membranlara Adsorpsiyonu

5.6.1. pH etkisi

SAP enziminin (MA=27.5 kDa) 100 kDa PES membranlara adsorpsiyonu Co=0.25,
0.50, 0.75 ve 1 g/L baslangi¢ derisimlerinde, enzimin iiretim ortaminda kullanilan 0.04
M NaH,PO4-Na,HPO, fosfat tamponu ile saglanan izoelektrik noktasinin altinda
(pH=7.14), izoelektrik noktasinda (pI=9.08) ve izoelektrik noktasinin {izerindeki
(pH=11.06) farkl1 i¢ pH degerinde incelenmistir. Farkli zamanlarda sivi fazdan alinan
orneklerde protein derisimleri analizlenerek yaklasik 30 dakika i¢cinde denge degerlerine
ulagildigr gorilmiis (Sekil 5.44-5.46) ve sivi faz denge derisimlerine karst membranlara
adsorplanan enzim miktarinin grafige gecirilmesi ile denge izotermleri olusturulmustur
(Sekil 5.47). Proteaz enzimi, hidrofobik yapidaki PES membranlara lineer adsorpsiyon
izotermine uygun olarak adsorplanmaktadir. Elde edilen denge izoterm denklemleri
Cizelge 5.11°de verilmistir. pH=7.40’da enzim adsorpsiyonu en fazla, pH=9.08"da (pl)
ise en az olmustur. pH=11.06’da yaklasik 0.5 g/L enzim ¢dzelti denge derisimine kadar
izoelektrik nokta ile ayni miktarlarda adsorpsiyon gozlenmis; bu degerin iizerinde ise
pH=7.40’dakinden daha az, ancak izoelektrik noktaya gore daha fazla adsorpsiyon
gozlenmistir (Sekil 5.47).
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Sekil 5.44. SAP’in 100 kDa PES membranlara statik adsorpsiyonunda farkli baslangi¢
derigimlerinde, pH=7.14 ve 0.04 M iyonik gerilim degerlerinde siv1 faz

enzim derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 5.45. SAP’in 100 kDa PES membranlara statik adsorpsiyonunda farkli baslangi¢

derisimlerinde, pH=9.08 ve 0.04 M iyonik gerilim degerlerinde siv1 faz
enzim derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 5.46. SAP’1n 100 kDa PES membranlara statik adsorpsiyonunda farkli baslangi¢

derigimlerinde, pH=11.06 ve 0.04 M iyonik gerilim degerlerinde siv1 faz
enzim derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 5.47. SAP’1in 100 kDa PES membranlara farkli pH degerlerinde adsorpsiyon
izotermleri

Cizelge 5.11. SAP’1n farkli pH degerlerinde 100 kDa PES membranlara adsorpsiyon
denge izoterm denklemleri

pH  izoterm denklemi R’

7.14 q=6.54C* 0.99
9.08 q=4.59C* 0.98
11.06 q=5.27C* 0.98

5.6.2. Iyonik cevre etkisi

SAP enzimi ile PES membran arasinda farkli iyonlarmn varligindaki ara yiizey
etkilesimlerinin neden oldugu kirliligi incelemek amaciyla, enzim iiretim ortaminda
bulunan iyonlar kullanilarak statik adsorpsiyon deneyleri gergeklestirilmistir. Bu amagla
fermentasyon ortaminda bulunan iyonlarin ayr1 ayr1 ve birlikte etkisi, iyonik cevre

acisindan fermentasyon ortamina benzer sentetik bir ortam yaratilarak incelenmis ve her
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bilesenin enzim adsorpsiyonuna ve dolayisiyla membran kirliligine etkisi bulunmustur.
Uretim pH’1 olan ve SAP enziminin izoelektrik noktasmin altinda bir deger olan
pH=7.14 degerinde 0.04 M NaH,PO4-Na,HPO, tamponuna, derisimleri Cizelge 4.3’de
verilen bilesenler (NH4),HPO4, KH,PO,4, Na,HPO4-NaH,PO,4,CaCl,) tek tek ve birlikte
eklenerek enzimin Co=0.25, 0.5, 0.75 ve 1 g/L baslangic SAP derisimlerinde PES
membranlara adsorpsiyon gerceklestirilmistir. Sivi faz enzim derigimlerinin zamanla
degisimleri Sekil 5.48-5.51°de verilmistir. Bu verilerden yararlanarak olusturulan
adsorpsiyon izotermleri ise Sekil 5.52°de yer almaktadir. Her iyonun varliginda elde
edilen adsorpsiyon izotermleri lineer izoterme uymaktadir; izoterm denklemleri ise

Cizelge 5.12°de verilmistir.
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Sekil 5.48. Farkli baslangic derisimlerinde pH=7.14 ve 0.04 M fosfat tamponu +
(NH4),HPO4 ortaminda 100 kDa PES membranlara adsorpsiyonda siv1 faz
enzimderigiminin zamanla degisimi
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Sekil 5.49. Farkli baslangi¢ derisimlerinde pH=7.14 ve 0.04 M fosfat tamponu +
KH,PO4 ortaminda 100 kDa PES membranlara adsorpsiyonda siv1 faz
enzim derigiminin zamanla degisimi
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Sekil 5.50. Farkl1 baslangi¢ derisimlerinde pH=7.14 ve 0.04 M fosfat tamponu + CaCl,
ortaminda 100 kDa PES membranlara adsorpsiyonda sivi faz enzim
derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 5.51. Farkli baslangi¢c derisimlerinde pH=7.14 ve 0.04 M fosfat tamponu +
(NH4);HPO4 + KH,PO4 + CaCl, ortaminda 100 kDa PES membranlara
adsorpsiyonda sivi faz enzim derigiminin zamanla degisimi
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Sekil 5.52. SAP’in 100 kDa PES membranlara liretim ortamindaki bilesenlerin
varliginda adsorpsiyon izotermleri
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Cizelge 5.12. SAP {iretim ortami bilesenlerinin enzimin 100 kDa PES membranlara
adsorpsiyonunda elde edilen denge izoterm denklemleri

Bilesen Izoterm denklemi R’

(NHa),HPO, =8.66C* 0.99
KH,PO, q=7.61C* 0.99
NaH,PO4-Na,HPO4 q=6.54C* 0.99
CaCl, q=3.98C* 0.99
Tiim bilesenler q=3.36C* 0.96

SAP’in PES membranlara adsorpsiyonu en yiiksekten en diisige dogru sirasi ile
(NH4),HPO,4, KH,PO4, Na,HPO4-NaH,PO4, CaCl, ve tiim bilesenleri iceren ¢ozeltilerde
olmustur. Fermentasyon ortam pH degeri (7.14) SAP’1n izoelektrik noktasinin (pI=9)
altinda bir deger oldugu i¢in, enzim her ¢dzeltide pozitif yiikliidiir. Ancak proteinin yiik
degeri ve hidrofob 6zelligi ortamin iyonik geriliminden etkilenecegi i¢in, iyonlarin ara
yiizey etkilesimlerindeki rolii hem membran hem de protein iizerine olmaktadir. Her
iyonun protein ve membranin yiikk degeri iizerine etkisi farkli oldugu i¢in, SAP’1n
iretim ortam1 bilesenlerinin varliginda membranlara adsorpsiyonu farkliliklar

gostermistir.

Fermentasyon ile iiretim ortamindaki iyonlarin SAP enziminin PES membranlara
adsorpsiyonuna etkisi olusturulan sentetik ortamlarda incelendikten sonra, gergek
fermentasyon ortami verileri ile karsilastirmak amaciyla r-Bacillus licheniformis’den
tretilmis olan SAP enziminin PES membranlara adsorpsiyonu Co=0.25-1 g/L. SAP
derigim araliginda ve tiretim pH’inda (7.14) incelenmistir. Sivi faz enzim derisimlerinin
zamanla degisimleri Sekil 5.53’de verilmistir. Bu ortamdaki enzimin PES membranlara
adsorpsiyonunun -sentetik ortamdakine benzer sekilde- lineer adsorpsiyon kinetigine
uydugu belirlenmistir (Sekil 5.54). Cizelge 4.3’de verilen iiretim ortamindaki tiim
bilesenlerin oldugu sentetik ve gercek fermentasyon ortamlarindaki adsorpsiyon
izotermleri karsilastirildiginda (Sekil 5.52 ve 5.54) fermentasyon ortamindaki enzimin

daha fazla adsorplandigi; dolayisiyla daha fazla kirlilik yarattigi goriilmektedir.
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Sekil 5.53. Farkli basglangic derisimlerinde pH=7.14 ve fermentasyon ile liretilen SAP’1n

100 kDa PES membranlara adsorpsiyonda sivi faz enzim derigiminin
zamanla degisimi
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Sekil 5.54. Fermentasyon ile iiretilen SAP enziminin 100 kDa PES membranlara
adsorpsiyon izotermi
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5.7. PES Membranlarin Yapisinda SAP Adsorpsiyonu Sonucu Meydana Gelen

Degisimler

Proteaz enziminin ii¢ ayr1 pH degerindeki adsorpsiyonundan sonra PES membranlarin
yiizeyi FTIR-ATR spektroskopisi ile analizlenerek yapida meydana gelen degisimler
incelenmistir. Calisilan tiim pH degerlerinde Co=1g/L enzim adsorpsiyonu ile kirlenmis
olan 100 kDa PES membranlarda temiz membranin yapisindan farkli olarak amid I
band1 (1640-1670 cm™; peptid bag: iizerinde bulunan C=0 gerilmesinden kaynaklanan)
gbzlenmistir (Sekil 5.55-5.57). Amid I bandinin siddeti izoelektrik noktanin altinda
(pH=7.14) diger iki pH’a gore daha fazladir. pH=11.06’da go6zlenen amid I pikinin
siddeti ise pH=9.08 degerinde gozlenenden daha fazladir.
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Sekil 5.55. Co=1 g/L SAP derisiminde ve pH=7.14 kosullarinda temiz ve kirli PES
membranin FTIR-ATR spektrumu
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Sekil 5.56. Co=1 g/L SAP derisiminde ve pH=9.08 kosullarinda temiz ve kirli PES
membranin FTIR-ATR spektrumu
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Sekil 5.57. Co=1 g/L SAP derisiminde ve pH=11.06 kosullarinda temiz ve kirli PES
membranin FTIR-ATR spektrumu
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Sentetik olarak olusturulan SAP enzim iiretim ortaminda bulunan iyonlarin, PES
membranlara adsorpsiyonuna etkileri incelendikten sonra, bu iyonlarin varliginda
kirlenen membranlarin ylizey yapisindaki degisimleri belirlemek amaciyla FTIR-ATR
analizleri yapilmistir. Her durumda membran yiizeyinde protein adsorpsiyonunun bir
kaniti olan 1650cm™ dalga sayisi civarinda amid I piki gdzlenmistir. Adsorpsiyonun
fazla oldugu (NH4),HPO4 ortaminda amid I pikinin siddeti fazla, adsorpsiyonun sirasi
ile azaldig1 KH,PO,, Na,HPO4-NaH,PO4, CaCl, ve tiim bilesenleri igeren ¢ozeltilerde,
amid I pikinin siddeti gittikce azalmistir (Sekil 5.58- 5.61).
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Sekil 5.58. Co=1 g/L SAP derisiminde, pH=7.14 ve (NH4),HPO4 ortaminda temiz ve
kirli PES membranin FTIR-ATR spektrumu
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Sekil 5.59. Co=1 g/L SAP derisiminde, pH=7.14 ve KH,PO4 ortaminda temiz ve kirli
PES membranin FTIR-ATR spektrumu

].EIEI . IEIEI S o e poemn

[Tn]

hir'. b
. 1
amid | -'/.:.-_. ! I
N EJ Wi,

=8N
[=lc]
e
S
=+

al .0

= e

1185,

=1

)
1155. 50 —

1:

0.00 “

4000 .9 3000, 4 2000.0 1650.0 1300.0 930,08 599.9
Vindow @ Unmamned

Sekil 5.60. Co=1 g/L SAP derisiminde, pH=7.14 ve CaCl, ortaminda temiz ve kirli PES
membranin FTIR-ATR spektrumu
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Sekil 5.61. Co=1 g/L SAP derisiminde, pH=7.14 ve (NH4),HPO4 + NaH2PO4-
Na2HPO4 + KH,PO,4 + CaCl, ortaminda temiz ve kirli PES membranin
FTIR-ATR spektrumu

5.8. SAP Uretim Ortamindaki Bilesenlerin PES Membran Zeta Potansiyeline

Etkisi

SAP iiretim ortaminda bulunan iyonlarin membran kirliligi iizerine etkilerini agiklamak
amaciyla 100 kDa PES membranlarin zeta potansiyelleri, bu iyonlarin (NH4);HPOs,,
KH;PO4, Na,HPO4-NaH;PO4,CaCl,) ayr1 ayr1 ve hepsinin birlikte oldugu —adsorpsiyon
deneylerinin yapildig1 kosullarda- farkli iyonik cevreler yaratilarak Bolim 4.2.2°de
anlatilan akim potansiyeli Ol¢clim yontemine gore belirlenmistir. Deneysel olarak
bulunan akim potansiyeli katsayilar1 (dE/dAP) Sekil 5.62°de verilmistir. Cizelge 5.13°de
cozeltilerin iletkenlik degerleri (A) ve iyonik gerilimleri (I); temiz ve adsorpsiyon
sonucu kirlenmis PES membranlarin hesaplanan zeta potansiyelleri () ve cift tabaka

kalmliklar (') yer almaktadr.
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Sekil 5.62. 100 kDa temiz PES membranin farkli iyonik c¢evrelerde akim potansiyel-

lerinin basing ile degisimi

Cizelge 5.13. Iyonik ¢evrenin 100 kDa PES membranlarin elektrokinetik ozellikleri

uzerine etkileri

Bilesen A,HS/Cm I, M Ctemiz, A% Qkirli, \% K-la m
(NH4),HPO4 6443 0.434  -0.308 0.311 1.45x107
KH,PO4 5412 0.263 -0.146 0.237 1.87x10°
NaH;,POs- 4890 0.218 -0.138 0.070  2.06x107
Na,HPO,4
CaCl, 4717 0.224  -0.129 0.062  2.03x107
Tim 6935 0.484  -0.097 0.050 1.38x10°®
bilesenler
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Cizelge 5.13’de goriildiigii gibi protein adsorpsiyonundan once, her ¢ozeltide anyonlarin
tercihli adsorpsiyonu nedeniyle membranlar negatif zeta potansiyeli kazanmiglardir.
(NH4)HPOy igeren ortamda zeta potansiyelinin nominal degeri en yiiksek iken sirasi ile
KH,PO4, NaH,PO4-Na,HPO4, CaCl, ve bilesenlerin tiimiinii i¢eren ortamlarda

azalmistir.

Enzim ile kirlendikten sonra membranlarin zeta potansiyelleri, ayn1 tuz cozeltileri
kullanarak tekrar Olclilmiis ve akim potansiyellerinde meydana gelen degisimler
belirlenmigtir (Sekil 5.63). Membranlarin zeta potansiyellerindeki isaret degisimi,

membran yiizeyine pozitif yiliklii enzimin adsorplandigini gostermektedir (Cizelge 5.13)
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Sekil 5.63. 100 kDa kirli PES membranin farkli iyonik g¢evrelerde akim
potansiyellerinin basing ile degisimi
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5.9. BSA ve SAP’1n 100 kDa PES Membranlarda Etkin Difiizyon Katsayilar:

5.9.1. BSA etkin difiizyon katsayisinin iyonik cevre ile degisimi

Model protein BSA nin ti¢ farkli pH (3.78, 4.78 ve 6.80) ve iki farkli iyonik gerilim (0.1
M ve 0.01 M) degerlerinde, lineer adsorpsiyon kinetigi gosterdigi Co=0.5 g/L baslangic
derisiminde deneyler yapilarak, 100 kDa PES membranlardaki etkin diflizyon
katsayilar1 (De) belirlenmistir. Bu amagla Boliim 3.2°de verilen kiitle korunum temelli
model ve Bolim 4.2.3’de anlatilan deney sisteminde elde edilen veriler birlikte
kullanilmistir. Modelde (Est.3.6) yer alan K denge degeri, farkli pH ve iyonik
gerilimlerde yapilan adsorpsiyon deneyleri sonucu belirlenen degerlerdir. Etkin
membran alan1 A=0.785 cm®’dir. Membran kalinligi (h), 100 kDa PES membran
kesitini gosteren SEM fotografindan (Sekil 5.64) ortalama 200 um olarak Sl¢iilmiistiir.
Membran kalinlig1 yiizey iizerinde her bolgede uniform olmadigi i¢in h’in dlgiimiinden
kaynaklanabilecek hatanin model ve deney verilerinin uyumundan bulunan De’yi ne
derece etkiledigini belirlemek amaciyla farkli h degerlerinde hesaplamalar yapilmistir.
Yapilan hassasiyet analizinde h degerinde ¢ok biiyiik degisim olmadig: siirece -h’daki
%5 lik degisimin De’yi %5 degistirdigi- De’nin 6nemli Olgiide degismedigi
belirlenmistir (Cizelge 5.14). Membran gozenekliligi (¢) i¢in de farkli degerler
denenerek, gézenekliligin ¢oziimii fazla degistirmedigi bulundugundan (Cizelge 5.15)

¢Oziimde literatiirde 100 kDa PES membran i¢in verilen €=0.5 degeri kullanilmstir.

Cizelge 5.14. Membran kalinligiin (h), etkin difiizyon katsayisina etkisi

Membran 0.019 0.02 0.0204 0.021 0.025
kalinligi (h), cm
De, m*/s 3.6x10"0 3.8x10"  3.8x10  3.9x10M  4.8x10!!
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Sekil 5.64. 100 kDa temiz PES membranin SEM fotografi

Cizelge 5.15. Membran gozenekliliginin BSA etkin diflizyon katsayisina etkisi

Gozeneklilik (g) 0.1 0.4 0.5 0.8

De, m%/s 4x100 3.9x10" 3.8x10"T  3.8x10!!

Kurulan matematik modelin (Est. 3.6) degiskenlere ayirma yontemi ile yapilan genel
¢oziimiindeki (Est.3.7) dongii sayisinin (n) belirlenebilmesi icin farkli dongii sayilarinda
modelden derisim degerleri hesaplatilmis ve bes dongiiden sonra hesaplanan derigsim
degerlerinin degismegi bulundugu i¢in ¢éziimde n=5 degeri kullamlmistir. EK 6’da
dongii sayis1 ile modelden bulunan derisim degerlerinin degisimini gosteren bir ¢izelge

verilmistir.

Diflizyon deneylerinde, Sekil 4.2’de gosterilen sistemde 2 nolu depodaki protein
derisimleri deneysel olarak bulunurken 1 nolu depodaki derisimler Est.3.12°de verilen
kiitle korunum denkleminden hesaplanmistir. Hesaplanan derisimlerin kontrolii, 1 nolu

depodaki protein derisim degerleri deneysel olarak Ol¢iilerek yapilmistir. Sekil 5.65°de,
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Sekil 5.65. Co=0.5 g/l BSA, pH=4.78, 1=0.01 M kosullarinda 100 kDa PES
membranda BSA difiizyonu sirasinda sivi faz derisiminin zamanla
degisimi kontrol deney sonuglari

1 nolu depodaki derisimin deneysel olarak belirlenerek modelde yerine konulmasi ile
elde edilen C, degerleri, 1 nolu depoda kiitle korunum denklemi kurulmasiyla bulunan
C, degerleri ve deneysel olarak o6lgillen C, degerlerinin zamanla degisimi yer
almaktadir. Farkli yontemlerle hesaplanan C, degerlerinin deneysel olarak belirlenen C,
degerlerinden ortalama %?2 ve %6 farkli olmasi, modelin ¢6ziimii i¢in 1 nolu depodan
ornek alimmaksizin kiitle korunum denkleminin kullanilmasinin yeterli oldugunu

gostermektedir.

Sekil 5.66’da, BSA’nin etkin difiizyon katsayisinin bulunmasi i¢in yapilan ¢dziime
ornek olarak, pH=4.78 degerinde 0.01 M KCI ¢ozeltisi ile saglanan iyonik gerilimde
Co=0.5 g/L baslangigc BSA derisiminde 100 kDa PES membrandaki difiizyon sonucu
elde edilen deneysel veriler ve modelden elde edilen veriler karsilastirilmali olarak
gosterilmistir. Bu kosullarda deney verileri ile model sonuglarinin en iyi uyum sagladigi

De degeri 3.8x10™"" m*/s olarak belirlenmistir. Cizelge 5.16’da bu kosullara ait deney ve
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model verileri yer almaktadir. Deneysel olarak ve modelden elde edilen her bir nokta
arasindaki fark degerleri hesaplanarak ortalama % 0.7 olarak bulunmustur. Diger iyonik

cevre kosullarinda yapilan deney ve model verileri ise EK 7°de verilmistir.

Cizelge 5.17°de, farkli pH ve iyonik gerilim degerlerinde yapilan deneyler sonucunda
belirlenen BSA’nm etkin difiizyon katsayilar1 yer almaktadir. Incelenen pH
degerlerinde, iyonik gerilimin artmasi ile difiizyon katsayist artmig, pH’1n artmasi ise

her iki iyonik gerilim degerinde de D.’yi 6nce artirmis, sonra azaltmistir.

De=3.8x10-11m2fs O deney
—— rmodel

025+ .

0z

0.1

0.05

I:I':.n’ 1 1 1 1 1
0 0.5 1 1.5 2 25 3 35 4

ts w10’
Sekil 5.66. Co=0.5 g/l BSA, pH=4.78, 1=0.01 M kosullarinda 100 kDa PES

membranda BSA difiizyonu sirasinda sivi faz derisiminin zamanla
degisimi: Deney ve model verileri
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Cizelge 5.16. pH=4.78, 0.01 M KCl ve Co=0.5 g/L baslangi¢ derisiminde BSA’nin 100
kDa PES membrandan difiizyonu: Deney ve model verileri

t’ dk Cdenev Cmodel %fark
0 0.000 0.000 0.00
15 0.025 0.024 4.00
30 0.054 0.055 -2.04
45 0.081 0.080 -1.85
60 0.102 0.101 0.98
75 0.117 0.119 -1.37
90 0.132 0.133 -1.06
105 0.147 0.146 0.61
120 0.156 0.157 -0.58
135 0.165 0.166 -0.85
150 0.173 0.175 -1.16
165 0.179 0.182 -1.62
180 0.187 0.188 -0.70
195 0.191 0.194 -1.52
210 0.198 0.199 -0.51
225 0.204 0.204 0
240 0.209 0.208 0.48
255 0.211 0.211 0
270 0.215 0.214 0.33
285 0.217 0.217 0
300 0.219 0.220 -0.37
315 0.222 0.222 0
330 0.224 0.224 0
345 0.225 0.226 -0.58
360 0.228 0.228 0
375 0.229 0.230 -0.31
390 0.230 0.231 -0.48
405 0.232 0.233 -0.22
420 0.233 0.234 -0.30
435 0.235 0.235 0
450 0.235 0.236 -0.34
465 0.237 0,237 0.13
480 0.239 0.238 0.63
495 0.239 0.238 0.29
510 0.240 0.239 0.42

Cizelge 5.17. Farkli iyonik ¢evrelerde Co=0.5 g/L derisiminde BSA’nin 100 kDa PES
membranlarda etkin difiizyon katsayilari

pH 0.01M 0.1 M
D,, m’/s D., m%/s

3.78 1.9x107"! 2.6x10"!

478 3.8x107!! 4.4x10™"!

6.80 3.2x107"! 3.8x107"!
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5.9.2. SAP etkin difiizyon katsayisinin iyonik cevre ile degisimi

SAP’in 100 kDa PES membranlardaki etkin difiizyon katsayilari (NH4),HPO4, KH,POy4,
Na,HPO4-NaH,PO4, CaCl, ve tiim bilesenleri igeren ¢ozeltiler ile pH=7.14 ve Co=0.5
g/L baslangi¢c enzim derisimlerinde -adsorpsiyon deneylerinin yapildigi kosullarda-
gergeklestirilerek belirlenmistir. Sekil 5.67°de -6rnek olarak- (NH4),HPO, ortaminda
yapilan difiizyon deneyleri sonucunda elde edilen verilerin modelden hesaplanan veriler
ile karsilagtirmas1 yer almaktadir. (NH4),HPO4 ortaminda model ve deney sonuglarinin
en iyi uyum gosterdigi De degeri 4.9x10™"" m?/s olarak belirlenmistir. Bu deneye ait
model ve deney sonugclari ile deneysel ve modelden elde edilen noktalar arasinda % fark

degerleri Cizelge 5.18’de verilmistir.

Deney ile model verileri arasindaki farkin ortalama degeri %0.88°dir. Diger iyonik
cevre kosullarinda gerceklestirilen deney sonuclari ise EK 8’de verilmistir. Cizelge
5.19’da 100 kDa PES membranlarda pH=7.14 ve fermentasyon ortam bilesenleri
varliginda deney ve model sonucglarinin uyumuna gore belirlenmis olan etkin difiizyon
katsayilar1 yer almaktadir. SAP’1in PES membranlardaki en yiiksek diflizyon katsayisi
tiim bilesenleri iceren ortamda bulunurken, en diislik diflizyon katsayisi (NH4),HPO4

iceren ortamda olmustur.
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Sekil 5.67. Co=0.5 g/L, pH=7.14, (NH4),HPO4 ortaminda 100 kDa PES membranda
SAP difiizyonu sirasinda sivi faz derisiminin zamanla degisimi: Deney ve
model verileri
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Cizelge 5.18. Co=0.5 g/L, pH=7.14, (NH4),HPO4 ortaminda SAP’1n 100 kDa PES
membrandan difiizyonu: Deney ve model verileri

t, dk Cdenev Cmodel % fark
0 0.000 0.000 0.000
15 0.050 0.044 12.000
30 0.090 0.088 2.000
45 0.124 0.120 3.065
60 0.143 0.144 -0.699
75 0.162 0.162 -0.247
90 0.176 0.177 -0.455
105 0.186 0.188 -1.290
120 0.196 0.198 -0.816
135 0.204 0.205 -0.637
150 0.210 0.212 -0.951
165 0.216 0.217 -0.324

180 0.221 0.221 0
195 0.223 0.225 -0.89
210 0.225 0.228 -1.3
225 0.230 0.230 0
240 0.232 0.233 0
255 0.235 0.235 0
270 0.236 0.236 0
285 0.238 0.238 0
300 0.239 0.239 0
315 0.240 0.240 0
330 0.240 0.241 -0.416
345 0.242 0.241 0.413
360 0.242 0.242 0
375 0.243 0.242 0.288
390 0.243 0.243 0
405 0.243 0.243 0

Cizelge 5.19. SAP’1n fermentasyon ortamini bilesenlerinin varliginda Co=0.5 g/L
derisiminde, pH=7.14"de 100 kDa PES membranlarda etkin diflizyon

katsayilari
Bilesen De, m’/s
(NH,4),HPO, 4.9x10™""
KH,PO, 5.3x10™"
Na,HPO4-NaH,PO, 5.9x10™"
CaCl, 7.4x10™"
Tiim bilesenler 8.0x10™"!

137



6. TARTISMA ve SONUC

Proteinlerin membranlara adsorpsiyonu, birden c¢ok etkilesimin es zamanli olarak
meydana gelmesi sonucu gergeklestigi i¢in kompleks bir mekanizmaya sahiptir. Hem
protein hem de membranlarin iyonik ¢evre sartlarina duyarlik gostermesi literatiirde yer
alan sonuclar arasinda farklihk dogurmaktadir. Bu ¢alismada, PES ve CTA
membranlara ait fiziksel ve kimyasal 6zellikler ile BSA ve SAP protein ¢ozeltilerine ait
pH, iyonik gerilim gibi iyonik ¢evreyi olusturan degerlerin protein-membran
etkilesimlerine etkisi statik adsorpsiyon deneyleri ile incelenmis; elde edilen bulgularin
desteklenmesi i¢in elektrokinetik deneyler ve hesaplamalar (Bolim 5.5.1-5.5.3) ile
membranlarla protein arasindaki elektrostatik ve van der Waals etkilesim enerjileri
toplami1 (Boliim 5.5.4) belirlenmis ve ayrica spektroskopik ve mikroskopik yontemlerle
(Boliim 5.4.3-5.4.5) adsorpsiyon sonucu membranlarin yiizey yapisinda meydana gelen
degisimler gozlenerek birlikte yorumlanmistir. Boylece literatiirde ayr1 ayr ele alinmis
olan membran kirliligini etkileyen parametrelerin birlikte incelenmesi ve sonuglarinin
degerlendirilmesi yapilmistir. Ayrica, membranlarla ayirma islemlerinde 6nemli bir
tasarim parametresi olan proteinlerin membran sistemlerdeki etkin difiizyon katsayisinin
bulunmasi ve farkli iyonik ¢evrelerde olusan membran kirliligi ile iliskilendirilmesi -

literatiirde benzer bir ¢alisma yer almadigindan- ¢aligmanin orijinalligini artirmustir.

6.1. BSA’nin PES (10 kDa ve 100 kDa) ve CTA (10 kDa) Membranlara

Adsorpsiyonu

Farkli pH ve iyonik gerilim degerleri i¢in BSA’nin 10 kDa PES membranlara
adsorpsiyon izotermleri karsilastirmali olarak Sekil 5.6’da, 10 kDa CTA membranlara
adsorpsiyon izotermleri ise Sekil 5.12°de verilmistir. iki membranda da BSA'nin
adsorpsiyonu partikiiller arasi etkilesim varsayimin1 géz Oniine alarak deneysel olarak

tiiretilen Freundlich izotermine uymaktadir (Cizelge 5.1 ve 5.2).

138



10 kDa PES membranlara iki ayr1 iyonik gerilim degerinde (0.01 ve 0.1 M) de
izoelektrik noktada adsorplanan protein miktarinin, izoelektrik noktanin altinda ve
tizerindeki diger iki pH degerlerine gore az oldugu bulunmustur. Proteinlerin izoelektrik
noktasinda (BSA i¢in pI=4.78) net yiikii sifirdir. Dolayisiyla bu pH degerinde proteinin
membran ile elektrostatik etkilesimi en az seviyede olmalidir; bu calismada da
izoelektrik noktada BSA’ nin membrana adsorpsiyonunun en az oldugu gézlenmistir. Bu
bulgu, protein adsorpsiyonunda elektrostatik etkilesimlerin 6nemli oldugunu
gostermektedir. Ancak izoelektrik noktada bir miktar adsorpsiyonun goézlenmesi
protein-membran etkilesimlerinde diger ara yiizey kuvvetlerinin de énemli oldugunun
kanitidir. Izoelektrik noktasinda oldukga hidrofob yapiya sahip olan protein ile, hidrofob
yapidaki PES membran arasindaki hidrofobik etkilesimler sonucu bir miktar
adsorpsiyon gozlenmistir. Ayrica izoelektrik noktanin altindaki pH=3.78’de izoelektrik
nokta ve tizerindeki pH degerlerine gore daha fazla protein adsorplanmistir. Bu pH
degerinde pozitif yiike sahip olan protein ile literatiirde belirtildigi gibi (Ricq vd 1997;
Ernst vd 2000) ve ayrica bu calismada da 0lciilerek belirlendigi gibi negatif yiik tagiyan
membranlar (Cizelge 5.5) arasindaki elektrostatik c¢ekme kuvvetlerinden dolay1
adsorpsiyon fazla olmustur. izoelektrik noktanin {izerinde pH=6.80"de ise aym yiikteki
(negatif) protein ile membran arasinda elektrostatik itme kuvvetleri s6z konusudur ve
izoelektrik noktanin altindaki pH degerine gore daha az; ancak izoelektrik noktaya gore

daha fazla adsorpsiyon olmustur.

Cozelti pH’1inin membran kirliligi iizerine etkisi literatiirde bir¢ok arastirici tarafindan
incelenmis ve gesitli goriigler ortaya ¢ikmistir. Bazi aragtiricilar, proteinlerin izoelektrik
noktasinda hidrofob karakterlerinin artmasi nedeniyle gdosterdikleri hidrofobik
etkilesimlerden dolay1 kirliligin bu noktada fazla oldugunu (Mdckel vd 1999, Xu vd
2003) belirtmislerdir. Diger bir grup arastiric1 ise izoelektrik noktada elektrostatik
itmenin azalmasi nedeniyle proteinlerin daha kolay agregasyona ugramalar1 sonucu bu
noktada kirliligin fazla oldugunu éne siirmiislerdir (Kelly ve Zydney 1994). Izoelektrik
noktayla ilgili diger bir goriis ise, membrandan protein gegcisinin en fazla dolayisiyla
membran kirliliginin en az oldugu pH degerinin izoelektrik nokta olmasidir (Mattiason
1983, Nystrom vd 1994, Ricq vd 1999, Burns ve Zydney 1999). Bu goriis birligi i¢inde

bulunan bazi arastiricilar, bu durumu yiik etkilerine baglayarak izoelektrik noktada
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elektrostatik itme kuvvetlerinin olmamasi nedeniyle protein gegisinin arttigini
bildirirken, bazilar da izoelektrik noktada boyutu en kii¢lik olan proteinin membrandan

rahatlikla gegebilecegini, bu nedenle kirliligin az oldugunu belirtmislerdir.

Farkl1 isletim kosullarinda, kirliligi yaratan temel mekanizma ve proteinlerin en 6nemli
ozelliklerinin hangisi oldugu farkli olabilir. Eger proteinlerin membrana adsorpsiyonu
sadece elektrostatik etkilesimlerle agiklanacak kadar basit bir mekanizmasi olsaydi,
izoelektrik noktanin {izerindeki davranis -itme kuvvetlerinin baskin olmasina ragmen
adsorpsiyon olmasi- beklenmezdi. Ancak, protein adsorpsiyonu elektrostatik,
hidrofobik, hidrofilik ve sterik etkilesimler gibi bir¢ok etkilesimi iceren kompleks bir
olaydir. BSA’nin membranlara adsorpsiyonunda rol alan etkilesim enerjileri ile ilgili

tartisma Bolim 6.3°de de yapilmustir.

10 kDa CTA membranlara 0.01 M ve 0.1 M iyonik gerilimlerde izoelektrik noktada
(pH=4.78) adsorplanan BSA miktarinin -10 kDa PES membranlar i¢in elde edilen
sonuglara benzer olarak- izoelektrik noktanin tlizerinde (pH=6.80) adsorplanan degere
gore az oldugu bulunmustur (Sekil 5.12). Izoelektrik noktada net yiikii sifir olan
proteinin, bu pH degerinde membran ile elektrostatik etkilesimi en az seviyede oldugu
icin membranlara adsorpsiyonu azalmustir. Izoelektrik noktasinin iizerinde negatif yiiklii
protein ile negatif yiikli membran arasinda elektrostatik itme kuvvetleri baskin

olmasina ragmen izoelektrik noktaya gore fazla adsorpsiyon goézlenmistir.

CTA ile PES membranlarin adsorpsiyon kapasiteleri karsilastirildigi zaman CTA
membranlarda daha az protein adsorpsiyonu gozlenmistir. Aradaki bu farkin, oncelikle
PES membranlarin hidrofob o6zelliginden dolay1r proteinle hidrofobik etkilesimler
yapabilme giiciine ve ayrica membranlarin farkli yiik biyiikliiklerine bagli oldugu
disiintilmektedir. Her ne kadar son zamanlarda literatiirde protein adsorpsiyonunda esas
itici giliciin hidrofobik etkilesimler oldugunu, bunun yaninda elektrostatik etkilesimlerin
de 6nemli oldugunu belirten ¢aligmalar ile membranlara adsorpsiyonu proteinin net yiik
degerinin degil yiizey yiikiiniin kontrol ettigini ve adsorpsiyonda elektrostatik
etkilesimlerin 6nemli oldugunu belirten iki ayr1 goriis olmasina ragmen (Yoon vd 1999),

bu calismada ayni iyonik ¢evre kosullarinda PES ve CTA membranlara adsorplanan
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protein miktarlar1 arasindaki farkin membranlarin kimyasal yapisindan kaynaklandigi,
dolayisiyla  adsorpsiyonda yapisal etkilesimlerin yiik etkilesimleri kadar ©onemli

oldugunu belirlenmistir.

100 kDa MWCO degerindeki PES membranlara BSA adsorpsiyonunda pH ve iyonik
gerilim etkisi 10 kDa PES membranlardakine benzer davranis gdstermis, izoelektrik
noktada adsorplanan protein miktarinin en az, izoelektrik noktanin altinda ise fazla
oldugu, izoelektrik noktanin iizerinde ise itme kuvvetleri baskin olmasina ragmen
izoelektrik noktaya gore daha fazla adsorpsiyon oldugu ve iyonik gerilimin artmasi ile
azalan yiik etkilesimleri nedeniyle adsorplanan protein miktarinin azaldig1 gézlenmistir
(Sekil 5.20). 10 kDa PES membrana kiyasla 100 kDa PES membranda protein
adsorpsiyonu daha az olmustur. 10 kDa PES membranda membran gdzenek yarigapi,
protein yarigapindan kii¢iik oldugu i¢in protein adsorpsiyonu membran yiizeyinde
meydana gelmis ve protein molekiilleri membran yiizeyinde Sekil 5.34’de verilen SEM
fotograflarinda da goriildigii gibi jel seklinde birikmistir. 100 kDa PES membranda ise
membran gozenek yarigapi, protein yarigapindan biiyiik oldugu i¢in gbzenek igine giren
ve gobzenek duvarlarina carparak ilerleyen protein molekiillerinin membran ile sterik
etkilesimleri 10 kDa membrandaki kadar gii¢lii olmamistir. 100 kDa PES membranda
protein molekiillerinin bir kismu adsorplanirken bir kismi da membrandan gegerek
gozenek cikisma ilerlemis; dolayisiyla adsorpsiyon daha az olmustur. Protein
adsorpsiyonunun membran yiizeyinden ¢ok gdézenek i¢inde oldugu diisiiniilmektedir.
Sekil 5.35°deki SEM fotograflarinda da, BSA adsorpsiyonu sonucu 100 kDa PES
membranlarin gozeneklerindeki daralma agikca goriilmektedir. Bu sonug protein

membran etkilesimlerinde adsorpsiyon konumunun énemli oldugunu gostermektedir.

Iyonik gerilimin artmasi ile ¢alisilan tiim pH degerlerinde PES ve CTA membranlara
adsorplanan protein miktar1 azalmistir. 0.01 M iyonik gerilim degerinde ¢ift tabaka
kalmhg «'=3.07x10” m iken iyonik gerilimin 10 kat artmasi ile -0.1 M iyonik
gerilimde- «'=9.69x107" m degerine diismiistir (Bolim 5.5.3). Iyonik gerilimin

artmasi, difiiz tabaka ve Stern tabakasinin iist {iste gelmesine, yani ¢ift tabaka yapisinin
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bozularak deforme olmasina ve kabuk etkisi yaratarak yiizey yiikiiniin azalmasina sebep
olmaktadir. Bunun sonucunda ise protein-membran elektrostatik etkilesimleri

azalmstir.

6.2. BSA Adsorpsiyonu Sonucunda Membran Yapisinda Meydana Gelen

Degisimler

BSA’nin adsorpsiyonu sonucu kirlenen 10 ve 100 kDa PES ile 10 kDa CTA
membranlarin ylizey ve gézenek yapisinda meydana gelen degisimler FTIR-ATR ve
SEM analizleri ile, ayrica 10 kDa PES membran yapisinda meydana gelen degisimler ek

olarak AFM analizi ile belirlenmistir.

Farkli pH ve iyonik gerilim degerlerinde BSA’nin PES ve CTA membranlara
adsorpsiyonu sonucu membran ylizeyinde protein varliginin bir gostergesi olan C=0
gerilmesinden kaynaklanan amid I bandlar gozlenmistir (Sekil 5.21, Sekil 5.23 ve 5.24,
Sekil 5.27-5.29, Sekil 5.32 ve 5.33). Proteinin izoelektrik noktasinda (pH=4.78) her iki
membranda da amid I bélgesinde gozlenen pik siddetinin diger iki pH degerlerine gore
daha az olmasi izoelektrik noktada adsorpsiyonun az oldugunu, izoelektrik noktanin
altinda pH=3.78 degerinde amid I pik siddetinin diger pH degerlerine gore fazla olmasi
izoeletrik noktasinin altinda adsorpsiyonun fazla oldugunu ve izoelektrik noktanin
tizerindeki pH=6.80 degerinde -itme kuvvetleri baskin olmasina ragmen- amid I pikinin
gozlenmesi ve siddetinin izoelektrik noktaya gore fazla olmasi FTIR-ATR analizlerinin
adsorpsiyon sonuglariyla Ortiistiiglinii gostermektedir. Fazla adsorpsiyon goriilen pH
degerinde amid I bandmin siddeti fazladir, amid I bandlarinin siddeti kirliligin bir
gostergesi olarak kabul edilebilir. Ayrica adsorpsiyonun fazla oldugu kosullarda amid
II bandlarnt da gozlenmistirr CTA membrandaki amid I pikinin siddeti PES
membranlardaki kadar giiglii degildir. CTA membranin hidrofil yapis1 ve tasidig diistik
yik degeri nedeniyle, PES membrana gore daha az adsorpsiyon meydana gelmesi

beklenen bir sonuctur. 100 kDa PES membranda daha az adsorpsiyon gozlenmesine
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ragmen amid I ve amid II bandlarinin siddeti 10 kDa PES membrandan fazladir. Bunun
nedeni, her iki membranin kirlendigi baslangi¢ protein derisimlerinin (10 kDa membran
icin Co=1 g/, 100 kDa membran i¢in Co=2.5 g/L) farkl1 olmasidir. Amid I piklerinin
siddeti s1v1 faz baslangi¢ protein derisimi ile degismektedir. Ayrica iyonik gerilimin
artmasi ile azalan adsorpsiyona karsilik, bu kosullarda analizlenen her kosul i¢in amid I
piklerinin siddeti azalmustir. (Sekil 5.25-26, Sekil 5.30-5.31). Dolayistyla FTIR-ATR

analizleri membran kirliliginin bir belirleyicisi olabilecek bir analiz yontemidir.

Temiz ve kirli PES ve CTA membranlarin SEM fotograflarinda, temiz membranlarin
gozeneklerinin agik oldugu gozlenirken, (5.35 a), BSA adsorpsiyonu sonucu kirlenmis
olan 10 kDa PES membranin yiizeyinin jel seklinde protein tabakasi ile kapli oldugu ve

e

ylizey yapisinin degistigi (Sekil 5.34); 100 kDa PES membranlarda gozenek yapisinin
degistigi (Sekil 5.35 b,c); CTA membranin ise yiizey yapisinin fazla degismedigi (Sekil
5.36 b) gozlenmistir. SEM fotograflar1t membranlardaki kirlilik seklinin belirlenmesinde
yardimci oldugu gibi adsorpsiyon sonuglariyla da uyum gostermis, CTA membranlara

protein adsorpsiyonunun PES membranlardan daha az oldugunu kanitlamistir.

Farkli pH degerlerinde BSA ile kirlenmis 10 kDa PES membranlarin {i¢ boyutlu AFM
goriintiilerinden membran yiizeyin yapisindaki degisimin pH=3.78’de en fazla,
pH=4.78de en az oldugu acikca goriilmektedir. Bu bulgular SEM ve FTIR-ATR ile
birlikte adsorpsiyonun pH ile degisim davranisini ve izoelektrik noktada adsorpsiyonun

en az oldugu sonucunu desteklemektedir (Sekil 5.37-5.40).

6.3. Protein (BSA)-Membran Etkilesim Enerjileri

DLVO teorisine gore elektrostatik ve van der Waals enerjilerinin toplami, etkilesimde
itme veya c¢ekme kuvvetlerinin durumunu belirlemektedir (Bolim 2.4.1.3). Cekme

kuvvetlerinin etkin oldugu durumda bu toplamin isareti negatif, itme kuvvetlerinin etkin
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oldugu durumunda ise pozitiftir. Diisiik iyonik gerilimlerde elektrostatik etkilesimler

giiclii, yiiksek iyonik gerilimde ise elektrostatik etkilesimler zayiftir.

PES ve CTA membranlarin zeta potansiyelleri caligilan tiim kosullarda anyonlarin
tercihli adsorpsiyonu nedeniyle (Cheryan 1998) negatif isaretlidir (Cizelge 5.5-5.6).
pH’1n artmasi ile zeta potansiyelinin nominal degerleri artarken iyonik gerilimin artmasi
ile azalmigtir. Kolloidal yapilarindan dolayr proteinlerin zeta potansiyelleri iyonik
cevreye gore farkliliklar gostermis, pI’nin altinda pozitif, pI’nin {izerinde negatif

degerler alirken iyonik gerilimin artmasi ile azalmistir (Cizelge 5.7).

BSA’nin ultrafiltrasyon membranlara adsorpsiyonu izoelektrik noktasinda en az,
izoelektrik noktasinin altinda ise en fazla olmustur. Cizelge 5.8-5.10°da verilen protein-
membran etkilesim enerjilerinin biiytikliikleri -sadece elektrostatik ve van der Waals
enerjilerini icermesine ragmen- bu davranigin nedenini a¢iklamada yardimci olmaktadir.
izoelektrik noktasinda (pH=4.78) net yiikii sifir olan, ancak yiizey yiikiiniin uniform
olmamas1 nedeniyle yine de elektrostatik etkilesimler gosterebilen proteinin PES ve
CTA membranlar ile toplam etkilesim enerjisi en az seviyede oldugu i¢in proteinin
membrana adsorpsiyonu da en az olmustur. pH=3.78’de pozitif yiike sahip olan protein
ile akim potansiyeli 6l¢iim yontemi ile negatif yiike sahip oldugu belirlenen PES
membran arasindaki ¢ekme kuvvetlerinin itme kuvvetlerine baskin olmasi nedeniyle
izoelektrik nokta ve iizerindeki pH degerlerine gore daha fazla protein adsorplanmistir.
Benzer sekilde Burns ve Zydney (1999) protein ve membranin zit yiiklere sahip
olduklar1 durumda membranda protein gec¢isindeki azalmayr itme kuvvetlerinin
azalmasia baglamuslardir. Izoelektrik noktanin iizerinde (pH=6.80) ise ikiside negatif
yiiklii olan protein ile PES ve CTA membranlar arasinda elektrostatik kuvvetler ve van
der Waals kuvvetleri itme yoniinde olmasina ragmen, 6zellikle hidrofobik etkilesimler
gibi diger ara yiizey etkilesim kuvvetlerinin etkisiyle adsorpsiyon gézlenmistir. Iyonik
gerilimin artmasi ile tiim pH degerlerinde ¢ift tabaka yapisinin bozulmasindan dolay1
toplam etkilesim enerjisi azalmistir. Degisen iyonik ¢evre kosullarinda elektrostatik, van

der Waals, hidrofobik ve hidrofilik etkilesimler gibi adsorpsiyonda etkin olan ara ylizey
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etkilesim kuvvetlerinin farkli degerler almasi adsorplanan protein miktarlarini
etkilemistir. Kolloidal ara yiizey etkilesimleri klasik DLVO teorisi ile, yani sadece
elektrostatik ve van der Waals kuvvetler ile agiklanmaktadir. Membran kirliligini sadece
bu iki kuvvete dayali olarak aciklamak o6n bilgi olusturulmasi agisindan Onemlidir.
Klasik DLVO hesaplamalar1 ve deneysel sonuglar arasindaki fark, -ki bu ¢alismada
membranin  kimyasal yapisi, heterojenligi ve diger etkilesim kuvvetlerine
dayandirilmistir- teoriye bazi mekanizma ve hipotezler eklenerek agiklanabilir.
Homojen bir yiizeye kiyasla, morfolojik ve kimyasal heterojenlikler, farkli enerji
dagilimina sebep olabilir. Bu gibi durumlarda DLVO teorisinin hidrofobik, hidrofilik ve
sterik etkilesimler gibi yapisal etkilesimleri de gbz Oniine alarak genisletilmesi

gerekmektedir.

6.4. SAP’1n 100 kDa PES Membranlara Adsorpsiyon Sonug¢lar:

Bu c¢alismada model enzim olarak kullanilan serin alkali proteazin (SAP) membranlar
ile arasindaki etkilesimleri inceleyen bir ¢aligma literatiirde yer almamaktadir. Bu
nedenle, fermentasyon ortamindan bir enzimin ayrilmasindaki ara ylizey
etkilesimlerinin ve membran ile enzim 6zelliklerindeki degisimlerin incelenmesi 6nem

tagimaktadir.

Enzimlerin membranlara adsorpsiyonu ¢esitli mekanizmalar araciligi ile gergeklestigi
icin sonuglar tek bir etkilesim mekanizmasina gore degil, birka¢ mekanizmanin birlikte
etkisi ile acgiklanabilir. SAP’mn 100 kDa PES membranlara farkli iyonlarla saglanan
0.218, 0.224, 0.263, 0.434 ve 0.484 M iyonik gerilim degerlerinde, iiretim pH’1 olan
izoelektrik noktasinin altindaki pH=7.14 degerinde, pozitif yiikli enzim ile negatif
yiiklii membran arasindaki elektrostatik ¢ekme kuvvetlerinin baskin olmasi nedeniyle
adsorpsiyon en fazla olmustur (Sekil 5.47). Izoelektrik noktasinda (pI=9.08) enzim
yapisinin daha kompak ve hidrofobik olmasi nedeniyle hidrofobik etkilesimler

gostererek enzim adsorpsiyonu gerceklesmis, ancak net yiikii sifir oldugu i¢in negatif
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yliklii membran ile enzim arasinda elektrostatik etkilesimlerin minimum olmasi sonucu
adsorpsiyon da en az olmustur. Izoelektrik noktasinin iizerindeki pH= 11.06 degerinde
ise negatif yiikli membran ile anyon formundaki enzim arasinda elektrostatik itme
kuvvetleri baskin olmaya baslamis, dolayisiyla; izoelektrik noktanin altindaki pH
degerinden az, ancak izoelektrik noktaya gore fazla adsorpsiyon gozlenmistir. Bu pH’da

adsorpsiyonda etkin olan kuvvetlerin hidrofobik etkilesimler oldugu diisiiniilmektedir.

Fermentasyon ortami tuz/tampon iyonlar1 yaninda hiicre tarafindan iiretilen amino asit,
organik asit ve yapisal proteinler gibi bircok metaboliti de i¢ceren kompleks bir ortamdir.
Ortamdaki sterik etkilesimler ve iiretim sirasinda olusan ve iyonlasabilen diger
bilesenler de ara yiizey etkilesimlerini etkileyecegi i¢in fermentasyonla iiretilen enzimin
100 kDa PES membrana adsorpsiyonu daha fazla olmustur. Sentetik ve gercek
fermentasyon ortamlarindaki adsorpsiyon izotermleri karsilastirildiginda (Sekil 5.52 ve

5.54) fermentasyon ortamindaki enzimin daha fazla kirlilik yarattig1 gériilmektedir.

Endiistriyel bir enzim olan SAP’in fermentasyon ortamindan membranla ayirilmasi
sirasinda meydana gelen kirliligi incelemek amaciyla, enzim tiretim ortaminda bulunan
iyonlarin (Cizelge 4.3) tek tek ve birlikte etkisi adsorpsiyon deneyleri ile incelenmistir.
Fermentasyon ortam pH degeri (7.14) SAP’1n izoelektrik noktasinin altinda bir deger
oldugu icin enzim her ¢ozeltide pozitif yiikliidiir. Ancak proteinin yik degeri ve
hidrofob 6zelligi ortamin iyonik geriliminden etkilenecegi i¢in, iyonlarin ara ylizey
etkilesimlerindeki rolii hem membran hem de protein iizerine olacaktir. Her iyonun
proteinin yapist ve membranin yiikk degeri lizerine etkisi farkli olacagi i¢in SAP’in
iretim ortami bilesenlerinin varhi§inda membranlara adsorpsiyonu farkliliklar

gostermistir.

Hofmeister serileri proteinlerin ¢dkmesinde etkili olan anyon ve katyonlarin

siralamasini tanimlamaktadir (Leontidis 2002). Bu tanimdan yararlanarak proteinlerin
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membran yiizeyine adsorpsiyonunda protein/enzim davranisina iyonlarin etkisi

aciklanabilir. Bu seriye gore proteinlerin ¢oziiniirliigiinii azaltan anyonlar:

PO, *>S0,*>HPO,>>0H>CH3COO>CI>Br>NO;>Cl0,>SCN"

protein ¢ozlinlirliigiinii artiran katyonlar:

Ba">Ca™>Mg"™>Li™>Cs"™>Na"™>K">Rb"™>NH,"

olarak siralanmaktadir. SAP enzimi en fazla (NH4),HPO, igeren ortamda
adsorplanmistir (Sekil 5.52). Ortamda bulunan fosfat tamponuna ek olarak ortama giren
HPO4” iyonlarimin proteinin ¢oziiniirligii iizerine ek bir etkisi -zaten ortamda var
oldugu igin- olmadigi diisiiniilmektedir. Ancak NH4  katyonu proteinlerin
¢oziiniirliigiinii Na® katyonuna gore daha da azaltarak membrana daha fazla
adsorplanmasini saglamistir. KH,PO4 ortamindaki SAP adsorpsiyonu, (NH4),HPOj4
ortamma gore daha az olmustur. Hofmeister serisine gore, K~ katyonu proteinlerin
¢oziiniirliigiinii NH, " katyonundan daha fazla artirmistir. Dolayistyla SAP’m membrana
adsorpsiyonu azalmistir. CaCl, ortaminda ise ortama farkli anyon ve katyon
girmektedir. Ca’ ve Cl diger ortamlar dikkate alindiginda proteinlerin ¢oziiniirliigiinii
artiran iki iyon olarak Hofmeister serilerinde goriilmektedir. Dolayisiyla ortamda bu
iyonlarin varligi, proteinlerin ¢oziiniirliiglinlin artmasina ve adsorpsiyonun daha az
olmasina neden olmustur. Protein-iyon etkilesimleri molekiil i¢i elektrostatik ve
hidrofobik degisimler ile proteinlerin ii¢ boyutlu yapisinin degisimine sebep olmaktadir

(Menon ve Zydney 1999).
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6.5. Iyonik Cevrenin 100 kDa PES Membranlarin Zeta Potansiyelleri Uzerine

Etkisi

SAP’1n adsorpsiyonunun gergeklestirildigi tiim ¢ozeltilerde Cizelge 5.13’de goriildigi
gibi anyonlarin tercihli adsorpsiyonu nedeniyle (Cheryan 1998) membranlar negatif ytlik
degeri/zeta potansiyeli kazanmuslardir. (NH4);HPO4 iceren ortamda -fosfat
tamponundaki anyonlara ek olarak- ortama (-2) degerlikli HPO,> iyonlar1 girmis ve bu
iyonlar membran zeta potansiyelini artirarak elektrostatik etkilesimlerin ve dolayisiyla
adsorpsiyonun artmasini saglamistir. KH,POy iceren ortamda ise (-1) degerlikli H,PO4
anyonu fosfat tamponundaki anyonlara ek olarak ortamda bulunmaktadir. KH,PO4
ortamindaki SAP adsorpsiyonu, (NH4),HPO, ortamina gére daha az olmustur; bu da
(-1) degerlikli anyonlarin membran yiizeyine adsorpsiyonun (-2) degerlikli anyonlara
gore daha az secimli oldugu gostermektedir. CaCl, ortaminda membranin zeta
potansiyeli NaH,PO4-Na,HPO, iceren ortamdan daha diisik oldugu i¢in, CaCl,
ortaminda elektrostatik etkilesimler daha zay1f, dolayisiyla enzim adsorpsiyonu daha az
olmustur. Ricq vd (1997) de iki degerlikli iyonlarin adsorpsiyonu ile zeta potansiyelinde
azalma oldugunu bildirmislerdir. Bilesenlerin tiimiinii i¢eren ortamda ise iyonik
gerilimin artmas ile ¢ift tabaka kalinligim1 azaltmig, bunun sonucunda da membran
yiizey ylki azalmis (Cizelge 5.13) ve adsorpsiyon diger ortamlara gore daha az
olmustur (Sekil 5.52). Dolayisiyla adsorpsiyon ortaminda izoelektrik noktanin altindaki
pH degerinde ¢alisildigi icin negatif yliklii membran ile pozitif yliklii enzim arasindaki
elektrostatik  ¢ekme  kuvvetlerinin  biiylikliglini membran zeta potansiyeli
belirlemektedir; bu degerin yliksek oldugu ortamda etkilesim enerjileri de fazladir.
Cizelge 5.13’de verilen kirli membranlarin zeta potansiyellerindeki isaret degisimi

membran yiizeyine pozitif yiiklii enzimin adsorplandigini gostermektedir
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6.6. SAP Adsorpsiyonu Sonucunda Membran Yapisinda Meydana Gelen

Degisimler

Sentetik olarak olusturulan SAP enzimi {liretim ortaminda bulunan bilesenlerin, 100 kDa
PES membranlara adsorpsiyonuna etkileri incelendikten sonra kirlenen membranlarin
ylizey yapisindaki degisimleri belirlemek amaciyla yapilan FTIR-ATR analizlerinde,
her durumda membran yiizeyinde protein adsorpsiyonunun bir kaniti olan 1650cm™
dalga sayisi1 civarinda amid I pikleri gozlenmistir. Adsorpsiyonun fazla oldugu ortamda
(NH4),HPO4 ortaminda amid I pikinin siddeti fazla, az oldugu tiim bilesenleri igeren
ortamda pik siddeti azdir. Dolayisiyla FTIR-ATR spektrumlar1 adsorpsiyon sonuglarini
desteklemektedir.

6.7. BSA ve SAP’1n 100 kDa PES Membranda Etkin Difiizyon Katsayilari

BSA ve SAP’mn farkli iyonik ¢evre kosullarinda 100 kDa PES membranlardaki etkin
difiizyon katsayilar1 (De) Bolim 4.2.3’de anlatilan deney sisteminde elde edilen
verilerin ve Boliim 3.2°de verilen kiitle korunum temelli model sonuglarinin uyumu ile

belirlemistir.

Iyonik gerilimin artmasi ile BSA-membran ara yiizey etkilesimlerini azaldig1 (Cizelge
5.10) i¢in yiiksek iyonik gerilimde kirlilik azalmis -benzer durum SAP’da da gézlenmis-
etkin diflizyon katsayis1 artmistir (Cizelge 5.17 ve 5.19). Iyonik gerilimdeki artis
gozenek icindeki cift tabaka kalinligi azaltmig ve bunun sonucunda etkin gozenek
capimin artmasi ile proteinin gézenek iginde hareket kisitlamasi azalmistir. Izoelektrik
noktanin altindaki pH degerinde adsorplanan protein miktar1 fazla oldugu i¢in etkin

difiizyon katsayist azalmus, kirliligin en az oldugu izoelektrik noktada ise artmustir.
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Bu calismada, protein (BSA) ve enzimlerin (SAP) ultrafiltrasyon membranlara
adsorpsiyonu, aralarindaki elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler ve membran
ylizeyinde meydana gelen yapisal degisimler incelenerek c¢ozelti ve membran
ozelliklerinin kirlilik mekanizmasina etkileri arastirilmistir. Kirliligin kantitatif 6l¢iitii
ise membran i¢inde kiitle korunum temelli olusturulan matematik modelin deney
verileri ile uyumu sonucu hesaplanan etkin diflizyon katsayisi (De) ile belirlenmistir.
Uygun deney tasarimlart sonucu elde edilen verilerinin kullanimiyla bulunan D.‘nin
gozenekli ortamda ¢ozelti ve membran 6zelliklerine bagh olarak degisimi incelenmis ve

taginim olaylarinda 6nemli bir tasarim parametresi bulunmustur.

Capraz akis hizi, basing ve sicaklik gibi miithendislik parametrelerinin de ultrafiltrasyon
ile ayirmada 6nemli bir sorun olusturan membran kirliligi izerine 6nemli etkileri vardir.
Bu parametreler de g6z Oniine alinarak kirliligi etkileyen faktorler; membran
materyalinin 6zellikleri, ayirilacak molekiillerin 6zellikleri ve isletme parametreleri
olarak iic grup altinda toplanabilir. Bu ii¢ grup faktoriin farklt kombinasyonlarinin
kirlilige etkileri, model bir sistemde bu faktorler birbirinden bagimsiz olarak calisildigi
durumdakinden farkli olacaktir. Bu ¢alismada molekiiler seviyede yapilan incelemeler
sonucu elde edilen bulgularin siirekli sistemlerdeki kirlilik mekanizmasinin

aydinlatilmasina yardimci olacagi muhakkaktir.
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EK 1

EK 2
EK 3

EK 4
EK 5
EK 6

EK 7
EK 8

EKLER

Etkin difiizyon katsayisinin bulunmasina yonelik kurulan denklemin
degiskenlerine ayirma yontemi ile ¢oziimii

Membrana adsoplanan protein miktarinin bulunmasi i¢in 6rnek hesaplama
Etkin difiizyon katsayisinin bulunmasi deneyleri i¢in BSA ve SAP
derisim kalibrasyonlari

Adsorpsiyon deneyleri icin BSA ve SAP derisim kalibrasyonlar1
Lowry yontemi ile protein derisim kalibrasyonu

Etkin difiizyon katsayisinin bulunmasina yonelik kurulan denklemin
¢cozlimiinde dongii sayisinin belirlenmesi

BSA i¢in farkli iyonik ¢evrelerde etkin difiizyon katsayilar

SAP i¢in farkli iyonik ¢evrelerde etkin diflizyon katsayilari
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EK 1 ETKIN DIFUZYON KATSAYISININ BULUNMASINA YONELIK
KURULAN DENKLEMIN DEGISKENLERINE AYIRMA YONTEMI

ILE COZUMU

Membran i¢inde alinan hacim elemaninda kurulan kiitle korunum denklemi Est.1’deki
gibi diizenlenmis, yatiskin olmayan kosuldaki kismi tiirevli diferansiyel denklemin

degiskenlerine ayirma yontemi ile yapilan analitik ¢6zimi i¢in izlenen yol asagida

verilmistir.
0’C oC

e~ T A (1)
oy ot

Est.1’in ¢6zlimii i¢in baslangi¢ ve sinir kosullari;

t=0 C=0 (2)
y=0 C=C, €)
y=h C=C, 4)

Degiskenlerine ayirma yonteminin uygulanabilmesi i¢in baglangi¢ ve sinir kosullarinin
yeniden diizenlenmesi gerekmektedir. Bu amagla degisken degistirme islemi yapilmistir
(Est.5).

6=(c,-c)+(c,-c )% ©)
oc_ecos_ ac ©
o 00 o o

c_o(oc)_o(ocos) o a6)__ac )
oy oy\ oy oy\obd oy ) oy\ oy ot
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EK 1 (Devam)

Buna gore Est.1 diizenlenirse Est.8 elde edilir.

%0 00
oy ot

(8)

Est.2 ile verilen baslangi¢ kosulu, Est. 3 ve 4 ile verilen sinir kosullar1 Est.5 yardimi ile

diizenlenirse; sirasiyla, Est. 9, 10 ve 11 elde edilir.

t=0 0=Cl+(C2—Cl)% 9)
y=0 6=0 (10)
y=h 6=0 (11)

Est.8’de 6 konum ve zamanin fonksiyonudur; bagimhi degisken € , bagimsiz

degiskenler ise y ve ¢’dir. Est.8 degiskenlerine ayirilirsa Est.12 elde edilir. Est.12’nin

y ’ye gore ikinci, ¢’ye gore birinci tlirevi alinarak diizenlenirse Est.15 elde edilir.

0=F(y)G() (12)
ot dt
2 2
a?;i% :i Ga_F :Ga}; (14)
o? oyloy) oyl oy oy
2
DeGa]j: %G (15)
oy ot

Est. 15’in bir tarafi y’nin diger tarafi ise t’nin fonksiyonudur. Est. 15’in her iki tarafi

— A* gibi bir sabite esitlenir.
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EK 1 (Devam)

1d'F_ 1 dG_ (16)
F dv* D,G dt

e 1. Durum,

1 dG

=) 17
D.G di {an

96 _ _ppar (18)
G

NG =—2D.t+1In4, (19)

G = 4,el*4) (20)

e II. Durum,

1

— =1 21

Fa (21)
2

d f+/12F=0 (22)
dy

Est.22°nin genel ¢oziimiinden Est.23 elde edilir.

F = A,Sin(Ay)+ 4,Cos(Ay) (23)

Est.23’de yer alan 4, ve A, sabitleri Est.10 ve 11°deki sinir kosullar1 yardimu ile
¢oziiliir. Est.10°da verilen sinir kosulu ( y =0 i¢in d =0) Est.23’de yerine konursa

A, =0 bulunur ve Est. 23, Est. 24’e indirgenir.

F = A,Sin(2y) (24)
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EK 1 (Devam)

Est.11°de verilen siir kosulu (y =4 i¢in 8 =0) Est.24’e uygulanirsa ;

0 = A,Sin(1h) (25)

A4, # 0 olacagindan Sin(Ah)=0 kosulunun saglanmasi gerekir. Burada;

Ah=nr, n=0,1,23.... (26)
niw

=" 27
P (27)

F= Azsm(% yj (28)

Est.20 ve 28, Est.12 ile verilen degiskenlere ayirma yontemi genel ¢oziimiinde yerine

konulursa Est.29 elde edilir.

2
2
nz DJ]

0= Azsm(% y] * Ale[ 0 (29)

Est.29 seriler seklinde ifade edilirse Est.30 elde edilir.
) 7@Det
0= ZAnSin(% yje[ " ] (30)

n=0

Est.9 ile verilen baslangi¢ kosulu Est. 30’a uygulanirsa Est.31 elde edilir;

¢ +(c,-¢ )% = iAnSin(% yj (31)
n=0
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EK 1 (Devam)

Est.31’in asagidaki sekilde integrali alinir;
h h o«

C+C -C, infl—y |d A, Sin| —y {Sin| —y |d
I( h)s(hyjylg (hyj [hyjy
t y mrnu t mru

C, +(C,-¢, in| ——y|dv=4A,|Sin*| —y |d
,(l;( h}g(hyjy n! (hyjy

¢ [sin ™7 )\ (€ -C)f sin ™7 v = 4 [sin® (™7 )a
1‘([ n 7)’ y+T£y n 7)’ y = n! n 7)’ y

mim mrmr
Cos( yj Sin[ yj
+ (Cz - C1) _y h N h

mru h h mr mr’
h 0 h (hj
dlo
2 h
Sm[ }Zﬁ yj
Y
................................................................. =4
! dmrn " 2
h
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EK 1 (Devam)

~c,—cos(mr)|-c,— 6 =G))| _, Coslmr) —(-0+0)
mr mi h mir
h h h (37)

-C, i[cos(mzz)+ 1]+(c,-¢, )L(— Cos(mr))= A, h (38)
mr mrw 2
L[— ClCos(mﬂ)+ C, - CzCos(mn)+ ClCos(mﬂ)] =4, g (39)
mm
L[ C, - CZCos(mfr)] =4, h (40)
mrm 2
) _ 2 (¢, ~C,Cos(mr)) @n
" r m
Est.41 Est. 30°da yerine yazilirsa Est.42 elde edilir.
=2 (C, - C,Cos(mr)) ... [n;z }[Il;z”ﬁ’j
=) —~—L 2 Sin| — 42
; V4 m " h 4 (42)
0 - iz (C, - C,Cos(nr)) Sin[ﬂy}[”hz%j @)
T n h

€ —C)+(c,—¢) % =S % (C, - C,Cos(nr)) Sm( % y}(hDJ s
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EK 1 (Devam)

Est.44 diizenlenerek Est.1’de verilen denklemin genel ¢6ziimii Est.45 ile elde edilir.

+z§<c2<:os<m>—c1>&.n[%y}[-%’wJ as)
T

n

C=C+(C,-C)

> =

n=1
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EK 2 MEMBRANA ADSOPLANAN PROTEIN MIKTARININ BULUNMASI

ICIN ORNEK HESAPLAMA

Membrana adsorplanan protein miktari, baglangi¢ protein derisimi ile dengedeki sivi
faz protein derisimi arasindaki farkin toplam c¢ozelti hacmi ile carpilip membran

kiitlesine boliinmesiyle elde edilmistir (Est. 1).

* Vcb’zelti
q=(C,—C)x——— (1)

membran

Ornek hesaplama:

pH=6.80 ve 0.01 M KCL kosullarinda Co=1.5 mg/ml derisimindeki BSA adsorpsiyonu
sonucu membrana adsorplanan madde miktari:

100ml

0,044g P
q = 45,45mgprotein /| gmembran

q = (1,533 -1,513)mg / ml x
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EK 3 ETKIN DIFUZYON KATSAYISININ BULUNMASI DENEYLERI iCIN

BSA ve SAP DERISIM KALIBRASYONLARI

pH =3.78, BSA

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

y = 1,6083x
R? = 0,9896

mV

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
C, mg/ml

pH=4.78, BSA
1,2

y = 0,9789x
1,0 | R?= 10,9955

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
C, mg/ml
pH=6.80, BSA
0,9
0,8 |y = 1,6054x

07 [R*=0,9917

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

mV

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
C, mg/ml
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EK 3 (Devam)

0,6

0,5

pH=7.14, SAP

y = 1,0259x
R?=0,9901

0,1

0,2 0,3 0,4
C, mg/ml

0,5

0,6
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EK 4 ADSORPSIYON DENEYLERI iCIN BSA VE SAP DERISIM

A) BSA

KALIBRASYONLARI

1,6
1,4
1,2
1,0

0,6
0,4
0,2
0,0

pH=3.78, 0.01M

Ly =0,5664x
- R?=0,9976

0 1 cgL 2

1,6
1,4
1,2
1,0

0,6
0,4
0,2
0,0

pH=4.78, 0.01M

| y=0,5946x
| R?=0,9975

1,8
1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

pH=6.80 0.01M KClI

- y=0,6103x
- R?=0,9977

0,0 10 C,glL 20

3,0
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EK 4 (Devam)

B) SAP

0,9
0,8

0,7

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

pH=7.14, SAP

Ly =0,824x
R? = 0,9995

0,5 1
C,g/L

1,5
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EK 5 LOWRY YONTEMI iLE PROTEIN DERISIiM KALIBRASYONU

Absorbans

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
C, mgprotein/mI
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EK 6 ETKIN DIiFUZYON KATSAYISININ BULUNMASINA YONELIK
KURULAN DENKLEMIN COZUMUNDE DONGU SAYISININ
BELIiRLENMESI

Cdeney | Cmodel | Cmodel | Cmodel | Cmodel | Cmodel | Cmodel | Cmodel | Cmodel | Cmodel
n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 n=6 n=10 n=20 | n=100
0,0000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 0,000 J]o0,000 |o0,000
0,0250 | 0,028 | 0,026 | 0,025 | 0,024 | 0,024 ]0,024 0,024 ]0,024 ]0,024
0,0540 | 0,058 | 0,057 | 0,056 | 0,055 0,055 ]0,055 10,055 ]0,055 ]0,055
0,0810 | 0,083 | 0,082 | 0,081 | 0,081 0,080 ]0,080 0,080 0,080 0,080
0,1020 | 0,103 | 0,102 | 0,102 | 0,101 0,101 }Jo,101 0,101 0,101 ]0,101
0,1170 | 0,120 0,120 0,119 0,119 0,119 0,119 0,119 0,119 0,119
0,1320 ] 0,135 | 0,134 | 0,134 | 0,134 | 0,133 |0,133 0,133 ]0,133 ]0,133
0,1470 | 0,147 | 0,147 | 0,146 | 0,146 | 0,146 ]0,146 0,146 ]0,146 ]0,146
0,1560 | 0,158 | 0,158 | 0,157 | 0,157 | 0,157 Jo0,157 0,157 0,157 |o0,157
0,1650 | 0,167 | 0,167 | 0,167 | 0,167 | 0,166 ]0,166 0,166 ]0,166 |]0,166
0,1730 | 0,176 | 0,175 | 0,175 | 0,175 | 0,175 |0,175 0,175 ]o,174 |o,174
0,1790 | 0,183 | 0,182 | 0,182 | 0,182 | 0,182 ]0,182 0,182 0,182 0,182
0,1870 | 0,189 | 0,189 | 0,188 ] 0,188 | 0,188 ]0,188 0,188 ]0,188 ]0,188
0,1910 | 0,195 | 0,194 | 0,194 | 0,194 | 0,194 |0,194 0,194 ]o0,194 0,194
0,1980 | 0,200 | 0,199 | 0,199 | 0,199 | 0,199 0,199 0,199 10,199 0,199
0,2040 | 0,204 | 0,204 | 0,204 | 0,204 | 0,204 ]0,203 0,203 ]0,203 ]0,203
0,2090 | 0,208 0,208 0,208 0,208 0,208 0,207 0,207 0,207 0,207
0,2110 | 0,211 | 0,211 | 0,211 | 0,211 0,211 Jo0,211 J0,211 J0,211 0,211
02150 | 0,215 | 0,215 | 0,214 | 0,214 | 0,214 J0,214 ]0,214 ]0,214 ]0,214
0,2170 | 0,218 | 0,217 | 0,217 | 0,217 | 0,217 0,217 0,217 0,217 0,217
0,2190 | 0,220 | 0,220 | 0,220 | 0,220 | 0,220 ]0,220 ]0,220 ]0,220 ]0,220
02220 | 0223 | 0222 | 0222 | 0222 | 0222 0222 0222 |0.222 0,222
0,2240 | 0,225 0,225 0,224 0,224 0,224 10,224 0,224 0,224 0,224
0,2250 | 0,227 | 0,226 | 0,226 | 0,226 | 0,226 ]0,226 0,226 ]0,226 ]0,226
0,2280 | 0,228 | 0,228 | 0,228 | 0228 | 0,228 |0,228 0228 |0.228 |o0,228
0,2290 | 0,230 | 0,230 | 0,230 | 0,230 | 0,230 ]0,230 ]0,230 ]0,230 ]0,230
0,2300 | 0,231 | 0,231 | 0,231 | 0,231 0,231 J0,231 0,231 ]0,231 ]0,231
0,2320 | 0,233 | 0,233 | 0,233 | 0,233 0,233 ]0,232 10,232 10,232 0,232
0,2330 | 0,234 | 0,234 | 0,234 | 0,234 | 0,234 ]0,234 ]0,234 ]0,234 ]0,234
0,2350 | 0,235 | 0,235 | 0235 | 0235 | 0,235 0235 0235 0235 |0.235
0,2350 | 0,236 | 0,236 | 0,236 | 0,236 | 0,236 ]0,236 0,236 ]0,236 ]0,236
0,2370 | 0,237 | 0,237 | 0,237 | 0,237 | 0,237 ]0,237 0,237 ]0,237 ]0,237
0,2390 | 0,238 | 0,238 | 0,238 | 0238 | 0,238 |0,238 0238 |0.238 |0,238
0,2390 | 0,238 | 0,238 | 0,238 | 0,238 | 0,238 ]0,238 0,238 ]0,238 ]0,238
0,2400 | 0,239 | 0,239 | 0,239 | 0,239 | 0,239 ]0,239 10,239 ]0,239 ]0,239
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EK 7 BSA ICIN FARKLI iYONIiK CEVRELERDE ETKIN DiFUZYON

KATSAYILARI

e BSA, pH=3.78,0.01M KCI, Co=0.5g/L
De=1.9¢e-11m?/s;

_ 2 deney
De=1.9x10-11 mZ/s — rmodel
0251 .
02 .
=
= 0.15F .
&)
01 F .
0.0s - .
D,:’_‘_ 1 | | | | | |
a 0.5 1 1.5 2 245 3 3.5 4
ts x10°
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EK 7 (Devam)

e BSA, pH=6.80, 0.01M KCI, Co=0.5g/L

De=3.2¢-11 m?/s,

De=3.2:10-11mZfs

0.25

0.2

0.1

0.05

O deney
— rmodel

=
=t
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EK 7 (Devam)

e BSA, pH=3.78, 0.1M KCl, Co=0,5 g/L
De=2.6e-11 m*/s

_ 2 deney
De=2Ex10-11m2fs — todel
0.25F )
0.2
=
@ 0.15
0y
0.1
0.05
&
1]

ts w10°
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EK 7 (Devam)

e BSA, pH=4.78, 0.1M KCl, Co=0,5 g/L

De=4.4e-11 m%/s;

De=4.4x10-11 m2fs & deney
— model

0.25

0.2
-
& 0.15
i

0.1

0.05

]
=l

8 w10t
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EK 7 (Devam)

e BSA, pH=6.80, 0.1M KCI, Co=0.5g/L
De=3.8e-11 m?/s

De=3.8x10-11mXs i Ene.;.n.jeehj
025
0.2
=
= [0.15
)
0.1
0.05
Ot
]
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EK 8 SAP ICiN FARKLI iYONIK CEVRELERDE ETKIiN DIFUZYON

KATSAYILARI

e SAP, pH=7.14, KH,PO4, Co=0.5 g/L
De=5.3e-11 m?/s

De=53x10-11mZfs & deney
— rtnodel

0.245

0.2

0.1

0.05

[}
o

ik w10°
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EK 8 (Devam)

e SAP, pH=7.14, CaCl,, Co=0.5 g/L
De=7.4e-11 m?/s

0.24

0.2

0.1

0.05

]
e

De=7 4x10-11m2fs

O deney
— maodel
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EK 8 (Devam)

e SAP, pH=7.14, CaCl,+(NH4),HPO4+KH,PO4, Co=0.5 g/L
De=8e-11 m%/s

0.25

02
=
B 015
L]

0.1

0.05

De=8.0x10-11m2fs

Z deney
— madel

=
i
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